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RESUMO

Plectranthus € um dos géneros pertencentes a familia Lamiaceae e, em
geral, caracteriza-se pela riqueza de espécies de interesse medicinal e
ornamental. Este género apresenta problemas taxonémicos pelo fato de agregar
as espécies que, no passado, compunham o género Coleus, o que contribuiu para
que uma mesma espécie apresentasse diferentes sinonimias. Além disso, alguns
autores consideram P. grandis e P. barbatus como sinonimias. Diante do
exposto, este trabalho foi realizado com o objetivo de comparar espécies, tais
como Plectranthus amboinicus, Plectranthus barbatus, Plectranthus grandis e
Plectranthus neochilus, do ponto de vista citogenético e palinol6gico, com a
finalidade de dar suporte as solugdes de problemas taxonémicos do género, bem
como as hipoteses evolutivas. As espécies avaliadas possuem grdos de polen
bastante semelhantes. P. barbatus e P. neochilus apresentaram exina reticulada
com poucas diferencas de ornamentacdo. P. amboinicus possui ornamentacéo
menos complexa em relagdo as demais. Pelas andlises citogenéticas, foram
observados 2n=30 cromossomos para as espécies de Plectranthus estudadas,
exceto para P. amboinicus (2n=34). Foram constatadas variagdes na morfologia
dos cromossomos e no contelldo de DNA nuclear entre gendtipos apenas para P.
barbatus, cujas médias para essa variavel ndo diferiram das de P. grandis. Os
resultados provenientes das andlises de citometria associados as diferencas
cariotipicas permitem inferir que as populagdes de P. barbatus se encontram em
processo ativo de variagdo cariotipica, expressando a ocorréncia de citotipos e
que P. grandis, provavelmente, é um deles.

Palavras-chave: Citotaxonomia. Boldo. Caridtipo. Conteido de DNA.



ABSTRACT

Plectranthus is a genus what is included in the Lamiaceae family and
generally is characterized by the richness of ornamental and medicinal species.
In this genus, there are taxonomic problems because of Plectranthus aggregate,
in the past, species from Coleus. This fact contributed to a synonyms variety for
the same species. Some authors consider P. grandis and P. barbatus like
synonyms. Therefore, the objective of this study was to compare species such as
Plectranthus amboinicus, Plectranthus barbatus, Plectranthus grandis and
Plectranthus neochilus at cytogenetic and palynology point of view, in order to
support the taxonomy problem solving, as well as the evolutionary hypotheses.
The results showed that these species have similar pollen grains. P. neochilus
and P. barbatus have a few exine ornamentation differences and P. amboinicus
has exine less complex. Through cytogenetic analysis was possible to identify
2n = 30 for studied species, except for P. amboinicus (2n = 34). Chromosomes
morphology variations and DNA content differences were fouded only among
genotypes from P. barbatus. The nuclear DNA content mean did not differ from
P. grandis. The cytometry results associated with karyotypic differences can be
inferred that P. barbatus population are in the kariotype variation active process
expressing the occurrence of cytotypes and P. grandis is probably one of them.

Keywords: Cytotaxonomy. Boldo. Kariotype. DNA Content.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

A familia Lamiaceae Martinov abrange cerca de 250 géneros e 7.000
espécies (THORNE, 1992) encontrados no mundo inteiro. Entretanto, a area de
maior concentracdo estd na regido que vai do Mediterraneo e Oriente Médio até
a Asia central (CHENGYIH; HSIWEN, 1982). No Brasil, 500 espécies de 34
géneros distintos ocupam quase toda area territorial (HARLEY et al., 2010).

Plectranthus L'Héritier € um dos géneros mais conhecidos dessa familia,
abrangendo cerca de 300 espécies (RICHARDSON, 1992) e, em geral,
caracteriza-se pela riqueza de espécies de interesse medicinal e ornamental
(THOPPIL, 1993). Espécies do género Plectranthus tém sido utilizadas na
medicina fitoterdpica por produzirem varios metabdlitos secundérios, dentre os
quais se destacam alguns diterpenos, como o forskolin (SHAH et al.,1980).
Forskolin é isolado de Coleus forskohlii (sinonimia de Plectranthus barbatus)
que apresenta funcdo carminativa e reduz a pressdo arterial, e também tem
aplicacdo no tratamento de doencas respiratorias e do sistema circulatorio
(KAVITHA; RAJAMANI; VADIVEL, 2010).

Nos ultimos anos, o interesse por terapias alternativas tem sido
crescente, especialmente aquelas oriundas de plantas medicinais (GOLDFRANK
et al., 1982; VULTO; SMET, 1988; MENTZ; SCHENKEL, 1989). No entanto,
o0 uso de plantas como fonte de drogas ainda € pouco explorado e, na maioria das
vezes, apenas triagens farmacolodgicas sdo realizadas (PAYNE et al., 1991).

A falta de estudos que melhor caracterizem espécies de plantas
medicinais facilita o risco de uso equivocado de espécies que sd@0 muito
similares as espécies alvo. Algumas espécies de plantas apresentam diferencas

citogenéticas entre gendtipos que podem refletir no seu comportamento, como
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variagcdo na quantidade, qualidade e ou tipo de metabdlito secundario produzido.
Para Lippia alba j& foram descritos individuos de ndmeros cromossémicos
diferentes, porém, morfologicamente semelhantes e considerados quimiotipos
por apresentarem produtos metab6licos de quantidade ou carater distintos
(PIERRE et al., 2011).

Em Thymus podem ser encontrados gendétipos de espécies com
diferentes teores de DNA nuclear e nimeros cromossémicos e essas variagoes
também podem refletir na quantidade de 6leo essencial produzida pelas plantas
(MAHDAVI; KARIMZADEH, 2010).

Plectranthus é um dos géneros de Lamiaceae em que ha necessidade de
estudos para melhor identificar suas espécies, pois existem relatos de variagdo
guanto ao numero cromossémico que sugerem a ocorréncia de citotipos
(THOPPIL, 1993). P. barbatus é uma das espécies do género para a qual sdo
descritos diferentes nimeros cromossémicos de 2n=28 a 34 (REDDY, 1951,
RILEY; HOFF, 1961; SAGGOO; BIR, 1983).

Esse género também enfrenta problemas taxonémicos pelo fato de suas
espécies, juntamente com as de Coleus, ja terem sido pertencentes ao género
Ocimum Linn. Contudo, as caracteristicas que subdividiam esse género foram
consideradas insuficientes para separar Coleus de Plectranthus e, por esse
motivo, esses dois géneros passaram a compor um sO grupo com o nome de
Plectranthus (MORTON, 1962), fato que contribuiu para a existéncia de
diversas sinonimias (LUKHOBA; SIMMONDSD; PATON, 2006).

Estudos botanicos tém se mostrado eficientes na reformulacdo de
hip6teses taxondmicas. Em Lamiaceae, a palinologia teve sua importancia na
subdivisdo dessa familia em duas subfamilias, Lamioideae e Nepetoideae, com
base no numero de aberturas do grdo de polen e numero de ndcleos
(WUNDERLICH, 1967).
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As analises cariotipicas, de conteudo de DNA nuclear, bem como a
palinologia, podem trazer informacdes valiosas para comparar espécies ou
examinar a variacdo entre individuos da mesma espécie e tém subsidiado
reformulacdes taxonbmicas em grupos que apresentam problemas de
classificacdo (WUNDERLICH, 1967; GUERRA et al., 1997).

Diante dos fatos apresentados, este trabalho foi realizado com o objetivo
de caracterizar e comparar as espécies de Plectranthus supracitadas quanto a

morfologia cromossémica, ao contelldo de DNA nuclear e a palinologia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos taxondmicos e botanicos em Plectranthus

Na familia Lamiaceae Martinov podem ser encontradas espécies que
tém ocupacdo no mundo inteiro abrangendo cerca de 250 géneros e 7.000
espécies (THORNE, 1992). Entretanto, a area de maior concentragdo esta na
regido que vai do Mediterraneo e Oriente Médio até a Asia central
(CHENGYIH; HSIWEN, 1982). No Brasil, 500 espécies de 34 géneros estdo
distribuidas em quase toda area territorial (HARLEY et al., 2010).

Plectranthus L'Héritier é um dos géneros mais comuns dessa familia,
abrange cerca de 300 espécies (RICHARDSON, 1992) e, em geral, caracteriza-
se pela riqueza de espécies de interesse medicinal e ornamental (THOPPIL,
1993).

Esse género pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Equisetopsida C.
Agardh, subclasse Magnoliidae Novak ex Takht., superordem Asteranae Takht.,
ordem Lamiales Bromhead, familia Lamiaceae Martinov, subfamilia
Nepetoideae e tribo Ocimeae (CANTINO, 1992).

Exemplares de Plectranthus e Coleus Loureiro, bem como outras
espécies, faziam parte de um sé agrupamento, o género Ocimum Linn. A
justificativa para sua subdivisdo baseou-se apenas em diferencas morfologicas:
Coleus apresenta estames fundidos, enquanto em Plectranthus os estames séo
completamente livres. A diversidade observada nas espécies que compunham
Ocimum permitiu sua subdivisdo ndo apenas nesses dois grupos, mas ainda em
varios outros, como Burnatastrum, Englerastrum, Neomullera e
Isodictyophorus, além de outros aliados (MORTON, 1962).

A diversidade de novas classificacfes dificultou o estabelecimento de

limites genéricos para as espécies intimamente relacionadas. Hutchinson (1988)
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ndo consideravam as diferencas do estame suficientes para separar Coleus e
Plectranthus e, por esse motivo, esses géneros anteriormente distintos passaram
a agregar suas respectivas espécies em um sO grupo, ou seja, o género Coleus
passou a ser incorporado ao Plectranthus, o qual também agrupou todas aquelas
espécies remanescentes gque nao se enguadravam em nenhum dos géneros
aliados, formando, assim, um género independente de Ocimum (MORTON,
1962).

Alguns taxonomistas consideram essas reclassificagbes ainda
insatisfatérias para algumas espécies pertencentes a Plectranthus. Muitas delas
foram estudadas do ponto de vista quimiossistematico, o que permitiu observar
gue estas espécies poderiam ser nitidamente separadas em dois clados
contrastantes, coincidindo com a separacao das espécies pertencentes ao género
Plectranthus e as anteriormente pertencentes ao género Coleus. Oitenta e dois
por cento das espécies do clado Plectranthus examinadas produzem maior
nimero e quantidade de compostos quimicos quando comparadas com as
espécies do clado Coleus, dando suporte a uma possivel redivisdo do grupo
(GRAYER et al., 2010).

Como consequéncia das divergéncias taxonb6micas, algumas
nomenclaturas passaram a ser consideradas sinonimias. Cerca de 30% das
citagdes na literatura usam sinonimias para descrever espécies de Plectranthus,
sendo que as espécies de uso em maior escala possuem maior nimero de
sinonimias. A variedade de referéncias taxondmicas no género se deve ao
ambito regional e ndo global das pesquisas realizadas, o que contribui para a
confusdo de madltiplas classificagbes para descrever a mesma espécie
(LUKHOBA; SIMMONDSD; PATON, 2006).

Alguns exemplos classicos merecem atencdo a respeito, como
Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. tem como sinonimias Plectranthus

aromaticus (Lour.) Spreng., Coleus amboinicus Lour., Coleus aromaticus



16

Benth., Coleus crassifolius Benth, Plectrathus aromaticus (Benth) Roxb.,
Coleus suganda Blanco, Coleus carnosus Hassk e Majana amboinica (Lous.)
(LUKHOBA; SIMMONDSD; PATON, 2006).

Plectranthus barbatus Andr. tem sido referido como Plectranthus
forskohlii Brig, Plectranthus forskalaei Willd., Plectranthus kilimandschari
(Gurke) HL Maass., Plectranthus grandis (Cramer) RH Willemse, Coleus
forskohlii Brig., Coleus kilimandschari Gurke ex Engl., Coleus coerulescens
Gurke e Coleus barbatus (Andr.) Benth (LUKHOBA; SIMMONDSD; PATON,
2006). Contudo, P. barbatus e P. grandis ja foram consideradas espécies
distintas, porém, muito similares, e pelo fato de serem utilizadas pelo mesmo
propésito usualmente sdo confundidas (LORENZI; MATTOS, 2002).

Para Plectranthus neochilus, outras denominagdes também podem ser
encontradas: Coleus carnosus A. Chev., Coleus neochilus (Schitr.) Codd, Coleus
pentheri Gurke e Coleus schinzii Gurke (RUSSELL et al., 1987).

Quanto a origem geogréafica dessas espécies, P. amboinicus é uma espécie
nativa do Leste da Asia, posteriormente introduzida em Cuba e distribuida na
América. E comumente conhecida como malvarisco, orégano ou hortela da folha
grossa, sendo identificada como erva perene e suculenta, apresentando folhas com
bordas irregulares, peciolos grossos e flores roxas (CASTILLO; GONZALEZ,
1999). O emprego dessa espécie na medicina fitoterapica tem sido relacionado
com o tratamento do cancer, mas ela também é utilizada como carminativo,
antifangico, anti-inflamatdrio, na prevencdo de ataques asmaticos e pode ser
aplicada em queimaduras, picadas de inseto e edema (WEI et al., 2006).

Carriconde et al. (1996) relatam que P. barbatus é uma espécie
originaria da Africa e constitui uma das espécies mais citadas em levantamentos
etnoboténicos no Brasil. O autor descreve também que essa espécie é conhecida
popularmente como falso-boldo, boldo-brasileiro, boldo-da-terra, boldo-do-

reino, malva-santa, boldo-nacional ou boldo-do-jardim.
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As plantas que representam essa espécie apresentam porte arbustivo, séo
perenes, de aroma caracteristico, com ramos de sec¢do quadrangular; as folhas
sdo opostas, ovadoblongas, pilosas e as flores pentdmeras, azuis a violaceas,
reunidas em racimos (MARTINS et al., 1995).

Medicinalmente, ¢ uma espécie utilizada como tonico, digestivo,
hipossecretor gastrico (para azia e dispepsia), carminativo para afec¢des do
figado e ressaca alcodlica (MARTINS, et al. 1995).

P. neochilus também tem como centro de origem a Africa, espécie
popularmente conhecida no Brasil como boldo-gamba, boldinho ou boldo-
rasteiro (LORENZI; MATOS, 2002). E identificada anatomicamente como uma
planta de tricomas glandulares em folhas e flores; possui folhas suculentas,
aromaéticas de odor intenso e nauseoso (MAURO et al., 2008). Trata-se de uma
erva aromatica empregada popularmente no tratamento de insuficiéncia hepatica
e dispepsia. Entretanto, sua principal aplicacdo terapéutica esta relacionada com
doencas gastrintestinais, sendo geralmente utilizada como um substituto para P.
barbatus (BOCARDI, 2008).

2.2 Palinologia

A caracterizagdo morfopolinica tem se mostrado uma ferramenta
eficiente em diversas areas de pesquisa, proporcionando melhor entendimento de
relagdes ecoldgicas e processos evolutivos, além de ser Gtil em estudos voltados
para a taxonomia (ADEKANMBI; OGUNDIPE, 2009; MACEDO; SOUZA;
BAUERMANN, 2009; CANTINO; HARLEY; WAGSTAFF, 1992).

Na ecologia, a palinologia geralmente se aplica ao estudo do
comportamento dos insetos. E possivel identificar quais as fontes preferenciais
de néctar utilizadas, por exemplo, pelas abelhas, por meio de analises realizadas

em amostras de mel, que podem conter diversos tipos de grdos de polen. Essas
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analises podem indicar uma provavel rota polinizadora dos insetos, bem como os
géneros mais frequentes ou espécies presentes em uma determinada regido
geografica que sdo mais importantes para o desempenho das func¢des dos insetos
(ADEKANMBI; OGUNDIPE, 2009).

Os graos de pdlen e esporos constituem uma importante entidade
morfoldgica que reflete a historia da evolucdo das plantas. Estudos realizados
com grédos de polen em processo de fossilizagdo em rochas sedimentares
(palinomorfos) permitem elaborar tendéncias evolutivas de determinados
géneros, além de identificar a existéncia de caracteristicas conservadas quando
comparadas com dados palinolégicos de espécies atuais (MACEDO; SOUZA;
BAUERMANN, 2009). O padréo de formacao das aberturas da parede da exina
é umas das caracteristicas mais conservadas evolutivamente e é influenciado
pela orientacdo dos eixos mei6ticos e pela forma de como ocorre a citocinese na
tétrade. Dessa forma, o nimero de colpos pode indicar quao basal ou derivada a
espécie é (FURNESS; RUDALL, 2004).

O grau de complexidade das plantas tem sido explicado também pelo
numero de aberturas que o grdo de polen possui. A caracterizagdo genética de
varias espécies de angiospermas comprova que quanto mais a espécie é basal,
menor 0 nuimero de colpos que ela possui. O aumento do nimero dessas
aberturas em angiospermas oferece maiores possibilidades de sitios de
germinacdo do tubo polinico, facilitando o contato de, pelo menos, uma das
aberturas com a superficie do estigma. Portanto, espécies com maior nimero de
colpos possuem melhores estratégias adaptativas no meio em que sobrevivem.
Este fato contribui para o entendimento da irradiagdo adaptativa que um
determinado grupo de plantas sofreu ao longo do tempo evolutivo e da
coevolugdo da morfologia do pélen com seus respectivos agentes polinizadores
(FURNESS; RUDALL, 2004).
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A palinologia possui aplicacéo valiosa na taxonomia de Lamiaceae, pois
permitiu a separacdo da familia em duas subfamilias: Lamioideae, com grdos de
poélen binucleados e tricolpados e Nepetoideae, com grdos trinucleados e
hexacolpados (WUNDERLICH, 1967).

Algumas espécies de Lamiaceae ja descritas palinologicamente
compartilham as caracteristicas mais encontradas na familia. No género
Plectranthus, os grdos de pélen, geralmente, sdo de tamanho mediano, 6-
zonocolpados, com ornamentagGes da exina reticulada e psilada finamente
reticulada (SAGGOO; BIR, 1983). Esse mesmo numero de colpos, com algumas
excegdes, é bastante frequente em espécies de Salvia, entretanto, o tipo de
ornamentacdo mais comum é a birreticulada (GUTA; SHARMA, 1990).

A palinologia tem sido aplicada com propdsitos taxonémicos também
em outros géneros da familia Lamiaceae. Em Stachys, é possivel diagnosticar
algumas espécies separando-as de outras relacionadas, como ocorre na se¢do
Eriontomum. Mas, nem sempre a morfologia do pélen é um carater que permite
determinar os limites de cada taxon. Em outras se¢cGes podem ser encontradas
dificuldades na utilizacdo de dados palinolégicos para a distincdo de espécies,
como em Fragicaulis. Nesta se¢do, a morfologia polinica sugere uma relacdo
especifica muito estreita, sendo, nesses casos, um carater que seria Util apenas
em niveis taxondmicos superiores (SALMAKI et al., 2008).

Lycopus é considerado um género estenopolinico, pois ndo existem
diferencas polinicas significantes para a taxonomia. As espécies pertencentes ao
género, geralmente, possuem grdos de polen médios e circulares, 6-
zonocolpados e com ornamentacéo birreticulada (MOON; HONG, 2003).

O estudo morfopolinico tem gerado informag@es Uteis na elaboracéo de
hip6teses genéticas. Stebbins (1950) postulou que o grdo de poblen sofre
variagdes morfométricas de acordo com a ploidia da espécie, ou seja, se a

poliploidia causa efeito gigas nas plantas, consequentemente, h& aumento
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também no tamanho do gréo de pélen. Da mesma forma, Erdtman (1964) admite
que o volume polinico também pode ser correlacionado com a aneuploidia e
que, em Vvarios taxa, em espécies com altos nimeros cromossémicos o0s graos de
polen sdo proporcionalmente maiores. Além disso, essa proporcionalidade esta
presente em algumas espécies poliploides, quando comparadas com seus
respectivos gendtipos diploides.

O tamanho do grdo de pdlen pode ser utilizado como um marcador da
condicédo diploide e poliploide das plantas e proceder & combinacdo de dados
palinolégicos de espécies modernas com os de seus ancestrais fosseis facilita o
entendimento da evolugdo da complexidade dos niveis de ploidia (STEBBINS,
1959).

Em Mentha suaveolens, grdos de poélen menores estdo associados a
condicdo de 24 cromossomos. Esta espécie faz parte de uma linha de ploidia
com ndmero basico de cromossomos de x = 12 e 0s grdos maiores Sdo
encontrados em Mentha dumetorum, espécie tetraploide com 2n = 60 (CELENK
et al., 2008).

Em genotipos norte-americanos do género Eriogonus, quando os graos
de pdlen sdo pequenos, geralmente, a espécie tem baixo nimero cromossémico,
ao passo que graos de polen grandes, provavelmente, indicam nameros
cromossémicos altos (ERDTMAN, 1964).

Esse tipo de correlagdo também ja foi descrito para algumas espécies da
familia Lamiaceae. Saggoo e Bir (1983) desenvolveram estudos
citopalinoldgicos com 109 espécies e 6 variedades, envolvendo 35 géneros da
familia. Contudo, ndo constataram nenhum padréo de correlagdo do aumento do
grdo de po6len com maior nimero cromossémico em VAarios grupos, como, por
exemplo, em C. forsskohlii, em que os citotipos com n=17 possuem gréos de
po6len menores quando comparados com o citotipo de n=15. Em vérias espécies

do género Justicia, 0 aumento do numero de cromossomos leva a uma gradual
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tendéncia de aumentar o tamanho polinico. Entretanto, em espécies com n=15 a
18 cromossomos, o tamanho do grdo de pdlen contrariamente decresce de
tamanho, ndo alterando a classifica¢do do tipo polinico.

Estudos palinoldgicos ndo abrangem apenas aspectos evolutivos e
morfol6gicos, mas também o conhecimento da fertilidade polinica, o que tem
grande importancia por gerar informagdes sobre a capacidade de regeneracédo de
determinada populacdo por meio da reproducdo sexual, com a finalidade de
garantir sua sobrevivéncia frente as adversidades do ambiente (JENNERSTEN;
NILSSEN, 1993). Além disso, permite ter conhecimento do comportamento
reprodutivo da espécie, fator este que interfere no manejo de programas de
melhoramento (RODRIGUEZ-RIANO; DAFNI, 2000).

A viabilidade do pdlen também ja se mostrou ser um dado
complementar ao da quantidade de DNA em investigagdes taxondmicas no
género Hosta Tratt (Hostaceae), permitindo sua divisdo em trés subgéneros.
Nesse trabalho, em espécies com mesmo nimero cromossémico, diferentes rotas
migratérias podem ser relacionadas com diferencas no tamanho do genoma total
e a viabilidade do pdlen obteve importdncia no estudo dos cruzamentos
interespecificos nos limites das areas populacionais, possibilitando separar as
espécies dos hibridos, sendo os hibridos os individuos de baixa porcentagem de
fertilidade (ZONNEVELD; VAN IREN, 2001).

A porcentagem de grdos de polen vidveis também pode indicar qual é
estratégia reprodutiva da espécie. Plantas com baixa viabilidade geralmente s&o
plantas que possuem meiose irregular e, por isso, Se reproduzem
vegetativamente como uma alternativa de sobrevivéncia frente as pressoes
seletivas (BENGTSSON; CEPLITIS, 2000). Em espécies de Plectranthus, a
fertilidade do polen pode variar de 37,8% até 100% (SAGGOO; BIR, 1983). Em
P. barbatus, ocorre 0 aumento esporadico da porcentagem de gréos de pdlen

viaveis, o que pode ser um método utilizado pela espécie para manter a
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variabilidade genética em situacOes de estresse ambiental e, por esse motivo, a
espécie possui producdo de sementes problematica, dada a baixa porcentagem de
sementes viaveis (BATTISTIN et al., 2006).

2.3 Citogenética do género Plectranthus

As espécies pertencentes ao género Plectranthus tém nameros
cromossémicos bastante diversos, variando de 2n=14 a 84, sendo o niimero mais
frequente o de 28 e 0 nimero basico mais comum o 7. Entretanto, x =6 e x =8
ndo sdo incomuns e ocorrem em Vvarias outras espécies (MORTON, 1962).

As diferengas quanto ao numero cromossémico em Plectranthus sdo
mais abordadas na literatura para P. barbatus, por esta ser uma espécie que
apresenta intensa variagdo cromossomica (Tabela 1).

Coleus forskohlii, uma das sinonimias de P. barbatus, foi descrita como
uma espécie diploide, com nimero gamético 14, com cromossomos de tamanhos
relativamente semelhantes (REDDY, 1952). No entanto, Riley e Hoff (1961),
em seus estudos sobre numero de cromossomos em dicotiledéneas da regido sul-
africana, também concluiram que a espécie é diploide, porém, com n=16. Bir e
Saggoo (1982) descreveram as colecOes dessa espécie, que sdo provenientes da
india Central e do Sul da india, com nGimero basico 17 e 15, respectivamente. Os
autores concluiram que essa variabilidade pode ser devido a aneuploidia em
nivel de género, o que acaba por conduzir a variages na morfologia da planta.

Silva (2005) relatou que, para uma populacéo de P. barbatus, verifica-se
ndmero cromossdmico de 2n=2x=28, sendo 0s cromossomos classificados como
metacéntricos de acordo com a metodologia proposta por Levan, Fredga e
Souberg (1964).



Tabela 1 Autores e niUmeros cromossémicos das espécies em estudo. Consta entre parénteses a sinonimia utilizada como

referéncia

Espécie

N° cromossdmico

Autor

Spelenberg e Ward (1988)

Plectranthus barbatus 2n=28 Battistin et al. (2006)
Silva et al. (2007)
2n=32 Riley e Hoff (1961)
2n=34 Sagoo E Bir (1979)
Plgéglaeﬁghgzr%z:[zzgus 2n=30 Cherian E Kuriachan (1981)
2n=30 Goldblat (1981)
2n=32 Pagliarini et al. (1989)
2n=28 Reddy (1952)
2n=34 Basavaraj e Krishnappa (1982)
P'(eccgliﬂghf‘fr sbka(‘)rtf’f;‘it)us 2n=34, 30 Bir e Saggoo (1982)
2n=30, 34 Sagoo e Bir (1983)
2n=28, 30 Thoppil (1993)
2n=30 Bahl e Tyagi (1988)
Plzeéglzr;tsh;fnzrgitr)]?éﬂgus 2n=56 Basavaraja e Krishnappa (1982)
- 2n=32 Scheel (1931)
Plectranthus amboinicus _ .
(Coleus aromaticus Benth.) _ 2n=34 Saggoo e Bir (1983)
2n=16, 24, 30, 32, 34, 48 Thoppil (1993)
Plectranthus amboinicus _
(Coleus carnosus Hassk) 2n=48 Morton (1962)
Plectranthus neochilus 2n=32 De Wet (1958)

(Coleus pentheri Gurke)

Riley e Hoff (1961)

€¢
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Estudos citogenéticos para essa espécie foram realizados por Thoppil
(1993), com plantas da familia Lamiaceae no sul da india. O autor utiliza a
sinonimia C. forskolli e descreve a espécie com 2n=4x=28 cromossomos
pertencentes a um genoma autotetraploide com ndmero basico x=7. Entretanto,
foram encontradas algumas variagdes somaticas, tais como 2n=26 e 2n=30. Em
avaliagBes mais detalhadas do caridtipo, o autor constatou que o segundo par de
Cromossomos possui constricdo secundaria e que a amplitude de variacdo do
comprimento dos cromossomos variou de 3,4 um a 1,6 um, com média de 2,36
UM e o comprimento total da cromatina, 66 um.

Hiley e Hoff (1961), usando a sinonimia Coleus barbatus, foram 0s
primeiros a encontrar um exemplar com 32 cromossomos, considerados de
tamanho pequeno.

Para as espécies P. amboinicus e P. neochilus existem poucos trabalhos
que as descrevem cariotipicamente. Contudo, Thoppil (1993), utilizando a
sinonimia Coleus aromaticus Benth. para P. amboinicus, encontrou 2n=32 como
nimero cromossdmico mais comum, além de outras plantas com variacdo
somatica. P. neochilus € uma espécie que pouco tem sido estudada
citogeneticamente, haja vista pelo nimero de referéncias encontradas com
relacdo ao seu nimero cromossémico (Tabela 1).

Estudos meidticos também podem contribuir para a caracterizagdo da
espécie quanto ao ndmero cromossdmico, bem como para avaliar o seu
comportamento em termos reprodutivos. Bahl e Tyagi (1988) realizaram estudos
de cromossomos paquiténicos em C. forskholii. Foram identificados 15
bivalentes, indicando 2n=30 como nimero somatico. Os pares cromossémicos
foram mensurados e o comprimento total do lote haploide foi de 515,88 pum; a
variagdo do tamanho dos cromossomos foi entre 50,45 pm e 15,0 um e a relagdo
de bragos entre 0,09 e 0,9, demonstrando que 0S Cromossomos sao acrocéntricos

e metacéntricos. Os centrdmeros foram localizados nas regides heterocrométicas
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e 0s cromossomos raramente eram terminados por telémeros proeminentes. Os
cromossomos 9 e 13 possuem 0 brago curto totalmente heterocromatinizado,
associando-os a regido organizadora de nucléolo.

Battistin et al. (2006) relatam que P. barbatus apresenta meiose regular
com formacdo de 14 bivalentes, indicando que o nuimero cromossémico do

gendtipo estudado é de 2n=28.

2.4 Citometria de fluxo

O conhecimento da quantidade de DNA nuclear em grupos de
organismos tem utilidade em véarios campos da ciéncia. Em programas de
melhoramento é de fundamental importancia o conhecimento da ploidia da
espécie na selecdo de determinados gendtipos que tenham potencial de gerar
hibridos superiores e também na identificacdo dos hibridos de interesse
(EECKHAUT et al., 2003). Na citotaxonomia, o teor de DNA permite realizar
inferéncias a respeito de relacdes filogenéticas e estudar o comportamento da
espécie por meio de avaliacbes da meiose, da deteccdo de mixoploidia e
aneuploidia, além de auxiliar na contagem de cromossomos (KRON; SUDA;
HUSBAND, 2007).

A citometria de fluxo é uma das técnicas que cumprem o propoésito da
determinagdo da quantidade de DNA e oferecem resultados confiaveis de
maneira rapida, simples e, de certa forma, com baixo custo (DOLEZEL,;
BARTOS, 2005).

O uso padronizado da técnica permite realizar estimativas bastante
precisas e sensiveis a pequenas variagcdes. Dessa forma, a citometria de fluxo
pode gerar resultados ndo apenas para analises de cruzamentos interespecificos,
mas também de variacBes intraespecificas do tamanho do genoma
(GREILHUBER; TEMSCH; LOUREIRO, 2007).



26

Estimativas para a mesma espécie por vezes podem ser divergentes
(BENNETT; SMITH, 1976) e essa variacdo intraespecifica no tamanho do
genoma é de interesse de longa data, pois, frequentemente, entra em desacordo
com a inicial percepc¢do de que existiria uma constancia na quantidade de DNA
dos individuos de mesma espécie (SWIFT, 1950). Por esse motivo, muitas
vezes, a deteccdo de variacdo nos resultados de densitometria ou citometria de
fluxo tem sido explicada por artefatos da técnica como falta de padronizacéo
e/ou coloragdo insuficiente (GREILHUBER, 2005).

Inmeros casos de variacdo intraespecifica em plantas e animais
poderiam ser atribuidos as diferengas cromossémicas (aneuploidias, poliploidia,
cromossomos B, cromossomos sexuais), além da variagdo no tamanho dos
cromossomos (GREGORY, 2005). Contudo, alteracdes no teor de DNA tém
sido mais relacionadas com a proliferacdo diferencial de elementos
transponiveis, que pode ser a causa da maioria das diferencas no tamanho do
genoma entre as espécies (PIEGU, 2006).

O estudo da quantidade de DNA em plantas foi realizado apenas em
uma fracdo de todas as espécies existentes. Em angiospermas, o tamanho do
genoma varia cerca de 2.500 vezes, com faixa de variacdo de 0,06 a 152,2 pg 2C
de DNA (GREILHUBER et al., 2006; PELLICER; FAY; LEITCH, 2010). Na
familia Lamiaceae, a menor quantidade de DNA 2C ja descrita € de 0,28 pg para
Nepeta teydea e a maior, 6,24 pg para Stachys graniflora (BAROW; MEISTER,
2003; SUDA; KYNCL; FREIOVA, 2003).

A citometria de fluxo, juntamente com outras técnicas moleculares,
permite a identificacdo de espécies que sdo geneticamente mais relacionadas,
bem como individuos superiores quanto a producdo de metabdlitos secundarios.
Genotipos de espécies de Mentha com maior potencial de producdo de
metabdlitos secundarios ja foram selecionados com base no contetido de DNA

nuclear para a realizacdo de hibridizages intra e interespecificas na obtengédo de
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plantas que produzam maiores quantidades de 6leo essencial (GOBERT et al.,
2002).

A determinacdo da gquantidade de DNA também auxilia a distincdo de
plantas quanto ao nivel de ploidia; em espécies de potencial ornamental do
género Plectranthus, foram realizadas hibridizacdes intraespecificas com o
objetivo de criar novos poliploides de floragdo distinta e a citometria facilitou a
identificacdo dos individuos triploides aos quais se destina maior interesse por

possuirem caracteristicas de floracdo mais favoraveis (BRITS; LING, 2008).
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RESUMO

Na familia Lamiaceae, a palinologia tem expressiva importancia, pois
permitiu sua divisdo em duas subfamilias, Lamioideae e Nepetoideae.
Plectranthus é um dos géneros pertencentes a essa familia, caracterizado pela
diversidade de plantas de interesse medicinal e ornamental. Trata-se de um
género que enfrenta problemas taxondmicos pelo fato de agregar as espécies
anteriormente pertencentes ao género Coleus, 0 que contribuiu para que existisse
variedade de sinonimias para uma mesma espécie. Diante do exposto, este
trabalho foi realizado com o objetivo de comparar os graos de polen das espécies
Plectranthus amboinicus, Plectranthus barbatus e Plectranthus neochilus, com a
finalidade de dar suporte as solugdes de problemas taxondémicos do género, bem
como as hipoteses evolutivas. Para proceder as andlises, os graos de pélen foram
acetolisados e avaliados por meio do microscopio de luz. Também foram
realizadas analises da ornamentacdo da exina por meio da microscopia eletrdnica
de varredura. As trés espécies apresentam grdos de pdlen hexazonocolpados de
ambito circular e polos de area grande. Os colpos sdo longos, rasos, estreitos e
com extremidades agudas. Foram identificadas diferencas na espessura das
camadas da exina dentre as espécies estudadas. P. amboinicus possui grdo de
polen pequeno, prolato esferoidal com ornamentacdo rugulada. P. barbatus
apresenta grdo de pélen com mesmo tipo polinico, porém de tamanho médio e
ornamentacdo reticulada da exina. Os grdos de pdlen de P. neochilus séo
médios, do tipo subprolato com ornamentacao reticulada. Os resultados indicam
que as especies sao estreitamente relacionadas. A ornamentag&o do tipo rugulada
da exina de P. amboinicus sugere um novo posicionamento taxondmico
evolutivamente mais basal dentre as espécies estudadas.

Palavras-chave: Palinologia. Taxonomia. Ornamentacdo da exina. Evolucéo.
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ABSTRACT

In the Lamiaceae, the palynology divided this family into two
subfamilies: Lamioideae and Nepetoideae. Plectranthus is included genus in this
family, characterized by diversity of the medicinal and ornamental plants and
face taxonomic problems because Plectranthus aggregate, in the past, species
from Coleus. This fact contributed to a synonyms variety for the same species.
Therefore, the objective of this study was to compare the pollen grains of the
species Plectrathus amboinicus, Plectranthus barbatus and Plectranthus
neochilus in order to solving the taxonomy problem, as well as hypotheses
evolutionary. The pollen grains were acetolyzed and evaluated by light
microscope. The exine ornamentation was analyzed through scanning electron
microscopy. The three species have pollen grains hexazonocolpados, circular
and have large polar area. The colpo are long, shallow, narrow and pointed end.
Differences on the exine thickness were identified. P. amboinicus has pollen
grain small, spheroid prolate with rugulate ornamentation. P. barbatus pollen
grain has the same pollen kind, but medium size and reticulate ornamentation. P.
neochilus pollen grains are medium with reticulate ornamentation too, but
subprolate. The results indicate that the species are close. The rugulate exine
ornamentation type from P. amboinicus suggests a new taxonomic position
evolutionary most basal among the studied species.

Keywords: Palynology. Taxonomy. Exine ornamentation. Evolution.
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1 INTRODUCAO

Lamiaceae Martinov é uma familia que compreende cerca de 220
géneros e 6.000 espécies, concentrados na regido do Mediterrdneo e Oriente
Médio até a Asia central (CHENGYIH; HSIWEN, 1982). No Brasil, 500
espécies de 34 géneros estdo distribuidas em quase toda é&rea territorial
(HARLEY et al., 2010).

Plectranthus L'Héritier é um dos géneros dessa familia, caracterizado
pela riqueza de espécies de interesse medicinal e ornamental, sendo utilizado
amplamente na medicina fitoterapica por produzir metabélitos secundarios
variados, dentre os quais se destacam alguns diterpenos, como, por exemplo, o
forskolin (SHAH et al.,1980), que ¢ isolado principalmente de Coleus forskohlii
(sinonimia de Plectranthus barbatus), apresenta funcdo carminativa e reduz a
pressao arterial, além de possuir aplicagdo no tratamento de doencas
respiratorias e do sistema circulatério (KAVITHA; RAJAMANI; VADIVEL,
2010).

As espécies do género Plectranthus, juntamente com as de Coleus, ja
pertenceram ao género Ocimum Linn. Entretanto, como o0s taxonomistas
utilizaram apenas diferencas morfoldgicas do estame para a subdivisdo deste
altimo género, esse critério posteriormente foi considerado insuficiente para a
separacdo desses taxa. Por esse motivo, as espécies de Coleus passaram a
compor o grupo das espécies de Plectranthus (MORTON, 1962).

Em consequéncia das divergéncias taxondmicas, algumas espécies desse
género podem ser conhecidas por multiplas sinonimias, sendo as de uso em
grande escala, as detentoras do maior numero delas. P. barbatus, por exemplo,
possui como principais sinonimias Plectranthus forskohlii Brig, Plectranthus
grandis (Cramer) RH Willemse, Coleus forskohlii Briq. e Coleus barbatus
(Andr.) Benth (LUKHOBA; SIMMONDS; PATON, 2006).
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O estudo do gréo de pdlen tem subsidiado reformulagdes em grupos que
apresentam problemas taxonémicos. A familia Lamiaceae ¢ um exemplo tipico,
pois a palinologia permitiu a separacdo de suas espécies em duas subfamilias:
Lamioideae, na qual os grdos de polen sdo providos de dois nlcleos e trés
colpos, e Nepetoideae, que abrange espécies com grdos trinucleados e
hexacolpados (WUNDERLICH, 1967). Nessa subfamilia, estudos realizados em
grdos de polen de espécies pertencentes a tribo Ocimum reforcaram hipoteses
filogenéticas propostas com base em outros parametros, além de influenciarem
novos enguadramentos taxondmicos principalmente em nivel de género
(HARLEY etal., 1992).

Considerando o estudo palinoldgico uma ferramenta que pode auxiliar
na definicdo de limites taxonémicos, este trabalho foi realizado com o objetivo
de caracterizar e comparar os grdos de pdlen das espécies Plectranthus
amboinicus, Plectranthus barbatus e Plectranthus neochilus, com a finalidade

de dar suporte a solucéo de problemas taxonémicos do género.

2 MATERIAL E METODOS

Inflorescéncias de Plectranthus amboinicus, Plectranthus barbatus e
Plectranthus neochilus foram coletadas no Horto de Plantas Medicinais da
UFLA, imediatamente fixadas em alccol etilico: acido propiénico (3:1) por, no
minimo, 24 horas e armazenadas em freezer até 0 momento de uso.

Para as avaliagBes em microscopia de luz, foram preparadas 5 laminas
para cada espécie, segundo o método acetolitico de Erdtman (1952). Em cada
lamina foram avaliados 10 grdos de polen em cada lamina, sendo 5 na visao
polar e 5 na visdo equatorial em microscopio de campo claro (Leica DMLS)
equipado com microcAmera (Nikon Digital Sight DS-Fil). As imagens foram

obtidas no prazo maximo de sete dias apds a acetolise a partir do software Image
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Tool 3.0 da UTHSCA (The University of Texas Health Science Center in San
Antonio).

As variaveis avaliadas foram: eixo polar (P) — dado utilizado na
classificagdo do tamanho do pélen, diametro equatorial (E), didmetro do colpo
(D), lado do apocolpo (d), largura do colpo (LC) e comprimento do colpo (CC).
As medidas da espessura da endo e ectoexina foram obtidas, de forma
padronizada, da regido equatorial. Também foram estabelecidas as relacdes P/E,
por meio das quais foi classificado o tipo polinico de acordo com Punt et al.
(2007) e (d/D) para a classificacdo do tamanho da &rea polar, de acordo com
Faegri e lversen (1966).

Nas analises de microscopia eletrbnica de varredura as anteras das
espécies de Plectranthus foram lavadas trés vezes, por 10 minutos, em tampéo
cacodilato e pos-fixadas em tetroxido de dsmio 1% por, no minimo, 1 hora, a
temperatura ambiente. Em seguida, o material foi lavado por trés vezes em agua
destilada, desidratado em gradiente de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100%) e
levado para o aparelho de ponto critico (CDP 030). Os grdos de pélen foram
extraidos das anteras sobre stubs, os quais foram submetidos ao evaporador de
ouro (SCD 050) e, finalmente, analisados em aparelho MEV-LEO-EVOA40.

3 RESULTADOS

Os gréos de polen das espécies de Plectranthus demonstram aspecto
similar por meio da técnica de acetdlise (Figura 1). Os grdos de polen das
espécies de Plectranthus sdo classificados como médios, pois apresentam eixos
polares (P) em torno de 40 um (Tabela 1). Essas espécies possuem gréos de
polen de &mbito circular e pélos de area grande, sendo 0,52 um para P. barbatus

e P. neochilus, e 0,44 um para P. amboinicus.
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As trés espécies apresentam grdos de pdlen hexazonocolpados, também
denominados 6-zonocolpados, com colpos longos, rasos, estreitos e
extremidades agudas (Figura 1).

Com base nas classificacdes propostas por Punt et al. (1999), as razdes
P/E (Tabela 1) obtidas para P. amboinicus e P. barbatus foram de 1,09 e 1,12
um, respectivamente, o que permitiu identificar grdos de polen do tipo prolato
esferoidal para ambas as espécies, j& que esta classificagdo é aplicada quando
essa razdo esta entre 1,00 a 1,14 um. P. neochilus apresenta tipo polinico
subprolato, pois a razdo P/E é de 1,19 um, fundamentada no intervalo 1,14 a
1,33 um (Figura 1).

As espécies apresentam variacdes sutis quanto a espessura da exina. P.
amboinicus e P. neochilus possuem, em meédia, a ectoexina ligeiramente mais
espessa que a endoexina e, em P. barbatus, a espessura das camadas possui
relagéo inversa (Tabela 2).

As ornamentacfes da exina permitiram diferenciar as espécies de
Plectranthus. P. amboinicus apresenta exina diferente das demais, sendo essa
rugulada (Figura 2A, 2B e 2C). No colpo, foram observadas regides
arredondadas e curtas, assemelhando-se a granulos, entre 0s quais podem ocorrer
espacos conferindo aspecto perfurado (Figura 2D). P. barbatus apresenta graos
de polen com colpos de duas formas: recuada (Figura 2E) e proeminente (Figura
2F). Ambas as variacBes polinicas possuem exina reticulada, com muros
arredondados e rasos, formando lumens alongados e angulares de tamanho
grande (Figura 2G). A ornamentacdo da exina do colpo apresenta regides mais
porosas quando o colpo estd em posicdo recuada (Figura 2E e 2H). O colpo
proeminente geralmente é acompanhado de exina de carater liso (Figura 2F).

P. neochilus possui exina semelhante & de P. barbatus, contudo, 0s muros
delimitam lumens mais largos e angulares, com aspecto menos alongado que em P.

barbatus (Figura 21, 2J e 2K). A ornamentagdo da exina do colpo também se
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apresenta diferenciada com aspecto granulado, contudo, com regido central provida
de poros mais continuos formando uma fenda central (Figura 21 e 2L).

NE W r

!V'"», ———

Figura 1 Gréos de polen das espécies estudadas do género Plectranthus. (A e B)
P. amboinicus; (C e D) P. barbatus; (E e F) P. neochilus, nas visdes
equatorial e polar, respectivamente. Barra = 10um



Tabela 1 Média das medidas, em pum, dos graos de pélen de Plectranthus nas vistas equatorial e polar

Visdo equatorial Visdo polar
Espécie parametros
E P CC LC d D

Xts 35,64+2,86 39,06+3,96 29,53+3,46 2,13+0,4 7,44+1,42 16,92+1,61
FT' ] Min-Max 28,99-4159 30,24 - 46,76 23,08-36,8 1,34-344 46-109  14,03-20,35
amboinicus IC 95% 3561-3566  39,02-39,09 29,50-29,56 2,13-2,14 7,43-745 16,91 - 16,93

X+s 36,46+2,64 40,99+2,5 26,38+2,17 1,75+0,29 8,88+1,51 17+1,23

P.barbatus Min-Max 31,35-42,75 36,83-47,1 21,24-32,88 0,86-2,56 538-11,99 14,18-19,71
IC 95% 36,44-36,48  40,97-41,01  26,36-26,40 1,75-1,76 8,87-8,89 16,99-17,01

X+s 33,74+2,41 40,3+2,09 27,412 41 1,99+0,35 8,53+1,55 16,34+1,55
neo:l%ilus Min - Max 27,61 - 39,26 35,14 - 45,29 2324-3249 1,36-292 521-13,05 12,29-20,51
IC 95% 33,72-33,76  40,29-40,33 27,39-27,43 1,98-1,99 8,55-854 16,33-16,35

X — média aritmética, s — desvio padrdo da média, IC — intervalo de confianca, E — didmetro equatorial, P - eixo polar, CC —
comprimento do colpo, LC — largura do colpo, D — didmetro equatorial em vista polar, d — lado do apocolpo

19174
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Figura 2 Grao de polen de P. amboinicus (A-D): visdo equatorial (A), visdo
polar (B), exina rugulada (C), aspecto granular da exina do colpo.
Gréo de pélen de P. barbathus (E-H): visdo equatorial com colpo nédo
proeminente (E), visdo polar com colpo proeminente (F), exina
reticulada (G), ornamentagdo granulada da exina do colpo (H). Gréo
de pdélen de P. neochilus (I-L): visdo equatorial (I), visdo polar (J),
exina reticulada (K) ornamentacdo do colpo no qual se encontra uma
fenda central (L). Barra = 10pum



Tabela 2 Média das medidas da exina, em pum, dos graos de pdlen das espécies de Plectranthus

Espécie parametros =XINA
EC EN ET
Xs 1,26+0,21 1,15+0,25 2,42+0,38
P. amboinicus Min - Max 094-18 0,06 -1,73 1,2-3,13
IC 95% 1,258 - 1,262 1,148 - 1,152 2,417 - 2,423
Xzs 1,02+0,14 1,17+0,12 2,2+0,19
P. barbatus Min - Max 0,77-1,38 0,45-1,92 1,89 - 2,57
IC 95% 1,019 - 1,021 1,169-1,171 2,198 - 2,201
Xzs 1,33+0,22 1,25+0,15 2,5840,3
P. neochilus Min - Max 0,69-1,7 0,86 - 1,55 1,74 - 3,02
IC 95% 1,018 - 1,332 1,253 - 1,256 2,585 - 2,590

X — média aritmética, s — desvio padrao da média, IC — intervalo de confianca, EC — ectoexina, EN — endoexina, ET — exina total

17
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4 DISCUSSAO

Gréos de polen hexazonocolpados aqui descritos para as espécies de
Plectranthus ja foram amplamente relatados para outros géneros da subfamilia
Nepetoideae (WUNDERLICH, 1967) e esta condi¢do é rara fora da familia,
exceto para alguns géneros de Rubiaceae, como, por exemplo, Galium
(HARLEY etal., 1992).

Saggoo e Bir (1983) reportam que, das 109 espécies avaliadas de 35
géneros distintos pertencentes a familia Lamiaceae, 66 espécies, dentre as quais
7 séo de Plectranthus e 3 de Coleus, possuem graos de pélen hexazonocolpados,
indicando alta frequéncia dessa caracteristica dentro da familia.

Outros géneros de Lamiaceae também demonstram esse mesmo ndmero
de colpos, como ocorre em Hymenocrater e Lycopus, respectivamente descritos
por Jafari e Jafarzadeh (2008) e Moon e Hong (2003). Em Salvia e Mentha
predominam gréos hexacolpados radialmente simétricos, embora mais raramente
existam exemplares desses géneros com grdos de p6len com nimero distinto de
colpos (GUPTA; SHARMA, 1990; CELENK et al., 2008; MOON et al., 2008;
OZLERetal., 2011).

O namero de colpos foi importante para a divisdao da familia em duas
subfamilias: Lamioideae, com grdos de pdélen binucleados e tricolpados e
Nepetoideae, com grdos trinucleados e hexacolpados (WUNDERLICH, 1967).
Vérios autores descrevem que o maior numero de colpos é uma caracteristica
derivada, pois as espécies das tribos mais primitivas de Lamiaceae
(Prostanthcroideae e Ajugoideae) sdo caracterizadas por possuirem gréos de
polen tricolpados, mas que essa transi¢do ainda nao foi concluida, j& que podem
ser encontrados em Prostanthera grdos de pdlen com mesocolpos estreitos
alternados com os mais largos, caracteristica considerada evolutivamente em
transicdo (SCHNARF, 1937; BORZOVA, 1960).
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Entretanto, Pozhidaev (1992) sugere que, para essa familia, a existéncia
do grdo de pélen hexacolpado parece ndo estar ligada ao tricolpado e que esses
dois tipos podem possuir origem evolutiva independente na diversificacdo dos
grupos de Lamiaceae, ja que a presenca de mesocolpos de tamanhos distintos é
comum até mesmo em tribos de espécies mais especializadas. Além disso, na
familia também podem ser encontrados grdos de polen de aspecto semelhante
com 4 ou 5 colpos e que essa variagdo ndo acompanha mudangas no namero de
seus nucleos.

Para Ressayre et al. (2002), um dos fatores responséveis pelas variacdes
do nimero e da posigdo de colpos é o tipo de citocinese envolvida na formagéo
dos grdos de polen. Trata-se de um processo que envolve a divisdo dos
microsporécitos de duas formas: simultdnea, na qual ocorre a divisdo
citoplasmatica apds cada divisdo nuclear meidtica e sucessiva, em que 0
citoplasma s6 € dividido apenas ap6s a segunda divisao.

Cada tipo de citocinese implica a formacdo de certo nimero de
aberturas. Graos de p6len monossulcados podem ser gerados tanto por citocinese
simultanea quanto pela sucessiva, enquanto, na maioria das eudicotiledoneas, a
formacdo de grdos de polen com trés ou mais aberturas é realizada apenas pela
simultanea (FURNESS; RUDALL, 2004).

Nesse sentido, a presenca de seis colpos nas espécies de Plectranthus
estudadas evidencia a ocorréncia de citocinese sucessiva, processo que também
foi descrito para Coleus blumei, espécie cujo género é intimamente relacionado
ao Plectranthus. Nessa espécie, a produgdo de microsporos € simultanea,
formando, posteriormente, gréos de poélen trinucleados (WEI et al., 2010).

No que se refere ao tamanho dos grdos de polen das espécies de
Plectranthus estudadas, embora tenham sido classificados como médios, existe
uma faixa de variacdo (Tabela 1) em que se verifica a presenca de gréos de

po6len médios e pequenos para as trés espécies.
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Um dos fatores responsaveis pela variagdo do tamanho do gréo de pélen
pode ser o acumulo de substancias em seu interior no seu processo de
maturacao, no qual alteracBes citoplasmaticas podem ser observadas, como a
presenca de numerosas vesiculas e pequenas particulas, bem como o aumento de
goticulas lipidicas e de grdos de amido em numero e tamanho (KUANG;
MUSGRAVE, 1996).

Também foram encontradas variagfes no aspecto fisico do gréo de polen
em P. barbatus, os quais ora apresentavam-se intumescidos com colpos
salientes, ora menos cheios com colpos ndo proeminentes. Essas variagdes no
aspecto e no tamanho polinico podem ser advindas de caracteristicas proprias da
espécie ou do seu estagio de maturacdo. Entretanto, para verificar de fato quais
as razbes responsaveis por essas diferencas faz-se necessario o uso da
microscopia eletrénica de transmissdo para investigar, no decorrer do processo
de maturacdo, a ocorréncia de acimulo de substancias no interior do grdo de
polen da espécie.

Essas variagdes no tamanho do gréo de pélen interferem diretamente na
determinacdo do tipo polinico, uma vez que essa classificacdo é dada pela razédo
entre eixo polar e diametro equatorial do grdo de pdlen (PUNT et al., 2007).
Talvez esse seja um dos motivos pelos quais podem ser encontrados diversos
tipos polinicos até mesmo em nivel de espécie.

Em Lamiaceae, o tipo de grdo de pdlen parece ndo ser constante. Em
estudos da morfologia do pélen na tribo Ocimeae (Nepetoideae) relatam-se as
mais variadas formas de gréos de polen, desde oblato até prolato, até mesmo
dentro de um mesmo género, (HARLEY et al., 1992).

Plectranthus, do mesmo modo, ndo apresenta um tipo polinico estavel
no género. Saggoo e Bir (1983) encontraram grdos de pdlen subprolatos em
Coleus aromaticus Benth (sinonimia de P. amboinicus) e prolatos em Coleus

forskohlli (sinonimia de P. barbatus). No presente estudo, dois tipos de gréos de
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polen foram encontrados: prolato eferoidal em P. barbatus e P. amboinicus e
subprolato em P. neochilus.

Assim como em Plectranthus, outros géneros também se caracterizam
por incluir espécies com tipos polinicos diversificados. Em Salvia leucantha, o
polimorfismo dos grdos de polen abrange os tipos oblato, suboblato, oblato-
esferoidal, prolato esferoidal e subprolato, com nimeros de colpos distintos
(GUPTA; SHARMA, 1990).

O comprimento dos eixos polares (P) pode gerar informacdes também
para inferéncias de nivel de ploidia. Erdtman (1964) sugere que, em Varios taxa,
espécies com altos ndmeros cromossémicos possuem grdos de polen
proporcionalmente maiores e essa correlagdo esta presente em algumas espécies
poliploides quando comparadas com seus respectivos gendtipos diploides.

As médias dos tamanhos de grdo de pdlen para as espécies de P.
amboinicus, P. barbatus e P. neochilus do presente trabalho (Tabelal) séo
similares as encontradas por Reddy (1952) para geno6tipos diploides (41,18+2,01
pum) de Coleus blumei, Coleus hybridus, Coleus laciniatus e Coleus forskohlii. O
autor relata que os gendtipos triploides e tetraploides dessas espécies
apresentaram tamanhos polinicos medios de 43,07+1,63 pum, 52,741,53 pm,
respectivamente.

Quanto a ornamentacdo da exina, o tipo de reticulo encontrado para as
espécies de Plectranthus estudadas estd em conformidade com o trabalho de
Saggoo e Bir (1983), no qual o aspecto reticulado da exina também foi descrito
para algumas das espécies do género.

Os dados encontrados no presente trabalho assemelham-se as
caracteristicas palinolégicas comuns presentes em outros géneros da familia
Lamiaceae, ou seja, reticulos rasos e arredondados cercando lumens de tamanho
similares. Entretanto, as espécies avaliadas apresentam apenas um reticulo

diferindo da exina birreticulada, que é a mais facilmente encontrada nas duas
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subfamilias: em Lamioideae, o limen primario e secundério séo frequentemente
pequenos e seus muros sdo, por muitas vezes, dentados por poros, e em
Nepertoideae, o lUmen primario é maior que em Lamioideae com muros de face
lisa (HARLEY etal., 1992).

Harley et al. (1992) também encontraram exina birreticulada em quase
todas as 20 espécies de Ocimum (tribo Ocimaeae), género no qual Plectranthus,
no passado, ja foi incluido (MORTON, 1962) e em 6 espécies de taxa proximos.
O reticulo principal dessas espécies é arredondado e, em média, ndo excede 0,5
um de espessura € 1 um de profundidade, delimitando lumens principais de
tamanho médio e grande. Os autores descrevem que espécies do género
Dauphinea (tribo Ocimaeae) podem ser as que mais possuem afinidades
morfoldgicas com as espécies do género Plectranthus, pois apresentam graos de
poélen com contorno polar circular, muros do primeiro reticulo arredondados,
rasos, formando lumens pequenos e o segundo reticulo é perfurado.

O tipo de ornamentacdo birreticulada também é o mais facilmente
encontrado em espécies de Salvia, Hymenocrater, Lycopus e Oryganum
(Lamiaceae) (AKYALCIN, 2003; MOON e HONG, 2003; JAFARI e
JAFARZADEH, 2008; KAHRAMAN; CELEP; DOGAN, 2010). Ozler et al.
(2011) descrevem que, em Salvia, esses dois reticulos da exina podem ser
diferenciados, sendo os muros do segundo reticulo mais estreitos e seu nimero
de perfuragdes bastante variavel.

Em Mentha (Lamiaceae), as paredes da exina sdo também esculturadas
de forma birreticulada, mas algumas espécies podem apresentar outras
ornamentaces, tais como reticulada, microrreticulada e perfurada (CELENK et
al., 2008; MOON et al., 2008).

Segundo Miranda e Andrade (1990), espécies mais derivadas sdo
aquelas que possuem maior complexidade estrutural da exina, a qual admite o

desempenho de estratégias de polinizacdo mais eficientes. Sendo assim,
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considerando-se a existéncia de espécies com grdos de polen de ornamentacdo
de exina birreticulada em Lamiaceae (HARLEY et al., 1992) e que a
ornamentacdo com apenas um reticulo ja foi encontrada em palinomorfos de
espécies dessa familia (MACEDO; SOUZA; BAUERMANN, 2009), infere-se
gue as espécies de Plectranthus estudadas podem estar situadas em um nivel
evolutivo mais basal por possuirem apenas um reticulo.

Além disso, P. neochilus, por possuir grdos de pélen com uma fenda
central no colpo, pode ser considerada uma espécie de nivel evolutivo mais
derivado que o de P. barbatus, uma vez que, de acordo com Edlund, Swanson e
Preuss (2004), ornamentagdes mais permeéveis permitem que as substancias do
estigma entrem em contato com o grdo de poélen mais facilmente, ativando a
emissdo do tubo polinico.

Ja P. amboinicus apresenta graos de pdlen com exina rugulada, ou seja,
com textura menos complexa, indicando que essa espécie € mais primitiva
guando comparada com P. barbatus e P. neochilus, pois Rudall (1980) considera
que a ornamentacdo menos perfurada é considerada o tipo mais basal, enquanto
as mais perfuradas estdo presentes nas espécies mais derivadas.

O padrao birreticulado é uma tendéncia filogenética de Ocimaeae (tribo
na qual Plectranthus é incluido) (RUDALL, 1980) e o tipo de ornamentagdo
rugulada parece ndo ser comum em Plectranthus e, até mesmo, em Lamiaceae.
Sendo assim, faz-se necessaria a realizacdo de estudos mais detalhados para o
género, a fim de se averiguar a veracidade do enquadramento taxonémico de P.

amboinicus.

5 CONCLUSOES

O aspecto polinico geral das espécies estudadas indica tratarem-se de

exemplares estreitamente relacionados. Contudo, a ornamentacdo do tipo
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rugulada da exina encontrada para P. amboinicus € distinta do padrdo mais
encontrado no género (reticulado), o que sugere um novo posicionamento
taxonémico, além de indicar que, das trés, essa é a evolutivamente mais basal.
Também foi verificada variagdo morfoldgica intraespecifica para os gréos de

polen de P. barbatus.
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RESUMO

Plectranthus é um género que compreende espécies de potencial
ornamental e medicinal que enfrenta problemas taxonémicos por agregar as
espécies antes pertencentes ao género Coleus, fato que contribuiu para a
existéncia de diversas sinonimias. Nesse contexto, incluem-se Plectranthus
amboinicus, Plectranthus barbatus, Plectranthus grandis e Plectranthus
neochilus. Alguns autores consideram P. barbatus e P. grandis como
sinonimias. Existem relatos para espécies desse género quanto & variacdo de
numero cromossdmico. Nesse sentido, este trabalho foi realizado com o objetivo
de comparar gendétipos das espécies supracitadas, provenientes de diferentes
localidades (Lavras, MG, Campinas, SP e Santa Maria, RS), quanto ao nimero
cromossdmico e morfologia cariotipica, correlacionando ao contelido de DNA
nuclear. As metéafases foram obtidas pela técnica de esmagamento e a coloragdo
dos cromossomos foi feita com orceina 1%. A determinagdo da quantidade de
DNA foi realizada por meio da citometria de fluxo. Ndo houve variagdo de
nUmero cromossdmico entre 0s genodtipos da mesma espécie. P. amboinicus foi a
Unica a apresentar 2n=34, enquanto as demais, 2n=30. N&o foram encontradas
diferencas cariotipicas entre os genotipos de cada uma das espécies, exceto para
P. barbatus. Os gen6tipos das espécies de Plectranthus revelam poucas
coincidéncias entre os pares cromossémicos. O conteldo de DNA nuclear
permitiu agrupar P. amboinicus e P. neochilus com as maiores médias e P.
grandis e P. barbathus com as menores. Diferencas na quantidade de DNA entre
0s genotipos foram identificadas apenas para P. barbatus. Esses resultados
permitem inferir que populacdes de P. barbatus estdo em processo ativo de
variagdo cariotipica, expressando a ocorréncia de citotipos, sendo P. grandis
provavelmente um deles.

Palavras-chave: Citotipos. Variagdo cariotipica. Taxonomia. Teor de DNA.
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ABSTRACT

Plectranthus is a genus that group ornamental and medicinal species. It
faces taxonomic problems because this genus incorporated the Coleus species,
which contributed to the existence of several synonyms. In this context,
Plectranhus amboinicus, Plectranthus barbatus, Plectranthus grandis and
Plectranhus neochilus were included. Some authors consider P.grandis and P.
barbatus like synonyms. There are chromosome number variation in this genus.
Accordingly, the study objective was to compare Plectranthus species genotypes
from different localities (Lavras-MG, Campinas-SP and Santa Maria-RS), as to
chromosome number and karyotype morphology, correlating with nuclear DNA
content. The metaphases were obtained by squashing technique and the
chromosomes were staining with 1 % orcein. The determination of the amount
of DNA was performed by flow cytometry. There was no variation in
chromosome number between genotypes of the same specie. P. amboinicus was
the only species with 2n = 34, while the others, 2n = 30. There were no
differences on the karyotype among the genotype of each specie, except for P.
barbatus. The genotypes of the Plectranthus species revealed a few similarities
between the chromosomal pairs. The DNA content grouped P. amboinicus and
P. neochilus with the highest average, and P. grandis and P. barbathus with the
lowest one. Differences about the DNA content between the genotypes were
identified only in P. barbatus. These results allow the conclusion that P.
barbatus is in the kariotype variation ative process expressing the cytotypes
occurrence and P. grandis is probably one of them.

Keywords: Cytotypes. Karyotype variation. Taxonomy. DNA content.
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1 INTRODUCAO

Lamiaceae Martinov é uma familia que compreende cerca de 250
géneros e 7.000 espécies (THORNE, 1992) e tem como principal area de
ocupacdo a regido do Mediterraneo e Oriente Médio até a Asia Central
(CHENGYIH; HSIWEN, 1982). No Brasil, 500 espécies de 34 géneros estdo
distribuidas em quase toda area territorial (HARLEY et al., 2010).

Plectranthus L'Héritier é um dos géneros mais comuns dessa familia,
abrange cerca de 300 espécies (RICHARDSON, 1992) e, em geral, caracteriza-
se pela riqueza de espécies de interesse medicinal e ornamental (THOPPIL,
1993).

Em Lamiaceae, Plectranthus é um género que enfrenta problemas
taxondmicos, visto que as espécies que o compdem pertenciam ao género
Ocimum Linn. Entretanto, taxonomistas encontraram caracteristicas que
permitiram a subdivisdo deste Ultimo género em varios outros, dentre eles
Plectranthus e Coleus Lour. Novas classificacBes foram propostas para as suas
respectivas espécies, baseando-se em diferencas morfolégicas do estame,
posteriormente consideradas caracteristicas insuficientes para a separacdo desses
taxa. Dessa forma, as espécies de Coleus foram agregadas as espécies de
Plectranthus, fazendo desse agrupamento um Unico género e independente de
Ocimum (MORTON, 1962).

Em decorréncia de tantas divergéncias taxonémicas, algumas espécies
de Plectranthus ainda sdo confundidas como espécies pertencentes ao género
Coleus, fato que contribui para multiplas classificacGes destinadas a uma mesma
espécie. P. amboinicus, por exemplo, pode ser conhecido também por Coleus
amboinicus, Coleus aromaticus Benth. e Coleus carnosus Hassk. P. barbatus
possui como principais sinonimias Plectranthus grandis (Cramer) RH Willemse,

Coleus forskohlii Brig., e Coleus barbatus (Andr.) Benth., dentre outras
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(LUKHOBA; SIMMONDSD; PATON, 2006). Contudo, Lorenzi e Mattos (2002)
consideram que P. barbatus e P. grandis sdo espécies utilizadas para 0 mesmo
proposito e, por serem muito similares, usualmente sdo confundidas. A mesma
ambiguidade de denominacGes ocorre para P. neochilus que, por vezes, é chamado
de Coleus pentheri Gurke (LUKHOBA; SIMMONDSD; PATON, 2006).

Esse género inclui espécies que possuem nameros cromossémicos
diversificados, de 2n=14 a 84, sendo o mais frequente o de 2n=28 (MORTON,
1962).

A variagdo do numero cromossémico ndo apenas é encontrada em nivel
genérico, mas também em nivel intraespecifico. Para P. amboinicus ja foram
encontrados diferentes ndmeros cromossémicos, como 2n=32, 24, 56
(BASAVARAJA; KRISHNAPPA, 1982; SAGGOO; BIR, 1983; THOPPIL,
1993).

P. barbatus também apresenta variacdo cariotipica, podendo ser
encontrados citotipos com 28 a 34 cromossomos (REDDY, 1952; RILEY;
HOFF, 1961; SAGGOO; BIR, 1983). Em populacdes dessa espécie de origens
distintas podem ser verificadas variacdes na morfologia dos cromossomos entre
genotipos (SHAH, 1980).

Sao poucos os trabalhos que envolvem a citogenética de P. neochilus.
De Wet (1958) e Riley e Hoff (1961) descrevem a espécie com 32
Cromossomos.

Essas diferencas citogenéticas entre gendtipos da mesma espécie podem
refletir no seu comportamento, como a variagdo da quantidade, a qualidade e o
tipo de metabdlito secundéario produzido pela planta (PIERRE et al., 2011).

A variedade de informagGes citogenéticas na literatura para espécies do
género Plectranthus sugere a necessidade de melhor investigar o complemento
cromossémico dessas espécies para fornecer dados que possam subsidiar novos

enquadramentos taxonémicos, além de inferéncias evolutivas.
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A anélise cariotipica, envolvendo a avaliacdo de dados, como nimero e
tamanho dos cromossomos, relagdo entre bragos cromossémicos e presenca de
constricdo secundaria ou satélites, pode trazer informacGes valiosas para
comparar espécies ou examinar a varia¢do entre individuos da mesma espécie
(GUERRA et al., 1997).

Nesse sentido, este trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar
e comparar cariotipicamente e quanto ao teor de DNA genétipos provenientes de
localidades distintas das espécies Plectranthus amboinicus, Plectranthus

barbatus, Plectranthus grandis e Plectranthus neochilus.

2 MATERIAL E METODOS

Estacas de gendtipos de P. amboinicus, P. barbatus, P. grandis e P.
neochilus foram cedidas pelos Hortos de Plantas Medicinais da Universidade
Federal de Lavras (UFLA) e da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) e
pelo Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) (Tabela 1), as quais foram
transplantadas em vasos contendo substrato. ApGs o enraizamento, as pontas de
raiz foram coletadas e pré-tratadas com solugdo de 8- hidroxiquiloneina 3mM,
por 4 horas, a 4°C e fixadas em Carnoy (3 etanol:1 acido acético) e armazenadas,

a -20°C, por, no minimo, 24 horas.
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Tabela 1 Identificagdo dos locais de coleta dos gen6tipos do género Plectranthus

Espécie Identificacio Local de coleta
Plectranthus amboinicus - UFLA
Plectranthus amboinicus CPMA 2193 IAC
Plectranthus amboinicus CPMA 465 IAC

Plectranthus barbatus - UFLA
Plectranthus barbatus - UFSM
Plectranthus barbatus CPMA 396 IAC
Plectranthus grandis CPMA 819 IAC
Plectranthus neochilus - UFLA
Plectranthus neochilus - UFSM
Plectranthus neochilus CPMA 1635 IAC

Para o preparo das laminas, as raizes foram submetidas a digestdo da
parede celular em solucéo enzimatica (100 U pectinase: 200 U celulase), por 15
minutos, a 37°C. As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento e 0s
cromossomos corados com orceina acética 1%.

As metafases selecionadas foram digitalizadas por meio de microscépio
de campo claro (Leica DMLS) equipado com microcamera (Nikon Digital Sight
DS-Fil). As mensuracfes dos cromossomos foram feitas por meio do software
Image Tool 3.0 da UTHSCA (The University of Texas Health Science Center in
San Antonio).

Para a constru¢cdo dos cariogramas e idiogramas, foram utilizadas
mensurag¢fes dos comprimentos dos bragos curto e longo (BC/BL) de cada par
cromossdmico, obtidas a partir das médias de um minimo de 4 metafases
mitéticas de cada gendtipo. Também foram calculados o comprimento total de
cada cromossomo (Cti = BL + BC), o comprimento total do lote haploide
(CTLH = XCti), o comprimento relativo (CR=Cti/CTLH x 100) e o indice
centromérico (IC=[BC/(BC=BL)] X 100).

Os dados de comprimento relativo dos pares cromossémicos de P.
grandis e dos gendtipos de P. barbatus foram submetidos ao teste de média

LSD, a 5% de probabilidade, por meio do programa estatistico SAS.
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A classificagdo morfoldgica dos cromossomos foi baseada na posi¢édo do
centrémero, dado obtido por meio da relagcdo de bragos (RB = BL / BC), como
proposto por Levan, Fredga e Souberg (1964).

A assimetria cariotipica foi avaliada de acordo com os métodos
propostos por Stebbins (1958) para determinar as categorias e também pelos

critérios de Zarco (1986) e de Paszko (2006), por meio das seguintes formulas:

nbi

i=1R.
A =1- l :
1 mn

™
I

Wl b

em que A; = assimetria intracromossdmica que varia entre 0 e 1 e ndo
depende do ndmero e do tamanho do cromossomo; A, = assimetria
intercromossdmica, que ndo depende do nimero cromossémico e ndo tem
unidade de medida (ZARCO, 1986).

g s
A= VaXCVa oy = A x100="x100 CV,=-=x 100
100 oL o

em que IA = indice de assimetria; CV¢_ = coeficiente de variacdo dos
comprimentos totais dos cromossomos; CVc, = coeficiente de variagdo dos
indices centroméricos; Sg;, = desvio padrdo dos comprimentos totais dos
Cromossomos; Xz, = média dos comprimentos totais dos cromossomos; S¢; =
desvio padréo dos indices centroméricos; ¥¢; = média dos indices centroméricos
(PASZKO, 2006).

Para a determinagdo do contetdo de DNA foram avaliadas trés amostras
por individuo proveniente das diferentes localidades. Em cada amostra, foram
utilizados segmentos de folhas jovens e frescas com aproximadamente 20 mg

das espécies de Plectranthus, juntamente com a mesma quantidade de folhas de
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Pisum sativum (padréo interno de referéncia). Os nlcleos foram liberados por
meio de dissociagdo do material vegetal em placa de Petri contendo 1 ml de
tampdo Marie e Brown (1993) gelado. A suspensdo de nucleos foi filtrada
através de um tubo provido de malha de nailon de 50 pm, coradas com 25 pL de
iodeto de propideo (1 mg/ mL) acrescentando-se, em seguida, 5 pL de RNAse
do tipo | e, finalmente, armazenadas em tubos de poliestireno no escuro e
refrigeradas até o momento da andlise. Para cada amostra, 0 minimo de 10.000
nucleos foi analisado por meio de um citémetro de fluxo (FacsCalibur- Becton
Dickinson) e os histogramas foram obtidos pelo software Cell Quest e
analisados no software WinMDI 2.8 (2009).

A estimativa do contetido de DNA foi realizada por meio de comparacéo

com a posicao do pico G1 do padrao, a partir da seguinte formula:

Valor observado no canal do pico da especie
Amostra (2C) = . — % 9,09 pg
Valor observado no canal do pico padrio

Os dados de teor de DNA foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas com auxilio do programa estatistico SAS, utilizando-se o

teste de Tukey, a 5% de probabilidade, para comparar 0s genotipos e as espécies.

3 RESULTADOS

N&o houve variagdo quanto ao nimero de cromossomos entre 0S
genotipos das espécies de Plectranthus. O nimero somético de cromossomos foi
comum (2n=30), exceto para P. amboinicus, a qual possui 2n=34 cromossomos
(Figura 1).

Foi possivel observar diferencas na morfologia cromossémica entre 0s

cariotipos das espécies. P. amboinicus tem como férmula cariotipica 13m+4sm,
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P. grandis 7m+8sm e P. neochilus 9m+6sm (Figura 2, Tabela 2). Apenas 0s
gendtipos de P. barbatus apresentaram variacdo intraespecifica: 8m+7sm,
9m+6m e 10m+5sm referentes, respectivamente, aos individuos provenientes
das regides de Lavras, MG, Campinas, SP e Santa Maria, RS (Figura 3,
Tabela 2).

A posicdo do centrdmero entre as quatro espécies foi coincidente apenas
nos pares 6 e 15, sendo esses classificados como metacéntricos (Tabela 2).

Para os gendtipos de P. barbatus também foi constatada pouca
similaridade cariotipica. Apenas os pares 4, 5, 6 e 15 possuem Cromossomos
com classificagdo coincidente e esses mesmos pares também sdo coincidentes
em P. grandis. Essa espécie que apresentou maior semelhanca cariotipica com o
genotipo de P. barbartus (Santa Maria), apenas nos pares 3, 8 e 10 foram
detectadas varia¢des morfoldgicas (Tabelas 2).

Os contrastes realizados por meio do teste estatistico LSD entre o0s
genotipos mostraram que P. barbatus (Campinas) difere estatisticamente de P.
grandis quanto aos pares 2 e 12. O par 2 apresenta comprimento relativo com
médias de 8,78 e 8,10, e 0 par 12, 5,45 e 5,92, para P. barbatus e P. grandis,
respectivamente. O par 8 diferiu entre 0s genotipos de P. barbatus provenientes
de Lavras e Santa Maria com respectivas médias de 6,68 e 6,93 (Tabelas 3 e 4).
Os demais pares ndo apresentaram diferencas significativas para essa variavel
entre 0s genotipos das espécies.

De acordo com Stebbins (1958), P. amboinicus e P. barbatus (Campinas
e Santa Maria) possuem cariotipos incluidos na categoria 3b. J& os cariétipos de
P. neochilus, P. grandis e P. barbatus (Lavras) foram incluidos na categoria 3a.

As espécies de Plectranthus estudadas possuem indices de assimetria
cariotipica préximos tanto pelo método proposto por Zarco (1986) quanto por
Paszko (2006) (Figuras 4 e 5, Tabela 5).
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P. amboinicus possui a maior diferenga quanto ao tamanho total dos
cromossomos, além do maior indice de assimetria proposto por Paszko (2006).
P. neochilus possui um dos menores valores tanto para assimetria
intracromossdmica quanto intercromossémica propostos por Zarco (1986) e
também o menor valor de indice de assimetria de Paszko (2006) (Tabela 5).

Com relagdo a quantidade de DNA dos genotipos de Plectranthus
avaliados, dois agrupamentos foram identificados (Tabela 6). P. amboinicus e P.
neochilus com as maiores médias (Figura 6A e 6C) e P. grandis e P. barbatus
com as menores (Figura 6B e 6D, E e F).

Os gendtipos de P. barbatus foram os Unicos que apresentaram variagdo
na quantidade de DNA, sendo as plantas provenientes de Lavras e Campinas
com as menores médias separadas do grupo das plantas provenientes de Santa
Maria, as quais apresentaram as maiores quantidades de DNA (Figura 6D, E e F)
(Tabela 6).
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Figura 1 Metéafases mitéticas de Plectranthus: P. amboinicus 2n=34 (A); P.
barbatus 2n=30 (B); P. grandis 2n=30 (C); P. neochilus 2n=30 (D).
Barra = 10 pm
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Figura 2 Cariogramas e idiogramas para as espécies P. amboinicus (A), P.
grandis (B) e P. neochilus (C). Barra =5 pm para os cariogramas e 1
M para os idiogramas

X

A



69

N uusinneg
B aanVE un

.

§€ )0 M 2 a0t oge s
$C 3% 32 3% 15 ¢m as

e

Poomom W VOV VIO VI X X XE NI XHE XIV XV

i

Figura 3 Cariogramas e idiogramas para as espécies P. barbatus provenientes
das regibes de Lavras (A), Campinas (B) e Santa Maria (C). Barra=5
M para 0s cariogramas e 1 um para os idiogramas
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Tabela 2 Dados de relagdo de braco e tipo cromossdmico em espécies de Plectranthus spp.; m = metacéntrico; sm =
submetacéntrico

Relacao de bracos (tipo cromossémico)
P. barbatus

Par P. amboinicus UELA IAC UESM P. grandis P. neochilus
1 1,43 (m) 2,35 (sm) 1,88 (sm) 1,21 (m) 1,34 (m) 1,79 (sm)
2 1,21 (m) 2,15 (sm) 1,18 (m) 1,25 (m) 1,34 (m) 1,17 (m)
3 1,37 (m) 1,42 (m) 1,98 (sm) 1,38 (m) 1,96 (sm) 2,00 (sm)
4 2,35 (sm) 1,44 (m) 1,29 (m) 1,28 (m) 1,20 (m) 2,13 (sm)
5 1,39 (m) 2,07 (sm) 1,88 (sm) 1,79 (sm) 2,02 (sm) 1,13 (m)
6 1,36 (m) 1,32 (m) 1,17 (m) 1,37 (m) 1,18 (m) 1,19 (m)
7 2,19 (sm) 1,32 (m) 1,30 (m) 2,23 (sm) 2,07 (sm) 1,92 (sm)
8 1,27 (m) 2,22 (sm) 1,79 (sm) 1,30 (m) 1,98 (sm) 1,11 (m)
9 1,38 (m) 1,53 (m) 1,97 (sm) 2,22 (sm) 2,27 (sm) 1,81 (sm)

10 1,99 (sm) 2,19 (sm) 1,40 (m) 1,35 (m) 2,15 (sm) 1,25 (m)
11 1,29 (m) 2,25 (sm) 1,38 (m) 1,17 (m) 1,37 (m) 1,26 (m)
12 1,36 (m) 2,01 (sm) 1,41 (m) 2,06 (sm) 2,20 (sm) 1,39 (m)
13 1,29 (m) 1,20 (m) 1,21 (m) 2,27 (sm) 2,04 (sm) 1,43 (m)
14 1,97 (sm) 1,43 (m) 2,11 (sm) 1,47 (m) 1,21 (m) 1,84 (sm)
15 1,17 (m) 1,24 (m) 1,20 (m) 1,21 (m) 1,35 (m) 1,25 (m)
16 1,18 (m)

17 1,24 (m)

0.



Tabela 3 Dados de comprimento total, em pum e comprimento relativo, em porcentagem de espécies de Plectranthus spp

Comprimento total (comprimento relativo %)

Par  P. amboinicus UELA P. blz;itc):atus UESM P. grandis P. neochilus
1 3,04 (8,89) 2,99 (8,56) 3,57 (9,42) 2,93 (9,09 2,95 (8,37) 2,82 (8,55)
2 2,87 (8,38) 2,87 (8,22) 3,33 (8,78) 2,63 (8,15) 2,85 (8,10) 2,75 (8,33)
3 2,49 (7,26) 2,75 (7,87) 3,09 (8,15 2,52 (7,82) 2,72 (7,72) 2,55 (7,75)
4 2,42 (7,06) 2,60 (7,44) 2,94 (7,75) 2,43 (7,55) 2,65 (7,52) 2,42 (7,34)
5 2,31 (6,73) 2,52 (7,20) 2,80 (7,38) 2,34 (7,26) 2,58 (7,32) 2,41 (7,31)
6 2,13 (6,23) 2,51 (7,17) 2,72 (7,17) 2,27 (7,03) 2,50 (7,09) 2,36 (7,15)
7 2,05 (5,98) 2,44 (6,97) 2,61 (6,89) 2,26 (7,00) 2,37 (6,72) 2,30 (6,97)
8 2,02 (5,90) 2,34 (6,68) 2,59 (6,83) 2,23 (6,93) 2,36 (6,69) 2,25 (6,82)
9 1,94 (5,68) 2,23 (6,37) 2,35 (6,20) 2,10 (6,50) 2,31 (6,57) 2,14 (6,48)

10 186 (542 2,18 (6,23) 2,25 (5,95) 2,06 (6,39) 2,18 (6,19) 2,04 (6,19)
11 1,78 (5,20) 2,11 (6,02) 2,23 (5,87) 2,00 (6,21) 2,14 (6,09) 1,97 (5,97)
12 1,72 (5,02) 1,95 (5,58) 2,07 (5,45) 1,84 (5,71) 2,09 (5,92 1,89 (5,72)
13 1,68 (4,90) 1,94 (5,56) 2,03 (5,35) 1,66 (5,15) 1,95 (5,52) 1,78 (5,39)
14 161 (4,70) 1,83 (5,23) 1,78 (4,71) 1,57 (4,88) 1,86 (5,29) 1,74 (5,26)
15 157 (4,59) 1,71 (4,89) 1,56 (4,10) 1,40 (4,34) 1,72 (4,89) 1,57 (4,76)
16 145 (4,22)

17 1,32 (3,85)

1.
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Tabela 4 Comparagdo entre P. grandis e gendétipos de P. barbatus para os
comprimentos relativos dos pares cromossoémicos 2, 8 e 12, utilizando
o teste de LSD
P. barbatus P. barbatus P. barbatus P. grandis

(UFLA) (IAC) (UFSM) (IAC)
P.( B?:rEZt)us ) ABC AbC ABC
P. I(JIaAr\léa)tus ABC - ABC aBc
P.(Bia:rsbﬁ/gjs AbC ABC - ABC
P. (?X"g)dis ABC aBc ABC .

* Letras mindsculas indicam médias estatisticamente diferentes. Par cromossémico 2
(A). Par cromossdmico 8 (B). Par cromossdmico 12 (C)

Tabela 5 Valores de indices de assimetria cariotipica calculados com base nas
médias dos dados obtidos para os geno6tipos das diferentes localidades;
A indice de assimetria intracromossémica e A, indice de assimetria
intercromossdmica (ZARCO, 1986); IA = indice de assimetria
(PASZKO, 2006)

indices de assimetria

P. P.barbatus P. P.

amboinicus UFLA IAC UFSM grandis  neochilus
Al 0,29 0,39 0,32 0,32 0,38 0,33
A2 0,23 0,17 0,22 0,19 0,15 0,16

1A 3,09 2,60 2,93 2,82 2,48 2,06
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Figura 4 Diagrama de dispersdo mostrando a assimetria cariotipica das espécies
de P. amboinicus, P. barbatus das diferentes localidades, P. grandis e

P.

neochilus,

segundo

Zarco

(1986).

Al = assimetria

intracromossdmica, A2 = assimetria intercromossémica
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Figura 5 Diagrama de dispersdo mostrando a assimetria cariotipica das espécies
de P. amboinicus, P. barbatus das diferentes localidades, P. grandis e
P. neochilus, segundo Paszko (2006). CV. = coeficiente de variacdo
dos indices centroméricos, CV. = coeficiente de variacdo do tamanho
total dos cromossomos
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Tabela 6 Médias da quantidade 2C de DNA e coeficiente de variacdo obtidos
por meio da técnica de citometria de fluxo para as espécies de P.
amboinicus, P. barbatus, P. grandis e P. neochilus provenientes das
diferentes localidades

Espécie/ genotipo DNA (pg)* CV (%)

P. amboinicus (UFLA) 5,98 a 0,79
P. amboinicus (IAC 465) 579 a 0,72
P. amboinicus (IAC 2193) 5,81a 0,57
Média 5,86 a

P. barbatus (UFLA) 5,20 a 0,57
P. barbatus (IAC) 517 a 0,70
P. barbatus (UFSM) 5,69 b 0,57
Média 535b

P. grandis 523b 0,64
P. neochilus (UFLA) 5,99 a 0,56
P. neochilus (IAC) 5,94 a 0,54
P. neochilus (UFSM) 6,00 a 0,55
Média 5,98 a

! Médias seguidas pela mesma letra néo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade
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o | - 5 | 5,69 pg 1 1 B

Figura 6 Histogramas de citometria de fluxo em nucleos de P. amboinicus (A);
P. grandis (B); P. neochilus (C); P. barbatus (D a F) provenientes da
UFLA (D), IAC (E) e UFSM (F). O primeiro pico em cada histograma
é referente ao pico G1 de cada uma das espécies de Plectranthus e o
segundo pico G1 é da amostra de referéncia (Pisum sativum). Eixo das
abscissas representa a quantidade de DNA e o das ordenadas, 0 nimero
de ndcleos

4 DISCUSSAO

As espécies de Plectranthus avaliadas no presente trabalho apresentaram
pouca variagdo quanto ao nimero cromossémico. Das quatro espécies avaliadas,
apenas P. amboinicus apresentou 2n=34, enquanto as demais, 2n=30 (Figura
1A). Numeros cromossdmicos distintos para P. amboinicus ja foram descritos

(2n=32, 34, 48, e 52) com trabalhos que tratavam a espécie com diferentes
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sinonimias, Coleus amboinicus, Coleus aromaticus Benth. e Coleus carnosus
Hassk. (SCHEEL, 1931; MORTON, 1962; BASAVARAJA; KRISHNAPPA,
1982; SAGGOQO; BIR, 1983).

Thoppil (1993), estudando a sinonimia Coleus aromaticus Benth,
encontrou 2n=32 como ndmero cromossdmico mais comum e 2n= 16, 24, 30, 34
e 48 como variantes somaticos em plantas do sul da india. O autor ainda relata
que, para individuos com 2n=32, os comprimentos relativos do maior e menor
cromossomo sdo de 8,19 e 4,37, respectivamente. Apesar de o ndmero
cromossémico mais comum se diferenciar do encontrado neste trabalho, os
valores dos comprimentos relativos aqui descritos sdo semelhantes aos
encontrados por Thoppil (1993) (Tabela 2), sugerindo a ocorréncia de rearranjos
nos cromossomos intermediarios do tipo quebra ou fusao.

Em P. neochilus foram encontrados 30 cromossomos (Figura 1C), cuja
formula cariotipica é 9m+6sm (Figura 2C) e a morfologia dos pares
cromossOmicos nao apresentou alteracdo entre os genétipos das diferentes
localidades (Tabela 5). Relatos cariotipicos para essa espécie sdo bastante
escassos na literatura, contudo, De Wet (1958) e Riley e Hoff (1961), utilizando
a sinonimia Coleus pentheri Gurke., descreveram 32 cromossomos para plantas
de procedéncias do Oeste e Sul da Africa, mas ndo foram apresentados dados
morfoldgicos dos cromossomos para a espécie.

Todos os gendtipos avaliados de P. barbatus também possuem 30
cromossomos (Figura 1D, E e F) corroborando dados ja descritos por outros
autores (CHERIAN; KURIACHAN, 1981; GOLDBLAT, 1981; SAGOO; BIR,
1983; BAHL; TYAGI, 1988; THOPPIL, 1993). Variacbes no namero
cromossémico também foram relatadas para a espécie (2n=28 a 34) (REDDY,
1951; RILEY; HOFF, 1961; SAGGOO; BIR, 1983); na maioria dos trabalhos de
caracterizacdo citogenética de P. barbatus, os autores utilizam as mais variadas

sinonimias para se referir a espécie.
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Entre os genétipos de P. barbatus, a classificacdo da posicdo do
centrdmero dos cromossomos se manteve apenas nos pares 4, 5, 6 e 15, sendo
€sses mesmos pares coincidentes em P. grandis. Os respectivos comprimentos
relativos desses pares nas duas espécies apresentaram valores estatisticamente
semelhantes. Desses pares cromossomicos, 0 Sexto mostrou Ser 0 mais
conservado, por possuir os comprimentos relativos proximos entre 0s genétipos
da espécie e também com P. grandis (Tabela 3 e 4).

As diferencgas estatisticas observadas para os pares 2, 8 e 12, para P.
barbatus e grandis, sugerem a ocorréncia de rearranjos cromossémicos, visto
que alguns desses pares, além de apresentar variagdo no comprimento relativo,
também apresentam alteracdo na posicdo do centrdmero. Dessa forma, os
cromossomos dos pares 8 e 12 classificados como submetacéntricos podem ter
sofrido alteragcfes do tipo deficiéncia em um dos bracos cromossémicos dando
origem ao metacéntrico ou duplicacdes em um dos bracos desses cromossomos
podem ter gerado o submetacéntrico. As diferencas constatadas no par 2 para P.
barbatus (Campinas) e P. grandis ndo expressaram variacfes na posicdo do
centrémero, o que sugere eventos de duplicacdo/deficiéncia em ambos os bragcos
cromossémicos.

A possibilidade de ocorréncia de rearranjos é reforcada pelas analises
realizadas por Thoppil (1993) em P. barbatus em exemplares com 2n=28, cujo
comprimento relativo para 0 maior par cromossdmico é de 10,3 e 0 menor 4,84.
Comparando-se esses dados com os obtidos neste trabalho € possivel que tenha
ocorrido algum rearranjo do tipo quebra cromossémica que envolve o primeiro
par, pois, além de se tratar de um aumento de um par cromossémico (2n=28 para
2n=30), os valores de comprimento relativo para o primeiro par dos trés
genotipos aqui descritos sdo inferiores ao encontrado pelo autor (Tabela 3).

Outros valores de comprimento relativo para 0s pares cromossdmicos

maior e menor, 9,77 e 2,91, respectivamente, foram encontrados por Bahl et al.
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(1988) em cromossomos paquiténicos de C. forskholii com 2n=30 (sinonimia de
P. barbatus). O resultado para 0 menor par também demonstra possibilidades de
rearranjos cromossémicos, jA que expressa pouco mais da metade da
contribuicdo do menor par dos genétipos de P. barbatus avaliados no presente
trabalho.

Bahl e Tyagi (1988) encontraram caracteristicas para P. barbatus até
entdo ndo relatadas por outros autores. Para essa espécie, a relacdo de bragos
varia de 0,09 a 0,9, o que indica presenca de cromossomos acrocéntricos até
metacéntricos. Além disso, identificaram satélites nos cromossomos 9 e 13, que
foram localizadas pela presenca de brago curto totalmente heterocromatinizado
e, durante a meiose, esses Cromossomos estdo associados a regido organizadora
de nucléolo.

A variedade de resultados que caracteriza P. barbatus demonstra
instabilidade cariotipica entre genétipos. Essas variagdes podem ser
consequéncia das diferentes pressdes exercidas pelos diferentes ambientes. Esses
resultados corroboram com Shah (1980), que avaliou populages de origens
geograficas distintas e foi identificada variacdo na morfologia cromossémica entre
gendtipos dessa espécie. Variagbes no complemento cromossémico podem levar
ao aparecimento de citotipos, ou quimiotipos, como observado por Pierre et al.,
(2011) em Lippia Alba (Verbenaceae). Exemplares dessa espécie revelaram
variacOes genética e citogenética entre os quimiotipos coletados em diferentes
estados brasileiros (Rio de Janeiro, Ceara e S&o Paulo). Os autores revelaram a
existéncia de nimeros cromossdémicos distintos (2n=30 ou 2n=60) e sugerem que
essas alteracOes estdo relacionadas com eventos de poliploidia. Os quimiotipos
também mostram diferengas na quantidade de DNA nuclear, bem como variacao
no nimero de marcadores genéticos como consequéncia da mixoploidia.

P. grandis também possui 30 cromossomos (Figura 1B), com proporcao

semelhante entre cromossomos metacéntricos e submetacéntricos (7m+8sm)
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(Figura 2B). A morfologia dos cromossomos de P. grandis possui mais
similaridades cariotipicas com o gendtipo de P. barbatus (Santa Maria),
diferindo na classificacdo da morfologia cromossémica apenas nos pares trés,
oito e dez (Tabelas 3 e 4).

O fato de os gendtipos de P. barbatus apresentarem férmulas
cariotipicas variadas dificulta o reconhecimento de P. grandis como uma espécie
distinta, pois ndo foi possivel realizar agrupamentos que pudessem representar
uma espécie constante. Dessa forma, a espécie aqui chamada de P. grandis
poderia ser considerada um citotipo de P. barbatus.

O contetdo de DNA nuclear apresentou as maiores médias entre P.
amboinicus e P. neochilus (Figura 6A e 6C, Tabela 6), diferindo estatisticamente
de P. grandis e P. barbatus com os menores valores (Figura 6B e de 6D a 6F,
Tabela 6). O fato de P. barbatus e P. grandis terem ficado no mesmo
agrupamento também reforca a hipdtese, anteriormente discutida, a respeito da
existéncia de citotipos.

Esses mesmos agrupamentos foram encontrados por Bandeira et al.
(2010) por meio de analises de marcadores moleculares (RAPD). Os autores
relataram que as maiores similaridades estdo entre acessos de P. neochilus e de
P. amboinicus (80%), seguidos por P. grandis e P. barbatus (77%) e que existe
polimorfismo entre populagbes de P. barbatus provenientes de diferentes
localidades.

Resultados semelhantes foram encontrados por Passinho et al. (1999),
que avaliaram diferentes populacGes de espécies classificadas como P. barbatus
e P. grandis por meio de AFLP, demonstrando variacdo genética intra e
interpopulacional, ou seja, as anélises cariotipicas ndo s&o as Unicas que indicam
que P. barbatus e P. grandis ndo possuem diferencas o suficiente para serem

consideradas espécies distintas.
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Dentre 0s gen6tipos de uma mesma espécie, os de P. barbatus foram os
Unicos a apresentar variacao intraespecifica na quantidade de DNA, sendo as
plantas provenientes de Lavras e Campinas estatisticamente semelhantes e
diferentes das provenientes de Santa Maria, as quais, juntamente com P.
grandis, possuem as maiores médias (Figura 6D a 6F) (Tabela 6).

Os mecanismos que alteram a quantidade de DNA nuclear podem estar
relacionados com ocorréncia de permuta desigual (SMITH, 1976), erros na
replicacdo do DNA (KUNKEL, 1990) e poliploidizacdo (SOLTIS; SOLTIS,
1999). No entanto, as diferencas de teor de DNA em espécies de plantas tém
sido mais relacionadas com a proliferacdo de elementos transponiveis que
podem alcancar numeros de coOpias surpreendentemente altos (PIEGU et al.,
2006). Nos casos de espécies de grandes genomas, ja foi relatado um aumento
de 50% ou mais da quantidade de DNA (BENNETZEN, 2000).

Para as espécies de Plectranthus avaliadas neste trabalho, ndo € possivel
localizar pontualmente quais eventos genéticos e/ou citogenéticos podem ter
ocorrido, sendo necessarios, para isso, estudos que envolvam bandeamentos
cromossdmicos e citogenética molecular.

As diferencas no nimero de cromossomos e na morfologia
cromossOmica entre espécies e gendtipos podem ser mais bem representadas
quando sdo comparados 0s comprimentos dos cromossomos, bem como a
posicdo do centrdmero, pois sdo fontes de variacdo que interferem diretamente
na assimetria cariotipica.

No caso de P. amboinicus e de dois gen6tipos de P. barbatus (Campinas
e Santa Maria), seus cariotipos foram incluidos na categoria 3b de Stebbins
(1958). Essa categoria caracteriza-se por apresentar de 51% a 99% dos
cromossomos com razdo de bragos (BL/BC) menor que 2:1 e a razdo entre o
maior e menor cromossomo (CTiy/CTiys) entre 2:1 e 4:1. J& os cariotipos de P.

neochilus, P. grandis e P. barbatus (Lavras) foram incluidos na categoria 3a, a
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qual se diferencia da anterior apenas por representar cariétipo mais simétrico
que os da categoria anterior, devido a razdo entre 0 maior e 0 menor
cromossomo (CTiy/CTiys) ser menor que 2.

De acordo com Stebbins (1958), a simetria cariotipica é caracterizada
pela predominédncia de cromossomos metacéntricos e submetacéntricos
aproximadamente do mesmo tamanho e, apesar de P. amboinicus estar incluido
em uma categoria mais assimeétrica, em relacdo as encontradas para as espécies
estudadas, agrupa o maior nimero de cromossomos metacéntricos (Tabela 2), o
que, segundo o autor, teria o0 cariétipo menos assimétrico. Mas, essa espécie
apresenta a maior proporcdo entre 0 menor € maior cromossomo, sendo, assim,
mais assimétrica intercromossomicamente e, de acordo com Paszko (2006), esse
critério revela melhor os niveis de heterogeneidade cariotipica.

As classificacbes propostas por Stebbins (1958), ainda assim, sdo de
grande importancia por expressar a morfologia dos cromossomos
qualitativamente. Essa metodologia tem sido criticada por Zarco (1986) e
Paszko (2006), por se tratar de categorias em que nem sempre é possivel detectar
pequenas diferencas cariotipicas entre espécies intimamente relacionadas.

Dessa forma, foram calculados os indices de assimetria que foram
propostos por Zarco (1986), bem como os propostos por Paszco (2006). Os
resultados obtidos por ambas as metodologias foram semelhantes, visto que as
espécies apresentaram tendéncias de assimetrias bastante similares (Figura 4 e
5). Os indices propostos por Zarco (1986) foram criticados por Paszko (2006)
pelo fato de a assimetria intracromossémica ndo ser adequada para expressar a
variagdo cariotipica do complemento cromossémico. O autor prop8e, entdo, um
novo método para avaliar a assimetria cariotipica por meio de dois pardmetros: o
indice de assimetria (1A), que foi desenvolvido a fim de oferecer um valor Gnico
que avalia a assimetria cariotipica e tem como vantagem o alto grau de preciséo

e sensibilidade para avaliar a assimetria.
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Das espécies de Plectranthus aqui descritas, P. amboinicus apresentou o
cariétipo mais assimétrico, pois foi a que representou o valor mais elevado para
0 |IA (Tabela 2) e, de acordo com Paszko (2006), valores altos para esse indice
sdo indicativos de maiores niveis de heterogeneidade cariotipica.

Ja P. neochilus pode ser considerada a espécie com menor assimetria em
relacdo as demais espécies, tanto do ponto de vista intracromossdémico como
intercromossGmico, por apresentar os menores coeficientes de variagéo de indice
centromérico e de comprimento total do cromossomo (Figuras 4 e 5), dados que
consequentemente geram um valor inferior de 1A (Tabela 5).

Nota-se que P. amboinicus e P. neochilus sdo as espécies mais distantes
em termos de assimetria cariotipica. Provavelmente, sdo espécies que sofreram
rearranjos estruturais no cariétipo sem grandes perdas ou ganhos de sequéncias
de DNA, pois ambas possuem quantidades de DNA nuclear estatisticamente
semelhantes.

Ainda que o diagrama de dispersdo indique pequenas variacGes para
cada uma das espécies, as espécies de Plectranthus estudadas sdo estreitamente
relacionadas, visto pelas variages gradativas nos valores de IA (Tabela 5).

A auséncia de cromossomos telocéntricos e acrocéntricos nos cariétipos
das espécies de Plectranthus aqui descritas confere cariotipicamente uma
posicdo menos derivada dentre as angiospermas, pois, de acordo com Stebbins
(1958), cariétipos com maior numero de cromossomos metacéntricos e
submetacéntricos sdo considerados 0s menos assimétricos e 0 aumento da
assimetria ocorre por meio de rearranjos do tipo inversdes pericéntricas,
translocagdes desiguais nos bragos cromossémicos convertendo cromossomos
metacéntricos ou submetacéntricos em telocéntricos ou acrocéntricos,
caracteristicos das espécies mais derivadas.

De acordo com Thoppil (1993), em Lamiaceae, Plectranthus e Coleus

estdo dentre os grupos em que variagdo cariotipica esta relacionada também com
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eventos de poliploidia, 0 que, segundo Stebbins (1950), também indica uma
posicao evolutiva mais ancestral.

A presenca de cromossomos submetacéntricos é relatada como comum
em Lamiaceae que, por consequéncia, em diversos taxa da familia, é possivel
observar grande variedade de espécies com cari6tipos nos quais se detectam
baixos indices de assimetria cromossémica e as variagdes encontradas permitem
diferenciar os cari6tipos simétricos para ligeiramente assimétricos (THOPPIL,
1993).

A diversidade de numeros cromossémicos como ocorre em P.
amboinicus (2n=16 a 52) e P. barbatus (2n=28 a 34), bem como varia¢des na
morfologia cromossdmica em uma mesma espécie (REDDY, 1952; DE WET,
1958; RILEY; HOFF, 1961; BASAVARAJA; KRISHNAPPA, 1982;
SAGGOO; BIR, 1983; THOPPIL, 1993), tem sido relacionada com eventos
aneuploides e poliploides, fatores que representam importancia evolutiva
significativa (STEBBINS, 1958) e, de acordo com Thoppil (1993), em
Lamiaceae, esses parecem ser os fatores que influenciam o aumento da
variabilidade cromoss6mica na familia.

De acordo com Guerra (2008), quando um ou mais cromossomos Sao
perdidos ou adquiridos, processo referido frequentemente como aneuploidia,
ocorrem delecGes e duplicacbes de muitos genes, resultando em uma
constituicdo ndo balanceada normalmente letal. Neste caso, a variacdo no
nimero cromossdmico aparentemente sem sentido evolutivo é, na maioria das
vezes, documentada em material experimental de plantas cultivadas.

Em Plectranthus, as variagdes cromossémicas ndo revelam caréter letal
e as diferencas citogenéticas entre gendtipos ou espécies do género podem estar
relacionadas com eventos disploides, nos quais, de acordo com Friebe et al.,
(2005), ocorrem mudancgas graduais do nimero de cromossomos de individuo

para individuo como consequéncia de rearranjos cromossdémicos estruturais que
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ndo afetam o nimero de genes da planta com perdas ou ganhos. Esses rearranjos
incluem fusdo de bragos longos entre cromossomos ndo homélogos telocéntricos
e/ou acrocéntricos (fusdo robertsoniana), fissdo céntrica, seguida de
translocacgdes e outras alteracfes estruturais, caracterizando a disploidia.

Para os géneros Cymbispatha, Gibasis, Lycoris, Nothoscordum e
Podocarpus, entre outros, ja foram relatados eventos de disploidia relacionados
com trocas robertsonianas (JONES, 1998). Em Nothoscordum podem ser
encontradas espécies com nudmeros cromossémicos formando uma série
descontinua com 2n = 8, 10, 16, 18, 19, 20, 24 e 26, com Cromossomos
classificados, em sua maioria, como metacéntricos com presenca de marcas de
DNA telomérico na regido centromérica. Essa variacdo foi relacionada com a
disploidia também pelo fato de o ndmero fundamental de bragos ter sido
constante (CROSA, 1996).

Os eventos de disploidia podem ser os responsaveis pelas diferencas
cariotipicas entre gendtipos de P. barbatus, visto que as variacbes de nimero
cromossémico seguem uma série descontinua sem grandes variacdes quanto ao
nimero, como observado por outros autores. Entretanto, para se verificar de fato
quais 0s eventos responsaveis pela diversificacdo desses numeros
cromossdmicos faz-se necessaria a aplicacdo de técnicas de citogenética
molecular.

A variagdo entre os cariétipos de espécies aparentadas e entre genotipos
expressa papel proeminente nos fatores que operam a evolucdo, além de
subsidiar novos enquadramentos taxonémicos. A variabilidade de numeros
cromossémicos associada as diferencas de conteddo de DNA nuclear
encontradas neste trabalho e as mudancas estruturais cariomorfométricas reforca
a hipotese de que o processo de especiacdo ainda estd em curso no género
Plectranthus, o que fica ainda mais evidente diante das diferencas encontradas

entre genotipos de P. barbatus quanto a morfologia cromossémica.
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5 CONCLUSOES

As populacBes de P. amboinicus e P. neochilus apresentam cariotipos
coincidentes entre seus respectivos genotipos.

P. barbatus é uma espécie que estd em processo ativo de variacao
cariotipica.

Existem indicios cariotipicos relevantes que suportam a existéncia de
citotipos em P. barbatus, podendo-se inferir que P. grandis, provavelmente, é

um deles.
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