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BRAZIL
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RESUMO

Determina¢do do numero de cromossomos e analise do comportamento meiodtico sdo excelentes
contribuicdes aos estudos de relagdes taxondmicas e padrdes evolutivos dentro de grupos de espécies
vegetais. Espécies de leguminosas arboreas da subfamilia Caesalpinioideae, ocorrentes na Regido Sul do
Brasil, tém sido pouco analisadas do ponto de vista citotaxondmico. Este trabalho teve por objetivos
determinar o nimero de cromossomos ¢ analisar o comportamento meidtico de onze espécies arboreas dessa
subfamilia. O nimero de cromossomos na maioria das espécies analisadas foi 2n =28 cromossomos (x
= 14). Foi encontrado 2n = 24 (x = 12) em Senna multijuga (L.C. Rich.) H. S. Irwin & Barneby e
Schizolobium parahyba (Vell.) Blake, e 2n = 26 (x = 13) em Peltophorum dubium (Spreng.)Taub. Os
nucleos apresentaram padrao arreticulado em todas as espécies € o comportamento meiotico foi regular em
seis espécies estudadas. Sugere-se ampliagdo das coletas e andlises citogenéticas em mais individuos e
espécies de forma a gerar informagdes adicionais que permitam conclusdes mais abrangentes sobre este
grupo tdo importante.
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ABSTRACT

Chromosome counts and meiotic behaviour analysis are excellent contributions for studies on
taxonomic relationships and evolutionary patterns in plants. The tree legume species of the subfamily
Caesalpinioideae have been poorly analysed cytogenetically. This work aimed at determining the number of
chromosomes and analysing the meiotic behaviour in 11 species of Caesalpinioideae. Basic chromosome
numbers in most of the analysed species were 2n = 28 (x = 14). Senna multijuga (L. C. Rich.) H. S. Irwin &
Barneby and Schizolobium parahyba (Vell.) Blake presented 2n = 24 (x = 12) and Peltophorum dubium
(Spreng.) Taub. 2n = 26 (x = 13). In all the species nuclei presented an areticulate pattern and a regular
meiosis in the six species studied. Further collections and cytogenetic analyses with a major number of
individuals and species are suggested, in order to provide additional data for a more comprehensive study on
this group of plants.
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INTRODUCAO

A familia Leguminosae, com cerca de 18 mil espécies (Polhill ef al., 1981), tem ampla distribui¢do
no mundo, sendo consenso entre legumindlogos que seja dividida em trés subfamilias: Papilionoideae,
Mimosoideae e Caesalpinioideae. A subfamilia Caesalpinioideaec compreende 150 géneros e 2.700 espécies,
com distribui¢do cosmopolita (Polhill et al., 1981; Judd et al, 1999). Dentre as subfamilias,
Caesalpinioideae ¢ a menos estudada e entendida (Herendeen,2000), tendo sido considerada por Burkart
(1987) como a mais primitiva, da qual derivaram as subfamilias Papilionoideac e Mimosoideae. Esta
dividida em cinco tribos: Caesalpinieae, Cassieae, Cercideae, Detaricae ¢ Macrolobieae, sendo que a ultima
ndo tem representantes no sul do Brasil (Lewis e Polhill, 1998).
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Atualmente, uma grande quantidade de estudos biosistematicos vem sendo realizada com esse grupo,
com indicativos de que Caesalpinioideae ndo ¢ um grupo natural, compreendendo tribos parafiléticas (Késs e
Wink, 1996; Doyle ef al., 1997; Herendeen, 2000; Bruneau et al., 2001). Dentre as quatro tribos ocorrentes
na Regido Sul do Brasil, duas sdo consideradas parafiléticas: as tribos Caesalpiniecae e Cassieae (Bruneau et
al., 2001). Nessa regido, pela analise de exsicatas, coletas a campo e revisdo de literatura, observou-se que
ocorrem 16 gé€neros e cerca de 58 espécies nativas (Bortoluzzi, 2003, comunicacao pessoal).

Um grande numero de espécies florestais nativas faz parte dessa subfamilia. Muitas delas sdo
utilizadas como ornamentais ¢ na arborizacdo urbana como Cassia leptophylla, Senna multijuga, Senna
macranthera, Parkinsonia aculeata (Santos e Teixeira, 2001); outras sdo utilizadas na medicina popular
como Bauhinia forficata (Lorenzi e Abreu, 2002; Silva et al., 2002); na recuperacdo de areas degradadas
(Resende e Kondo, 2001; Ademir Reis, comunicagdo pessoal), como ¢ o caso de Senna macranthera e Senna
multijuga, espécies que propiciam relagdes ecologicas interespecificas importantes. Muitas possuem madeira
de elevada importancia econdmica, como o pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.) (Cardoso et al., 1998) e
a grapia, Apuleia leiocarpa (Auler, 1997; Marchiori, 1997; Backes e Irgang, 2002). A ultima ¢ uma espécie
muito explorada (Ruschel ef al., 2003) e, provavelmente, esta ameagada de extingdo. Além disso, as espécies
arboreas nativas distribuem-se em diferentes formagdes vegetais, com importancia ecoldgica inquestionavel
nestes diferentes ecossistemas.

Informagdes sobre cromossomos sdo relevantes em estudos sistematicos e evolutivos, abrangendo,
desde a simples contagem, até detalhes da citogenética molecular que sdo a fronteira da pesquisa atual
(Stace, 2000). Historicamente, quando estudos citogenéticos de espécies arboreas sdo comparados aos de
espécies cultivadas e/ou nativas com valor agrondmico, sua limitacdo ¢ evidente, restringindo-se a
informagdes basicas sobre sua estrutura gendmica e¢ a inclusdo dessas espécies em programas de
melhoramento e conservagdo (Schlarbaum, 2000). Dentre as espécies arboreas, o grupo das gimnospermas ¢é
o mais estudado citogeneticamente, destacando-se estudos com coniferas e pinaceas (Muratova e
Sedelnikova, 2000). Um evento marcante para a citogenética de espécies arboreas foi a descoberta da origem
tripléide de Populus tremula L., sendo esse o primeiro exemplo do potencial das informagdes citogenéticas
no melhoramento dessas espécies (Schlarbaum, 2000). Géneros como Eucalyptus L’Herit., Pinus L., Populus
L. e Juglans L., em que predomina o habito arboreo, sdo os mais estudados do ponto de vista do
melhoramento genético e biotecnolégico (Studart-Guimardes et al., 2003), evidenciando a falta de estudos
boténicos e genéticos com espécies arboreas nativas.

Dentre as espécies de leguminosas com habito arboreo e arbustivo, estudadas citogenéticamente no
Brasil, sdo citadas as dos géneros Caesalpinia L. (Alvez e Custodio, 1989; Beltrdo e Guerra, 1990);
Erythrina L. (Forni-Martins e Cruz, 1996); Leucaena Benth. (Cardoso et al., 2000; Boff e Schifino-
Wittmann, 2003); Sesbania Scop. (Forni-Martins et al., 1994; Forni-Martins e Guerra, 1999) e Machaerium
Pers. (Mendonga-Filho et al.,2002). Considerando que no Brasil estdo catalogados 188 géneros de
leguminosas, com ocorréncia significativa em diversas formagdes vegetais, sobretudo na Mata Atlantica,
com elevado predominio de representantes arboreos (Lima, 2000), os géneros estudados até o momento
representam cerca de 2% do total, evidenciando a necessidade de mais estudos com esse amplo grupo
vegetal.

A relagdo entre nimeros cromossdmicos elevados e diferentes habitos depende dos grupos
taxondmicos que estdo sendo analisados. Além disso, altos nimeros cromossdmicos ocorrem em espécies
florestais. Porém, a freqii€éncia de poliploidia provavelmente esta relacionada com a composi¢do floristica
das formagdes florestais (Forni-Martins e Martins, 2000). Um género de leguminosas com muitas espécies
arbodreas e, comprovadamente de origem poliploide, € Leucaena (Boff e Schifino-Wittmann, 2003).

Analises citogenéticas em espécies de leguminosas arbdreas na Regido Sul do Brasil sdo quase-
inexistentes. Para a subfamilia Caesalpinioideae, apenas Apuleia leiocarpa foi estudada por Auler (1997). A
falta de trabalhos deve-se, provavelmente, as dificuldades relacionadas a obtengdo do material botanico,
especialmente botdes florais jovens, ja que muitos individuos chegam a medir de 30 a 40 m de altura, como ¢
o caso de Schizolobium parahyba (guapuruvi) e Peltophorum dubium (canafistula) (Backes e Irgang, 2002).

Este trabalho faz parte de um projeto maior que visa a estudar as Leguminosae — Caesalpinioideae da
Regido Sul do Brasil do ponto de vista taxonomico, ecologico e citogenético, € teve por objetivos contar o
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numero de cromossomos de 11 espécies arboreas nativas, e analisar o comportamento meidtico de algumas
delas.

MATERIAL E METODOS
Coleta do material botinico

As sementes e os botdes florais necessarios a realizagdo deste trabalho foram coletados, em sua
maioria, nos locais de distribuicdo natural de cada espécie (Tabela 1). Cada acesso corresponde a um
individuo, representado, sempre que possivel, por uma exsicata depositada no Herbario Instituto de Ciéncias
Naturais (ICN), do Departamento de Botanica da UFRGS, Porto Alegre, RS.

Numero cromossomico

As sementes foram retiradas do fruto, escarificadas com lixa e postas a germinar em placas de petri, a
temperatura de 28°C. O tempo de germinagdo foi, em média, de 5 dias. Quando as radiculas apresentavam
cerca de 2 c¢cm, foram coletadas e pré-tratadas com solugao saturada de paradiclorobenzeno por 24 horas a
temperatura de 4°C, para obtengdo de maior nimero de células em metafase. Apos, as radiculas foram
lavadas e fixadas em Carnoy 9:3:1 (etanol : cloroférmio : acido acético) por 24h, a temperatura ambiente e,
em seguida, estocadas em alcool 70% em geladeira. Para o preparo das laminas, foi utilizada a coloragdo de
Fuelgen, de acordo com Guerra e Souza (2002); as radiculas foram lavadas em agua destilada, hidrolizadas
em HCI 1 N a 60°C por 10 minutos; estas foram novamente lavadas e colocadas no corante por cerca de 30
minutos. A extremidade da raiz foi esmagada com uma gota de carmim propionico. Foram contadas, no
minimo, quatro células e, no maximo, 38 células por acesso (Tabela 1), com cromossomos visiveis € bem
dispersos. As melhores metafases foram fotografadas. O padrdo de condensagdo de nucleos interfasicos foi
definido seguindo-se a classificagdo de Guerra (1985).

Analise meiotica

A andlise meiotica foi realizada em seis espécies. Para essa analise, os botdes florais foram fixados
em Carnoy por 24 horas, a temperatura ambiente, sendo transferidos para alcool 70% e conservados a
temperatura abaixo de 0°C. No preparo da lamina, as anteras foram esmagadas e os meidcitos corados com
carmim propidnico. Foram analisadas, no minimo, cinco e, no maximo, 59 células por acesso (Tabela 1).

Maior aten¢do foi dada para as seguintes fases da meiose: diacinese, metafase I e anafases I e II, as quais
indicam rela¢des de homologia entre os cromossomos homoélogos e sua orientagdo durante a metafase I e I1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados 29 acessos de 11 espécies (Tabela 1), representando 19% do total de espécies
pertencentes a subfamilia Caesalpinioideae na Regido Sul do Brasil.

As espécies analisadas apresentaram ntiimeros cromossdmicos variando de 2n = 28 em Senna
oblongifolia, Senna tropica (Figura 2), Apuleia leiocarpa (Figura 1), Cassia leptophylla, Bauhinia forficata e
Parkinsonia aculeata (Tabela 1); 2n = 26 em Senna macranthera e Peltophorum dubium e 2n = 24 em
Senna multijuga e Schizolobium parahyba. De Gleditsia amorphoides, foram analisadas poucas células em
razdo da dificuldade na sua obtencdo. Desta, foram observados apenas 2n = 26 em uma célula e 2n = 28 em
duas células. Segundo Castronovo (1945), Gleditsia amorphoides apresenta 2n = 28 cromossomos,
considerados de dificil analise por serem cromossomos pequenos.

Na maioria das espécies analisadas (Figura 1 a 4), os cromossomos sdo pequenos, com cerca de
2 um. O pequeno tamanho dos cromossomos de angiospermas arborescentes também foi observado por
Mehra e Bawa (1969). O padrio de condensacdo de nucleos interfasicos € arreticulado. As variacdes na
estrutura de nucleo interfasico geralmente sdo constantes dentro de espécies e géneros, com poucos géneros
apresentando variacao interespecifica. No caso das espécies e géneros aqui analisados, ndo houve variacao na

estrutura do nucleo interfasico, embora sejam citadas variagdes entre tribos na familia Leguminosae (Guerra,
1985).

Todas as espécies analisadas apresentaram comportamento meiotico regular, com formagdo de
bivalentes em metafase I e segregagao regular em anafases I e II (Figura 3 e 4). Altas freqiiéncias meioticas
(mais de 90%) foram observados previamente por Biondo et al. (2003) nas espécies aqui analisadas.
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TABELA 1: Numero cromossdmico de espécies arbdreas da subfamilia Caesalpinioideae (Leguminosae)

coletadas na Regido Sul do Brasil.

TABLE 1: Chromosomic number of arboreal species of the sub family Caesalpinioideae (Leguminosae)

collected in southern Brazil.

Espécies | AC | Local coleta/Coletor IN/CéL.[n| 2n
Tribo Caesalpinieae
Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. 33e RS, Porto Alegre / # 37 26
41 PR, Juranda /# 6 26
102 PR, Maringa / E. Biondo, 307 13 26
Parkinsonia aculeata L. 4e RS, Porto Alegre/ # 17 28
5e¢ RS, Porto Alegre/ # 38 28
85 RS, Santana do Livramento/ S. T. S. Miotto, 17 14
2013
93 RS, Quarai/ Miotto, 2016 28 14
Gleditsia amorphoides (Gris.)Taub. 40 RS, Dilermando de Aguiar / # 3 26-28
Schizolobium parahyba (Vell.) Blake 53 SC, Brusque /R. L.C. Bortoluzzi, 1021 & E. 12 24
Biondo
Tribo Cercideae
Bauhinia forficata Link. 35 SC, Campo Eré /R. L. C. Bortoluzzi et al., 989 11 28
93 PR, Cascavel /R. L. C. Bortoluzzi, 1239 ¢ E. 25 28
Biondo
110 PR, Marmelandia / E. Biondo, 295 4 28
90 PR, Juranda/E. Biondo, 303 5 28
Tribo Cassieae
Apuleia leiocarpa (Vogel) Macbr. 55 RS, Turvo /# 21 28
Cassia leptophylla Vogel 36 RS, Porto Alegre / E. Biondo, 413 35 28
236 RS, Porto Alegre / E. Biondo, 413 23 14
Senna multijuga (L. C. Rich.) H. S. Irwin e 92 PR, Cascavel / R.L. C. Bortoluzzi, 1238 ¢ E. 8 24
Barneby Biondo
116 SC, Joinville / R.L.C. Bortoluzzi, 1083 ¢ E. 47 12
Biondo
147 SC, Ilhota/ E. Biondo, 273 44 12
Senna macranthera (DC. ex. Collad.) H. S. 38 SC, Orleans/ E. Biondo, 194 41 13
Irwin e Barneby
54 SC, Ilhota/ E. Biondo, 196 27 13
Senna tropica (Vell.) H. S. Irwin e Barneby 112 SC, Séo Bento do Sul / R. L. C. Bortoluzzi, 59 14
1118 & A. Reis
111 SC, Sao Bento do Sul/R. L. C. Bortoluzzi, 31 14
1117 & A. Reis
268 SC, Sao Bento do Sul / E. Biondo, 428 50 14
Senna oblongifolia (Vogel) H. S. Irwin e 17 RS, Sao Marcos/ S. T. S. Miotto, 2043 18 28
Barneby
12 RS, Bom Jesus/S. T. S. Miotto, 1934 13 28
15 RS, BomJesus/S. T. S. Miotto, 1933 7 28
36 RS, Sao Marcos/ # 20 14
13 RS, BomJesus/ S. T. S. Miotto, 1933 5 14

Em que: AC = numero do acesso; N/ Cél. = nimero de células; n = ntimero hapléide de cromossomos; 2n = numero
diploide de cromossomos; # = sem exsicata; e cultivada.

Considerando que o indice meidtico € um complemento para a analise meidtica ¢ um indicador de
regularidade (Love, 1949), pode-se afirmar que as espécies analisadas sfo estaveis meioticamente com
produgdo de gametas masculinos balanceados. A analise realisada, com raras excegdes, indicou estabilidade
meidtica e producdo de gametas viaveis. Esses sdo aspectos importantes no caso da inclusdo dessas espécies
em programas de melhoramento genético e producdo de sementes.

As espécies das tribos Cassieae e Caesalpinieae apresentaram nimero basico cromossémico x = 12,
13 e 14, confirmando o sugerido por Irwin ¢ Barneby (1982). A tribo Cercideae inclui espécies que
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apresentam numero basico x = 14 cromossomos (Goldblatt, 1981), conforme observado também neste
trabalho.

Neste estudo, Senna multijuga apresentou 2n = 24 cromossomos (x = 12). Esse numero € observado,
sobretudo, em espécies do género Caesalpinia (Beltrdo e Guerra, 1990; Gonzales et al., 2002). Goldblatt
(1988) citou para Senna multijuga 2n = 26 cromossomos, x = 13. Neste estudo, o comportamento meidtico
foi regular, com formacdo de 12 bivalentes na diacinese e na metafase I (Figura 3). Assim,n=x=12¢ o
provavel nuimero basico de Senna multijuga.

O numero basico proposto para Senna macranthera é x = 13 cromossomos (Tabela 1). Bandel (1974)
citou nimero de cromossomos 2n = 24 para essa mesma espécie coletada na Regido Sudeste. Constatou-se,
portanto, uma variagdo no numero de cromossomos entre populacdes de uma mesma espécie com diferentes
distribui¢des geograficas.

VariagGes no numero cromossomico em Apuleia leiocarpa foram observadas quando foram
comparados diferentes locais de coleta. Neste trabalho, Apuleia leiocarpa coletada em Floresta Estacional
Decidual apresentou 2n = 28 cromossomos (Figura 1). Auler et al. (1998) encontraram 2n = 26 cromossomos
em individuos coletados em Floresta Estacional Semidecidual. Para Apuleia leiocarpa também foi sugerida a
ocorréncia de polissomatia, com numero cromossomico variando de 20 a 28 nas células de um mesmo
individuo (Auler ef al., 1998). A analise de individuos de diferentes populagdes da mesma espécie ¢ muito
importante, ja que variagdes significativas de nimeros cromossdémicos entre populagdes sdo encontradas em
literatura (Forni-Martins ¢ Martins, 2000). No caso de Apuleia leiocarpa, o maior numero possivel de
individuos e de populagdes deveria ser analisado, devido & grande importancia dessa espécie como
componente da Floresta Estacional Decidual bem como pela sua ampla utilizagdo para produ¢do madeireira
(Ruschel et al, 2003).

A variagdo no numero cromossdmico observada nas espécies analisadas é corroborada por outros
autores em trabalhos realizados em outras regides do Brasil. Bandel (1974), ao estudar 35 espécies de
leguminosas das Regides Sudeste e Centro-Oeste, encontrou numero de cromossomos 2n = 28 nos géneros
Cassia, Dimorphandra Schott e Parkinsonia; 2n = 24 nos géneros Apuleia e Cassia e 2n = 20 cromossomos
no género Pterogyne Tull., sugerindo a existéncia de variacdo quanto ao niumero basico de cromossomos de
x=12¢ 14.

O namero cromossdmico basico nas espécies da subfamilia Caesalpinioideae parece ser x = 7. A
poliploidia comeca a estabelecer-se, aparentemente, na evolucdo da subfamilia, para x = 14, com uma
linhagem de x = 12 cromossomos (Goldblatt, 1981).

A tribo Cassieae pode ser considerada uma tribo com espécies tetraploides cujo nimero basico é x =
14, com excecdo do género Chamaecrista (Breyne) Moench com x = 7. Este ¢, talvez, derivado por
disploidia de um ancestral polipldoide com x = 14. A tribo Caesalpinicae apresenta nimero basico x = 14
(Goldblatt, 1981).

O aumento no nimero de cromossomos foi um passo importante na evolucdo de espécies tropicais
lenhosas (Morawetz, 1986). Stebbins (1971) sugeriu que espécies com numeros basicos maiores que x = 12
cromossomos sdo poliploides, derivados de ancestrais com baixos numeros basicos. A mesma sugestio ¢
feita por Goldblatt (1981) para Leguminosae. Corroborando o que esses autores sugeriram, todas as espécies
aqui analisadas sdo poliploides.

Na literatura, sdo encontrados poucos trabalhos que relacionam altos nimeros cromossdmicos com o
habito em Leguminosae — Caesalpinioideae. Ohri et al. (1986) encontraram varia¢des abruptas em contetudo
de DNA em espécies arboreas de Cassia s.l., quando comparadas com espécies arbustivas e herbaceas.
Kumari e Bir (1989) observaram predominancia de cromossomos metacéntricos em espécies arboreas e
arbustivas de Caesalpinioideae indianas sem diferencas no numero de satélites e caridtipo. No Brasil,
analises citogenéticas de espécies arboreas, arbustivas e herbaceas dessa subfamilia, at¢é o momento, sao
incipientes.
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FIGURAS 1 — 4: (A) Apuleia leiocarpa (Vog.) Macbr. 2n = 28; (B) Senna tropica (Vell.) Irwin and
Barneby, 2n = 28; (C) Metafase I in S. fropica, com 14 bivalentes; (D) S. multijuga
(Rich.) Irwin e Barneby com 12 bivalentes em metafase [. Barra= 10 pum.
FIGURE 1 — 4: (A) Apuleia leiocarpa (Vog.) Macbr. 2n = 28; (B) Senna tropica (Vell.) Irwin and Barneby,
2n = 28; (C) Metaphase I in S. tropical, with 14 bivalent, (D) S. multijuga (Rich.) Irwin and
Barneby with 12 bivalent in metaphase 1. Line = 10 pm.

Ha necessidade de aprofundar os estudos relacionados & estrutura genética e aos sistemas
reprodutivos, que ainda s@o pouco conhecidos na subfamilia Caesalpinioideae, para melhor entendimento da
sua evolucdo, sugere-se que novas coletas de material botanico, ocorrente em diversas formagdes vegetais,
sejam realizadas para conclusdes mais abrangentes. Enfatizam-se, portanto, a importancia e a necessidade
dos estudos de caracterizagdo citogenética basica em espécies de leguminosas arboreas nativas no sul do
Brasil.

CONCLUSAO

O numero cromossdmico da maioria das espécies analisadas é 2n = 28. Senna macranthera e
Peltophorum dubium apresentam 2n = 26 cromossomos, enquanto que Senna multijuga e Schizolobium
parahyba apresentam 2n = 24 cromossomos. O padrao de condensagdo de ntcleo interfasico € arreticulado, e
0 comportamento meiodtico das seis espécies analisadas foi normal.
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