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REesumo

A familia Bignoniaceae é pantropical e possui cerca de 827 espécies e 82 géneros,
sendo o género Handroanthus composto por espécies lenhosas conhecidas
popularmente como Ipés. Além de corola amarelada, o indumento nas folhas e caule
caracterizam estas espécies. No campo, existem problemas na identificagdo entre
Handroanthus ochraceus e Handroanthus chrysotrichus por conta da presenca de
individuos com caracteristicas intermediarias em uma mesma area, assim como o
relato de sucesso na hibridizagdo em campo entre as duas espécies, indicando a
possibilidade de hibridagdo natural, apesar desta ser considerada rara em
Bignoniaceae. Contagens cromossdmicas e caracterizagdo morfologica através de
bandeamento com fluorocromos CMA/DAPI foram realizadas em duas espécies de
Handroanthus, cada uma delas com 9 individuos de localidades diferentes, a fim de
investigar padrdes de evolucdo cariotipica. Nenhum dos citétipos apresentou bandas
DAPI', porém foram observadas de 5 a 18 bandas CMA". O individuo de Trés Marias
foi o Unico a apresentar numero cromossdmico conservado (2n=80) e também a
mesma quantidade de bandas CMA positivas. Os demais citdtipos, tanto diploides
como poliploides, apresentaram diversos padrdes de bandas em um mesmo individuo,
assim como perdas cromossdmicas, o que leva a crer que estes individuos se
encontram em processo de evolucdo cariotipica. Estudos de hibridacdo in situ sdo
sugeridos para confirmacdo de tais inferéncias, assim como a amostragem de outras

populagdes.

Palavras-chave: Bandeamento CMA/DAPI, cromossomos, evolucao cariotipica, ip€,

poliploidia.



ABSTRACT

The Bignoniaceae family is pantropical and has about 827 species and 82 genera with
the Handroanthus genus composed of woody species known popularly as ‘Ipé’. The
yellow corolla and trichomes in the leaves and stem characterize these species. In the
field there are problems with identification of Handroanthus ochraceus and
Handroanthus chrysotrichus due to the presence of individuals with intermediate
characteristics in the same area, as well as the report of successful artificial
hybridization between these species, suggesting the possibility of natural
hybridization, even though this is considered rare in Bignoniaceae. Chromosome
counts and morphological characterization by banding with fluorochromes CMA /
DAPI were performed in two species of Handroanthus with 9 individuals from
different locations in order to investigate patterns of karyotypic evolution. None of the
cytotypes showed DAPI" bands, but CMA" bands varied from 5 to 18. The individual
of Trés Marias was the only one to show conserved chromosome number (2n = 80)
and also the same amount of CMA™ bands. The other cytotypes, both diploid and
polyploid, showed different patterns of bands in the same individual, as well as
chromosomal losses, which suggests that these individuals are in a process of
karyotype evolution. /n situ hybridization studies are suggested to confirm such

inferences as well as the sampling of other populations.

Keywords: CMA/DAPI banding, chromosomes, karyotype evolution, ip€, poliploidy



INTRODUCAO GERAL

A familia Bignoniaceae, com cerca de 827 espécies e 82 géneros (Olmstead et
al. 2009, Lohmann & Ulloa 2011, Santos et al. 2013), ¢ pantropical e seu centro de
diversidade encontra-se nas regidoes neotropicais, principalmente na América do Sul
(Gentry 1980, 1992, Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 2006, Lohmann 2004,
2006). Apenas no Brasil sdo encontrados cerca de 32 géneros e 391 espécies (Santos et
al. 2013), sendo considerado um dos centros de dispersao e de diversidade da familia
(Gentry 1973). Estao inclusas na familia arvores, arbustos e lianas, além de dois
géneros herbaceos (Gentry 1980, Olmstead et al. 2009) e os maiores géneros
sdao Tabebuia com cerca de 100 spp., Arrabidaea com cerca de 70 spp.,
Adenocalymma com cerca de 50 spp. e Jacaranda com cerca de 40 spp. (Judd et al.,

1999).

Além disso, a familia apresenta importdncia econdomica e sua grande
diversidade de plantas lenhosas ¢ importante na composi¢ao de florestas neotropicais
(Gentry 1980; Lohmann 2006), sendo que a grande diversidade vegetal da familia
nessas regides estd relacionada principalmente aos sistemas de polinizagdo
dependentes de animais e aos sistemas de autoincompatibilidade de a¢do tardia (LSI)
(Bawa 1974; Gibbs & Bianchi 1993, 1999; Oliveira & Gibbs 2000, Bittencourt Junior
2003, Sampaio 2010). H4 ainda grande numero de espécies de Bignoniaceae em cada
comunidade vegetal onde ocorre, demonstrando que elas sdo adaptadas a uma ampla

gama de variagdes ambientais (Gentry 1976, 1980, 1990).

A familia apresenta também importancia em varios aspectos, entre eles a
qualidade da madeira, utilizada tanto na construgao civil como na industria madeireira,

sao fontes de corantes utilizadas por comunidades. Porém, um ponto bastante



explorado ¢ seu elevado potencial ornamental, que desperta o interesse de paisagistas
que incluem espécies arbdreas em projetos paisagisticos urbanos (Gentry, 1980). Ha
também grande importancia etnobotinica e medicinal do grupo, especialmente das
lianas, utilizadas como alucinogenos e afrodisiacos por comunidades indigenas e, na
medicina popular, para o tratamento de diversas doengas, como cancer, diabetes,
hepatites e sifilis, sendo uma possivel fonte de compostos bioativos para a industria

farmacéutica (Gentry, 1980, 1992, 1993).

Revisdes taxondmicas baseadas em estudos recentes de filogenia molecular
(Spangler & Olmstead 1999, Lohmann 2006, Grose & Olmstead 2007 a e b, Olmstead
et al. 2009, Lohmann 2014), posicionaram a familia Bignoniaceae na ordem Lamiales
(Figura 1) (Judd et al. 2008). Bignoniaceae ¢ representada por oito tribos, sendo estas
Bignonieae, Catalpeae, Coleeae, Crescentieae, Jacarandeae, Oroxyleae, Tecomeae e
Tourrettieae (Olmstead et al. 2009). Atualmente a familia ¢ considerada monofilética,
tendo como sinapomorfias morfoldgicas, a auséncia de endosperma na semente, folhas
compostas e sementes providas de asas hialinas circundando o embrido (Spangler &

Olmstead, 1999).

Estudos moleculares recentes também elucidaram dois pontos importantes em
relacdo a familia. O primeiro € o fato de a tribo Tecomeae sensu Gentry (1980), que ¢
a segunda maior em Bignoniaceae, se apresenta como parafilética. O segundo foi o
fato de o género Tabebuia ter sido definido como polifilético, e por esse motivo, ter
sido dividido em trés gé€neros: Roseodendron, Tabebuia e Handroanthus. O género
Roseodendron, com duas espécies, tem calice amarelado semelhante a corola,
enquanto as espécies do género Tabebuia possuem corola branca ou avermelhada, e
raramente amarelada, indumento de escamas lepidotas ou sésseis. Por fim, as plantas

do género Handroanthus apresentam corola amarelada, indumento nas folhas e caule,



além de ter espécies com madeira extremamente densas (Grose & Olmstead 2007,

Rodrigues 2012).

A linhagem neotropical de Bignoniaceae, denominada informalmente de
alianca Tabebuia (Figura 2), possui cerca de 14 géneros e 147 espécies, sendo
composta pela tribo Crescentieae (35 espécies e trés géneros: Amphitecna, Crescentia
e Parmentiera) e por 112 espécies pertencentes a 11 géneros (Cybistax, Ekmanianthe,
Godmania, Handroanthus, Paratecoma, Romeroa, Roseodendron, Sparattosperma,
Spirotecoma, Tabebuia e Zeyheria) segregados de Tecomeae (Grose & Olmstead,
2007b; Olmstead et al., 2009). Seu nome informal deve-se ao grande nimero de

espécies do género Tabebuia que pertencem a esse grupo (Grose & Olmstead 2007b).

No Brasil essa alianga possui cerca de 44 espécies e sete géneros, sendo eles
Cybistax, Godmania, Handroanthus, Paratecoma, Sparattosperma, Tabebuia e
Zeyheria (Espirito-Santo 2012). O género Handroanthus Mattos (1970) é pequeno e
possui aproximadamente 30 espécies distribuidas em toda América Central e do Sul,

com uma espécie ocorrendo nas Antilhas (Grose & Olmstead 2007a).

As espécies de Bignoniaceae apresentam predominantemente o nlimero
cromossomico de 2n=40 e x=20 (Goldblatt & Gentry 1979, Piazzano 1998, Sampaio

2010), porém 2n=36 estd presente em algumas espécies ja estudadas (Sampaio 2010).

Estudos de filogenia molecular colocaram o género Jacaranda, que € grupo
irmao de Handroanthus, com 2n=36, juntamente a Digomphia, de numero
cromossomico desconhecido, constituindo a tribo Jacarandeae, a mais basal da familia
(Spangler & Olmstead 1999, Olmstead et al. 2009). Andlises do numero
cromossomico de outras familias da ordem Lamiales também mostram a presenga de

espécies com 2n=36 (http://www.tropicos.org/Project/IPCN), por isso ¢ possivel que



os eventos de poliploidizacdo ocorridos no passado sejam compartilhados pelo

ancestral da ordem, que teria um numero basico de x=6 (Sampaio 2010).

Os grupos mais basais do grupo “core” das Bignoniaceae (Figura 2),
Tourrettieae, Argylia, Tecomeae sensu strictu, e Delostoma, possuem ampla
distribuicao geografica e diferentes formas de vida (Olmstead et al. 2009), o que pode
explicar a grande variabilidade nos nimeros de cromossomos encontrados em varias
espécies do grupo, embora eupoliploidizacdes estejam ausentes (Sampaio 2010). O
grupo que engloba o clado das Crescentiina, Catalpeae e Bignonieae, parece ser onde o
numero de 2n=40 se estabilizou. A estabilizagdo do numero cromossomico em
Bignoniaceae pode ter sido vantajosa, favorecendo uma maior diversificacao de suas

espécies (Olmstead et al. 2009 apud Sampaio 2010).

A especiagdo simpatrica, que se da pela mudanga no nimero cromossdmico e
processos de hibridagdo, ¢ considerada rara na familia Bignoniaceae (Gentry 1980,
1990). Apesar de existir certa sobreposi¢do entre a floragdo de espécies (Amaral 1992,
Ynagizawa & Maimoni-Rodella 2007), cruzamentos interespecificos e a formacao de
hibridos podem ser evitados (Sampaio 2010), pois cada espécie parece apresentar um
nicho de polinizagdo Ttnico (Gentry 1990, Amaral 1992, Ynagizawa &

Maimoni-Rodella 2007, Zjhra 2008).

A especiagdo alopatrica pode justificar a concorréncia de espécies
filogeneticamente distantes numa mesma comunidade, sendo que este processo ¢
considerado bastante comum em Bignoniaceae (Gentry 1980, 1990). Porém, o contato
secundario gerado entre espécies congenéricas, dado pela quebra de barreiras

geograficas poderia favorecer o fluxo génico e hibridacdes entre elas (Sampaio 2010).



Deste modo, embora hibridacdes e especiagdes simpatricas sejam consideradas
raras em Bignoniaceae, existem registros de cruzamentos em casas de vegetagdo, que
geraram prole viavel entre espécies dos géneros Catalpa, Chilopsis e Campsis (Gentry
1990), e em polinizacdes experimentais no campo entre espécies do género
Handroanthus (Sampaio 2010), Tabebuia sensu strictu (Bittencourt Jinior 2003) e
Anemopaegma (Firetti 2009). Portanto, acredita-se ser possivel a ocorréncia de
hibridac¢des naturais em espécies desses trés géneros. Tal inferéncia pode ser feita, pois
ja foram observados individuos com morfologia intermediaria na natureza, o que gera
uma série de complicagdes no tratamento taxonomico dos géneros em questdo

(Ferreira 1973, Gentry 1990, Gentry 1992, Firetti 2009).

Geralmente tais complicagdes ocorrem dentro de complexos, que sao pequenos
grupos de espécies dentro de cada género, como os complexos chrysotricha, formado
pelas espécies de Handroanthus (Paclt 1992), e arvense, referente as espécies de
Anemopaegma (Ferreira 1973, Firetti 2009). Durante as transi¢des entre os periodos
glaciais e interglaciais pode ter ocorrido o contato entre espécies filogeneticamente
proximas, como por exemplo, entre espécies de florestas tropicais umidas e de cerrado,
que possuem distribui¢do alopatrica, o que favoreceria o fluxo génico entre elas
(Sarmiento 1983, Morawetz 1986, Forni-Martins & Martins 2000, Carman 2007 apud
Sampaio 2010). A destruicao de barreiras geograficas pela agdo humana e a introducao
de espécies exdticas também podem ser consideradas acdes promotoras de

cruzamentos interespecificos (Ellstrand & Schierenbeck 2000, Ellstrand 2003).

As dificuldades que geralmente ocorrem durante o pareamento cromossdmico
dos hibridos, que por vezes leva a producdo de gametas ndo reduzidos nesses
individuos (Ramsey & Schemske 1998, 2002), podem levar a producdo de plantas

tripldides, quando estes cruzam com espécies parentais diploides, ou também gerar



individuos diploides, triploéides ou tetraploides, no caso de espécies autoférteis
(Ramsey & Schemske 1998, 2002, Levin 2002). Desta forma, individuos
alopolipldides aparentam ter maior facilidade no pareamento de cromossomos,
podendo estabelecer novas linhagens evolutivas (Ramsey & Schemske 1998, 2002,
Levin 2002, Soltis et al. 2007), o que pode levar ao aparecimento de caracteristicas
completamente novas, justificando assim o reconhecimento de novas espécies (Soltis
et al. 2009). Estas caracteristicas tem sido cada vez mais observadas em espécies da

flora brasileira como, por exemplo, em Orquidaceae.

As espécies Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos e H. chrysotrichus
possuem representantes no Cerrado e Mata Atlantica. Sua distribuicao ¢ distinta
quanto aos estados de ocorréncia, porém ha regides em que ambas podem estar
presentes. H. ochraceus (Figura 3A) estd distribuido nas regides Norte (Para e
Tocantins), Nordeste (Bahia, Ceard, Maranhao, Paraiba, Piaui), Centro-oeste (Distrito
Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, S3o Paulo) e Sul (Parana). J& H. chrysotrichus (Figura 3B) tem
representantes no Nordeste (Bahia, Paraiba, Pernambuco), Sudeste (Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa

Catarina).

Além de citotipos diploides, com 2n=40, H. ochraceus apresenta citotipos
tetrapldides, com 2n=80 (Sampaio 2010). A ocorréncia de citotipos diploides e
tetrapldides em diferentes populagdes pode indicar que os tetrapldoides tenham se
dispersado de suas populagdes de origem e se estabelecido em novos habitats
(Stebbins 1971, Levin 2002). J& H. chrysotrichus apresenta 2n=8(0 cromossomos,

sendo, portanto tetrapldide (Sampaio 2010).



De acordo com Gentry (1992), Handroanthus chrysotrichus pode ser o
resultado de cruzamentos entre H. ochraceus e alguma outra espécie congenérica, pois
individuos de H. chrysotrichus e H. ochraceus sdo frequentemente confundidos uns
com os outros e ja foram observados individuos de morfologia intermediéria. Porém,
H. chrysotrichus parece diferir morfologica e ecologicamente de seus possiveis
parentais diploides, diferentemente do citotipo tetraploide de H. ochraceus, o que pode
ter feito com que fosse reconhecida como uma espécie e ndo uma variedade de H.
ochraceus, e justificaria sua expansdo para habitats como florestas com distirbios

(Levin 2002).

A presenga de diferentes citdtipos em H. ochraceus e a proximidade
taxondmica dessa espécie com H. chrysotrichus (Gentry 1992, Grose & Olmstead
2007b), indicam que ambos podem se tratar de complexos agamicos poliploides, que
sao definidos como a associagdo entre citdtipos polipldides, autofertilidade e apomixia
num mesmo grupo de plantas, gerando citotipos que apresentam diferengas
morfologicas e variagdes em seus sistemas reprodutivos, gerando assim um grande
desafio para o tratamento taxondmico do género (Nogler 1984, Stebbins 1971, Levin
2002, Soltis et al. 2007, 2009, Bayer & Chandler 2007, Talent & Dickinson 2007,

Sampaio 2010).

Estudos citogenéticos sdo importantes nas andlises de vdarias caracteristicas
cromossOmicas, como a morfologia, organizacdo, replicacdo, variacdo e também sua
funcdo (Guerra 1988), de maneira que ¢ possivel usar tais dados para compreender
mecanismos evolutivos e também na determinagdo de relagdes filogenéticas (Stebbins

1971).



ror

A contagem cromossdmica por si s6 ja ¢ um pardmetro que fornece dados
importantes para a taxonomia e sua obtencdo ¢ considerada simples e barata (Guerra
2008). Apesar de confidvel, somente os dados de contagem cromossdmica nao siao
suficientes na elucidacdo da maioria dos casos de problemas encontrados tanto nas
relagdes interespecificas, como nas intraespecificas. Técnicas mais detalhadas da
morfologia cromossomica tém sido cada vez mais utilizadas na resolugdo de
inconsisténcias taxonomicas. Foi possivel diferenciar algumas subfamilias através do
padrdo de condensacdo prometafasico e pelo padrao de coloracdo com fluorocromos
em espécies da familia Arecaceae (Roser 1994, 1995). O padrao de bandeamento
heterocromatico foi estudado através da analise com CMA e DAPI em Rutaceae, onde
Murraya paniculata e M. koenigii apresentaram padroes de bandas CMA bem
distintos, sugerindo assim a separacdo da Ultima espécie no género Bergera, dentro da
subtribo Clauseninae, enquanto M. paniculata seria classificada junto com o género

Merrillia, dentro da subtribo Merrilliinae (Guerra et al. 2000).

Estudos cariotipicos sdo também importantes ferramentas para investigagdo de
possiveis origens hibridas, assim como para deteccdo de hibridagdes naturais em
diversos grupos de plantas. Estdo incluidos nesses estudos técnicas de bandeamentos
com o uso de fluorocromos como marcadores de sequéncias especificas, entre outros
(Costa 20006).

Esses estudos facilitam a identificagdo de pares cromossdmicos, além de
possibilitar a deteccdo de pequenas alteragdes estruturais nos cCromossomos € a sua
localizagdo exata, as quais nao poderiam ser identificadas pelas técnicas de coloragcdo
convencional (Guerra 1988; D’Emérico et al. 1999). Para estudos evolutivos, estas
técnicas possibilitam também a observacao detalhada das transformagdes que ocorrem

em grupos de espécies proximas taxonomicamente ou citdtipos, que apresentam



caridtipos muito semelhantes (Cerbah et al. 1995, 1998; Guerra 1988; Snowdon et al.
2001; Sumner 2003).

A coloracdo com fluorocromos determina a composi¢cdo predominante da
heterocromatina  (Schweizer = 1976), sendo que o fluorocromo DAPI
(4°,6-diamidino-2-fenilindol) evidencia sequéncias repetitivas de DNA compostas
principalmente por adenina e timina (A-T). J& o CMA (cromomicina A;) liga-se
predominantemente a regides ricas em citosina e guanina (C-G) (Moscone et al. 1996).

A principal importancia da utilizagdo de cromossomos mais distendidos em
estudos morfolégicos tem sido a determinagdo de bandas extras e dos pontos de
quebra-fusdo que podem ocorrer nas alteragcdes cromossomicas (Therma & Susman
1992). Dessa forma, as técnicas de bandeamento cromossdmico tém contribuido para a
identificacdo de alteracdes cromossOmicas e seus locais de ocorréncia no genoma
(Giannoni & Lui 1988; Torres-Mariano & Morelli 2008).

O objetivo do presente trabalho ¢ a analise da morfologia cromossomica da
progénie de diferentes citotipos de Handroanthus ochraceus e de H.chrysotrichus, em
diferentes populagdes, através de bandeamento cromossdmico utilizando a coloragao
sequencial CMA/DAPI, com a finalidade de assim compreender possiveis padrdes de
evolugdo cariotipica e suas implicagdes em processos reprodutivos e especialmente na

taxonomia e evolugdo do género Handroanthus.
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1. INTRODUCAO

Bignoniaceae possui distribuicdo pantropical e seu centro de diversidade
encontra-se nas regioes neotropicais, principalmente na América do Sul (Gentry 1980,
1992, Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 2006, Lohmann 2004, 2006). A familia
possui cerca de 827 espécies e 82 géneros (Olmstead ef al. 2009, Lohmann & Ulloa
2011, Santos et al. 2013), no Brasil sdo encontrados cerca de 32 géneros e 391
espécies (Santos ef al. 2013), sendo assim considerado um dos centros de dispersao e
de diversidade da familia (Gentry 1973). Os maiores géneros sdo Tabebuia com cerca
de 100 spp., Arrabidaea com cerca de 70 spp., Adenocalymma com cerca de 50 spp.
e Jacaranda com cerca de 40 spp. (Judd et al., 1999) e os habitos encontrados sao
arvores, arbustos e lianas, além de dois géneros herbaceos (Gentry 1980, Olmstead et

al. 2009).

As espécies de Bignoniaceae apresentam numero cromossomico de 2n=40 e
x=20 (Goldblatt & Gentry 1979 apud Sampaio 2010, Piazzano 1998), apesar da

predominancia deste, espécies com nimero 2n=36 ja foram descritas (Sampaio 2010).

Embora sejam considerados raros em Bignoniaceae, casos de hibridagdes e
especiagdes simpatricas ja foram observados. Ha registros de cruzamentos em casas de
vegetacao com geracao de prole viavel entre espécies dos géneros Catalpa, Chilopsis e
Campsis (Gentry 1990), além de polinizagdes experimentais no campo entre espécies
do género Handroanthus (Sampaio 2010), Tabebuia sensu strictu (Bittencourt Jinior
2003) e Anemopaegma (Firetti 2009). Deste modo, acredita-se ser possivel a
ocorréncia de hibridacdes naturais em espécies desses trés géneros. Por conta da
observagao de individuos com morfologia intermediaria na natureza, tal inferéncia

pode ser feita, porém isso também gera uma série de complicagdes no tratamento
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taxondmico dos géneros em questdo (Ferreira 1973, Gentry 1990, Gentry 1992, Firetti

2009).

Os complexos chrysotricha, formado pelas espécies de Handroanthus (Paclt
1992), e arvense, referente as espécies de Anemopaegma (Ferreira 1973, Firetti 2009)
sao exemplos de onde tais complicacdes tomam lugar. O contato entre espécies
filogeneticamente proximas pode ter ocorrido durante as transi¢des entre os periodos
glaciais e interglaciais, como por exemplo, entre espécies de florestas tropicais imidas
e de cerrado, que possuem distribuicao alopatrica, o que favoreceria o fluxo génico
entre elas (Sarmiento 1983, Morawetz 1986, Forni-Martins & Martins 2000, Carman
2007 apud Sampaio 2010). A agdo antrdpica na destruicdo de barreiras geograficas e a
introducdo de espécies exoticas também podem ser consideradas agdes promotoras de

cruzamentos interespecificos (Ellstrand & Schierenbeck 2000, Ellstrand 2003).

As dificuldades que geralmente ocorrem durante o pareamento cromossdmico
dos hibridos, que por vezes leva a producdo de gametas ndo reduzidos nesses
individuos (Ramsey & Schemske 1998, 2002), podem levar a producdo de plantas
tripldides, quando estes cruzam com espécies parentais diploides, ou também gerar
individuos diploides, triploides ou tetraploides, no caso de espécies autoférteis
(Ramsey & Schemske 1998, 2002, Levin 2002). Desta forma, individuos
alopolipldides aparentam ter maior facilidade no pareamento de cromossomos,
podendo estabelecer novas linhagens evolutivas (Ramsey & Schemske 1998, 2002,
Levin 2002, Soltis et al. 2007), o que pode levar ao aparecimento de caracteristicas
completamente novas, justificando assim o reconhecimento de novas espécies (Soltis

et al. 2009).
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As espécies Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos e H. chrysotrichus
possuem representantes no Cerrado e Mata Atlantica. Sua distribui¢do ¢ distinta
quanto aos estados de ocorréncia, porém ha regides de sobreposi¢do, como o sudeste.
H. ochraceus (Figura 3A) estd distribuido nas regides Norte (Pard e Tocantins),
Nordeste (Bahia, Ceara, Maranhao, Paraiba, Piaui), Centro-oeste (Distrito Federal,
Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio
de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parand). J4& H. chrysotrichus (Figura 3B) tem
representantes no Nordeste (Bahia, Paraiba, Pernambuco), Sudeste (Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Paran4, Rio Grande do Sul, Santa

Catarina).

Além de citotipos diploides, com 2n=40, H. ochraceus apresenta citotipos
tetraploides, com 2n=80 (Sampaio 2010). A ocorréncia de citotipos dipldides e
tetraploides em diferentes populagdes pode indicar que os tetrapldides tenham se
dispersado de suas populacdes de origem e se estabelecido em novos habitats
(Stebbins 1971, Levin 2002). J& H. chrysotrichus apresentou somente citotipo

tetraploide 2n=80 em todas as populacoes estudadas.

A contagem cromossdmica por si s6 ja& ¢ um pardmetro que fornece dados
importantes para a taxonomia e sua obtenc¢do ¢ considerada simples e barata (Guerra
2008). Apesar de confidvel, somente os dados de contagem cromossdmica ndo sio
suficientes na elucidacdo da maioria dos casos de problemas encontrados tanto nas
relacdes interespecificas, como nas intraespecificas. Técnicas mais detalhadas da
morfologia cromossomica tém sido cada vez mais utilizadas na resolugdo de
inconsisténcias taxondmicas. A coloracdo com fluorocromos determina a composi¢ao
predominante da heterocromatina (Schweizer 1976), sendo que o fluorocromo DAPI

(4°,6-diamidino-2-fenilindol) evidencia sequéncias repetitivas de DNA compostas
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principalmente por adenina e timina (A-T). J& o CMA (cromomicina A;) liga-se
predominantemente a regides ricas em citosina e guanina (C-G) (Moscone et al. 1996).

Na familia Arecaceae, foi possivel diferenciar algumas subfamilias através do
padrdo de condensagdo prometafisico e pelo padrao de coloragdo com fluorocromos
(Roser 1994, 1995). Em Rutaceae, o padrio de bandeamento heterocromatico foi
estudado através da analise com CMA e DAPI, onde Murraya paniculata e M. koenigii
apresentaram padrdes de bandas CMA bem distintos, sugerindo assim a separagdo da
ultima espécie no género Bergera, dentro da subtribo Clauseninae, enquanto M.
paniculata seria classificada junto com o género Merrillia, dentro da subtribo
Merrilliinae (Guerra et al. 2000).

Estudos cariotipicos sdao também importantes ferramentas para investigagao de
possiveis origens hibridas, assim como para detec¢do de hibridagdes naturais em
diversos grupos de plantas. Estdo incluidos nesses estudos técnicas de bandeamentos
com o uso de fluorocromos como marcadores de sequéncias especificas (Costa 2006).

Esses estudos facilitam a identificagdo de pares cromossdmicos, além de
possibilitar a deteccdo de pequenas alteragdes estruturais nos cromossomos € a sua
localizagdo exata, as quais nao poderiam ser identificadas pelas técnicas de coloragdo
convencional (Guerra 1988; D’Emérico et al. 1999). Para estudos evolutivos, estas
técnicas possibilitam também a observacao detalhada das transformagdes que ocorrem
em grupos de espécies proximas taxonomicamente ou citotipos, que apresentam
cariotipos muito semelhantes (Cerbah et al. 1995, 1998; Guerra 1988; Snowdon et al.
2001; Sumner 2003).

Em plantas com cromossomos pequenos € que se condensam intensamente no
estadio metafasico, os cromossomos prometafasicos podem proporcionar informagdes

importantes nas técnicas de bandeamento cromossémico, que nao poderiam ser vistas se
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0s cromossomos estivessem em grau maior de compactacao (Clark & Wall 1992; Fukui
& Nakayama, 1996).

Porém, os diferentes estadios de compactacdo podem provocar erros na
classificagdo cariotipica, pois 0s cromossomos mais compactados ndo permitem que as
constricdes secundarias sejam facilmente localizadas, ao mesmo tempo, os menos
compactados apresentam diversas constrigdes, o que dificulta a identifica¢do das regides
centroméricas (Londe 2010).

Cromossomos mais distendidos podem ser bandeados e a principal importancia
de sua utilizacdo em estudos morfoldgicos tem sido a determinagdo de bandas extras e
dos pontos de quebra-fusdo que podem ocorrer nas alteragcdes cromossomicas (Therma
& Susman 1992). Dessa forma, as técnicas de bandeamento cromossomico tém
contribuido para a identificacio de alteracdes cromossOmicas e seus locais de
ocorréncia no genoma (Giannoni & Lui 1988; Torres-Mariano & Morelli 2008).

O objetivo do presente trabalho ¢ a analise da morfologia cromossomica da
progénie de diferentes citotipos de Handroanthus ochraceus e de H.chrysotrichus, em
diferentes populagdes, através de bandeamento cromossdmico utilizando a coloragdo
sequencial CMA/DAPI, com a finalidade de obter dados detalhados referentes a
morfologia destes cromossomos e assim compreender possiveis padrdes de evolugdo
cariotipica e suas implicagcdes em processos reprodutivos e especialmente na taxonomia

e evolugdo do género Handroanthus.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.  Material botanico e locais de coleta
O material disponibilizado para esse estudo foi resultado de coletas realizadas

por pesquisadores colaboradores. No total sdo nove individuos encontrados em quatro
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populagdes de Handroanthus ochraceus e nove individuos de duas populagdes de H.

chrysotrichus (Tabela 1 e Figura 4).

Tabela 1. Lista de espécies e populacdes de Handroanthus utilizadas no estudo e suas respectivas
procedéncias.

- ~ - ., Numero de coleta ou
Espécie/Populagdo Localizagao Individuos

Herbario
Handroanthus ochraceus
Jatai BR365 le? FMCS 20 e FMCS 39
Trés Marias BR365 1 FMCS 10
Bom Jesus de Goias BR452 1,2e3 FMCS 30, FMsis 31e FMGS
S50 José do Rio Preto 530 José do Rio 1,2e3 SIRP-29235

Preto

Handroanthus chrysotrichus

Itatiaia Itatiaia 1,2,3e4 HUFU-68112

FMCS 2, FMCS 3, FMCS 4,

Uberlandia UFU Umuarama 1,2,3,4e5 EMCS 5 e FMCS 6

2.2.  Pré-tratamento, fixacdo ¢ armazenamento

Na preparagao de laminas para obtencao de metafases mitdticas para a realizagao
de contagem cromossomica e identificagdo de padroes de bandas CMA,/DAPI, foi
utilizado o protocolo descrito por Guerra & Souza (2002).

Foram obtidas pontas de raizes através da germinacao das sementes previamente
coletadas, as quais foram pré-tratadas em solucao anti-mitotica de paradiclorobenzeno
(PDB) por 4 horas em banho-maria, com temperatura entre 16°-18°C. Em seguida o
material foi fixado em Carnoy (solug¢ao 3:1, etanol P.A.: &cido acético P.A.) por pelo
menos 24h a temperatura ambiente, apds esse tempo foi feita a troca da solugdo de

Carnoy e o material armazenado em freezer a -4° C.
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2.3.  Preparagdo de laminas com digestdo enzimatica

Na preparagdo das laminas, as pontas de raizes foram lavadas em 4gua destilada
trés vezes, sendo que cada lavagem durou cinco minutos. O material foi transferido para
tubos eppendorf, onde foi acrescentada a solu¢do enzimatica de celulase e pectinase
(2:20 em tampdo de Mcllvaine) para digestdo da parede celular, ficando de 35 a 37
minutos a 37°C. As raizes foram cuidadosamente lavadas com agua destilada e
transferidas para laminas, onde receberam uma gota de acido acético 45%. Com o
auxilio de estereomicroscopio foi feita a separagdo do meristema, que foi esmagado
apos ser coberto com laminula. Para retirada da laminula e fixacdo do material, as
laminas foram mergulhadas em nitrogénio liquido. As laminas foram entdo

envelhecidas por trés dias em temperatura ambiente.

2.4.  Preparagdes citologicas para bandeamentos CMA; e DAPI

Para os procedimentos de bandeamento CMA;/DAPI (Guerra & Souza 2002)
foram utilizadas as laminas ja preparadas conforme descrito no item anterior (Ver item
2.3). Foi utilizada a coloragdo sequencial com os corantes cromomicina A; (CMA;) e
4’ ,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).

Com o auxilio de pipetas Pasteur, foi adicionada uma gota de CMA; (0,5mg/ml)
sobre as células e o material entdo foi coberto com laminula de plastico. Ap6s uma
hora em caixa escura, as laminas foram lavadas com 4gua destilada para retirada da
laminula e excesso de fluorocromo. Estas entdo foram secas com bomba de ar.
Seguidamente acrescentou-se uma gota de DAPI (2 pg/ml) e laminula de plastico. As
laminas foram guardadas em caixa escura por mais trinta minutos, lavadas com agua
destilada e secas com bomba de ar. Acrescentou-se entdo uma gota de meio de

montagem (glicerol 1:1 tampao Mcllvaine com MgCI2 2,5M) e dessa vez foi feita
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cobertura com laminula de vidro para visualizagdo no microscopio. Para estabilizacao
dos fluorocromos, as laminas descansaram em caixa escura por trés a quatro dias antes

da analise sob fotomicroscopio dptico de fluorescéncia.

2.5.  Obtencao dos tipos cromossOmicos

Para elaboragdo dos tipos cromossdmicos, foram analisadas metafases com boas
condi¢des de espalhamento. Os padroes foram fixados apos a observacao das bandas
positivas nos cromossomos de todos os individuos estudados. A classificagao da
morfologia cromossomica nao foi possivel devido ao tamanho diminuto dos
cromossomos encontrados nas espécies estudadas, assim como a dificuldade em
encontrar cé¢lulas com bom espalhamento. Os cromossomos foram desenhados e as

bandas acrescentadas por meio do software Adobe® Photoshop® CC.

2.6.  Microscopia

Todas as laminas foram analisadas e fotografadas em microscopio optico e de
fluorescéncia modelo Olympus BXS51 e a documentagdo do material em foto foi feita
com camera digital acoplada ao microscopio modelo Olympus DP70. As imagens foram
capturadas e processadas com o programa Olympus DP Controller. Para as analises dos
procedimentos de bandeamentos CMA;,/DAPI as laminas foram observadas com filtros
de fluorescéncia. Para observacdo do fluorocromo CMA utilizou-se os filtrod de
excitacdo/emissao FITC (430 a 480 nm), enquanto o DAPI (358 a 461 nm) foi

observado em filtro de mesmo nome.
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3. RESULTADOS

Todos os dados de nimero cromossdmicos encontradas estdo compilados na

tabela 2. As representagdes esquematicas dos tipos cromossomicos estdo organizadas

nas figuras 6 a 11 (Anexo 1).

3.1. Numeros cromossdmicos

Foram observadas perdas cromossomicas em Handroanthus ochraceus, tanto
nos citotipos dipléides 2n=2x=40 como nos tetraploides 2n=4x=80, assim como em H.
chrysotrichus, cujas populacdes estudadas sdo tetraploides, 2n=4x=80. Tais dados serdo

discutidos nos topicos a seguir.

3.1.1. Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos

O namero cromossomico (Tabela 2) variou em todos os individuos das
populagdes estudadas, exceto no individuo da populagdo de Trés Marias (Figs. 27 e 28)
e o individuo 3 da populacdo de Sao José do Rio Preto (Figs 43, 44 e 45). Em ambos os
embrides sao polipldides e possuem nimero cromossdmico conservado 2n=4x=80.

A progénie das demais populagdes sao citotipos diploides com numero
cromossomico 2n=2x=40. O individuo 1 da popula¢do de Jatai revelou uma variagao
pequena entre as células dos meristemas analisados, onde em um deles foram
encontradas células com 2n=36 (Fig. 18) e as demais mantiveram 2n=40 (Figs. 12-18).
Ja em outra raiz, foram encontrados 2n=37, 2n=38, 2n=39 e 2n=40. O individuo 2 de
Jatai apresentou em uma raiz, nimero cromossoémico de 2n=40 (Figs. 20-26). Em outro
meristema foram encontradas duas células com 2n=37 e 2n=38, sendo que o restante se

manteve conservado 2n=40.
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Na populacdo de Bom Jesus de Goids, a progénie do individuo 1 apresentou os
nimeros cromossomicos, em uma das raizes, variando entre 2n=38 e 2n= 40 (Fig.
29-31), enquanto em outra raiz foram encontrados 2n=36, 2n=37 (Fig. 32), 2n=38 ¢
2n=40. Ja o individuo 2 teve em uma das raizes células com niimero cromossdmico
2n=38 (Fig. 33) e 2n=39 (Fig. 34), enquanto outra apresentou células com 2n=34,
2n=38 e apenas uma célula com 2n=40. A progénie do individuo 3 também apresentou
nimero cromossdmico variavel, sendo que células da primeira raiz analisada possuiam
2n=40 (Fig. 35) e 2n=38 (Fig. 36 e 37), na segunda raiz os nimeros se repetem.

A progénie dos outros dois individuos da populagdo de Sdo José do Rio Preto
apresentaram perdas cromossomicas. O individuo 1 apresentou em diferentes
meristemas analisados 2n=80 (Fig. 38) e 2n=76 (Fig. 39). Ja o individuo 2 apresentou
em um Unico meristema, células com 2n=76, 2n=78 e 2n=80 (Figs. 40, 41 e 42), os

demais meristemas analisados mantiveram nimero cromossdémico constante, 2n=80.

3.1.2. Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC) Mattos

Nesta espécie também houve grande variagdo intra- e interpopulacional na
progénie quanto ao nimero cromossdmico, assim como diferencas entre as células de
um mesmo individuo. Os embrides das duas populacdes estudadas, Itatiaia e
Uberlandia (Tabela 2), sdo tetraploides 2n=4x=80, porém a maioria deles apresentaram

perdas cromossOmicas.

Na populagdo de Itatiaia, somente o individuo 1 apresentou embrides com
numero cromossdmico conservado, 2n=80 (Fig. 46). No individuo 2 os meristemas
apresentaram variagao entre 2n=80 (Fig. 47) e 2n=76 (Fig. 48). Ja no individuo 3 o

meristema apresentou células com 2n=72, 2n=80 (Fig. 49) e 2n=76 (Fig. 50). O
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individuo 4 por sua vez, apresentou 2n=76 e 2n=78 (Fig. 51), ndo sendo encontradas

células com 2n=80 nos meristemas analisados.

Na populagdo de Uberlandia, nenhum dos individuos analisados apresentou
progénie com numero cromossdmico constante, com exce¢do do individuo 4 com
2n=68 (Fig. 60 e 61), porém os numeros cromossomicos encontrados sao menores que
a ploidia correspondente que seria de 2n=4x=80. O individuo 1 teve meristemas com
numeros cromossomicos 2n=78 (Fig. 54), 2n=80 (Fig. 53) e 2n=81 (Fig. 52), sendo
este o Unico a apresentar nimero superior a ploidia. O individuo 2 apresentou grande
perda cromossdmica em uma das raizes analisadas, de forma que apresentou células
com 2n=63 (Fig. 57) e 2n=66 (Fig. 56), enquanto a outra raiz teve células com nimero
constante de 2n=80 (Fig. 55). O individuo 3 apresentou 2n=74 e¢ 2n=80 (Fig. 58) em
uma das raizes analisadas, enquanto outra apresentou células com 2n=76 (fig. 59). O

individuo 5 apresentou células com 2n=76 (Fig. 62) e 2n=77 (Fig. 63).

3.2. Bandeamento CMA/DAPI

Devido ao tamanho diminuto dos cromossomos, ndo foi possivel identificar o
centromero em todos os cromossomos para classificd-los em acrocéntricos,
metacéntricos ou submetacéntricos.

Nenhum dos individuos de ambas as espécies apresentou cromossomos com bandas
DAPI'. No entanto, foi encontrado grande niimero de bandas CMA;", sendo que a
maioria das bandas encontradas sdo teloméricas. J4 nas regides pericentroméricas, 0s
individuos apresentaram pelo menos um cromossomo com bandas CMA;"/DAPT, com
exce¢do de alguns individuos. Também foram encontradas bandas CMA " localizadas em
constrigdes secundarias. Os citdtipos tetraploides (2n=4x=80) analisados apresentaram

quantidade maior de bandas aos citétipos diploides (2n=2x=40).
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A analise dos cromossomos quanto a posi¢do e a quantidade de bandas CMA; e
DAPI revelou 7 tipos cromossdmicos, descritos a seguir:

A. Cromossomo sem bandas CMA,/DAPI.

w

Cromossomo com banda CMA;"/DAPI telomérica.

Cromossomo com banda CMA;"/DAPI na regido pericentromérica.

o Q0

Cromossomo com banda CMA;" em posi¢ao intercalar.

e

Cromossomo com banda CMA;"/DAPI" em constri¢gdo secundaria.
F. Cromossomo com banda CMA;" intercalar e banda CMA;" em constri¢ao
secundaria.

G. Cromossomo com duas bandas CMA;" em constri¢do secundaria

Os tipos de cromossomos encontrados estdo representados na figura 5, porém,
como nao foi possivel determinagdo da posicdo do centromero em todos os
cromossomos, a figura ndo estd em escala, de modo que os cromossomos com banda
pericentromérica ndo sdo necessariamente metacéntricos.

Assim como foram encontradas variagdes significativas quanto aos numeros
cromossomicos, houve também varias diferencas quanto a quantidade e localizacdo de
bandas encontradas em um mesmo individuo, assim como a diferenca de padrdes entre

as populacgdes das duas espécies.

3.2.1. Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos

A progénie dos dois individuos de Handroanthus ochraceus da populagao de
Jatai (2n=ca.40) apresentaram diferencas entre si, porém alguns dos padrdes
encontrados se repetiram entre eles. Assim sendo, o individuo 1 apresentou oito
padrdes de distribuicao das regides de heterocromatina ricas em C-G nos embrides. A

quantidade de bandas variou entre 5 € 9, sendo que as formulas cariotipicas encontradas
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sdo 35A + 4B + 1C (Fig. 12), 34A + 3B + 3C (Fig. 13), 34A + 4B + 2C (Fig. 14), 33A
+ 5B + 2C (Fig. 15), 33A + 4B + 3C (Fig. 16), 32A + 5B +3C (Fig. 17), 30A +3B +
2C + 1F (Fig. 18) e 28A + 4B + 4C (Fig. 19). Ja a progénie do individuo 2 apresentou
sete padroes distintos com as seguintes féormulas: 33A + 5B + 2C (Fig. 20), 32A + 5B +
2C + 1E (Fig. 21), 32A + 4B + 3C + 1E (Fig. 22), 32A + 3B + 3C + 1E +1F (Fig. 23),
31A + 5B + 3C + IF (Fig. 24), 31A + 4B + 3C + 2F (Fig. 25),31A +4B+3C + 1D +
1E (Fig. 26).

O unico individuo de Trés Marias (2n=80) apresentou progénie com 12 bandas e
dois padrdes de distribuicdo, com formulas 68A + 7B +4C + 1F (Fig. 27) e 68A + 5B +
4C + 3F (Fig 28).

A populaciao de Bom Jesus de Goids (2n=ca.40) apresentou diferencas de padrao
de bandas entre a progénie dos seus individuos, sendo que a quantidade de bandas
variou entre 5 e 8. O individuo 1 apresentou embrides com quatro padrdes de bandas,
sendo as formulas cariotipicas: 34A + 3B + 2C + 1F (Fig, 29), 34A + 4B + 2C (Fig. 30),
31A + 3B + 3C + IF (Fig. 31) 30A + 5B + 1C + 1E (Fig. 32). Por outro lado, o
individuo 2 teve embrides com dois padrdoes de banda, com as seguintes formulas
cariotipicas: 33A + 5B (Fig. 33) e 32A + 7B (Fig. 34). Por fim, na progénie do
individuo 3 foram encontrados quatro padrdes de bandas, sendo as formulas
cariotipicas: 33A + 5B + 2C (Fig. 35), 30A + 4B +3C + 1F (Fig. 36) e 30A + 5B + 3C
(Fig. 37).

Na populacao de Sao José do Rio Preto (2n=ca.80) também foram encontrados
diversos padrdes na distribuicdo de bandas entre os individuos. A quantidade de bandas
variou entre 8 ¢ 16. O individuo 1 apresentou embrides com dois padroes de bandas,
sendo suas formulas cariotipicas 68A + 8B + 1C + 3F (Fig. 38) e 62A + 12B + 2C (Fig.

39). Na progénie do individuo 2 foram encontrados trés padrdes: 68 A + 10B + 2C (Fig.
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40), 65A + 10B + 4C + 1E (Fig. 41) e 64A + 10B + 5C + 1F (Fig. 42), enquanto do
individuo 3 foram encontrados trés padrdes de bandas, sendo representadas pelas
seguintes formulas cariotipicas: 72A + 6B + 2E (Fig. 43), 72A + 5B + 1C + 2F (Fig. 44)

e 66A + 9B + 3C + 1E + IF (Fig. 45).

3.2.2. Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC) Mattos

A quantidade de bandas da progénie da populagdo de H. chrysotrichus de Itatiaia
(2n=ca.80) variou de 8 a 11. O individuo 1 apresentou somente um padrao de bandas,
no total de 10 bandas teloméricas, o qual ¢ representado pela seguinte formula
cariotipica: 70A + 10B (Fig. 46). O segundo individuo apresentou embrides com as
seguintes formulas: 71A + 7B + 2C (Fig. 47) e 65A + 8B + 2C + 1E (Fig. 48). O
terceiro apresentou: 72A + 6B + 2F (Fig. 49) e 67A + 6B + 2C + 1F (Fig. 50). Ja na
progénie do individuo 4 somente um padrdo de distribui¢do das bandas foi encontrado:
68A + 8B + 2C (Fig. 51).

A progénie da populagdo de Uberlandia mostrou grande diversidade com relacao
a quantidade e padrao de distribuicao das bandas entre os individuos analisados, sendo
que a quantidade de bandas encontradas variou de 5 a 18. A progénie do individuo 1 ¢
representada pelas seguintes formulas cariotipicas: 69A + 6B + 4C + 2E (Fig. 52), 67A
+ 10B + 1C + 2F (Fig. 53) e 60A + 13B + 4C + 1F (Fig. 54). Do individuo 2 apresentou
as formulas: 70A + 2B + 2C + 4F (Fig. 55), 61A + 5B (Fig. 56) e 48A + 6B + 5C + 2E
+ 2F (Fig. 57). Embrides do individuo 3 seguem representados por: 67A + 4B + 6C +
3F (Fig. 58) e 67A + 6B + 2C + 1F (Fig. 59). O individuo 4 apresentou embrides com as
seguintes formulas: 58A + 4B + 2C + 2F + 2G (Fig. 60) e 56A + 9B + 1C + 2F (Fig.
61). Por fim, do individuo 5 obteve-se os seguintes padroes de bandas: 70A + 4B + 3F

(Fig. 62) e 63A + 8B + 3C + 3F (Fig. 63).
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Tabela 2. Numero cromossdmico, total de bandas e férmulas cariotipicas de Handroanthus
ochraceus nas populacdes de Jatai, Trés Marias, Bom Jesus de Goias e Sio José do Rio Preto e
Handroanthus chrysotrichus de Itatiaia e Uberlandia. Na tabela (-) indica as células onde foi possivel
a contagem, porém nio foi possivel observar bandas.

Espécies/Populacdes 2n  Total de bandas Férmulas cariotipicas
Handroanthus ochraceus
Jatai 1 2n=40 5 35A+4B + 1C
2n=40 6 34A+3B+3C
2n=40 6 34A + 4B + 2C
2n=40 7 33A+5B+2C
2n=40 7 33A+4B +3C
2n=40 8 32A+5B+3C
2n=36 6 30A+3B+2C+1F
2n=36 8 28A +4B +4C
2n=37 - -
2n=38 - -
2n=39 - -
Jatai 2 2n=40 7 33A+5B +2C
2n=40 8 32A+5B+2C+1E
2n=40 8 32A+4B+3C+1E
2n=40 8 32A+3B+3C+ 1E +1F
2n=40 9 31A+5B+3C+1F
2n=40 9 31A+4B +3C+2F
2n=40 9 iéA+4B+3C+1D+
2n=38 - -
2n=37 - -
Trés Marias 1 2n=80 12 68A+7B+4C+1F
2n=80 12 68A +5B +4C + 3F
Bom Jesus de Goias 1 2n=40 34A+3B+2C+1F

6

2n=40 6 34A +4B + 2C
7
7

2n=38 31A+3B+3C+1F
2n=37 30A+5B+1C+1E
2n=39 - -
2n=36 - -

Bom Jesus de Goias 2 2n=38 5 33A+5B
2n=39 7 32A+7B
2n=34 - -
2n=40 - -

Bom Jesus de Goias 3 2n=40 7 33A+5B+2C
2n=38 8 30A+4B+3C+1F

2n=38 8 30A +5B +3C



Sao José do Rio Preto 1

Sao José do Rio Preto 2

Sao José do Rio Preto 3

Handroanthus
chrysotrichus

Itatiaia 1

Itatiaia 2

Itatiaia 3

Itatiaia 4

Uberlandia 1

Uberlandia 2

Uberlandia 3

Uberlandia 4

Uberlandia 5

2n=80
2n=76

2n=80
2n=80
2n=80
2n=76
2n=78

2n=80
2n=80
2n=80

2n=80

2n=
80
2n=76

2n=80
2n=76
2n=72

2n=78
2n=76
2n=81
2n=80
2n=78

2n=80
2n=66
2n=63

2n=80
2n=76
2n=74

2n=68

2n=68

2n=76
2n=77

12
14

12
15
16

14

10

11

10

12

13
18

15

13

10
12

14

34

68A + 8B+ 1C + 3F
62A +12B + 2C

68A +10B + 2C
65A + 10B +4C + 1E
64A +10B+5C+ 1F

72A + 6B + 2E
72A+5B + 1C + 2F
66A +9B +3C+ 1E + 1F

70A +10B

71A+7B +2C

65A + 8B+ 2C + 1E

72A + 6B + 2F
67A+ 6B+ 2C+ 1F

68A + 8B + 2C

69A + 6B + 4C + 2E
67A +10B + 1C + 2F
60A + 13B +4C + 1F

70A + 2B +2C + 4F
61A + 5B
48A + 6B +5C+ 2E + 2F

67A +4B + 6C + 3F
67A+6B+2C+ 1F

58A+4B+2C+ 2F +
2G
56A+9B + 1C + 2F

70A + 4B + 3F
63A+8B+3C+3F
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4. DISCUSSAO

Caracteristicas como numero cromossdmico diploide elevado, cromossomos
pequenos e poliploidia sdo consistentes com o padrio esperado para plantas lenhosas
tropicais (Goldblatt 1976, Piazzano 1998, Biondo et al. 2005), padrdes estes que estdo
também presentes nas espécies do género Handroanthus deste estudo.

Os nUmeros cromossdmicos obtidos confirmam as contagens ja feitas
anteriormente por Sampaio (2010) para H. ochraceus, com citétipos diploides (2n=40) e
citotipos tetraploides (2n=80), assim como para H. chrysotrichus, que apresentou
2n=80. Chama a aten¢do no presente trabalho a variacdo observada na progénie da
maioria dos individuos amostrados em ambas as espécies. Foram observadas tanto
variagdo de numeros entre meristemas quanto variagdes dentro de um mesmo
meristema. A ocorréncia de variacdo numérica dentro de um mesmo meristema ja foi
observada em outros grupos vegetais.

Muitas das variagdes também observadas para padrdes de bandas poderiam ser
explicadas através de eventos de inversdo cromossdmica. Embora isto seja um evento
comumente descrito durante a meiose, eventos de inversdo explicariam a variagdo de
bandas terminais e intercalares, e dependendo do caso, at¢ mesmo de perdas de
cromossomos, caso a inversdo seja pericéntrica (Appels et al. 1998). Isto explicaria
individuos com menor nimero cromossomico, mas nao variagoes intraindividuais.

As variagdes intraindividuais de nimero cromossdémico em nivel somatico sdo
denominadas polissomatia e aneussomatia, referentes a ocorréncia de poliploidia e
aneuploidia, respectivamente (Davide et al. 2007; Rodrigues et al. 2009).

A aneusomatia j4 foi descrita para meristemas radiculares de Hoffmannseggella
rupestris (Orchidaceae), porém foi encontrado numero cromossdmico constante em

tecido do ovario, o que poderia garantir a estabilidade reprodutiva sexuada da espécie
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(Costa 2006; Yamagishi-Costa & Forni-Martins 2009). Este processo pode levar a
producdo ativa de aneupldides em populacdes de plantas e a aneuploidia ¢ um fator
importante na especiagao (Segundo D'Amato 1997; Rodrigues et al. 2009).

O fato de haver variagdo numérica aneuploide dentro de um mesmo meristema
faz com que a variacdo aneupldide descrita para individuos da progénie de um individuo
e até mesmo entre progénies de diferentes individuos ou de diferentes populagdes seja
analisada com cautela, j& que poucas células com bom espalhamento e morfologia sido
observadas em cada meristema e estas células podem representar variagdes
aneussomaticas.  Entretanto, para Handroanthus ochraceus, observou-se a
predominancia de 2n=40 cromossomos na progénie dos dois individuos de Jatai.
Também se observou predominancia do nimero 2n=80 cromossomos nas populagdes de
Trés Marias e Sao José do Rio Preto. A maior variacdo foi encontrada na populagao de
Bom Jesus de Goids. J& para H. chrysotrichus foi observada uma maior variagdo na
populacio de Uberlandia, sendo que a populagdo de Itatiaia apresentou
predominantemente 2n=80 cromossomos.

A maior variagao nos nimeros cromossomicos pode representar possiveis locais
onde tenha ocorrido ou esteja ocorrendo hibridagdo entre espécies. Pois logo apos um
evento de hibridacdo, a nova constituicio gendmica do hibrido pode resultar em
problemas no pareamento dos bivalentes durante a meiose, conduzindo a rearranjos
genéticos, muitas vezes gerando gametas desbalanceados, o que pode acabar gerando
descendentes com diferentes numeros cromossomicos (Appels et al. 1998; Riddle &
Birchler 2003).

O mecanismo de eliminagdo cromossOmica ¢ bastante sensivel e influenciado
por fatores estes que podem levar a estabilidade do hibrido (Pickering 1985;

Linde-Laursen & Bothmer 1999). Eles podem ser genéticos, como translocacdes
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Robertsianas, idade das células e cruzamentos entre espécies proximas, ou ambientais,
como a temperatura, infec¢des por virus e estresse fisiologico (Appels et al. 1998).

Assim como os individuos parentais que tiveram a progénie analisada podem
representar hibridos, os proprios embrides analisados em cada individuo podem ser
originados de um processo de hibridagdo. Entretanto, para compreender as
possibilidades de hibridagdo ¢ necessario avaliar a presenca de espécies proximas
ocorrendo no mesmo local e se ha quebras de barreiras ao fluxo génico que possibilitam
a formacdo de hibridos. Embora este caso especifico deva ser mais profundamente
estudado, j& existem registros de cruzamentos em casas de vegetacdo, que geraram prole
viavel entre espécies dos géneros Catalpa, Chilopsis e Campsis (Gentry 1990), e em
polinizagdes experimentais no campo entre espécies do género Handroanthus (Sampaio
2010), Tabebuia sensu strictu (Bittencourt Junior 2003) e Anemopaegma (Firetti 2009).

O detalhamento morfoldgico dos cromossomos com fluorocromos CMA;/DAPI
demonstrou que além da variacdo aneuploide observada também ha variacdo no padrao
de bandas CMA'/DAPI" tanto intraindividual como interindividual. A grande
quantidade de formulas cariotipicas encontradas dificulta a analise de possiveis dire¢des
evolutivas e até mesmo avaliar possiveis origens para os citdtipos tetraploides.
Observando-se apenas as formulas encontradas nas células que apresentam o niimero
cromossdmico padrao (2n=2x=40 ou 2n=4x=80), ¢ possivel observar que os citotipos
tetraploides tendem a ter um nimero de bandas proximo ao dobro do numero de bandas
dos dipldéides. Também existe um maior nimero de bandas terminais, em especial do
tipo cromossémico B.

Embora a variagao no padrao de bandas CMA,/DAPI claramente ocorra, esta
pode ter sido subestimada ou até mesmo superestimada em virtude do tamanho reduzido

dos cromossomos ¢ efeitos da técnica. Como nao foi possivel observar centromeros e
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realizar medidas cromossdmicas, € possivel que as formulas que sdo aparentemente
idénticas na verdade ndo sejam, porque as bandas na verdade se encontram em pares
cromossomicos diferentes, ou bandas terminais consideradas idénticas estejam em
bragos cromossomicos diferentes. Da mesma forma, os tipos cromossomicos B e E sdo
muito semelhantes entre si, diferindo apenas pela visualizagdo da constricao secundaria,
que pode ser mascarada pela preparacao citologica. O mesmo ocorre entre os tipos F e
G, sendo que no tipo G apenas podem estar mais visiveis os dois segmentos de DNA
repetitivo. Para que este problema seja resolvido, o ideal seria realizar a hibridizacao
fluorescente in situ (FISH), podendo ser usadas sondas centroméricas, para evidenciar
centromeros, e 458, para identificar a regido organizadora do nucléolo.

Muitos trabalhos ja demonstraram que a presenga de blocos CMA;" na regido
terminal de alguns cromossomos estdo, em geral, associadas na maioria das
angiospermas as regides organizadoras do nucléolo (Guerra 2000), que sdo ricas em
nucleotideos GC (Schwarzacher & Schweizer 1982; Fuchs et al. 1998; Ruas et al. 2005;
Cuco et al. 2005; Marcon, Barros & Guerra 2005; Mondin, Santos-Serejo &
Aguiar-Perecin; 2007).

As diferengas quantitativas e qualitativas de bandas CMA;" encontradas em um
mesmo individuo, assim como as diferengas entre individuos e entre as populagdes
analisadas, indica clara diferenciacdo genética em cada uma as espécies. Tais resultados
podem ser explicados pelos mecanismos de dispersdao da heterocromatina. De acordo
com Schweizer e Loidl (1987) a heterocromatina ancestral presente em um ou poucos
pares de cromossomos se espalharia pelo complemento cariotipico na mesma regido dos
cromossomos através de transposi¢des (Ver Fig. 42 e 53), sendo que este processo seria

facilitado pelo rearranjo dos cromossomos na interfase meiotica e nucleo interfasico.
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Segundo John (1988), o espalhamento da heterocromatina também poderia ser realizado
através de varias etapas de replicacdo e de acumulagao.

Em Handroanthus ochraceus, ha presenca de varios citdtipos em diferentes
locais e, além disso, grande variagdo na morfologia cromossdmica em cada um deles,
além de perdas cromossdmicas. Pode-se assim inferir que tais individuos podem estar
em processo de conhecido como evolucdo cariotipica ou diversificacdo cariotipica,
processo esse que pode levar ao isolamento genético, fornecendo uma barreira ao fluxo
génico (Stace, 1991) atuando na diferenciagdo e favorecendo o processo de especiacao
(Briggs & Walters, 1997). Em Handroanthus chrysotrichus nao foram analisados
citotipos diploides, mas da mesma forma foram encontradas diversas evidéncias de
possivel rearranjo do cariotipo, tais como perda cromossdmica e diferenciacdo nos
padrdes de bandas encontradas, tanto entre células de um mesmo individuo, quanto
entre eles.

Destaca-se também a grande quantidade de formulas cariotipicas encontradas
que apresentam heteromorfismo de bandas, em ambas as espécies € em ambos citotipos
diploides e tetraploides de H. ochraceus. As variacdes na extensdo de regides
heterocromaticas entre pares de cromossomos homoélogos sdo denominadas
heteromorfismos. O heteromorfismo de bandas estd frequentemente correlacionado a
origem hibrida. Estudos mais aprofundados, envolvendo técnicas de hibridacao in situ e
analise gendmica, t€ém observado que a formacgdo de hibridos muitas vezes envolve
origens multiplas e heranca desbalanceada dos gendtipos parentais (Lim ez al. 2008).

Ha certa dificuldade em comparar os resultados encontrados com grupos
proximos e entre espécies do género Handroanthus, pois os trabalhos com espécies do
género tratam somente de contagens cromossOmicas, mesmo assim, nestes, a

amostragem de diferentes populagdes e individuos ¢ ausente. Estudos de caracterizagao
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morfoldgica de cromossomos também sdo extremamente escassos em géneros ou tribos
proximas a Handroanthus, assim como ndo existem estudos anteriores no género que
possam ou nao corroborar com os dados encontrados.

No presente trabalho, quando comparamos os citotipos diploides (2n=40) e
tetraploides (2n=80) de H. ochraceus, verificamos que nao foi encontrada nenhuma
formula cariotipica diploide que pudesse ter gerado, por duplicacdo do proprio genoma,
qualquer uma das férmulas cariotipicas observadas nos tetraploides. As formulas mais
proximas entre si seriam 30A + 3B + 2C + 1F (2n=36), encontrada no individuo 1 da
populacdo de Jatai e 68A + 7B + 4C + 1F (2n=80), encontrada na populagdo de Trés
Marias. Infelizmente o citétipo de Jatai ndo apresenta 2n=40 cromossomos, ndo sendo
entdo possivel afirmar que esta formula esteja completa. Quando comparamos as
espécies entre si, também ndo ha nenhuma férmula idéntica entre o citotipo tetraploide
de H. ochraceus (2n=80) e H. chrysotrichus (2n=80). Da mesma forma, ndo foi
observado um citotipo dipléide de H. ochraceus (2n=40) que pudesse ter dado origem
diretamente a qualquer citdtipo de H. chrysotrichus (2n=80).

Virias inferéncias podem ser feitas em relacdo ao material estudado, porém,
antes de qualquer afirmagdo, vé-se necessaria a realizagdao de estudos com citétipos de
outras localidades, assim como a aplicagdo de técnicas de hibridacao in situ para melhor
elucidagdo da forma como estas mudancas estdo ocorrendo em cada uma dessas
populagdes. Ainda assim, os resultados apresentados no presente trabalho reforcam a
necessidade e a importancia de uma amostragem cromossOmica criteriosa, que envolva
diferentes populacdes e individuos, para que nao se subestime a variagdo intraespecifica
que pode ocorrer nas diferentes espécies. A grande variabilidade observada, inclusive
nos citotipos dipléides de H. ochraceus (2n=40), nos leva a crer que ha a possibilidade

de que este ja tenha se originado por um processo de hibridagdao (homoploide ou
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alopolipléide) que tenha ocorrido multiplas vezes. De acordo com Soltis & Soltis
(2009), populacdes alotetrapldides de origens multiplas teriam cada uma o seu proprio
genotipo, e mesmo com um fluxo génico limitado entre as populagdes, novos genodtipos
poderiam ser gerados entre individuos geneticamente distintos, seguidos por segregacao
e distribui¢do independente de variantes genéticos, gerando uma espécie altamente
varidvel geneticamente. Esta variabilidade pode ser observada em ambas as espécies no

presente trabalho, assim como em ambos citotipos.
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higher core Lamiales

Figura 1. Trecho da filogenia para Lamiales, inferida a partir de parciménia, probabilidade e analise Bayesiana de
sequéncias de plastideo trnK/matK, trnL-F e rps/S. Os nimeros em negrito acima dos ramos s&o probabilidades
posteriores de inferéncia Bayesiana, nimeros em italico acima dos ramos s&o valores da maxima parcimonia (MP)
de bootstrap, nimeros abaixo dos ramos indicam propor¢des da probabilidade maxima (ML) de bootstrap. Os
numeros entre parénteses indicam que o respectivo né nado foi apoiado por todas as trés abordagens
metodoldgicas. Modificado de Schaferhoff et al. (2010).
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Figura 2. Trecho da filogenia da 'Tabebuia alliance'inferida através de um consenso estrito da parcimdnia baseada
em analises combinadas de sequéncias de ndhF, trnL-F e rbcL. Os valores acima dos ramos indicam suporte de
bootstrap (BT) da maxima parcimonia e probabilidade posterior (PP) da andlise Bayesiana. * indica PP = 1,0; X
indica ciados ausentes no consenso de maioria da Bayesiana. Modificada de Olmstead et al. (2009).
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Figura 3. Mapas de distribuicdo geografica de Handroanthus no Brasil. Os tons de uma mesma cor representam as
diferentes regibes brasileiras. Verde: Norte; Laranja: Nordeste; Amarelo: Centro-Oeste; Vermelho: Sudeste e Azul: Sul.
A - Handroanthus ochraceus, disponivel em <http://reflora.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB114091>;

B - Handroanthus chrysotrichus, disponivel em <http://reflora.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB114078>.
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Figura 4. Mapa de pontos de coleta das populagbées de Handroanthus ochraceus - representados por losangos (Jatai,
Bom Jesus de Goias, Trés Marias e Sdo José do Rio Preto) e Handroanthus chrysotrichus - representados por circulos
(Itatiaia e Uberlandia). A cor laranja mostra organismos diploides (2n=2x=40) e o amarelo os organismos tetraploides
(2n=4x=80). 1 - Jatai; 2 - Bom Jesus de Goias; 3 - Uberlandia; 4-Trés Marias; 5-Sao José do Rio Preto; 6- Itatiaia.
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Figura 5. Tipos cromossémicos encontrados em H. ochraceus e H. chrysotrichus, mostrando a localizagédo das bandas
CMA3*em amarelo. A. Cromossomo sem bandas CMA3/DAPI; B. Cromossomo com banda CMA3+/DAPI- telomérica;
C. Cromossomo com banda CMA3+/DAPI- na regido pericentromérica; D. Cromossomo com banda CMA3+em posigao
intercalar; E. Cromossomo com banda CMA3+/DAPI- em constrigdo secundaria; F. Cromossomo com banda CMA3+
intercalar e banda CMA3+ em constrigdo secundaria; G. Cromossomo com duas bandas CMA3+ em constrigdo

secundaria.
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Figura 6. Representacéo esquematica dos tipos cromossémicos encontrados na progénie da populagao de Jatai
de Handroanthus ochraceus. A cor amarela representa as bandas CMA;".

68A 7B 4C 1F

68A 5B 4C 1F

Figura 7. Representagdo esquematica dos tipos cromossdmicos encontrados na progénie da populagéo de Trés
Marias de Handroanthus ochraceus. A cor amarela representa as bandas CMA;*.
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Figura 8. Representacdo esquematica dos tipos cromossdmicos encontrados na progénie da populagédo de Bom
Jesus de Goias de Handroanthus ochraceus. A cor amarela representa as bandas CMA;*.
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Figura 9. Representagdo esquematica dos tipos cromossdmicos encontrados na progénie da populagédo de Sao
José do Rio Preto de Handroanthus ochraceus. A cor amarela representa as bandas CMA;".



Itatiaia 4 Itatiaia 3 Itatiaia 2 Itatiaia 1

uDI 4 uUDI 3 UDI 2 uDI1

UDI S5

T

70A 10B

s

71A 7B 2C

s [0

72A 6B

00

65A 8B 2C

0= =0

67A 6B

2C 1IF

68A 8B 2C

52

Figura 10. Representagéo esquematica dos tipos cromossdmicos encontrados na progénie da populacdo de
Itatiaia de Handroanthus chrysotrichus. A cor amarela representa as bandas CMA;".
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Figura 11. Representagdo esquematica dos tipos cromossémicos encontrados na progénie da populagao de
Uberlandia (UDI) de Handroanthus chrysotrichus. A cor amarela representa as bandas CMA;".
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Figura 12-15. Jatai - Individuo 1. Metafases mitdticas de H. ochraceus coradas com CMAS3/DAPI
sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquematico evidenciando a localizagdo das bandas CMA3+
(segunda coluna). Fig. 12 - Padrao 35A + 4B + 1C (2n=40). Fig. 13 - Padrdo 34A + 3B + 3C (2n=40). Fig.
14- Padrdo 34A + 4B + 2C (2n=40). Fig. 15- Padrdo 33A + 5B + 2C (2n=40). Barra = 5pm.
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Figura 16-19. Jatai - Individuo 1. Metafases mitéticas de H. ochraceus coradas com CMA3/DAPI
sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquematico evidenciando a localizagdo das bandas CMA3+
(segunda coluna). Fig. 16 - Padrao 33A + 4B + 3C (2n=40). Fig. 17 - Padrdo 32A + 5B + 3C (2n=40). Fig.
18 - Padrao 30A + 3B + 2C + 1F (2n=36). Fig. 19- Padrdo 28A + 4B + 4C (2n=40). Barra = 5pm.
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Figura 20-23. Jatai - Individuo 2. Metafases mitdticas de H. ochraceus coradas com CMAS3/DAPI
sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquematico evidenciando a localizagdo das bandas CMA3+
(segunda coluna). Fig. 20 - Padrao 33A + 4B + 3C (2n=40). Fig 21 - Padrao 32A + 5B + 2C + 1E (2n=40).
Fig 22 - Padrdo 32A + 4B + 3C +1E (2n=40). Fig. 23 - Padrdo 32A + 3B + 3C + 1E + 1F (2n=40). Barra =
5pm.



Figura 24-26. Jatai - Individuo 2. Metafases mitéticas de H. ochraceus coradas com CMA3/DAPI
sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquematico evidenciando a localizagdo das bandas CMA3+
(segunda coluna). Fig. 24 - Padrdo 31A + 5B + 3C + 1F (2n=40). Fig. 25 - 31A + 4B + 3C + 2F (2n=40). Fig.
26 - Padrdo 31A+ 4B + 3C + 1D + 1E (2n=40). Barra = 5pm.



Figura 27-29. Metafases mitéticas de H. ochraceus coradas com CMA3/DAPI sobrepostas (primeira coluna)
e desenho esquematico evidenciando a localizagdo das bandas CMA3+ (segunda coluna). Fig. 27 a 28.
Trés Marias - Individuo unico. Fig. 27 - Padrédo 68A + 7B + 4C + 1F (2n=80). Fig. 28 - Padrdo 68A + 5B +
4C + 3F (2n=80). Fig. 29 - Bom Jesus de Goias - Individuo 1. Padrao 34A + 3B + 2C + 1F (2n=40). Barra

= 5pm.
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Figura 30-32. Bom Jesus de Goias - Individuo 1. Metafases mitéticas de H. ochraceus coradas com
CMAG3/DAPI sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquematico evidenciando a localizagéo das bandas
CMAS3+ (segunda coluna). Fig. 30 - Padrao 34A + 4B + 2C (2n=40). Fig 31 - Padrdao 31A +3B + 3C + 1F
(2n=38). Fig 32 - Padrao 30A + 5B + 1C + 1E (2n=37). Barra = 5pm.
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Figura 33-36. Metafases mitéticas de H. ochraceus coradas com CMA3/DAPI sobrepostas (primeira coluna)
e desenho esquematico evidenciando a localizagdo das bandas CMA3+ (segunda coluna). Fig. 33 e 34.
Bom Jesus de Goias - Individuo 2. Fig. 33 - Padréo 33A + 5B (2n=38). Fig. 34 - Padrdo 32A + 7B
(2n=39). Fig 34 e 35. Bom Jesus de Goias - Individuo 3. Fig. 35 - Padrdo 33A + 5B + 2C (2n=40). Fig. 36
- Padrao 30A + 4B + 3C + 1F (2n=38). Barra = 5pm.
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Figura 37-39. Metafases mitéticas de H. ochraceus coradas com CMA3/DAPI sobrepostas (primeira coluna)
e desenho esquematico evidenciando a localizagdo das bandas CMA3+ (segunda coluna). Fig. 37. Bom
Jesus de Goias - Individuo 3. Padrao 30A + 5B + 3C (2n=38). Fig. 38 e 39. Sao José do Rio Preto -
Individuo 1. Fig. 38 - Padrao 68A + 8B + 1C + 3F (2n=80). Fig. 39 - Padrédo 62A + 12B + 2C (2n=76). Barra
=5pm.
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Figura 40-42. Sao José do Rio Preto - Individuo 2. Metafases mitéticas de H. ochraceus coradas com
CMAG3/DAPI sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquematico evidenciando a localizagéo das bandas
CMAS3+ (segunda coluna). Fig. 40 - Padrao 68A + 10B + 2C (2n=80). Fig. 41 - Padrdo 65A + 10B + 4C +
1E (2n=80). Fig. 42 - Padrdo 64A + 10B + 5C + 1F (2n=80). Barra = 5pm.
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Figura 43-45. Sao José do Rio Preto - Individuo 3. Metafases mitéticas de H. ochraceus coradas com
CMAZ3/DAPI sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquematico evidenciando a localizagdo das bandas
CMA3+ (segunda coluna). Fig. 43 - Padrao 72A + 6B + 2E (2n=80). Fig. 44 - Padrao 72A + 5B + 1C + 2F
(2n=80). Fig. 45 - Padrdo 66A + 9B + 3C + 1E +1F (2n=80). Barra = 5pm.
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Figura 46-48. Metafases mitéticas de H. chrysotrichus coradas com CMA3/DAPI sobrepostas (primeira
coluna) e desenho esquematico evidenciando a localizagéo das bandas CMA3+ (segunda coluna). Fig. 46
- Itatiaia - Individuo 1. Padrao 70A + 10B (2n=80). Fig. 47 e 48. Itatiaia - Individuo 2. Fig. 47 - Padrédo
71A + 7B + 2C (2n=80). Fig. 48 - Padrdo 65A + 8B + 2C + 1E (2n=76). Barra = 5pm.



Figura 49-51. Metafases mitéticas de H. chrysotrichus coradas com CMA3/DAPI sobrepostas (primeira
coluna) e desenho esquematico evidenciando a localizagdo das bandas CMA3+ (segunda coluna). Fig. 49 e
50. Itatiaia - Individuo 3. Fig. 49 - Padrdo 72A + 6B + 2F (2n=80). Fig. 50 - Padrdo 67A + 6B + 2C + 1F
(2n=76). Fig. 51. Itatiaia - Individuo 4. Padrdo 69A + 8B + 2C (2n=78). Barra = 5pm.
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Figura 52-54. Uberlandia - Individuo 1. Metafases mitéticas de H. chrysotrichus coradas com CMA3/DAPI
sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquematico evidenciando a localizagdo das bandas CMA3+
(segunda coluna). Fig. 52 - Padrdo 69A + 6B + 4C + 2E (2n=81). Fig. 53 - Padrdo 67A + 10B + 1C + 2F
(2n=80). Fig. 54- Padrao 60A + 13B + 4C + 1F (2n=78). Barra = 5pm.
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Figura 55-57. Uberlandia - Individuo 2. Metafases mitéticas de H. chrysotrichus coradas com CMA3/DAPI
sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquematico evidenciando a localizagdo das bandas CMA3+
(segunda coluna). Fig. 55 - Padrao 70A + 2B + 2C + 4F (2n=80). Fig. 56 - Padrdo 61A + 5B (2n=66). Fig.
57 - Padrao 48A + 6B + 4C + 2E + 2F (2n=63). Barra = 5pm.



Figura 58-60. Metafases mitéticas de H. chrysotrichus coradas com CMA3/DAPI sobrepostas (primeira
coluna) e desenho esquematico evidenciando a localizagdo das bandas CMA3+ (segunda coluna). Fig. 58 e
59. Uberlandia - Individuo 3. Fig. 58 - Padrdo 67A + 4B + 6C + 3D (2n=80). Fig. 59 - Padrdo 67A + 6B +
2C + 1F (2n=76). Fig. 60. Uberlandia - Individuo 4. Padrdo 58A + 4B + 2C + 2F + 2G (2n=68). Barra =
5pm.



Figura 61-63. Metafases mitéticas de H. chrysotrichus coradas com CMA3/DAPI sobrepostas (primeira
coluna) e desenho esquematico evidenciando a localizagdo das bandas CMA3+ (segunda coluna). Fig. 61
Uberlandia - Individuo 4. Padrdo 56A + 9B + 1C + 2F (2n=68). Fig. 62 e 63. Uberlandia - Individuo 5.
Fig. 62 - Padrao 69A + 4B + 3F (2n=76). Fig. 63 - Padrdo 63A + 8B + 3C + 3F (2n=77). Barra = 5pm.
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