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Métodos e Preparacdes
Diferentes Indicam Ndameros
Diversos de Cromossomas
para Crajiru

Natalia Dayane Moura Carvalho

Paula Cristina da Silva Angelo
Francisco Célio Maia Chaves

Larissa Alexandra Cardoso de Moraes
José Jackson Bacelar Nunes Xavier

Resumo

O nome vulgar crajiru é associado a espécie Arrabidaea chica (Humb. &
Bonpl.) Verl. Na regiao de Manaus-AM ha trés tipos (I, Il e Ill) dessa
planta, que apresentam diferencas na morfologia externa. Acessos dos
trés tipos sao mantidos na Colecdo de Plantas Medicinais, Aroméaticas e
Condimentares por mais de uma década, sem florescer. O objetivo
deste trabalho foi utilizar o método de hidrélise em HCI 5 N com
esmagamento em Aacido acético 45 % e retirada das laminulas por
congelamento em nitrogénio liquido, coloracdo com Giemsaa 2 % e
montagem com Entellan para visualizacdo em microscépio éptico para
realizar a contagem dos cromossomas dos trés tipos de crajiru. Para o
tipo | foram contados 38 ou 40 cromossomas. Para os tipos Il e Il
foram contados 40 ou 42. Esses resultados foram discutidos e
comparados com resultados obtidos anteriormente no Laboratério de
Fisiologia Vegetal da Embrapa Amazénia Ocidental em Manaus, onde
foram contados 38, 38 e 48 a 50 cromossomas por nucleo para os
tipos I, Il e lll, respectivamente. Métodos e preparacoes diferentes
indicaram ndmeros diversos de cromossomas para crajiru.

Termos para indexacéo: Arrabidaea, fitoterapia, citogenética.
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Introducao

Crajiru € um nome comum pelo qual é reconhecida a Arrabidaea chica
{(Humb. & Bonpl.)Verl., uma planta escandente da familia Bignoniaceae.
O ché das folhas de crajiru é utilizado na medicina tradicional como
adstringente, antiespasmdédico, no tratamento da leucemia e da anemia
e na lavagem de feridas (Lorenzi & Matos, 2002).

Na regido de Manaus existem pelo menos trés tipos de crajiru, sendo
mais freqlientemente encontrado em quintais o tipo I. Os tipos I, Il e Il
apresentam diferencas de héabito e de morfologia externa das folhas.
Dos acessos mantidos na Colecdo de Plantas Medicinais, Aroméaticas e
Condimentares da Embrapa Amazénia Ocidental, o tipo | é um arbusto
ereto, que apresenta folhas trifolioladas, com foliolos lanceolados. Os
tipos Il e lll apresentam-se como arbustos e tém caracteristicas de
plantas escandentes tais como ramos novos pouco lenhosos e muito
flexiveis. No tipo |l, as folhas inseridas nos dois nés mais apicais
apresentam uma gavinha muito delicada, ladeada por dois foliolos
elipticos. Os trés entrends apicais sdo mais longos que os restantes de
um mesmo ramo e as folhas inseridas a partir do terceiro né sao
trifolioladas e ndo apresentam gavinhas. No tipo lll, as folhas inseridas
até o terceiro ou quarto né podem apresentar gavinhas robustas
ladeadas por dois foliolos elipticos e largos. Os quatro ou cinco
entrends apicais sao longos e bastante flexiveis e as folhas inseridas a
partir do terceiro ou quarto né sao trifolioladas. Entre esses tipos, o tipo
Il se assemelha a exsicata de A. chica var. acutifolia, mantida no New
York Botanical Garden". Uma caracteristica que parece comum a todos
os tipos e que dificulta a sua identificacdo taxonémica é a auséncia de
flores nas condicoes da Amazdnia, pois todos os relatos de coleta
nessa regiao mencionam apenas material estéril.

Andlises fitoquimicas preliminares do extrato bruto das folhas desses
trés tipos de crajiru indicaram a presenca de taninos, flavondides e
saponinas. O perfil do extrato metandlico do morfotipo lll foi menos
intenso no sistema cloroférmio-acetato de acetila (1:1) em silica gel e
os autores consideraram necessério dar continuidade a investigacao
quimica para identificar marcadores quimicos especificos para cada um

“ A foto da exsicata de A. chica var. acutifolia foi consultada na pagina da internet
mantida pelo New York Botanical Garden (http://www.nybg.org/bsci/online_pubs.html,
consulta em julho de 20086).
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O objetivo deste trabalho foi utilizar o método desenvolvido por Guerra
(2002), com e sem modificacfes, para contagem dos cromossomas
dos trés tipos de crajiru.

Material e Métodos

Para realizar o método desenvolvido por Guerra (2002) foram utilizados
dois pré-tratamentos para tecidos de brotos foliares, sendo: a) 8-
hidroxiquinoleina 0,002 M + 1- bromonaftaleno saturado + 1 gota de
6leo de ricino por 4 horas, a temperatura ambiente, fixados em Carnoy
(etanol: acido acético 3:1) por 6 horas e em seguida estocados na
geladeira, até a preparacdo das laminas; b) 8-hidroxiquinoleina 0,002 M
por 24 horas na geladeira (12 °C), fixados em Carnoy por 6 horas e
estocados novamente na geladeira até a preparacao das laminas. Na
preparacdo das laminas, os tecidos de brotos foliares foram lavados em
agua destilada, com troca a cada 5 minutos, por duas vezes; em
seguida, hidrolisados em HCI 5 N, a temperatura ambiente por 20
minutos e armazenados em agua destilada. Os tecidos foram isolados
com auxilio de uma lupa {estereomicroscépio) e esmagados em acido
acético 45 %. As laminulas foram retiradas por congelamento em
nitrégenio liquido e as laminas foram deixadas para secar ao ar.
Posteriormente foram coradas com Giemsa 2 % com tampdao fosfato
pH 6.8 por 6 minutos e montadas com Entellan. Todas as preparacodes
foram visualizadas em microscépio 6ptico. As preparacées foram
realizadas no Laboratério de Citogenética da Universidade Federal de
Pernambuco. O método de Guerra (2002) esta descrito na letra b,
acima.

Resultados e Discussao
Artigos cientificos em que esteja definido o namero dipléide de
cromossomas para plantas com nome vulgar de "crajiru” ou nome
cientifico "A. chica" nao foram localizados. Ha, por outro lado, muitos
trabalhos relacionados com a sua utilizacao na medicina tradicional.

Nas andlises aqui relatadas foram utilizados dois métodos para o pré-
tratamento, a fixacao e a hidrélise de tecidos meristematicos dos trés
tipos de crajiru, com o objetivo de observar células na fase da metéfase
mitética, quando os cromossomas sdo mais facilmente visualizados
devido a maior contracdo e individualizacdo (Guerra, 1985).
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Os pré-tratamentos utilizados neste trabalho incluiram a
hidroxiquinoleina (8-HQ) e o bromonaftaleno. Ambos tém funcéo de
penetrar rapidamente nos tecidos, inibindo o fuso mitético nas células
em metafase e permitindo o espalhamento dos cromossomas durante o
esmagamento. As diferencas entre os pré-tratamentos a e b utilizados
foram a combinacao dessas substancias antimitéticas com o éleo de
ricino, que tem a finalidade de separar as células no esmagamento, a
duracdo e a temperatura dos pré-tratamentos. Os melhores resultados
foram alcancados com a inclusdo do éleo de ricino e manutencao do
pré-tratamento por 4 horas, a temperatura ambiente {(método a, Fig. 1),
que é uma modificacdo do pré-tratamento desenvolvido por Guerra
(2002).

Fig. 1. Cromossomas de crajiru, corados com Giemsa 2 %, em aumento de
1.000 x.
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Os passos seguintes para a preparacdo das laminas seguiram o método
de Guerra {(2002) sem modificacoes. O fixador desidrata os tecidos e
mantém a estrutura dos cromossomas. Segundo Walker (1973), citado
por Penazola (2005}, a principal funcao do fixador é permitir a
coagulacao e precipitacdo das proteinas, mantendo a forma e a
estrutura do conteudo celular, promovendo a conservacédo por longos
periodos, sem decomposicao.

A hidrdlise foi realizada com HCI 5 N, que permitiu espalhamento
suficiente e a visualizacdo dos cromossomas. A hidrélise acida amolece
a parede celular (Fox, 1969 citado por Guerra, 1999), permitindo o
melhor espalhamento das células e dos cromossomas, tornando o
citoplasma transparente. Nos trabalhos anteriores do mesmo autor foi
utilizada a hidrdélise enzimatica com celulase e pectinase (Carvalho et
al., 2006). A hidrélise enzimatica tem como objetivo decompor as
celuloses, as hemiceluloses e as pectinas que envolvem as células e
estruturam os tecidos, expondo a membrana plasmatica e permitindo o
entumescimento da célula e espalhamento dos cromossomas (Mondin
& Docha Neto, 2006).

Em diversas células metafasicas de plantas do tipo | foram contados
anteriormente 38 cromossomas (Carvalho et al., 2006). Neste trabalho,
em uma unica preparacdao de melhor qualidade, foram contados 38 ou
40 cromossomas, devido a possibilidade de ter ocorrido sobreposicao
(Fig. 1A, setas). Para esse tipo de crajiru, o nimero de cromossomas
mais provavel é, portanto, 38.

Para o tipo Il, nas melhores preparacoes, foram contados 38
cromossomas anteriormente (Carvalho et al., 2006). Com o método
utilizado para o presente trabalho foram contados 40 ou 42
cromossomas, pois persistiram as hipéteses, em um ponto, de haver
um par de cromossomas muito préximo e um outro par sobreposto
(Figura 1B, setas). Para o tipo lll foram contados anteriormente 48 ou
50 cromossomas (Carvalho et al., 2006) e 40 ou 42 cromossomas por
nucleo dipléide, neste trabalho (Fig. 1C).

Os tipos Il e lll da planta sdo semelhantes morfologicamente, sendo
alguns érgaos, no tipo lll, como folhas e gavinhas, apenas maiores e
mais robustos. A poliploidia para o tipo lll que havia sido anteriormente
considerada uma hipétese para explicar essas diferencas morfolégicas
(Carvalho et al.) nao foi demonstrada pela contagem do ndmero de
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cromossomas. Sendo assim, o nimero dipléide de cromossomas desses
dois dltimos tipos de crajiru, que provavelmente sao variedades da
mesma espécie, deve estar préximo de 40. As preparacoes realizadas
seguindo o método de Guerra (2002) com modificacdes
proporcionaram melhor visualizacao dos cromossomas, se comparadas
com os resultados obtidos anteriormente. Ainda assim, sera necessario
repetir os experimentos para que seja possivel determinar, com base
em um numero maior de boas preparacdes, o numero dipléide de
cromossomas para as plantas de crajiru mantidas na Embrapa.

Conclusao

O tipo | de crajiru tem provavelmente 38 cromossomas por nicleo
dipléide e os tipos Il e lll, que sdo provavelmente variedades da mesma
espécie, tEm numero cromossémico préximo de 40.
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