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Quando a forca te faltar

A coragem te deixar

E as lagrimas banharem o teu rosto

E sentir a sensacdo de uma eterna solidao

Esperando um futuro que passou

E exatamente assim

Quando tudo esta no fim

Quando ja sofremos tanto no deserto

Se tua forga ndo puder te fazer ficar de pé

Esse € o momento do poder da Fé

A Fé so abre os mares

Quando o momento chegar

A Fé se manifesta

Quando o limite da forca acabar
A Fé tem seu segredo

N&o se revela ao que tem medo
Mas ao que luta

Até o momento de a Fé chegar

Vi

A Fé — Sérgio Lopes
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EXTRATO

SANTOS, Rita de Cassia Vital, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
Agosto de 2005. Caracterizacdo Citogenética de Genipa americana L.
Orientadora: Mobnica Rosa Bertdo. Co-orientador: Marco Antbnio Costa.

Colaboradora: Janay Almeida dos Santos-Serejo.

Genipa americana L. (Rubiaceae) é uma arbérea distribuida por toda
América Tropical. Tem sua importancia tanto como fonte alimenticia, quanto na
extracdo de esséncia florestal. Apesar da utilizacdo e exploracdo em todo o Brasil,
devido ao seu potencial nutricional, facil cultivo e pronta aceitacdo no mercado
consumidor, sdo escassas as informacdes referentes a evolucéo, a variabilidade das
populacbes e aos recursos genéticos. Este trabalho teve como objetivo a
caracterizagcdo cromossémica da Genipa americana L. através de parametros
morfométricos (caridtipo e ideograma), bem como a avaliacdo de regides
organizadoras dos nucléolos ativas (NOR), regides de heterocromatina constitutiva
(bandamento C) e regides cromossdmicas ricas em AT e CG (DAPI e CMAg). Para
obtencao das preparacdes metafasicas sementes de populacdes diferentes oriundas
do Campus da UESC e de fazendas da regido sul da Bahia foram dispostas para
germinacdo em camara umida a 30°C. As raizes foram coletadas e submetidas ao
pré-tratamento com 0,03% 8-hidroxiquinolina por 2 horas e 30 minutos a temperatura
ambiente. Apoés fixagcdo em Carnoy (3:1) as raizes foram transferidas para etanol
70%. Para as analises morfométricas as raizes foram coradas pelo método de
Feulgen e as preparacdes cromossémicas obtidas mediante esmagamento da regiao

meristematica e coloracdo com orceina acética a 2%. Para as demais analises, as
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raizes foram esmagadas em &cido acético a 45% e as preparacdes cromossémicas
submetidas a coloragcdo com Giemsa (bandamento-C), nitrato de prata (RON) e
fluorocromos CMA3; e DAPI. A analise citogenética permitiu confirmar a ocorréncia
de 2n = 22 para Genipa americana L., corroborando Guerra (1986). Para a analise
morfométrica dos cromossomos desta espécie, foram selecionadas 10 melhores
metafases e com o auxilio do compasso de ponta de seca e papel milimetrado,
foram medidas, possibilitando a elaboracdo de um cari6tipo constituido de 11 pares
cromossOmicos sendo: oito pares metacéntricos e trés pares submetacéntricos,
onde dois pares (1 e 2) apresentaram constricdo secundaria no braco longo e dois
pares (7 e 11) apresentaram constricido secundaria no braco curto. Para cada par
cromossbmico foram obtidos os seguintes valores médios para comprimento
absoluto (um): 1, CA-7,72; 2, CA-6,68; 3, CA-6,06; 4, CA-5,51; 5, CA-5,35; 6, CA-
5,11; 7, CA-4,89; 8, CA-4,50; 9, CA-4,09; 10, CA-3,45; 11, CA-3,17. A aplicacdo da
técnica de impregnacao pelo nitrato de prata (RON) permitiu a visualizacdo de no
maximo dois nucléolos ativos por nucleo interfasico, ndo coincidindo com o nimero
de RONs. A metodologia de bandamento C permitiu evidenciar blocos
heterocrométicos terminais e intersticiais, em todos os pares cromossémicos,
mostrando heteromorfismo em cromossomos homologos. A aplicacdo dos
fluorocromos CMA3; e DAPI revelou regides fortemente marcadas coincidentes
presentes nas extremidades de alguns cromossomos, desta forma marcando o0s
blocos heterocromaticos, encontrado com bandamento C. E importante salientar que

as regides satelitadas também se mostraram marcadas por ambos os fluorocromos.

Palavras-chave: Jenipapo, bandamento cromossémico, fluorocromos.



ABSTRACT

SANTOS, Rita de Céssia Vital, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus,
Augost, 2005. Citogenetics Characterization of Genipa americana L. Advisor:
Monica Rosa Bertdo. Advisor Committee Members: Marco Anténio Costa and Janay
Almeida dos Santos-Serejo.

Genipa americana L., Rubiaceae is a tree species largely distributed over the
tropical American continent, being important as a source of food and essences.
Despite its large use in Brazil, due to its nutritional, farming and consumer
acceptance characteristics, little is known about this species in terms of evolution,
population variability and genetic resources available. In this work, we aimed at the
karyotypic characterization of G. americana through morphometric parameters, as
well as by evaluations of nucleolus organizing regions (NOR). Seeds collected in
differents locations in the state Bahia were germinated, the root tips collected and
subjected to a pre-treatment with 0.03% of 8-hydroxyquinoline for 2,5 hours, to obtain
cytological preparations at mitotic metaphases. The roots were fixed in Carnoy (3:1)
and transferred to 70% ethanol, where they were subjected to staining assays by the
methods of Feulgen and NOR banding. Cytological preps were obtained through the
technique of smashing roots in 2% acetic orcein (Feulgen) and Carnoy fixer (NOR
banding). The cytological analysis evidenced a diploid number of 22 chromosomes
for G. americana, confirming previous data by Guerra (1986). The morphometric
analysis of the chromosomes allowed the production of a standard karyotype
constituted by, eleven pairs being: eight metacentric and three submetacentric pairs,
with two pairs (1 and 2) presenting secondary constriction in the long arm and one
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pair (11) presenting secondary constriction in the short arm. For each chromosomic
pair the following mean values for absolute length had been calculated (um): 1, CA-
7,72; 2, CA-6,68; 3, CA-6,06; 4, CA-5,51; 5, CA-5,35; 6, CA-5,11; 7, CA-4,89; 8, CA-
4,50; 9, CA-4,09; 10, CA-3,45; 11, CA-3,17,whereas the NOR banding technique
indicated the presence of interphase nuclei bearing 1 to 2 nucleolus organizing
regions, corresponding to rDNA active sites. C banding evidenced interstitial and
terminals heterochromatic blocks in all the chromosome pairs. Fluorochrome staining
revealed coincident CMA; and DAPI markings in the chromosomic terminals,
overlapping the heterochromatic blocks. This suggests that the heterochromatic
blocks are rich in AT and CG base pairs. It is important to point out that the satellite

regions were also marked by both the fluorochromes.

Key-words: Genipa, Chromosome banding, fluorochromes.
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1. INTRODUCAO

Genipa americana L., espécie da familia Rubiaceae popularmente conhecida
CcOmo jenipapeiro, constitui-se em uma espécie arborea de grande porte, encontrada
tanto no interior da mata priméria como nas formagdes secundarias. Originaria e
distribuida por toda a América de clima tropical € uma espécie muito comum na
regido do Nordeste brasileiro.

Esta espécie representa uma atividade econémica extremamente promissora,
principalmente por causa da exceléncia na qualidade dos frutos. Esta fruteira
apresenta caracteristicas econdmicas peculiares, por causa de seu potencial em
fornecer esséncia florestal, produto farmacéutico anticancerigeno, produto
alimenticio, matéria-prima atil a indastria madeireira para a producdo de moéveis,
barcos e matriz de xilogravura ou para ser utilizada em plantios heterogéneos
visando a recuperacdo de areas degradadas e ao reflorestamento (FIGUEIREDO et
al., 1986; BORGES et al., 1994; ZANETTE; KUDLA, 1994).

Andlises do conteddo de macro e micronutrientes da casca, polpa e
sementes de jenipapo, tém evidenciado que esta espécie frutifera representa uma
das mais ricas fontes de nutrientes para alimentacdo humana, além de seu valor
social e econémico (SILVA et al., 1984), enquanto avaliacbes de caracteristicas
quimicas e fisicas de frutos pds-colheita tém demonstrado condi¢cdes essenciais a
conservacgao adequada de frutos (SILVA et al., 1998).

A despeito do elevado potencial da utilizacdo e exploracdo da cultura do
jenipapeiro em todo Brasil, principalmente na Bahia, sdo escassas as informacoes
referentes a evolucdo, a variabilidade das populacdes, e aos recursos genéticos
disponiveis (SILVA; SANTOS, 1999). E importante salientar que estas informacdes

sdo importantes para o desenvolvimento de programas de melhoramento que visem
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aumentar a produtividade, melhorar a qualidade nutricional dos frutos, conter a
erosdo genética através da caracterizacdo e posteriormente amplificacdo da
diversidade genética existente. Tais perspectivas, além de contribuir para a
preservacdo e exploracdo ordenada de muitas espécies, tendem a ampliar a
disponibilidade de recursos econémicos na regiao Sul da Bahia.

Entre as ferramentas que podem auxiliar na obtencdo deste conhecimento
encontram-se as andlises citogenéticas, que sdo de suma importancia na descri¢cao
da variabilidade genética e no entendimento da dindmica cromoss6mica envolvendo
uma determinada espécie. Além de permitirem a elucidacdo da estrutura e
organizacdo do genoma vegetal e de mecanismos evolutivos, tais analises
viabilizam a elaboracéo de estratégias que podem ser utilizadas em programas de
melhoramento visando transferéncia de genes de interesse. Os estudos
citogenéticos sobre a espécie G. americana L. sdo escassos. Portanto, sdo
necessarios novos estudos para conhecer os parametros cariotipicos e a
diferenciagcdo morfolégica. Contudo, os poucos trabalhos registrados na literatura
merecem destaque.

Guerra (1986) relatou que o jenipapeiro € uma espécie dipldéide com 2n = 22
cromossomos, que apresenta uma das mais elevadas proporcdes de
heterocromatina conhecida entre as espécies vegetais. Com relacdo a morfologia
dos cromossomos, descrigcdes foram realizadas por Pierozzi e Mendacolli (1997),
usando as técnicas de coloracédo convencional e bandamento C.

Em um trabalho empregando fluorocromos, Guerra (1993a), mostrou que G.
americana tem uma grande quantidade de heterocromatina constitutiva e evidenciou
ainda a diferenga entre a eucromatina e heterocromatina, permitindo a direta
comparacao entre a rigueza de bases especificas GC e AT.

Bortoleti et al. (2002a) empregando metodologias de bandamento e
fluorocromos, demonstraram um padrédo de bandas CMA" com variacdes na posi¢ao
e tamanho das bandas entre popula¢fes, entre individuos da mesma populacéo e
mais raramente entre cromossomos homadlogos do mesmo individuo. Houve fortes
marcacfes das RONs com nitrato de prata nas populacdes, e nos nucleos
interfasicos a coloragcdo com nitrato de prata marcou desde um unico nucléolo até

16 nucléolos.



Bortoleti et al. (2003) revelaram um padrdo bastante irregular e assincrénico
na meiose, como por exemplo na diacinese, com onze bivalentes individualizados,
enquanto em outras células foram observados multivalentes de tamanho e nimero
variavel, sendo que em alguns casos foi observado um uUnico multivalente,
sugerindo a ocorréncia de um complexo de translocacéao.

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de aplicar técnicas
citogenéticas visando a caracterizacdo cromossémica da G.americana L, através de
parametros morfométricos (cariotipico e ideograma) e descrever o padrdo de
diferenciacdo morfolégica ao longo do seu complemento cromossémico por meio

dos bandamentos C, NOR e fluorocromos DAPI e CMA;.



2. REVISAO DE LITERATURA

2. 1. Caracterizagado da familia Rubiaceae

A familia Rubiaceae esta situada entre os quatro maiores grupos das
Angiospermas, junto a Poaceae, Orchidaceae e Asteraceae, sendo constituida por
650 géneros e aproximadamente 13.000 espécies (ROVA et al., 2002). No
Neotropico a familia é representada por mais de 200 géneros e mais de 5.000
espécies (DELPRETE et al., 2004) e no Brasil por aproximadamente 118 géneros e
1.600 espécies (DELPRETE, 1998), que ocorrem principalmente nas regides
tropicais e subtropicais, atingindo também as regiées temperadas e frias da Europa
e Norte do Canadda (GERMANO-FILHO, 1999). Na classe das Gamopétalas, a
familia Rubiadcea deve ser superada pelas Compostas, em numero de espécies que
sdo as mais importantes entre todas as familias. Sem duvida, elas compartilham
com as Gamopétalas uma afinidade estreitissima. Entre as Polipétalas, as
Leguminosas aparecem com O maior numero de espécies e entre as
Monocotiledéneas, as Orquidaceas ultrapassam as Rubidaceas (CHIQUIERI et al.,
2004).

E a maior familia que contém espécies distilicas dentro das Angiospermas,
espécies com este polimorfismo floral podem apresentar variacbes de diferentes
formas e graus, tais como: originar derivacbes como homostilia, monomorfica e
didicia ou apresentar variagfes tanto entre populagdes distilicas da mesma espécie,
quanto entre géneros e espécies tipicamente distilicos (CONSOLARO, 2004).

Como as Rubiaceas estdo presentes em quase todos os tipos de vegetacéo e
com quase todos os tipos de habitos, considera-se que representem uma das

familias mais importante, junto com as Leguminosas, a ser usada como indicador
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ecologico e também como parametro para a avaliacdo do estado de conservacéo da
maioria dos ambientes tropicais. A familia Rubiaceae € mais representada em forma
de arbustos na sobra das florestas Umidas, representando uma importante fonte de
alimentacdo de insetos, aves e mamiferos locais. Num estudo preliminar sobre a
vegetacdo neotropical (DELPRETE et al., 2004), foi estimado que as espécies de
Rubiaceae representam de 5% a 30% das espécies de Fanerégamas, dependendo
da altitude, tipo de solo, temperatura, precipitacdo e umidade atmosférica.
Considerados os aspectos mencionados, a determinagéo e a observacao de campo
das Rubiaceas sdo de importancia cardinal no estudo e conhecimento da ecologia
das regides tropicais do mundo.

A Rubiaceae contém um numero amplo de acumulo de aluminio (Al) de
algumas familias. Tradicionalmente, esta familia teria sido dividida em duas
subfamilias: Cinchonoideae, com muito Ovulos por loculos nos ovarios e
Coffeoideae, com um évulo por loculo (SCHUMANN, 1891). Bremekamp (1966; oito
subfamilias) e Verdcourt (1958; trés subfamilias) tinham introduzido uma série de
novas caracteristicas para delimitar subfamilias. Robbrecht (1988), utilizou
correlagbes evolutivas tendendo apresentar um emenda para o sistema de
Bremekamp e Verdcourt, identificando quatro subfamilias: Cinchonoideae,
Ixoroideae, Antirheooideae e Rubioideae. Recentes novos sinais na familia, todavia,
foram obtidos através de dados moleculares (ANDERSSON; ROVA, 1999) e
demonstrados a natureza polifiléticos para a subfamilia Antirheoideae (LENS et al.,
2000).

Com a introducdo de estudos filogenéticos usando dados moleculares, durante
a ultima década foi demostrado que as Rubiaceae sédo naturalmente divididas entre
trés subfamilias: Cinchonoideae, Ixoroideae e Rubioideae, mas com a posicdo e
definicdo das tribos completamente revolucionada. O primeiro estudo filogenético da
familia foi apresentado por Bremer e Jansen (1991), onde, usando rbcL e um numero
limitado de géneros, foram encontrados trés clados principais, divisdo que foi confirmada
usando o0 mesmo marcador genético, mas usando 49 géneros, por Bremer et al. (1995).
Nessa ultima analise, Luculia (género de 5 espécies, endémico da regido do Himalaya e

Provincia deYunnan da China, Asia subtropical), continua sendo encontrado num clado



separado, indicando a possibilidade em um futuro reconhecimento de uma subfamilia
monotipica.

Estudos sucessivos com outros marcadores genéticos e com um numero maior de
géneros confirmaram a divisdo das Rubiaceae em trés subfamilias e comecaram a
indicar as principais tribos de cada subfamilia, como por exemplo, os estudos
filogenéticos onde foram usados rbcL e ndhF combinados, apresentados por Andreasen
e Bremer (1996), Bremer (1996), Bremer et al. (1999), e usando rps16 por Rova (1999).

De particular importancia pelo uso de um marcador molecular adicional, é o estudo
recentemente publicado por Rova et al. (2002), onde foi usado trnL-F. Neste estudo foi
confirmada a monofilia da familia e de quatro clados distintos, representando as trés
subfamilias e o género Luculia, com a mesma topologia encontrada por Bremer e
colaboradores (1999).

Com esses estudos filogenéticos moleculares foi demonstrado que alguns
caracteres morfolégicos que foram usados ao nivel de subfamilia ou de tribo por
Bremekamp (1966), Verdcourt (1958) e Robbrecht (1988, 1993), sé&o caracteres
altamente plasticos num sentido evolutivo, como por exemplo, a carnosidade do
mesocarpo, o tipo de placentacéo e o numero de 6vulos por cada I6culo do ovario. Isso
nao significa que esses caracteres devem ser abandonados, mas significa que a utilidade
taxondmica destes caracteres deve ser reavaliada com uma nova série de estudos
detalhados de morfologia, anatomia e de desenvolvimento, e comparados com um
contexto evolutivo (JANSEN et al., 1997; 1999, 2002; LENS et al., 2000).

Na América, a familia esta representada por 229 géneros e 5.200 espécies.
Apresenta amplas distribuicbes geograficas, ocupando principalmente as regides
tropicais do globo terrestre, sendo mais de 80% de seus géneros constituidos
predominantemente por espécies lenhosas (SILVA NETO; CALLADO, 2000). As
espécies desta familia sdo facilmente reconhecidas pelas folhas simples, opostas e
estipulas interpeciolares (GERMANO-FILHO, 1999).

Algumas espécies da familia Rubiaceae sdo muito importante comercialmente
como, por exemplo: Coffea arabica e Coffea canephora com a utilizacdo do gréo
fermentado, triturado, torrado, amadurecido, seco e principalmente a bebida. Uma

outra espécie também importante comercialmente é a Ixora sp., muito utilizada como



espécie ornamental e outra espécie é a Cinchona pubescens que, apos a extracdo

do quinino, 0 mesmo é utilizado para o tratamento da malaria.

2. 2. O género Genipa e a espécie Genipa americana L.

2.2.1. Origem

Genipa L. (Rubiaceae, tribo Gardenieae) é um pequeno género neotropical que
consiste em apenas trés espécies, Genipa americana L., G. infundibuliformis Zappi et
Semir e G. williamsii Stanley, todas arvores robustas, perenes e dibicas (PIEROZZI e
MENDAGCOLLI, 1997). Linnaeus, (1759) baseou-se em duas ilustracdes para o nome da
G. americana L.: Plumier (1757) e Marcgrave (1648). A ilustracéo de Plumier baseou-se
no material do Caribe, amostras de plantas com flor curta em forma de tubo e célice
truncado. Marcgrave ilustrou amostras onde 0s muitos espécimes citados poderiam ser
encontrados no Nordeste do Brasil (provavelmente reconstituido com muito prejuizo do
material do herbario), mas estes com calices truncados perfeitamente visiveis. Este teria
sido preferivel para designar as ilustracbes de Plumier como o leptétipo de G.
americana L., todavia, Howard (1989) designou a ilustracdo de Marcgrave, seguindo a
discussao apresentada por Steyermark (1972), que considerava isto importante para
referéncia da espécie originada no Brasil (PIEROZZI et al., 1995).

A principal dificuldade concentrava-se na identidade da G. americana L. por
acaso originada a partir da ilustracdo usada por Schumann (1889) na Flora do Brasil
recentemente reproduzida na lista de Rubiaceae Neotropical, compilado por Andersson,
1992. O héabito de retirar claramente amostras de flores de G. infundibuliformis, apesar
da dissecacao das flores até a parte mais baixa da folha (SCHUMANN, 1889) amostras
gue poderia ser possivelmente de arvore G. americana L. Este misturado de folhas € a
razao porque estas espécies foram permanecendo examinadas por mais de um século.
Todavia, o conceito de G. americana L. pode ser acoplado para o material na qual a
espécie foi inicialmente baseada, e sobre seus leptotipos ilustracbes de Marcgrave
(1648).



2. 2. 2. Distribuicdo Geografica

A Genipa americana L. € a mais conhecida do género, sendo uma espécie
arborea originada em areas de Cuba, Espanha, Porto Rico. Estas foram transportadas
para a india e reportada para Europa e cultivadas no Brasil no espaco de 100 anos
(MORTON, 1987). Foi espalhada através dos Tropicos Americanos por seres humanos
em tempos pré-historicos. Hoje em dia é distribuida por toda América Tropical
(SEBBENN et al., 2003). Sua distribuicdo geografica no Brasil abrange desde a Guiana
e Marajo até S&o Paulo e Mato Grosso. Fora do Brasil sua distribuicdo também é vasta,
estendendo-se do México as Antilhas (GOMES, 1982).

A exemplo da G. americana, tanto a G. infundibuliformis quanto a G. williansii sédo
desconhecidos os centros de origem porém, a distribuicdo € respectivamente no
Sudeste do Brasil e Costa Rica e Panama (PIEROZZI et al., 1995).

2. 2. 3. Caracteristicas Botanicas

Planta semicidua, heli6fita, seletiva higrofita, caracteristica das florestas pluvial e
semicidua situada em varzeas Umidas e brejosas. Pode ocorrer também em outras
formacdes florestais, porém sempre em terrenos muito Umidos. E encontrada tanto no
interior da mata primaria como nas formacdes secundarias (LORENZI, 1992).

O jenipapeiro adapta-se muito bem ao clima tropical, ndo existindo restricdes
guanto a altas temperaturas, mas ndo € aconselhavel o seu plantio onde o inverno é
rigoroso e ocorrem geadas (XAVIER, M; XAVIER, A, 1976). E uma fruteira que
apresenta ampla dispersao nas florestas Neotropicais e intensa regeneracéo em areas
de elevada atividade antrépica (CARVALHO, 1994), além disso, € considerada uma
espécie tolerante ao alagamento e indicada para recomposicdo de matas ciliares
(ANDRADE et al., 2000; LOBO; JOLY, 1996).

Entre as espécies arboreas tropicais adaptadas as matas ciliares, é destacada a
Genipa americana L., representando espécies de dispersao hidrocdrica, didicas e de

polinizacdo entomofilica. Devido as caracteristicas adaptativas ao ambiente ciliar,
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combinadas com o rapido crescimento e abundante producdo de sementes, G.
americana L. tem sido muito recomendada e utlizada na recuperacdo de areas
degradadas (DURIGAN; NOGUEIRA, 1990; ALMEIDA et al., 1994; RODRIGUES et al.,
1994; ZELAZOWISKI; LOPES, 1994).

Produzindo anualmente grande quantidade de sementes viaveis, o jenipapeiro
tem sua importancia econémica tanto pela esséncia florestal, quanto pela producéo de
alimentos (FIGUEIREDO et al., 1986). “Bela arvore da familia das rubiaceas que se
eleva até 14 metros; de ordinario, porém ndo excede 8-10 metros, as suas folhas,
verde-escuras, sdo glabas em ambas as faces, grandes, inteiras, raramente sinuadas,
coreaceas, luzidias, levemente pecioladas (5-15 mm), inseridas muito proximo umas
das outras, junto da extremidade dos raminhos glabos, a ramagem simula ndo raro a
disposicgéo verticilada de um guarda-chuva (BRAGA, 1923)". (Figura 1).

A madeira € moderadamente pesada, flexivel, compacta, facil de trabalhar, de
longa durabilidade quando ndo exposta ao solo e a umidade; alburno estreito e distinto
(LORENZI, 1992).

Figura 1. Arvore de Genipa americana L., Foto G. P. Delprete, 2004.

As flores de Genipa americana L. apresentam-se dispostas em cimeiras curtas (4-
5 cm) ou compridas (10-15 cm), e constam de calice tubuloso, dentado ou crenado, glabo
por fora, do comprimento do ovario ou bastante mais longo do que este; de corola com 2-
4,5 cm de comprimento, branca ou amarelada, com o tubo polinico dividido em lacinias,
estames inclusos (comprimento: 1,8-2,5 cm), estilete comprido (1-8,4 cm), pentagono,

engrossado acima do meio, estigma fusiforme ou aclavado (BRAGA, 1923). (Figura 2).



O jenipapeiro tem uma baga de 10 a 12 cm de diametro, globosa, mas um tanto
alongada, sendo sua casca mole, parda ou pardacento, amarelada, membranosa, fina,
enrugada. A polpa mostra-se sucosa doce, parda, perfumada e acre. Envolve
numerosas sementes que se encontram reunidas na parte interna do ndcleo, sao

pardas, achatadas, mais ou menos do tamanho do grédo de milho. (Figura 3 e 4).

Figura 4. Sementes da Genipa americana L. Foto H. Lorenzi, 1992.

No jenipapeiro nunca faltam flores e frutos em fase de amadurecimento e
maduros. Em um jenipapeiro, enquanto uma parte floresce a outra frutifica. E
geralmente em novembro, ele desfaz das folhas ficando encarogado com frutos verdes,

grandes e pequenos, logo depois enfolha novamente e os frutos grandes comecam a
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amadurecer sempre em fevereiro a maio e depois da colheita surgem novas flores
(FONSECA, 1971).

A espécie parece desenvolver-se melhor em areas com pluviosidade entre 1.200
e 4.000 mm e com temperatura médias anuais entre 18° C e 28° C (FAO, 1986).

2. 2. 4. Importancia Econdmica

A arvore é muito Util para plantios mistos em areas brejosas e degradadas de
preservacao permanente, visto fornecer abundante alimentacdo para a fauna em geral.
O jenipapo raramente é consumido tal como se encontra na natureza. E servido
passado na frigideira com manteiga e depois adocado com bastante aclcar e p6 de
canela. Seus frutos sdo bastantes apreciados, quando ainda verde fornecem suco de
cor azulada que é consumido e também utilizado como corante (LORENZI, 1992).

ApOs a maturacao presta-se para compotas, cristalizados, sorvetes e refrescos;
se colocado em infusdo de alcool, prepara-se dias depois um saboroso licor; e se
submetido a fermentacéo, tem-se um vinho também muito saboroso (GOMES, 1982).
Sao muito apreciados e consumidos pelas popula¢cdes mais carentes, pois apresentam
alto teor de ferro e podem ser consumidos tanto no natural, como na forma processada
(CARVALHO, 1994).

A casca e os frutos verdes contém uma substancia corante violeta ou azul-
escuro (PRANCE, 1975), denominada genipina, isolada pela primeira vez em 1960
(ESTRELLA, 1995). Essa matéria corante € soluvel na agua e no alcool, mas torna-se
preta em contato com o ar (PRANCE, 1975). Antigamente era usada pelos indios para
se pintarem de negro e como repelente contra insetos (KEELER, 1964) e, ainda hoje, é
empregada na marcacao de pecas de roupas, pintura de palha e tecidos. A madeira
clara do jenipapeiro é utilizada na fabricacdo de raquetes, cabos de ferramentas e
utensilios domésticos (GOMES, 1973; FIGUEIREDO et al., 1986; ALMEIDA, 1993). E
ainda na construgéo civil, carrocerias, marcenaria, coronhas de armas, pecas curvadas,
carpintaria em geral (LORENZI, 1992).

Silva et al. (1984) relataram resultados da analise do conteudo de macro e

micronutrientes de casca, polpa e sementes de jenipapo, e ressaltaram que esta
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espécie frutifera representa uma das mais ricas fontes de nutrientes para alimentagéo
humana, além de seu valor social e econdmico. Assim, fica evidente que a cultura do
jenipapeiro, muito comum na regido do Nordeste brasileiro, constitui uma atividade
econdmica extremamente promissora, principalmente devido a exceléncia na qualidade
dos frutos.

Figueiredo (1984), estudando as caracteristicas fisicas do jenipapo, obteve
dados médios importantes para a caracterizacdo dos frutos desta espécie como: peso
do fruto (168 g); peso da casca (11g); peso das sementes (67,5g). Com relacdo as
caracteristicas quimicas, os frutos de jenipapo, em condicdes comerciais, devem
apresentar teores de sélidos sollveis entre 18 e 20° Brix; acidez total titulavel entre 0,20
e 0,40%, e o teor de vitamina C entre 1,0 e 2,0 mg de &cido ascoérbico/100g de polpa
(WONG, 1995).

O teor de acidos organicos, com poucas excec¢oes, tende a diminuicdo com o
amadurecimento dos frutos, em decorréncia do processo respiratorio ou de sua
conversdo em acucares. Sendo o periodo do amadurecimento o de maior atividade
metabdlica, pode-se dizer que os &cidos organicos constituem uma excelente reserva
energeética dos frutos, atraves de sua oxidacao no ciclo de Krebs (BRODY, 1996).

De acordo com Lorient e Linden (1996) os teores de vitamina C em frutos,
tendem a aumentar com o avanc¢o do amadurecimento, alcancando um pico alguns dias
ou semanas antes de completo, e decrescendo na senescéncia.

Na medicina popular, os frutos maduros séo utilizados no tratamento para
anemia, asma e diarréia; a extracdo da casca é utilizada contra mordida de insetos e o
latex da casca dissolvido em &gua serve como colirio; o fruto verde cozido serve para
feridas e pequenas Ulceras e o fruto verde ralado é utilizado para cicatrizar umbigos,
calos, além de ser anti-sifilitico; a decoccdo da flor serve como ténico e é febrifugo e

mais outras utilidades encontradas nas folhas, raizes, brotacdes (SALVADOR, 1986).
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2. 2. 5. Aspetos historicos , cromossomos, estruturas e tipos

As primeiras idéias sobre cromossomos surgiram no fim do século XIX,
quando os primeiros estudos sobre mitose foram realizados. Em 1866, Haeckel
propés que o nucleo celular era o principal agente responsavel pela divisdo das
células. O primeiro cientista, entretanto, a descrever o processo da divisao celular
mitGtica de forma clara foi 0 zodlogo aleméao Anton Schneider, em 1873.

Posteriormente, outros pesquisadores ampliaram os estudos sobre mitose.
Contribui¢cdes importantes foram dadas por Strasburger, em 1875 e por Flemming,
de 1879-1822, este ultimo o responsavel pelo termo “mitose”. A partir disso, a
divisdo mitdtica foi melhor compreendida em animais e vegetais. Em 1880, Balbiani
descobriu a existéncia dos cromossomos politénicos de diptero Chironomus,
bastante comuns em insetos. Em 1881, Flemming descobriu os cromossomos
plumosos nos ovacitos do anfibio Siredon.

Embora os estudos com cromossomos tenham se tornado freqientes, a idéia
de que estavam envolvidos com heranca somente surgiu em 1887, nos trablhos de
Weismann, que os introduziu na teoria de heranca. A Teoria de Weisman, mesmo
sido formulada com total ignorancia das leis de Mendel, foram redescobertas apenas
em 1900, por trés cientistas: Correns, de Vries e Tschermak, em uma série de
estudos de citologia. Com renascimento das leis de Mendel, surgiu a Teoria da
heranca cromossdmica, que relaciona os cromossomos, onde a citologia e a
genética passaram a sobrepor seus conhecimentos numa area posteriormente
denominada Citogenética (Guerra, 1988).

Na maioria das vezes em que é observado o termo cromossomos, este esta
relacionado com cromossomos metaféasicos mitéticos de eucariotos.

Os procariotos sdao monopléides, enquanto muitos dos animais e vegetais
superiores sao dipléides, tendo dois conjuntos de genes, um de cada progenitor. Ha
também vérias plantas poliploides, carregando varias coépias do genoma. A
informacdo genética da maioria dos procariotos é armazenada em um Unico
cromossomo. Além dos eucariotos excederem em muitas vezes o numero de cépias
do genoma quando comparados aos procariotos, este DNA também esta organizado

em varios cromossomos e estes cromossomos podem estar presentes na célula em
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duas (dipléide) ou vérias (polipléides) copias. A citogenética tem como objeto de
estudo principal os cromossomos de eucariotos (White, 1977).

O cromossomo metafasico tipico € formado por duas cromatides irmés, uma
delas oriunda de processo de duplicacdo da cromatina. As croméatides se encontram
presas por uma regido delgada, chamada constricdo primaria ou centromero. O
centrbmero divide a cromatide em dois bracos cromossdmicos, ou pode estar
localizado na regido terminal de um braco, formando um cromossomo com um brago
apenas. Em alguns cromossomos pode ser visualizada ainda uma constricdo
secundaria, outra regido de condensacao diferenciada no cromossomo. O segmento
seccionado pela constricdo secundaria e anterior ao telémero. E conhecido como
satélite. Com base na localizagdo dos centrébmeros séo feitas as classificagdes dos
tipos cromossémicos. Um exemplo € a classificagdo de Levan et al. (1964) que
considera quatro tipos cromossémicos em relacédo a razédo de bracos de acordo com
a Tabela 1. A razdo é calculada dividindo-se a medida do braco maior (q) pela do

braco menor (p).

Tabela 1. Tipos cromossémicos e suas razfes de bracos.

TIPO CROMOSSOMICO RAZAO DE BRACOS
metacéntrico RB =1,00-1,70
submetacéntrico RB=1,71-3,00
subtelocéntrico RB = 3,01 - 7,00
acrocéntrico RB > 7,01

A partir da forma e do numero de cromossomos de uma espécie, €
estabelecido seu cariotipo. Os cromossomos mitéticos, em fase de metafase, sdo
utilizados para a descri¢cdo do cariétipo da espécie. Além das colora¢des ditas como
convencionais (Giemsa, Orceina Acética, Reativo de Schiff, etc), podem ser

aplicadas nos cromossomos metodologias que identificam “bandas”. Os
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bandamentos (C, G, Q, R, Ag-NOR) sdo importantes para identificacdo de
cromossomos homologos e homedlogos e na caracterizacdo de polimorfismos ou de
relacdes de parentesco entre espécies proximas, distinguindo possiveis rearranjos

cromosssOmicos.

2. 2. 6. Importancia da citogenética no estudo das plantas cultivadas,

discutindo e exemplificando

O conhecimento citogenético das espécies vegetais, apesar de ainda muito
restrito, tem tido um avanco consideravel e uma posicdo de destague no cenario
nacional. Noutras regifes do Brasil, embora os trabalhos de citogenética vegetal
tenham sido iniciados muito mais cedo, eles foram voltados principalmente as
plantas cultivadas. Um exemplo disso pode ser observado na excelente revisao
sobre a pesquisa em citogenética vegetal realizada em mais de meio século no
Sudeste apresentada recentemente por Cruz et al. (1993). Diversos outros estudos
tém sido também desenvolvidos com plantas cultivadas.

O volume de dados existente sobre numeros cromossémicos de nossa flora
ainda € muito pequeno, o que dificulta enormemente a compreensdo da
citotaxonomia dos grupos endémicos. A resolucdo desse problema provavelmente
dependera de que os taxonomistas incorporem a metodologia de contagem
cromossOmica a sua rotina de pesquisa, como ocorre em muitos outros paises, ou
se aliem a citogeneticistas para um trabalho conjunto.

Nos dUltimos anos, comecaram a surgir alguns grupos de pesquisa em
citogenética vegetal em diferentes lugares do Nordeste, resultando na producao de
algumas listas de numeros cromossdémicos. A simples publicacdo dessas listas &
uma contribuicdo muito importante para a citotaxonomia, uma vez que nesse tipo de
estudo a aplicagcéo correta dos dados na filogenia do grupo depende muito de um
conhecimento completo da variagcdo dos numeros cromossdmicos no taxon em
questdo. Enquanto, quando ndo se dispée de um volume substancial de dados
sobre um determinado taxon € preferivel acumular informa¢des na forma de listas

objetivas e deixar a andlise citotaxonbmica para uma revisdo posterior. Isso é
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particularmente verdadeiro quando o niumero cromossdémico € muito variavel, como
nos géneros Rhynchospora (LUCENO et al., 1995) e Philodendron (RAMALHO,
1995), por exemplo.

Em grupos mais estaveis, como géneros Crotalaria (SOARES et al., 1988,
OLIVEIRA, 1992) e Anthurium (RAMALHO, 1995) ou na tribo Phaseoleae (ALVES et
al., 1990), a identificacdo do nimero cromossémico basico, ou ancestral do grupo, &
possivel mesmo quando os dados sao ainda restritos.

Entre esses se destacam o trabalho pioneiro de Dias (1980), sobre o tamanho

dos cromossomos mitéticos e o comportamento meiotico de Rheo spathacea, e o

extenso trabalho desenvolvido com material dos bancos de germoplasmas. Esse
ualtimo inclui a andlise de diversas espécies e variedades de abacaxi (LIN, 1987) e de
citrus (MIRANDA; GUERRA, 1992, SILVA et al., 1992, SANTOS; GUERRA, 1993a,
b; SANTOS et al., 1993, CORNELIO, 1994) e de feijao (CARVALHEIRA, 1993,
CARVALHO; GUERRA, 1995).

Tanto em abacaxi quanto em feijdo e espécies citricas, a maior dificuldade no
estudo citolégico é o reconhecimento de cada cromossomo individualmente, uma
vez que todos sdo pequenos e morfologicamente semelhantes. Em Citrus e géneros
préximos, no entanto, foi possivel caracterizar a maioria dos cromossomos de cada
cariétipo por sua reacao diferencial com corantes fluorescentes que se ligam
preferencialmente ao DNA rico em pares de bases Adenina-Timina ou Guanina-
Citosina (GUERRA 1993b). Com isso, estd sendo possivel caracterizar
germoplasmas, identificar embribes zigbticos e nucleares, identificar hibridos
interespecificos (NOGUEIRA; GUERRA, 1992, CORNELIO; GUERRA, 1993,
CORNELIO, 1994) e examinar a evolucdo da subfamilia Aurantieae a nivel
cromossomico (SANTOS; GUERRA, 1993a, b; SILVA; GUERRA, 1995).

O estudo do cromossomo de feijao esta principalmente voltado para a analise
de cromossomos gigantes encontrados no tapete da antera. Esses cromossomos
foram inicialmente descobertos, e mais intensamente estudados, no tapete da antera
Vigna unguiculata (L.) Walp. e em algumas espécies de Phaseolus (CARVALHERIA;
GUERRA, 1994). A importancia maior do estudo desses cromossomos é que eles
podem permitir uma analise na estrutura mais detalhada, fornecendo uma melhor

compreensao da atividade génica a nivel cromossémico, principalmente no tapete,
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onde a transcricdo génica parece ser muito intensa (MASCARENHAS 1990,
CARVALHEIRA; GUERRA, 1994). Além disso, eles facilitam enormemente a
construcdo de mapas fisicos, fundamentais para a manipulacdo cromossémica. No
momento, a estrutura desses cromossomos também tem sido analisada por meio de
técnicas de bandamento cromossémico (CARVALHEIRA 1993; CARVALHO;
GUERRA, 1995) e de hibridizac¢do in situ com marcadores moleculares (GUERRA,
1993c).

A andlise citogenética ao nivel populacional muitas vezes é fundamental para
esclarecer davidas sobre a identificacdo taxondémica e a variabilidade cromossdémica
atribuida a determinados grupos. Um exemplo disso foi mostrado no género Emilia,
para o qual havia registro na literatura de trés espécies, todas supostamente com
poliploidia intraespecifica. O exame de numerosas populacdes revelou que ocorrem
apenas duas espécies: E. sonchifolia var. sonchifolia (de flores geralmente lilas, ou,
mais raramente, brancas ou creme) e E. fossbergii (de flores vermelhas) e que cada
espécie apresenta sempre o mesmo numero cromossdémico, 2n = 10 e 2n = 20,
respectivamente, em toda a sua distribuicdo no Brasil (GUERRA; NOGUEIRA,
1990).

Estudos citolégicos no género Coffea tém sido feitos com a tentativa de
caracterizar 0os cromossomos mitoticos, através de técnicas convencionais e de
bandamento C (PIEROZZI et al., 1999). No entanto, essas analises comparativas de
cariétipos, mostraram-se dificieis e, até certo ponto, ineficientes devido ao pequeno
tamanho e similaridade dos cromossomos, o que tem impedido a identificacdo de
cada um deles dentro e entre os diferentes genomas. Informacdes cariolégicas
adicionais, realizadas a partir de analises de padrdo cromomérico, na fase de
paquiteno da divisdo meidtica (PINTO-MAGLIO; CRUZ, 1987; 1998), confirmaram
essa similaridade morfolégica.

Concluiu-se, portanto, que ha a necessidade de se utilizar outras técnicas
para determinar a estrutura dos cromossomos das varias espécies desse género,
para tentar estabelecer marcadores cromossémicos adequados, com a finalidade de
emprega-los no monitoramento da transmissdo e introgressdo de caracteres de
interesse para o melhoramento genético e para o estudo das relagdes evolutivas

neste género. Uma nova perspectiva na caracterizacdo de cromossomos, tem
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surgido com o emprego de fluorocromos e de técnicas de citogenética molecular,
mais precisamente as técnicas de hibridacdo in situ, Fish (fluorescent in situ
hybridization) e Gish (genomic in situ hybridization) (PINTO-MAGLIO et al., 2000).

Guerra et al. (1988), com o intuito de contribuir para o conhecimento da
diversidade citogenética de algumas espécies neotropicais, buscou identificar
espécies vegetais que oferecem melhores condicbes para pesquisa acerca da
evolucdo cromossdmica ou cariotipica, e assim essa abordagem deveria fornecer
um melhor conhecimento dos mecanismos de diversificacdo e evolugao
cromossOmica da regido neotropical.

O género Cassia parece promissor para um estudo taxonémico e evolutivo
devido a sua grande diversidade cariotipica. Constitui 0 maior género da subfamilia
Caesalpinoidea e um dos 25 maiores géneros entre as angiospermas, apresentando
grande diversidade de habito e caracteres vegetativos. Embora tenha trés espécies
gue sejam cariotipicamente similares, tem uma quarta espécie, cuja identificacdo
ndo foi possivel (provavelmente Cassia subtriflora), onde ndo foi encontrado o
namero diploide de 2n = 32, sendo os cromossomos duas a trés vezes maiores que
nas demais espécies. O nucleo interfasico das trés espécies € do tipo arreticulado
com uma menor densidade do reticulo cromatico com C. tora. Os cromossomos
profasicos apresentam também uma estrutura semelhante a de Indigophera hirsuta
(GUERRA et al., 1988).

Em mandioca (Manihot esculenta Crantz), por exemplo, com 2n = 36 e com
cromossomos pequenos e muito semelhantes, a andlise de 35 diferentes cultivares
ndo mostrou nenhuma diferenga cariotipica reconhecivel com técnicas
convencionais, exceto pela ocorréncia de triploidia em uma cultivar estéril
(CARVALHO, 1999; CARVALHO et al., 1999). O emprego de técnicas de
bandamento C e coloracdo com fluorocromos CMA3; e DAPI, também néo revelou
nenhuma diferenciagdo além das regifes organizadoras do nucléolo. A analise de
oito espécies silvestres de Manihot também repetiu 0 mesmo resultado
(CARVALHO, 1999).

Em outros grupos, como nos maracujas (Passiflora), se observa uma maior
diferenciacéo cariolégica. As espécies cultivadas como fruteiras possuem sempre 2n

= 18, mas variam no tamanho cromossdmico e no numero de satélites. Por outro
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lado, as espécies estritamente ornamentais podem ter 2n = 12, 18, 24 ou 36, e uma
espécie ruderal possui 2n = 20. Contudo, em todas essas espécies, a Unica
diferenciagdo com bandamento C ou com fluorocromos é restrita & heterocromatina
nucleolar (MELO et al., 2001).

Em Vigna, a andlise de 28 cultivares de V. unguiculata (L.) Walp. (feijao
macassar) e trés outras espécies, com coloracdo convencional, ndo mostrou
praticamente nenhuma diferenca (CARVALHO; GUERRA, 1995, 1996). Esse grupo,
entretanto, chamou a atencdo pelo fato de que as células do tapete da antera
apresentam nucleos e cromossomos politénicos (GUERRA; CARVALHEIRA, 1994).

Em plantas, os cromossomos politénicos ndo sao tao informativos quanto os
de dipteros, devido, principalmente, a auséncia de sinapse entre as cromatides-
irmas (revisado por CARVALHEIRA, in press). Por outro lado, como apresentam
todo seu DNA amplificado, essas células podem se constituir num excelente material
para localizacdo de sequéncias de DNA especificas por hibridizacdo in situ
(GUERRA; KENTON, 1996; GUERRA et al., 1996).

O género Citrus tem sido extensamente estudado devido a sua importancia
econbmica e suas caracteristicas citogenéticas. Todas as espécies de Citrus
apresentam 2n = 18 cromossomos, metacéntricos a submetacéntricos. O pequeno
tamanho do genoma das espécies de Citrus foi estimado em 0,62 pg de DNA para
C. sinensis (GUERRA, 1984), o que significa um genoma quase 30 vezes menor que
o de trigo ou de cebola. Guerra et al. (1997), examinaram 51 acessos do banco de
germoplasma do Centro Nacional de Mandioca e Fruticultura Tropical (EMBRAPA,
Cruz das Almas, BA), e nao encontraram nenhuma variagdo cromossOmica
numérica ou morfolégica que permitisse caracterizar, com seguranca, esses
acessos, exceto em alguns casos pelo numero e posicdo das constrices
secundarias (PEDROSA et al., 1997).

Por outro lado, as espécies de Citrus mostram alta diversidade de bandas
heterocroméaticas e diversos pares cromossémicos heteromarficos para bandas C ou
CMA; (GUERRA, 1985). Recentemente, a coloracdo CMA3; foi combinada com a
técnica de hibridizacdo in situ para localizar a posicdo de genes e de outras
seqUéncias do DNA em Citrus. Pedrosa et al. (2000) analisaram o padrao de bandas
CMA; em dez cultivares diferentes de C. sinensis e a localizagdo dos sitios DNAr
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45S e 5S em trés dessas cultivares. Esses autores observaram que todas as
variedades de C. sinensis tém o mesmo padrdo de bandas CMA3z; 0S mesmos
heteromorfismos e a mesma distribuicdo de sitios do DNAr 5S e 45S. Esses dados
sugerem que C. sinensis ndo seja uma espécie verdadeira, mas sim um hibrido
interespecifico (PEDROSA et al, 2000). Contudo, esse heteromorfismo
aparentemente ndo interfere no pareamento dos homologos na meiose, nao
comprometendo, portanto, a fertilidade da espécie (CORNELIO, 1994).

Como as espécies de outros géneros proximos a Citrus também tém
importancia como porta-enxerto, a analise citogenética foi estendida a outros
géneros da subfamilia Aurantioideae (Rutaceae). As caracteristicas citologicas dos
outros géneros conhecidos sao muito similares com as de Citrus. A morfologia e o
namero cromossémico (2n = 18) sdo constantes, exceto pela presenca de umas
poucas espécies polipldides.

A estrutura do nucleo interfasico das espécies de Citrus, caracterizada pela
presenca de cromocéntros bem delineados em uma rede de cromatina fracamente
corada, é igualmente observada nos demais géneros (GUERRA, 1987). Guerra et al.
(2000), analisando o padrédo de bandas CMA3; em representantes de 15 géneros da
subfamilia Aurantioideae, incluidos em cinco das seis subtribos, observaram uma
grande variagcdo no padrdao de bandas. Curiosamente, alguns géneros mais
evoluidos, pertencentes a diferentes subtribos de Aurantioideae, mostraram padrdes
de bandas semelhantes aos Citrus, sugerindo que tenha ocorrido uma evolucao
cromossOmica paralela em diferentes subtribos ou que a classificacdo do grupo
precisa ser revista.

Estudos citogenéticos de plantas cultivadas in vitro sdo ainda muito
incipientes (MELO, 1994), mas certamente se tornardo mais freqientes na medida
em que essas técnicas estiverem mais difundidas.

E importante salientar que tais informacdes s&o importantes para o
desenvolvimento de programas de melhoramento que visam aumentar a produtividade,
melhorar a qualidade nutricional dos frutos, conterem a erosdo genética atraves da
caracterizacao e posteriormente amplificacdo da diversidade genética existente. Essas
perspectivas, além de contribuirem para a preservacdo e exploragdo ordenada de

muitas espécies, tendem a ampliar a disponibilidade de recursos econémicos na regiao.
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2. 2. 7. Estudos Citogenéticos, Isoenziméticos e Moleculares de Genipa
americana L.

Apesar da utilizagéo e exploracao desta espécie em todo o Brasil, devido ao seu
potencial nutricional e seu facil cultivo, sdo escassas as informacdes referentes a
variabilidade das populacdes e dos recursos genéticos disponiveis. Poucas pesquisas
sdo atualmente realizadas com esta espécie, concentrando-se principalmente, na area
de botanica, de sementes e de producao de mudas.

Varias técnicas citogenéticas sdo hoje indispensaveis para analise de
cromossomos vegetais. Até a década de 70 as técnicas convencionais de coloragéo
permitiam apenas a cariotipagem das espécies com base na determinacédo do numero e
tamanho dos cromossomos, e na posicao do centromero (GUERRA, 1983, 1988).

Entre os estudos citoldégicos que visam, principalmente, esclarecer aspectos da
organizacao estrutural e do comportamento cromossémico por meio de avaliacdes
comparativas e diferentes metodologias, pode-se incluir: a contagem do numero
cromossOmico e as analises da morfologia de cromossomos mitéticos e meidticos, para
0 estabelecimento de padrfes cariotipicos; andlises do comportamento de espécies e
hibridos intra e interespecificos quanto ao pareamento meiético, para a avaliacdo da
homologia gendmica e analises da estrutura gendmica pela determinacéo de tipos de
DNA, evidenciados por métodos citoquimicos, hibridizacdo in situ, técnicas de
bandamento cromossdmico e moleculares como RFLP, RAPD, QTL, entre outros
(BERTAO, 1993).

De modo geral, os estudos citogenéticos partem da premissa de que analises de
complemento cromossomico nos diversos grupos de seres vivos podem fornecer
informagdes essencialmente basicas para a caracteristicas e distingdo de espécies.

Tejavathi e Nijalingappa (1990) consideram que a aplicacdo de tais estudos
cromossdmicos em vegetais e animais, pode ser mais efetiva quando em conjunto com
a avaliacdo de parametros morfologicos, ecoldgicos, geogréficos e outros, onde essa
interacdo pode conduzir a uma determinagcdo mais precisa de padrbes taxondmicos,
relacdes filogenéticas e dos mecanismos evolutivos aparentes nos organismos.

Em muitos casos o numero cromossémico aliado a dados de outras abordagens,

como a embriologia, morfologia e distribuicdo geografica, fornece informacdes
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fundamentais para a compreenséao da filogenia e evolucéo de determinado grupo, onde
0 numero e tamanho dos cromossomos sdo normalmente muito bem conservados de
geracdo a geracdo. A andlise citogenética em nivel populacional é fundamental para
esclarecer duvidas sobre a identificacdo taxon6mica e variabilidade cromoss6mica
atribuida a determinados grupos (GEBER, 1989).

O numero basico de cromossomos nha Rubiaceae € n = 11, porém tipos
dipléides e polipléides (2x — 6x) sdo comuns dentro da tribo Gardenieae
(ROBBRECHT, 1988). Com relacao aos estudos citogenéticos envolvendo a espécie
G. americana L., sdo poucos os relatos encontrados na literatura pertinentes. Os
estudos citogenéticos desenvolvidos na espécie tém demonstrado que a mesma €
dipléide, com numero béasico x = 11 pares cromossémicos, 2n = 22 cromossomos,
conforme descrito por Gibbs e Ingram (1982), Guerra (1986) e Kiehn (1986).

Uma nova e interessante espécie de Genipa L., G. infundibuliformis Zappi &
Semir foi descrita no sudeste do Brasil e difere da espécie neotropical G. americana L.
no que diz respeito ao calice, numero cromossoémico e flores (ZAPPI et al., 1995).

Alguns trabalhos tém procurado contribuir ao melhor entendimento das
relacbes filogenéticas, taxonémicas e evolutivas. Segundo Zappi et al. (1995) é
possivel que a G. infundibuliformis tenha sido derivada da G. americana através de
tipos ancestrais por meio de aneuploidia (situacdo em que 0 numero de
cromossomos ndo é um mdultiplo exato do numero hapléide caracteristico da
espécie), tendo G. infundibuliformis 2n = 20 cromossomos, conforme descrito por
Pierozzi e Cruz, 1988.

Entretanto, as caracteristicas cariotipicas podem sofrer pequenas altera¢cdes que
podem gerar uma mudanca gradual na estrutura ou nimero de cromossomos e, muitas
dessas mudancas parecem ter carater adaptativo. Por outro lado, algumas alteracdes
de nimero e tamanho cromossémico parecem ser devidas exclusivamente a acidentes
evolutivos que, se forem tolerados pelo individuo podem gerar isolamento reprodutivo e
especiacdo (RAMALHO, 1995).

Estudos com o uso de Giemsa e técnicas fluorescentes em cromossomos
mitdticos demonstrou a caracterizacdo dos cromossomos de G. americana L. e G.
infundibuliformis, através de cariograma, ideograma e técnicas de bandamento C
(PIEROZZI e MENDAGOLLI, 1997).
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Guerra (1993a) caracterizou a propor¢cdo e 0os modelos da heterocromatina e
eucromatina da G. americana, com base no comportamento da condensacao
cromossdmica durante o ciclo de divisao celular e a riqueza do DNA em termos de
pares de bases AT e CG, atraveés dos fluorocromos DAPI e CMA3. O autor demonstrou,
através das taxas de proporcdo entre heterocromatina e eucromatina, que em
cromossomos metafasicos esta relagdo aproximava-se a 50%, uma das maiores taxas
observadas em angiospermas. Comparando com outras espécies, com alta quantidade
de heterocromatina, sugere-se que esta acumulacéo heterocromética pode ter ocorrido
de forma especialmente aleatoria antes do processo de adaptacéo.

Na conceituacdo original de Heitz (1928,1932), existiriam no nucleo interfasico
apenas dois componentes: os cromocéntros (heterocromatina) e a cromatina difusa
(eucromatina). Entretanto, em muitas espécies, a eucromatina se apresenta
condensada de tal maneira, que pode formar grandes blocos irregulares de cromatina
condensada, dando origem a cromocéntros eucromaticos, ou se associado aos
cromocentros heterocrométicos dando-lhes um aspecto maior e mais irregular
(AGUIAR-PERECIN, 1985).

Na G. americana L. de acordo com Guerra (1993a) a estrutura do nucleo
interfasico € uma caracteristica notavel, onde observa-se uma estrutura reticular na
cromatina quase invisivel e inUmeros cromocéntros densamente compactados e ainda
durante a préfase 0s cromossomos mostram-se muito grandes aparentemente
correspondendo a cromocéntros (DELAY, 1949). Nesta espécie, a cromatina tem
caracteristica organizada tipo arreticulada de estrutura nuclear na intérfase. Todavia,
nucleo arreticulado tipico tem sido associado com cariétipos que tem cromossomos
muito pequenos, usualmente menores que 2,0 um (LANFONTAINE, 1974), embora os
cromossomos de G. americana L. sejam mais longos, com 4,0 um.

A introducdo de técnicas de bandamento em estudos de cromossomos de
plantas tem ajudado a elucidar vérios problemas da estrutura dos cromossomos e
mostrado ser uma importante ferramenta para identificacdo de alteracOes
cromossdmicas. Estas técnicas também séo importantes para esclarecer problemas de
ordem citotaxondmica, de sistematica e estudos sobre a origem de plantas cultivadas,

entre outros.
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As técnicas de bandamento cromossémico evidenciam bandas que representam
uma diferenciacdo longitudinal existente nos cromossomos. Essas técnicas sdo
aplicadas principalmente em cromossomos metafasicos (FERREIRA, 1998).

O bandamento C revela padrdes de heterocromatina constitutiva nas espécies.
A aplicacéo dessa técnica em cromossomos vegetais foi introduzida por Vosa e Marchi
(1972) e tem contribuido com informacdes valiosas sobre a quantidade, localizacdo e
origem da heterocromatina, bem como sua importancia no processo de evolugéao
cariotipica (BERTAO, 1993).

Através desta metodologia, ocorre coloragdo seletiva das regides
heterocromaticas, corresponde a segmentos do cromossomo geneticamente inativos e,
que estdo constantemente condensados. Tais segmentos sdo, compostos por DNA
altamente repetitivo, denominado de DNA satélite e que se replica tardiamente na fase
S. Através desta metodologia sdo formadas bandas que estdo, na maioria das vezes,
localizadas nas regides centroméricas dos cromossomos e que podem ser
denominadas como bandas C positivas (GUERRA, 1988).

As alteracBes cromossémicas podem ser avaliadas através da aplicacdo das
técnicas de bandamento cromossdmico e em estudos evolutivos, e estas metodologias
tém sido eficientes em evidenciar as transformacdes que ocorrem em grupos de
espécies proximas com cariotipos semelhantes.

De acordo com Pierozzi e Mendacolli (1997) esta espécie apresenta
heterocromatina na posicdo terminal e na regido proxima ao centrdmero de alguns
cromossomos. Em alguns casos, a banda C mostrou-se do mesmo comprimento do
braco curto nas espécies Genipa americana e Genipa infundibuliformis e em outros a
banda C mostrou-se corada na regido terminal do braco curto na espécie G. americana,
diferenciando da G. infundibuliformis. Ambas espécies sdo apreciadas com alta
guantidade de heterocromatina constitutiva, reveladas com a técnica de bandamento C.
Mostra-se ainda cromossomos que possuem blocos heterocromaticos, nas regides
centroméricas e pericentromeéricas com o bandamento C, isto é causado pela
intensidade da banda na regiéo ou pela de contracdo do cromossomo.

Entre os métodos de bandamento envolvendo fluorocromos, encontra-se aquele
que utiliza o 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), um fluorocromo que se liga tanto a
regides AT quanto CG, e que, no entanto, reflete padroes de banda brilhantes mais
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acentuados em regides ricas em AT. As bandas resultantes da coloracdo com DAPI
aparentemente refletem as areas que contém diferentes niveis de bases AT. Seu
padrédo de coloracdo especifico é util na identificacdo precisa de pontos de quebra
guando estes se encontram perto das regides coradas, e ainda pode ser aplicado na
identificacdo de satélites pequenos derivando de cromossomos acrocéntricos (VERMA,;
BABU, 1995).

Outro método de bandamento com fluorocromo envolve o uso da
cromomicina Az (CMA3), um antibiético que tem a afinidade com pares de bases CG.
Cromossomos podem ser corados pela cromomicina Ag, evidenciando um padrdo
reverso as bandas R. Essas bandas R podem ser significantemente aumentadas
pela contra-coloracdo com uma ligacdo de DNA AT-especifico. Em adicéo,
cromossomos podem ser triplamente corados pela cromomicina Az, seguida pela DA
(Distamicina) e DAPI, evidenciando dois modelos sucessivos fluorescentes e
aumentando a ocorréncia de bandas R de cromomicina Az e bandas DA/DAPI das
células idénticas (VERMA; BABU, 1995).

Bortoleti et al. (2001) verificaram a existéncia de polimorfismos de bandas CMAz
(fluorocromo que cora 0 DNA repetitivo rico em CG) na G. americana L., identificando
possiveis variagbes no padrdo de bandas heterocrométicas entre populacdes, tendo
como resultado um padrdo de bandas CMA; bem caracteristico. Foram visiveis bandas
CMA++/DAPI--, CMA+/DAPI- e CMA++/DAPI neutras, distribuidas em regibes
subteloméricas, terminais e intercalares, porém com diferencas entre 0s cromossomos
homdlogos e entre as duas popula¢ces quanto a intensidade de coloracdo e por vezes
na posicao das bandas.

Aparentemente, a elevada quantidade de heterocromatina rica em GC seria
geneticamente menos estavel que outras por¢des cromossomicas, 0 que explicaria as
variacbes observadas na distribuicdo e no tamanho das bandas entre as duas
populacdes analisadas. Essa constatacdo leva a suposicdo de que o individuo
polipldide possa ter se originado de flor fecundada por um individuo polipldide
geneticamente divergente resultando no fenbmeno da alopoploidia (BORTOLETI et al.,
2001).

Bortoleti et al. (2002a) na analise com fluorocromos, revelaram um padréo de
bandas CMA+ peculiar para cada populacdo, com variacbes na posicdo e nos
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tamanhos das bandas entre populagées, entre individuos da mesma populacdo e mais
raramente entre cromossomos homologos do mesmo individuo. Nas duas populacdes
estudadas houve forte marcacdo das RONs com AgNOs, evidentes no par 2 de uma
populacdo e no par 11 na outra populacéo. Além destes sitios, varios pares adicionais
apresentaram marcacdo menos intensa com AgNOs, coincidindo com bandas CMA+
terminais e subterminais. Nos nucleos interfasicos a coloracdo com AgNO3z; marcou
desde o um dnico nucléolo, que ocupou mais de um terco de sua superficie, até 16
nucléolos, neste Ultimo caso, 0s nucleos apresentaram 1 a 2 pares de nucléolos
maiores e varios outros de tamanho diminuto. Esta observacdo confirma a possivel
presenca de outros sitios de DNAr expressos nos demais Cromossomos que
apresentaram marcacdo AgNO3; menos intensa.

Bortoleti et al. (2002b) observaram variacdes no ndmero cromossdmico em
algumas populagbes (2n = 20/21/22) e em outras (2n = 22/24/28) e verificaram a
presenca de tetraploidia. Os representantes das diferentes populacdes apresentaram
padrao de bandas CMA+/DAPI- e CMA++/DAPI- com bandas proeminentes em
posicdes terminais, subterminais e intercalares, indicando quantidade significativa de
heterocromatina rica em GC. Porém, claros polimorfismos foram detectados quanto ao
tamanho, intensidade de coloracdo e posicdo dos blocos CMA+++ entre populacdes e
individuos, bem entre homoélogos do mesmo par. Tais variacées foram mais evidentes
nas populagbes com variacbes de numero cromossémico, levando a supor que o
acumulo de mutacbes da heterocromatina esteja isolando alguns individuos
reprodutivamente. Além disso, foi observado um numero variavel de sementes por
frutos e baixissimas taxas de germinacao.

Em um estudo diferenciado da G. americana, Bortoleti et al. (2003) revelaram
através da andlise meidtica, um padrao bastante irregular a assincrénico. Na segunda
fase da diacinese, algumas vezes 0s onze bivalentes apresentaram-se individualizados,
enquanto em outras células multivalentes de tamanho e numero variavel foram
reconhecidos, em alguns casos havendo um Unico multivalente, sugerindo a ocorréncia
de um complexo de translocacédo. Além disso, observou-se a presenca constante de
micronucleos, ao lado de pontes anafasicas, bem como de fragmentos e cromossomos

retardatarios.
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Em revisdo sobre o assunto, Guerra (1993a) caracterizou a proporcao e 0s tipos
de heterocromatina e eucromatina da G. americana nos seus comportamentos de
condensacado durante o ciclo da célula e a sua riqueza em pares de bases especificas
AT e GC, com a utilizacdo do DAPI e CMA3;, onde tem preferéncia por AT e GC
respectivamente. Visto que, regides heterocromaticas sao usualmente ricas em AT ou
CG do que eucromatina, esses fluorocromos podem ser usados simultaneamente para
distinguir eucromatina de heterocromatina e para permitir a comparacao da riqueza
relativa em cada fracdo da cromatina.

Em muitos casos, as regibes coradas pelo CMA; sédo coincidentes com as
RONSs. Desse modo, observa-se a producéo de bandas brilhantes associadas as RONSs,
sem depender da atividade transcricional na intérfase precedente. No entanto, outras
regides heterocrométicas podem ser evidenciadas pela mesma técnica (MAYER et al.,
1985 citado por Margarido, 2000).

Regides especificas do cromossomo, que participam da formacdo do
nucléolo, sdo denominadas de regides organizadoras do nucléolo (RONSs), e se
constituem de multiplas copias de sequéncias de DNA ou genes responsaveis pela
formacéo de RNA ribossomico.

Para deteccdo das RONs séo utilizadas diversas técnicas, sendo a mais comum
a técnica de impregnacao pela prata, a qual detecta as regides ativadas na sintese de
rRNA na intérfase precedente, devido a associacdo da prata com as proteinas
nucleolares (MILLER et al., 1985 citado por Margarido, 2000). Esta técnica envolve a
extracdo do DNA, RNA e histonas, sendo sugerido que as proteinas residuais nao
histbnicas seriam 0s componentes cromossOmicos que se coram pela prata. No
entanto, a verdadeira natureza das proteinas responsaveis pela impregnacao ainda néo
€ conhecida. Contudo a constatacdo de que apenas as regides ativas das RONs (ou
que foram ativadas na fase precedente de formacéo do nucléolo) coram pela prata fez
sugerir que as mesmas devem ser proteinas associadas a atividade transcripcional dos
ribossomas.

Diferentes espécies podem apresentar variagbes na posicdo, no nimero e no
tamanho das constricbes secundarias e satélites cromossémicos. Esses marcadores

cromossdmicos podem ser perdidos ou incorporados ao longo do processo evolutivo,
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ou ainda sofrer acréscimos ou decréscimos e sua atividade referente a RON podem ser
variaveis (STEBBINS, 1950; MURRAY, 1976).

Pierozzi e Mendacolli (1997) descreveram que 0s pares cromossomicos n° 1 e 4
de G. americana L. possuem constricdo secundaria e, de acordo com observacdes na
citologia da espécie, somente o par cromossémico n° 4 possui 0 sitio de RON,
apresentando banda C negativa e a regido satelitada com banda C positiva. Em
observacoes diferentes encontradas em cromossomos mitéticos em G. americana por
Guerra (1993a), foi concluido que o cromossomo 11 esta associado a RON, baseado
no sinal positivo da cromomicina no segmento terminal. Essa espécie de fluorocromo &
muitas vezes encontrada no NOR e designa a presenca de seguéncias ricas em GC,
mas esta ndo é exclusivamente para esta regido (CERBAH et al., 1995).

Considerando a grande aplicabilidade dos métodos citados acima, envolvendo
técnicas convencionais e de bandamento cromossémico para caracterizacdo cariotipica
de G. americana L., sendo que o numero cromossdmico € um dos parametros mais
utilizados para a caracterizacédo citolégica de uma espécie, este trabalho reveste-se de
uma importancia, uma vez que os dados obtidos possibilitardo um melhor entendimento

da evolucéo cariotipica, além de contribuir para estudos taxonémicos do género.
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3. MATERIAL E METODOS

3. 1. Material

Os frutos de Genipa americana L. foram coletados nas areas de mata do
Campus “Soane Nazaré de Andrade”, Universidade Estadual de Santa Cruz — UESC,
llhéus, BA e em fazendas nas proximidades do Campus, a partir de exemplares
previamente identificados de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2. Detalhes da espécie, origem e numero de plantas estudadas em 10
populacdes da Genipa americana L.

Espécie Origem Numero de plantas
G. americana L. Tancredo Neves - BA 05 exemplares
G. americana L. Itamaraca - BA 05 exemplares
G. americana L. CEPLAC - BA 05 exemplares
G. americana L. Campus da UESC - BA 05 exemplares
G. americana L. ltapetinga - BA 05 exemplares
G. americana L. Ibicarai - BA 05 exemplares
G. americana L. Luis Eduardo Magalhdes - BA 05 exemplares
G. americana L. Salobrinho - BA 05 exemplares
G. americana L. Una - BA 05 exemplares
G. americana L. Itajuipe - BA 05 exemplares
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3. 2. Métodos

3. 2. 1. Pré-tratamento e germinacao de sementes

Apo6s despolpamento dos frutos, as sementes foram tratadas com hipoclorito
4% em agitador magnético, durante 1 minuto para evitar contaminacdo fungica. As
sementes foram germinadas em placas de Petri, contendo papel de filtro umedecido,
e dispostas em estufa a 30° C.

3. 2. 2. Coleta, pré-tratamentos e fixacdo das raizes

Apb6s aproximadamente 10 dias de germinacgéo as pontas de raizes com 0,5 a
2,0 cm de comprimento foram coletadas e submetidas ao tratamento com solucao de
0,03% de 8-hidroxiquinolina, agente mitogénico que blogqueia as células em divisédo
metafasica, por 2 horas e 30 minutos a temperatura ambiente. Apds o tratamento as
raizes foram fixadas em solucdo Carnoy (3 partes de alcool etilico e 1 parte de acido
acético PA), durante um periodo minimo de 12 horas, transferidas para etanol a
70%, e armazenadas a 4 ou -20 ‘C, até o momento da aplicacdo de técnicas de
coloragéo.

3. 2. 3. Método de Feulgen

O método de coloracdo de Feulgen foi utilizado para a visualizagdo de
metafases mitéticas nas preparacfes citoldgicas, conforme descrito por Bertdo
(1998). As raizes previamente tratadas com 8-hidroxiquinolina 0,03%, por duas
horas e trinta minutos, foram retiradas da geladeira até atingirem temperatura

ambiente, lavadas em &gua destilada por 5 minutos e submetidas a hidrdlise acida

30



em HCI 1N, a 60 °C por 6 minutos. Apés lavagem em agua destilada por 5 minutos
as raizes foram incubadas em Reativo de Schiff, durante 45 minutos, no escuro.
Apos lavagem em agua corrente por 5 minutos, as raizes foram transferidas
para acido acético a 45% por 2 minutos, a regido meristematica excisada e
submetida a maceracao e ao esmagamento em solucéao de orceina acética a 2%. As
laminulas foram removidas em &cido acético a 45% ou pelo método seco com
nitrogénio liquido e, apés secagem ao ar, as laminas permanentes foram montadas
em Neo-mount, resina de montagem anidrico, (Merck — DARMSTADT, originado na

Alemanha), para melhor visualizacdo das células em microscopio.

3.2.4. Bandamento C

O procedimento adotado para obtencéo de bandas C seguiu em linhas gerais
a técnica descrita por Aguiar-Perecin e Vosa (1985). As raizes armazenadas no
fixador Carnoy foram retiradas do freezer até atingir temperatura ambiente. Em
seguida, foram transferidas para acido acético 60 % por um periodo de 2 minutos, no
intuito de promover amolecimento no tecido. Foi realizada a dissec¢ao da ponta da
raiz, regido de maior concentracdo do tecido meristematico e entdo maceradas e
esmagadas na mesma solucao.

As preparacdes foram observadas ao microscopio de contraste de fase, para
verificar a presenca de metafases com boa qualidade, contendo cromossomos
nitidos e espalhados. As melhores preparacoes foram selecionadas para a aplicacao
da metodologia de bandamento C. A separacdo de laminas e laminulas foi obtida
através da remocdo das laminulas pelo método seco com nitrogénio liquido, as
preparacdes foram dispostas para secagem ao ar e armazenadas em etanol
absoluto a -20 °C, por no minimo 24 horas. Posteriormente, as preparacdes foram
dispostas para secagem ao ar, e submetidas a tratamento com solucéo saturada de
hidréxido de bério 5% a 37 °C, por um periodo de 20 minutos, para desnaturacao
cromossOmica, seguindo de duas lavagens subseqientes com agua desionizada. As

preparacdes foram entdo transferidas para solucéo salina 2 x SSC (cloreto de sodio
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0,3 M + citrato de sédio 0,03 M pH 7,0), a temperatura ambiente, por 5 minutos e
incubadas na mesma solucéo de 2 x SSC a 60 °C, por 60 minutos.

Apoés lavagem em &gua destilada, o material foi desidratado através de
imersdo sequencial em uma série de etanol (70%, 95% e 100%), seguida de
posterior secagem a temperatura ambiente. Para visualizagdo das bandas, as
preparacdes foram coradas em solucdo de Giemsa a 8%, preparadas em tampao
Sorensen (pH 6,8), por 20 minutos, lavadas em agua destilada, novamente dispostas

para secagem e, entdo, montadas com resina de montagem.

3. 2. 5. Coloracgéo com nitrato de prata

A técnica de Howell e Black (1980) foi utilizada para estabelecer a localizacéo
de regibes de rDNA nos cromossomos metafasicos da espécie em andlise. Raizes
pré-tratadas e mantidas em solugdo Carnoy foram empregadas para a obtencao de
preparacdes citologicas. Apds esmagamento em acido acético a 60% e
monitoramento da qualidade das preparacdes citolégicas em microscopio de
contraste de fase as laminas e laminulas foram separadas em nitrogénio liquido e
dispostas para secar a temperatura ambiente.

Para coloracdo cromossomica, foi adicionada as preparacdes uma gota de
solucéo de gelatina a 2% e duas gotas de solucdo aquosa de nitrato de prata a 50%.
As preparacdes foram entdo incubadas em camara umida a 60 °C, e o tempo de
coloracéo (dois a cinco minutos) monitorado através de observacdes ao microscépio
optico. Apos separacdo de laminas e laminulas com &gua destilada, seguida de
secagem ao ar, as preparacdes citologicas foram montadas com resina de
montagem.

Foi adotado o procedimento para a coloracdo dos nucléolos em nucleos
interfasicos descrito por Fernandez-Gomes et al. (1969). As raizes foram fixadas
diretamente em solugcdo contendo uma parte de formol a 10% e uma parte de
hidroquinona a 1% por uma a duas horas, a temperatura ambiente, seguindo-se de
lavagem em &gua destilada, por trés vezes. Apos transferéncia para solugdo aquosa

de nitrato de prata a 2%, as preparacfes foram incubadas no escuro, a 70 °C, por 10
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a 15 horas. Foram realizadas novas lavagens em agua destilada, por trés vezes, e
as raizes foram novamente submetidas a mistura fixadora por duas horas, a
temperatura ambiente. As raizes foram maceradas em &cido acético a 45% para
obtencao das preparacdes citologicas. Apés visualizacdo em microscopio Optico, as
melhores preparacdes foram selecionadas, dispostas em nitrogénio liquido para
remocao da laminula, seguindo-se de secagem e montagem das mesmas em resina

de montagem.

3. 2. 6. Coloragado com DAPI e CMA3

Para o procedimento de coloracdo com DAPI e CMA; foi utilizado o protocolo
descrito por Schweizer (1976). As laminas foram preparadas com digestao
enzimatica 20% celulase e 2% pectinase e armazenadas por pelo menos trés dias a
temperatura ambiente. Foi adicionada a lamina uma gota de DAPI (2 ug/mL) e esta
coberta com uma laminula. As laminas foram guardadas em uma caixa escura por
meia hora. Para CMA3 foi adicionado a lamina uma de gota do CMA3 (0,5 ng/mL) e
esta coberta com uma laminula. As laminas foram guardadas em uma caixa escura
por uma hora. Em seguida, retiraram-se as laminulas e o excesso de corante com
um jato de agua destilada, secando-as rapidamente com uma bomba de ar. A
montagem da lamina foi realizada com uma gota de meio de montagem (glicerol /
Mellvaine / MgCl,), cobrindo a mesma com uma laminula e comprimindo
ligeiramente entre duas folhas de papel de filtro para tirar o excesso de meio.

Apb6s um minimo de trés dias de armazenamento das laminas em caixas
escuras, as mesmas foram visualizadas e microfotografadas em microscopio de
epifluorescéncia com um filtro de excitacdo A com 340 a 380 nm comprimento de
faixa de luz ultravioleta, utilizando filme de ASA 400, num tempo de 0,26 segundos
em media para DAPI e com um filtro de excitacdo D com 355 a 425 nm comprimento
de faixa de luz ultravioleta, utilizando também filme de ASA 400 num tempo

correspondente para CMAg3
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3. 2. 7. Analise morfométrica dos cromossomos e elaboragéo do cariotipo

Foi realizada a andlise das preparacdes mitoticas coradas pelo método de
Feulgen visando a confirmacdo do nimero cromossémico da espécie e identificacdo
de cromossomos individuais. Para a obtencdo das medidas cromossOomicas foram
utiizadas metafases mitéticas intactas, que apresentaram Cromossomos
morfologicamente nitidos e adequadamente espalhados.

Dez metafases mitéticas foram selecionadas e fotomicrografadas em
fotomicroscopio Olympus, com objetiva de imersao 100, utilizando-se o filme Kodak
Technical Pan. Para a obtengdo das ampliagBes fotograficas foi empregado papel
KODABROME PRINT RC F3.

As micrografias foram ampliadas e utilizadas para a medicdo dos
cromossomos das espécies. Desse modo, foi identificado cada par cromossémico e
feita a organizagdo dos cromossomos em ordem decrescente de tamanho.

As medidas cromossémicas foram realizadas com auxilio de compasso de
ponta seca e papel milimetrado (limite de 0,5 mm) em ampliacGes fotogréaficas de
6.904 vezes, determinando-se o0s valores de comprimento cromossOémico em
milimetros (comprimento do brago maior e do braco menor). Com base nestes dados
foram determinados o0s seguintes parametros: comprimento absoluto (CA, em
micrébmetros), comprimento relativo (CR, em %), relacdo de bracos (RB) e
comprimento do lote hapléide (CLH, em micrémetros).

Os valores de comprimento relativo e relacdo de bragos foram estimados de
acordo com a metodologia descrita por Aguiar-Perecin e Vosa (1985), conforme

apresentado a sequir:

Braco maior
RB =

Braco menor
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A média de relacdo de bracos dos dois elementos de cada par de homologos
foi determinada para cada célula analisada. O comprimento relativo de cada
cromossomo foi estimado em termos de percentagem em relacdo ao comprimento
total do lote hapldide, e a média de cada par de homdlogos foi estimada para cada
célula analisada.

Comprimento absoluto do par
CR = x 100
Comprimento total do lote hapléide

A partir desses dados foi determinado o caridtipo da espécie, onde os
cromossomos foram pareados conforme seus valores de comprimento absoluto e
relacbes de bragos, sendo entdo organizados em ordem decrescente de tamanho.

Os cromossomos satelitados foram pareados, principalmente, através dos
valores de relacéo de bracos.
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4. RESULTADOS

4. 1. Aspectos gerais do cariétipo

A descricdo do caridtipo de Genipa americana L. foi realizada com base na
coloracao pelo Método de Feulgen. Para a andlise morfométrica dos cromossomos,
foram avaliadas dez metéafases mitoticas, contendo cromossomos morfologicamente
nitidos e espalhados. A identificacdo de todos os pares cromossémicos, a confec¢céo
do caridtipo e a elaboracdo de ideograma da espécie analisada no presente
trabalho, foram feitas a partir dos dados de comprimento cromossémico absoluto,
relagao de bragos e comprimento relativo dos cromossomos, conforme demonstrado
na Tabela 3.

Os resultados das analises das metafases mitoticas (Figura 5) evidenciaram
um nuamero cromossémico dipléide para a espécie 2n = 22, corroborando com 0s
dados reportados na literatura (GUERRA, 1986).

A analise das Figuras 5, 6 e 9, correspondentes as metafases, ao caribtipo e
ao ideograma, revelou detalhes importantes com relacdo a morfologia, tamanho e
estrutura do complemento cromossdmico desta espécie.

Quanto a morfologia cromossémica, os pares n° 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9, e 10
apresentaram centrobmero mediano e os pares n° 4, 5 e 11, centrdbmeros
submedianos. Determinou-se a formula cariotipica hapléide n = 11 consistindo de 8
m + 3 sm, com uma relacdo de bracos variando entre 1,16 e 2,04 (Figura 6 e Tabela
3).

A andlise morfométrica aqui apresentada evidenciou que o comprimento
absoluto dos cromossomos desta espécie variou de 3,17 a 7,72 micrébmetros para 0s

pares cromossémicos maior € menor, e o comprimento relativo ficou entre 11,77 e 6,62
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% (Tabela 3). Esta ampla variagcdo no tamanho absoluto dos cromossomos tende a
refletir diferencas reais no comprimento cromossémico, condicionadas pelo grau de
condensacdo cromossomica diferencial, haja vista que no desenvolvimento do presente
trabalho procurou-se selecionar metafases mitticas onde 0s cromossomos
apresentassem niveis correspondentes de condensacdo. A analise das metafases
mitGticas neste material revelou o posicionamento dos satélites nos pares
cromossoémicos (n°1, 2, 7 e 11).

Uma caracteristica marcante no cariétipo referiu-se a variacdo nas duas regides
de constricdo secundaria nitidas nos bragos longos dos pares n° 1 e 2. Nos pares
cromossOmicos n° 7 e 11 também apresentaram constricdo secundaria, localizada nos
bragos curtos, porém de forma menos evidente, devido ao tamanho reduzido da
constricdo secundéria (Figura 6).

Os pares cromossdmicos n° 1, 2 e 7 evidenciaram RONs bastante coradas e
diferenciadas nos cromossomos e ainda localizadas nas constricdes secundarias. Os
pares cromossémicos de n° 4 e 8 apresentaram-se ligeiramente polimérficos quanto ao
tamanho de bandas heterocrométicas (Figura 7).

O ideograma, a representacao do cariotipo, apresentado neste trabalho mostrou
diferencas morfologicas nos cromossomos homélogos principalmente por diferencas na
quantidade e distribuicdo da heterocromatina ao longo dos cromossomos, indicando

uma caracteristica propria da espécie (Figura 9).
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Figura 5. Cromossomos metafasicos de Genipa americana L. corados pelo Método
de Feulgen (2n = 22). Setas indicam: grandes blocos heterocromaticos nas
regides terminais dos cromossomos. Pontas de seta indicam

cromossomos satelitados.

A BRI R B R

10 um
Figura 6. Caridtipo da espécie Genipa americana L. (2n = 22): Cromossomos

corados pelo Método de Feulgen.
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4. 2. Aplicagao de bandamento cromossémico

4.2.1. Bandamento C

As técnicas de bandamento cromossomico empregadas no presente trabalho
revelaram aspectos interessantes sobre a possibilidade de se evidenciar
diferenciagdo cromossémica e deteccbes de possiveis polimorfismos entre os
homélogos da Genipa americana L.

A avaliacdo das metafases coradas pela técnica de bandamento C revelou
diferencas significativas quanto ao padrdo de distribuicdo, tamanho, intensidade de
coloracdo e conteudo de heterocromatina dentro da espécie estudada. Os
cromossomos apresentaram grande quantidade de heterocromatina constitutiva
distribuida em grandes blocos heterocromaticos nas regides teloméricas e
intersticiais, presentes na maioria dos cromossomos. A grande variacdo observada
referiu-se as bandas teloméricas (incluindo o satélite), as quais correspondem a
maior proporgao de heterocromatina (Figura 8).

O par cromossémico n°7 apresentou uma coloragdo mais homogénea ao
longo de todo o braco longo, padrdo diferente do observado para o par
cromossémico n°8, o qual apresentou coloracdo mais evidente ao longo de todo o
braco curto, evidenciando assim um braco longo totalmente eucromatico. Esta
diferenca de colorac&o pode ter sido devida a maior quantidade de heterocromatina
no braco mais corado. As regides de heterocromatina, geralmente mais
compactadas que as de eucromatina na metafase coram-se mais fortemente. Sendo
assim, os pares cromossémicos n° 1, 2, 3, 4, 5, 9, e 10 tém um grande contetdo de

heterocromatina ao longo de ambos os bracos (Figura 9).
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10 pm

Figura 7. Metafase mitotica de Genipa americana L. corada com a metodologia de

Bandamento C.

\
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Figura 8. Caridtipo da espécie Genipa americana L. (2n = 22): Cromossomos

corados pelo Método de bandamento C com Giemsa. .

X
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1 20 um

Figura 9. ldeograma da espécie Genipa americana L. (2n = 22), evidenciando o
padrdo de bandas C, as constricdes secundarias no braco longo dos
pares cromossodmicos n°® 1 e 2 e o0 pares n° 7 e 11 com constricdes

secundarias nos bracos curtos.
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Tabela 3. Valores de comprimento absoluto (CA - micrémetros), relacdo de bracos
(RB), comprimento relativo (CR - %) e comprimento do lote hapléide

(CLH — micrdmetros) da espécie Genipa americana L.

Cromossomo Comp. Abs. /s Rel. Bracos /s Comp. Relat./ s
1 7,72 + 142 1,60 + 042 10,39 + 1,16
2 6,68 + 1,10 1,37 + 0,32 9,68 + 1,26
3 6,06 + 1,46 1,27 + 0,17 11,77 + 0,76
4 551 + 1,38 1,16 + 0,11 10,68 =+ 0,56
5 53 + 1,38 2,04 + 0,96 10,31 + 0,45
6 511 + 1,52 141 + 0,13 9,81 + 0,58
7 489 + 1,45 1,36 + 0,77 9,32 + 0,65
8 450 + 1,50 133 + 0,26 8,56 + 0,76
9 409 + 1,14 145 + 0,11 791 + 0,68
10 345 + 1,08 1,67 + 0,77 6,62 + 0,86
11 3,17 + 0,66 1,75 + 0,36 957 + 255
CLH 56,53 + 14,09

Tabela 4. Dados morfométricos em cromossomos metafasicos em dez células de

Genipa americana L.

Cromossomo Comp. Abs. (um) Comp. Rel. (%) ind. Centrom. (Cl)
1 4,22 + 0,10 13,08 + 0,33 34,60 + 089
2 358 + 0,11 11,06 + 0,19 37,48 + 1,39
3 3,42 + 0,10 10,56 + 0,15 43,49 + 1,49
4 328 + 0,11 10,12 + 0,15 33,01 + 0,80
5 3,06 + 0,09 9,45 + 0,57 32,18 + 1,09
6 2,87 + 0,09 8,87 =+ 0,15 32,87 + 2,02
7 2,84 + 0,09 8,77 + 0,13 46,01 + 1,20
8 2,58 + 0,07 7,89 £ 0,17 38,81 + 1,02
9 2,35 + 0,10 7,27 £ 0,22 34,86 + 1,66
10 2,19 + 0,09 6,77 £ 0,18 36,65 + 1,89
11 1,98 + 0,10 6,12 + 0,28 44,81 + 3,05

CLH 32,37 + 1,05

Fonte: Pierozzi e Mendacolli, 1997.
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4. 2. 2. Coloragao com nitrato de prata

As regides organizadoras de nucléolos (RONs) sao regides dos cromossomos
envolvidas na transcricdo dos genes ribossdmicos e, de acordo com sua atividade na
intérfase anterior, podem ser visualizadas através da coloragdo com nitrato de prata.
Apo6s a coloragdo, as RONs séo visualizadas sobre os cromossomos, constituindo-se
em importantes marcadores citologicos. O método de Howell e Black (1980) utilizado
para detectar as regides organizadoras de nucléolos (RONS), particularmente em
cromossomos mitdticos, nao apresentou resultados satisfatorios, pois foram observadas
apenas marcacgoes inespecificas em varios cromossomos metafasicos.

Com o objetivo de aprimorar a técnica para melhor evidenciar os nucléolos de
nos cromossomos metafasicos da espécie em estudo, foram feitas varias tentativas
para obtencdo de preparacfes citoldgicas, porém ndo foi evidenciada nenhuma
ocorréncia de cromossomos metafasicos marcados. Constatou-se que a qualidade
das preparacbes nao foi ideal para a observacdo de cromossomos metafasicos
distintos, revelando a necessidade de um melhor refinamento na obtencdo das
preparacgoes.

O método de Fernandez-Gomez (1969) utilizado para deteccdo das regides
organizadoras de nucléolos (RONs) em nucleos interfasicos apresentou resultados
positivos. Conforme demonstrado na Figura 10 a e b, foi possivel observar a marcacéo
de 1 e 2 nucléolos, varidveis em tamanho nos nucleos interfasicos e correspondentes a
1-2 sitios ribossémicos ativos. A confirmacdo destes dados poderdo ser feita

posteriormente através da aplicacéo da técnica de hibridizacao in situ.
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4. 2. 3. Coloragdo com fluorocromos

4.2.3.1. DAPI - 4—6-diamidino-2-fenilindol e cromomicina Az- CMA3

Os fluorocromos DAPlI e o CMA; sdo conhecidos por marcarem
preferencialmente fracbes de DNA ricas em AT e CG, respectivamente. Sao
fluorocromos que podem ser wusados para distinguirem simultaneamente
heterocromatina de eucromatina e ainda para permitir uma comparacao direta das
riquezas relativa a composicéo de bases CG e AT na cromatina.

Os resultados obtidos com a aplicacdo dos fluorocromos CMA3z; e DAPI
revelaram marcagdes coincidentes presentes nas extremidades cromossomicas,
corando, desta forma, os blocos heterocromaticos. Isso sugere que o0s blocos
heterocromaticos sido moderadamente ricos em pares de bases AT e CG. E
importante salientar, que as regides satelitadas também se mostraram coradas por

ambos os fluorocromos. (Figura 11 a e b).
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Figura 10. Nucleos interfasicos de Genipa americana L. Setas evidenciam a

ocorréncia de 1 (a) e 2 (b) nucléolos.

Figura 11. Metafase mitética de Genipa. americana L. corada com fluorocromo
DAPIl.(a). Metafase mitdtica de Genipa americana L. corada com
fluorocromo CMA; (b).
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5. DISCUSSAO

5. 1. Aspectos gerais do cariétipo

O género Genipa € um grupo pouco estudado do ponto de vista citogenético,
constando na literatura apenas alguns trabalhos (GUERRA, 1993, PIEROZZI e
MENDAGCOLLI, 1997, ZAPPI et al., 1995; BORTOLETI, 1999, 2001, 2002, 2003).

O numero dipléide 22 cromossomos € comum a familia Rubiaceae. Por
exemplo, no género Coffea, todas as espécies sao diploides (2n = 2x = 22) exceto C.
arabica, Unica sp tetrapléide (2n = 4x = 44), resultante do cruzamento entre C.
engenioides e C. congensis e endémica ao sudoeste da Etidpia.

O mesmo numero dipléide (2n = 22) foi encontrado na Genipa americana L.
estudada neste trabalho, mas diferiu de algumas popula¢cdes estudadas por Bortoleti
et al. (2002 b), que procederam uma analise cariotipica de cinco populacdes, através
de técnicas de bandamento cromossdmico com fluorocromos CMA/DAPI. Trés
destas populagbes apresentaram numero cromossdmico 2n = 22, conforme
reportado anteriormente na literatura (GUERRA, 1985). Por outro lado observou-se
variacBes no numero cromossdmico (2n = 20/21/22), enquanto em outra populacéo
um individuo mixopldide foi detectado (2n = 22/24/28). Adicionalmente verificou-se a
presenca de um tetrapléide 2n = 4x = 44 para uma segunda populacdo Tais
variacbes de nuamero cromossdmico foram evidentes, levando a supor que o
acumulo de mutacbes da heterocromatina esteja isolando alguns individuos
reprodutivamente (BORTOLETI, 2002b).

Embora o nimero cromossémico tenha sido conservativo para a espécie na

maioria dos autores, as variagdes morfoldgicas.
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Pierozzi e Mendacolli (1997) apresentaram a formula cariotipica hapléide
estabelecida n = 11: 3m + 7 sm + 1sms, a qual evidencia diferencas quanto aos
pares cromossdmicos n° 3, 7 e 11, descritos como tendo centrbmeros medianos e os
pares n° 1, 2, 4, 7, 9 e 10. As autoras apresentaram um cariotipo com duas regides
de constricdo secundéarias e satélites pouco evidentes, localizados nos bracos
longos, dos pares cromossdmicos n° 1 e 4, sendo submetacéntricos, novamente
divergindo dos resultados aqui descritos.

Ao se comparar os valores referentes ao comprimento absoluto, relacdo de
bracos e comprimento relativo de metafase somatica coradas, algumas variacoes
foram observadas, como uso da técnica de coloracdo convencional e bandamento
C. Segundo as autoras, o comprimento absoluto variou de 4,22 a 1,98 micrometros
para 0 par maior e menor, enquanto que o comprimento relativo variou de 13,08 a
6,12%. Todos os resultados aqui demonstrados divergiram dos reportados por
Pierozzi e Mendacolli (1997), exceto o nUmero cromossdmico. Deve-se considerar 0
pré-tratamento e a metodologia de bandamento C utilizados, onde os valores de
comprimento absoluto das metafases deste presente trabalho sdo maiores quando
comparados com os valores do comprimento absoluto das metafases de Pierozzi e
Mendacolli, 1997 (Tabela 4).

Bortoleti et al. (2001) num estudo a caracterizacdo cariomorfolégica de
Genipa americana, mostraram que a variacdo para o tamanho maximo dos
cromossomos metafasicos encontrados foi de 3,7 e 6,8 um para 0 menor e maior
cromossomo respectivamente, chegando a uma semelhanca com o trabalho
apresentado, sendo resultado para o menor e maior de 3,17 e 7,2 um,
respectivamente.

Andlise comparativa cariotipica entre G. americana e G. infundibuliformis
demonstrou diferencas para o0 comprimento cromossomico e, comprimento
cariotipico haploide além da grande quantidade de heterocromatina de G. americana
em relacdo a G. infundibuliformis. Inversamente, G. infundibuliformis apresentou um
cariétipo mais assimétrico que G. americana (PIEROZZI e MENDACOLLI, 1997).

Em adicdo, para G. infundibuliformis existe heteromorfismo, uma nova
caracteristica nas Rubiaceas neotropicais (ZAPPI et al.,, 1995). As informacfes

cariologicas sobre a Rubiaceas Neotropicais sdo limitadas (KIEHN, 1985, 1995)
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porém o numero basico n = 11 é comum entre espécies Rubiaceaes estudadas,
sugerindo que este € o numero basico primario e proveniente de outros nimeros
derivados por aneuploidia (LEE e RINK, 1985; SELVARAJ, 1987). Isto faz parecer
provavel que G. infundibuliformis tenha sido derivada de G. americana ou de um
ancestral comum de ambas dessas, por um mecanismo de aneuploidia, o qual
eliminou cromossomos, sendo sucedido por alteracdes no comprimento
cromossomico e reducgao da quantidade de heterocromatina.

Lavinia e Sharma (1980) citam que a tendéncia para nimero cromossémico
decrescente, associado a restricdo em areas de ocorréncia geografica parece
ocorrer para Crepis negleta (n = 4) e para a espécie derivada C. fuliginosa (n = 3).
Esta ultima espécie tém um grande limite de distribuicdo geografica (STEBBINS
1966). G. americana tem uma larga distribuicdo na América Tropical, ocupando
areas umidas, e estdo sujeitas a inundacfes periddicas. A G. infundibuliformis é
distribuida em maior quantidade, no Sul e Sudoeste do Brasil, ocorrendo em areas
gue se modificam com muita umidade na Costa da Floresta Atlantica para floresta
seca do Nordeste do estado de Minas Gerais (ZAPPI et al., 1995).

O presente trabalho evidenciou tamanho, morfologia e marcacdes de bandas
diferentes. A suposicdo apresentada € que essas diferencas podem ter ocorrido
devido aos diferentes padrbes de condensacédo, uso de populacdes diferentes, de
regibes geogréficas diferentes. Os resultados aqui descritos se mostram
essencialmente importantes para caracterizar a posicdo desta espécie no género,
suas relacdes de parentesco, variacdes intra e interespecificas e sua participacdo no

processo evolutivo.

5. 2 Aplicagcao de bandamento cromossomico

5.2.1 Bandamento C

A heterocromatina € um dos componentes cromossdmicos que atrai muito a

atencao dos citogeneticistas, por causa do siléncio funcional, decorrente da aparente
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auséncia de genes e devido ao fato de apresentar coloracao diferencial em relacao
ao restante do cromossomo. Especialmente depois do desenvolvimento de técnicas
de diferenciacdo da heterocromatina em cromossomos metafasicos para uma
grande diversidade de organismos, um largo numero de pesquisas foram
desenvolvidas, demonstrando a presenca, variabilidade, composicdo molecular,
efeitos direto e indireto no caridtipo, funcbes quase reais da heterocromatina
(MIZIANTY, 1984 a,b, JOHN, 1988; HENNIG, 1999).

A andlise de distribuicdo do padrdo de heterocromatina no complemento
cromossOmico de angiospermas em geral € impedido pela particularidade da grande
variabilidade de heterocromatina ligada a variabilidade de outros parametros
cariotipicos.

A comparacdo de padrdo de heterocromatina de diferentes espécies possuli
alguns aspectos consideraveis: a heterocromatina ndo € homogénea, variando
qualitativamente e quantitativamente entre as espécies, dentro de uma simples
espécie; o, polimorfismo de numero e tamanho cromossémico é frequente; a
quantidade de heterocromatina varia independentemente da quantidade de
eucromatina ou do conteudo de DNA no nucleo; ambas heterocromatina e
eucromatina podem sofrer variacdes relativamente num curto espaco de tempo;
diferentes técnicas de coloragdo podem revelar diferentes fracdes de
heterocromatina; muitas espécies diferentes podem apresentar simultaneamente,
diferencas no numero, tamanho e morfologia, tanto quanto na quantidade,
composicao e distribuicdo da heterocromatina (GREILHUBER, 1982; VOSA, 1985;
JOHN, 1988; SUMNER, 1990).

Um aspecto mais importante da pesquisa sobre heterocromatina € o estudo
sobre a sua distribuicdo em blocos ou bandas no cari6tipo. Bandas heterocromaticas
em plantas tém sido analisadas principalmente pelo bandamento C ou pelo uso de
corantes fluorocromos base-especifica (GUERRA, 2000).

O mecanismo funcional e evolutivo da heterocromatina pode nao ser o
mesmo para todas as espécies, e um simples padréo de distribuicdo pode néo existir
para todas as angiospermas, somente tendéncias ou padrdes diferenciais para

diferentes genomas e cariotipos.
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De forma geral, o padrao de distribuicdo de bandas C encontrado em Genipa
americana L. apresenta relativa discordancia ao padrdo encontrado por Pierozzi e
Mendacolli (1997) para bandamento C. Tais discordancias ocorrem em relacdo aos
pares satelitados, distribuicio das bandas C, e com a quantidade de
heterocromatina entre 0s cromossomos.

O padrdao de distribuicdo de heterocromatina constitutiva nesta espécie
discorda quanto ao padrdo apresentado por Pierozzi e Mendacolli (1997) onde
pequenas bandas C terminais e centroméricas foram observadas na maioria dos
cromossomos. Em algumas metafases aqui analisadas, o tamanho da banda C foi
aproximadamente 0 mesmo para a maioria 0s pares cromossémicos. As autoras,
ainda mostram uma banda C terminal no braco curto do par cromossémico n®4.
Uma explicacdo para essa localizagéo e extensédo dos segmentos de bandas C nos
cromossomos mitoticos de G. americana L. coincide com grande quantidade de
sinais fluorescentes de cromomicina descrito por Guerra (1993a), o que significa
dizer que heterocromatina C em G. americana L. pode ser rica em sequéncias CG.

Bortoleti et al. (2001) mostraram que a espécie possui um alto contetdo de
heterocromatina rica em GC e isso pode ser a causa também de um alto
polimorfismo encontrado nas populacbes de G. americana estudadas, com
diferencas entre os cromossomos homologos e entre as duas popula¢des quanto a o
tamanho, intensidade de coloracdo e por vezes na posicdo das bandas.
Aparentemente, a elevada quantidade de heterocromatina rica em GC seria
geneticamente menos estavel que outras por¢cdes cromossdmicas, 0 que explicaria
as variagbes observadas na distribuicdo e no tamanho das bandas entre as duas
populacées analisadas. Tal constatacdo leva a suposicdo de que o individuo
polipléide possa ter se originado de flor fecundada por um individuo geneticamente
divergente resultando no fenbmeno da alopoliploidia, hipétese que merece uma
andlise mais detalhada.

De acordo com Greilhuber (1984) diferencas no aumento ou diminuicdo da
heterocromatina (banda C) pode refletir no valor C adaptativo da espécie. Em
associacdo ao ganho de heterocromatina nas regides de banda C telomérica, a
existéncia da aparéncia e grau evolutivo podem ser vistos em alguns grupos de
espécies relatadas como equivalente Anacyclus (SCHWEIZER e EHRENDORFER,
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1983), ou Capsicum (MOSCONE et al., 1993) ou Orchis (D’ EMERICO et al., 1996).
A maioria das espécies considerada avancadas possue grande quantidade de
heterocromatina e também predominancia de bandas C telomérica. De acordo com
Pierozzi e Mendacolli, (1997) neste caminho, G. americana pode ser considerada
uma espécie derivada como foi a G. infundibuliformis.

A presenca dessas bandas teloméricas, intersticiais e satélites
heterocromaticos nos cromossomos de G. americana sugerem uma estabilidade
desses marcadores citolégicos, sendo considerados como um componente antigo do
genoma, representando um aumento adicional de heterocromatina no genoma
dessa espécie, sendo isto interpretado como um avango evolucionario.

Em Vicia faba, por exemplo, foi observado que a heterocromatina esta
preferencialmente localizada nas regifes intersticiais, enquanto que em Allium cepa
esta distribuida preferencialmente em regibes terminais. Apés realizacdo das
analises cromossémicas de algumas espécies animais ou vegetais, Heitz (1957)
considerou que cada distribuicdo tem uma regra universal. Em algumas espécies de
Lathyrus, uma progressiva redugdo em heterocromatina constitutiva (banda C)

ocorreu devido a exogamia perene.

5. 2. 2. Coloracao com nitrato de prata

Para a deteccao das RONS sao utilizadas diversas técnicas. A mais comum é
a técnica de impregnacédo de prata, a qual detecta as regibes ativas na intérfase
precedente pela associacdo de prata com proteinas nucleares (MARGARIDO, 2000).

Na literatura ha poucos artigos referindo-se a um numero elevado de RONs
ativos em plantas dipléides, como encontrado por Moscone et al. (1995) para
Capsicum baccatum var. pendulum através de método de coloracdo com nitrato de
prata.

A Genipa americana, estudada neste trabalho apresentou até duas RONs
coradas pelo nitrato de prata no nucleo interfasico, embora tenha-se observado um
namero maximo de dois nucléolos com o mesmo tamanho e varios outros de

tamanhos diminutos, o que se refere a presenca de duas RONs correspondentes as
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constrices secundarias de apenas um par cromossdmico satelitado, a maioria dos
nacleos interfasicos apresentaram apenas um nucléolo.

Em Solanaceas a técnica de impregnagcdo de prata para identificacdo da
regido organizadora de nucléolo foi aplicada em trés géneros Solanum
(PIINACKER, FERWEDA, 1984, 1991), Cestrum (BERG, GREILHUBER, 1992,1993
a, b) e Capsicum (MOSCONE et al., 1995). Variacdo quanto ao niumero de RONs
em relacdo ao numero de nucleo interfasico é relatada para maioria das espécies.
Esta variagdo pode ser devido a fuséo tardia de nucléolos (LACADENA et al., 1984).

Em Cestrum as RONs néo sdo evidenciadas em cromossomos metafasicos
pela coloracdo de nitrato de prata, sendo marcadas somente na intérfase,
prometafase e profase (BERG, GREILHUBER, 1992,1993 a, b). JA& em Coffea
arabica, foram identificados seis sinais de hibridacdo que correspondem aos cistrons
ribossomais, estes sinais evidenciaram-se na posicdo distal de trés pares
cromossOmicos, sendo dois sinais relativamente fortes, dos sinais medianos e ainda,
dois outros sinais mais fracos. Os nucleos interfasicos exibiram também seis sinais
de hibridag&o (PINTO-MAGLIO e CRUZ, 1998).

Pierozzi e Mendacolli (1997) identificaram na Genipa americana, através da
analise citolégica, que somente o cromossomo 4 € associado com a regido
organizadora de nucléolo. Estas observacbes divergiram dos resultados
apresentados por (GUERRA,1993a), que concluiu que o cromossomo 11 esta
associado com o NOR, baseado nos sinais de cromomicina positivo no segmento
terminal.

Analisando cromossomos metafasicos de duas populacdes de G. americana,
Bortoleti et al. (2002a), encontraram fortes marcagbes das RONs com nitrato de
prata, nos pares cromossémicos (2) e (9) de cada populagcéo estudada. Entretanto,
nos nucleos interfasicos, a coloracdo com nitrato de prata marcou desde um anico
nucléolo, que ocupou mais de um ter¢co de sua superficie, até 16 nucléolos. Neste
altimo caso, os nucleos apresentaram de um a dois pares de nucléolos maiores e
varios outros de tamanho diminuto. Esta observagcdo confirma a possivel presenca
de outros sitios de DNAr expressos nos demais cromossomos que apresentaram

marcacgao com nitrato de prata menos intensa.
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Em um novo trabalho, Bortoleti et al. (2003) observaram novamente sitios no
mesmo par cromossdémico (9), onde varios pares adicionais apresentam marcacgao
menos intensa com coloragdo com nitrato de prata, coincidindo com bandas CMA+
terminais e subterminais, e nos nudcleos interfasicos a coloragdo marcou até 12
nucléolos.

Um outro exemplo é do género Lathyrus L., mostrado por Battistin e
Fernandez (1994). Empregando, a coloracdo com nitrato de prata, quatro espécies
estudadas mostraram um padrdo caracteristico de NORs para 0S Cromossomos
metafasicos e para nudcleos interfasicos. Todas as espécies evidenciaram um
namero maximo quatro nucléolos por nucleo interfasico, indicando quatro regifes
com genes ribossomais ativos em cada espécie. E para 0s cromossomos
metafasicos, em todas as espécies foram evidenciadas marcacdes em posicoes
diferentes nos cromossomos, nos bracgos curtos e longos e em posi¢cdes terminais e
proximais do centrdmero.

A coloracao com nitrato de prata em populacdes de Allium L, correspondentes
a bandas C, CMA/DAPI e ainda sitios de hibridacao in situ, foram nos cromossomos
7 e 8, entretanto nos ndcleos interfasicos diferiram entre as espécies
(BESENDORFER et al., 2002).

5. 2. 3. Coloracao com fluorocromos

5. 2.3.1. DAPI - 4—6-diamino-2-fenilindol e cromomicina - CMA3

O 4’'-6-diamino-2-fenilindol (DAPI) € um fluorocromo que se liga tanto na
regido AT quanto GC, no entanto os padrbes de banda brilhantes sdo mais
acentuados em regides ricas em AT. As bandas resultantes da coloragdo com DAPI
aparentemente refletem as areas que contém diferentes niveis de bases AT. A
cromomicina Az (CMA3) € um antibiotico que tem afinidade com pares de bases GC,
se ligando as regifes coincidentes com as RONs, desse modo ela produz bandas

brilhantes associadas as RONs, sem depender da atividade transcricional na
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intérfase precedente. Entretanto, outras regides heterocrométicas podem ser
evidenciadas pela mesma técnica (MARGARIDO, 2000).

Neste trabalho a Genipa americana apresentou um padrédo com marcagoes
coincidentes de DAPI/CMA nas extremidades dos cromossomos, corando as regides
heterocromaticas (bandas C). Em comparacdo com Guerra (1993a), o DAPI tem os
sinais brilhantes reduzido, correspondendo aos blocos de CMA" esse resultado
caracteriza do mesmo modo CMA*/DAPI*. Em geral todos os blocos em profase e
intérfase sdo observados CMA'/DAPI®, porém poucos apresentam CMA/DAPI".
Também s&o apresentados CMA/DAPI™ e apresentam, de forma conspicua, blocos
pequenos CMA“/DAPI™™. Quase todas as regifes pericentroméricas apresentaram
CMA’, e a posicao centromérica poderia ser melhor identificada com DAPI.

Bortoleti et al. (2001) mostraram que coloracdo cromossGmica com
fluorocromos em G. americana revela uma quantidade visivel de heterocromatina
rica em GC proeminente CMA™/DAPI~ ou CMA™/DAPI neutro, visivelmente nas
posicoes subtelocéntricas de todos 0s bragos cromossOmicos e em posicoes
intercalares. Cada bloco tem sido completamente ausente na posi¢cdo de todos os
cromossomos. A grande quantidade de heterocromatina rica em GC e estas
posicdes sdo caracteristicas muito comuns em arvore desta espécie.

Outro resultado foi obtido por Bortoleti et al. (2002a) num estudo de
polimorfismos cromossémicos entre individuos e populacbes de G. americana, onde
os fluorocromos revelaram um padrdo de bandas CMA® peculiar para cada
populacdo, com variagcdes na posicao e no tamanho das bandas entre populacoes,
entre individuos da mesma populacdo e mais raramente entre Cromossomos
homoélogos do mesmo individuo. Referindo-se a variabilidade inter e
intrapopulacional, alguns representantes das diferentes populacdes apresentaram
um padrdo de bandas CMA'/DAPI" e CMA™/DAPI com bandas proeminentes em
posicdes terminais, subterminais e intercalares, indicando quantidade significativa de
heterocromatina rica em GC. Porém, nitidos polimorfismos foram detectados quanto

+/++

ao tamanho, intensidade de coloracdo e posicdo dos blocos CMA entre
populacdes e individuos, bem como entre homélogos do mesmo par (BORTOLETI,

2002h).
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Em Coffea arabica, uma Rubiaceae também muito estudada, as seqiéncias
altamente repetitivas presentes na heterocromatina puderam ser detectadas com o
uso de fluorocromos DAPI/CMA, devido a sua especificidade por regides ricas em
AT e GC, respectivamente. Segundo estudos de cromossomos meiéticos na fase de
paquiteno, observou-se um padrdo heterocromatico restrito as regides
pericentroméricas em todos os cromossomos do complemento (PINTO-MAGLIO e
CRUZ; 1998). Outro resultado importante obtido € a constatacdo de que a
heterocromatina associada as constrices secundarias apresenta riqueza relativa em
pares de base GC, revelada pelo tratamento com fluorocromo CMAj;, e esta
associada as regides organizadoras de nucléolo em C. arabica. De fato, segundo
Schweizer (1980) e Sumner (1990), parece existir uma riqueza relativa em pares de
bases GC nos cistrons ribossémicos, por isto estas regibes se revelam

habitualmente positivas com o fluorocromo CMAg.

54



6. CONCLUSOES

Com base nos resultados da analise cromossdmica de Genipa americana L.

foi possivel chegar as seguintes conclusoées:

1. A espécie G. americana L. é dipléide com 2n = 22, corroborando, Guerra
(1986), e Pierozzi e Mendacolli (1997), e que apresenta um caridtipo padrao

constituido de 11 pares cromossémicos com centrdbmeros medianos e submedianos.

2. A férmula cariotipica haploide para a espécie foi n = 11 = 8m + 3sm, com
quatro pares cromossdmicos satelitados, os pares n° 1, 2, 7 e 11. Diferente de Pierozzi

e Mendagolli (1997), que apresentou a formula cariotipica com n =11: 3m + 7sm + 1sm°.

3. A técnica de bandamento C evidenciou regides heterocromaticas, formando
bandas localizadas nas regifes terminais e intersticiais, chamando a atencdo para

0s blocos heterocromaticos encontrados.

4. Os resultados obtidos a partir dos métodos de impregnacéo pela prata permitiram
considerar que a espécie em analise evidenciou um maximo de dois nucléolos por nucleo

interfasico, correspondentes a existéncia de dois sitios contendo genes ribossomais ativos.
5. Os fluorocromos DAPI e CMA; evidenciaram regides heterocromaticas

mostrando um padrdo heterogéneo de distribuicdo de pares AT e GC, sem

predominancia de uma ou outra.
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7. PERSPECTIVAS

1. Estabelecimento de novos experimentos de impregnacdo pelo nitrato de prata

visando identificar os sitios ativos de genes ribossomais nas metafases mitéticas.

2. Aplicacdo da metodologia de hibridagdo molecular in situ para localizagdo das

regides cromossdmicas contendo as sequéncias de rDNA 45 S e 5S
3. Analise citogenética das espécies Genipa infundibuliformis e Genipa williamsii do

género Genipa buscando o estabelecimento das relacBes filogenéticas entre estas

espécies e Genipa americana elucidando a evolucdo do género.
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