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RESUMO

A família Bignoniaceae é pantropical e possui cerca de 827 espécies e 82 gêneros,

sendo o gênero Handroanthus composto por espécies lenhosas conhecidas

popularmente como Ipês. Além de corola amarelada, o indumento nas folhas e caule

caracterizam estas espécies. No campo, existem problemas na identificação entre

Handroanthus ochraceus e Handroanthus chrysotrichus por conta da presença de

indivíduos com características intermediárias em uma mesma área, assim como o

relato de sucesso na hibridização em campo entre as duas espécies, indicando a

possibilidade de hibridação natural, apesar desta ser considerada rara em

Bignoniaceae. Contagens cromossômicas e caracterização morfológica através de

bandeamento com fluorocromos CMA/DAPI foram realizadas em duas espécies de

Handroanthus, cada uma delas com 9 indivíduos de localidades diferentes, a fim de

investigar padrões de evolução cariotípica. Nenhum dos citótipos apresentou bandas

DAPI+, porém foram observadas de 5 a 18 bandas CMA+. O indivíduo de Três Marias

foi o único a apresentar número cromossômico conservado (2n=80) e também a

mesma quantidade de bandas CMA positivas. Os demais citótipos, tanto diplóides

como poliplóides, apresentaram diversos padrões de bandas em um mesmo indivíduo,

assim como perdas cromossômicas, o que leva a crer que estes indivíduos se

encontram em processo de evolução cariotípica. Estudos de hibridação in situ são

sugeridos para confirmação de tais inferências, assim como a amostragem de outras

populações.

Palavras-chave: Bandeamento CMA/DAPI, cromossomos, evolução cariotípica, ipê,

poliploidia.
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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 ‘Ipê’. 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 Três 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. In situ hybridization studies are suggested to confirm such

inferences as well as the sampling of other populations.

Keywords: CMA/DAPI banding, chromosomes, karyotype evolution, ipê, poliploidy
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INTRODUÇÃO GERAL

A família Bignoniaceae, com cerca de 827 espécies e 82 gêneros (Olmstead et

al. 2009, Lohmann & Ulloa 2011, Santos et al. 2013), é pantropical e seu centro de

diversidade encontra-se nas regiões neotropicais, principalmente na América do Sul

(Gentry 1980, 1992, Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 2006, Lohmann 2004,

2006). Apenas no Brasil são encontrados cerca de 32 gêneros e 391 espécies (Santos et

al. 2013), sendo considerado um dos centros de dispersão e de diversidade da família

(Gentry 1973). Estão inclusas na família árvores, arbustos e lianas, além de dois

gêneros herbáceos (Gentry 1980, Olmstead et al. 2009) e os maiores gêneros

são 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 família apresenta importância econômica e sua grande

diversidade de plantas lenhosas é importante na composição de florestas neotropicais

(Gentry 1980; Lohmann 2006), sendo que a grande diversidade vegetal da família

nessas regiões está relacionada principalmente aos sistemas de polinização

dependentes de animais e aos sistemas de autoincompatibilidade de ação tardia (LSI)

(Bawa 1974; Gibbs & Bianchi 1993, 1999; Oliveira & Gibbs 2000, Bittencourt Júnior

2003, Sampaio 2010). Há ainda grande número de espécies de Bignoniaceae em cada

comunidade vegetal onde ocorre, demonstrando que elas são adaptadas a uma ampla

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

A família apresenta também importância em vários aspectos, entre eles a

qualidade da madeira, utilizada tanto na construção civil como na indústria madeireira,

são fontes de corantes utilizadas por comunidades. Porém, um ponto bastante
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explorado é seu elevado potencial ornamental, que desperta o interesse de paisagistas

que incluem espécies arbóreas em projetos paisagísticos urbanos (Gentry, 1980). Há

também grande importância etnobotânica e medicinal do grupo, especialmente das

lianas, utilizadas como alucinógenos e afrodisíacos por comunidades indígenas e, na

medicina popular, para o tratamento de diversas doenças, como câncer, diabetes,

hepatites e sífilis, sendo uma possível fonte de compostos bioativos para a indústria

farmacêutica (Gentry, 1980, 1992, 1993).

Revisões taxonômicas 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 família Bignoniaceae na ordem Lamiales

(Figura 1) (Judd et al. 2008). Bignoniaceae é representada por oito tribos, sendo estas

Bignonieae, Catalpeae, Coleeae, Crescentieae, Jacarandeae, Oroxyleae, Tecomeae e

Tourrettieae (Olmstead et al. 2009). Atualmente a família é considerada monofilética,

tendo como sinapomorfias morfológicas, a ausência de endosperma na semente, folhas

compostas e sementes providas de asas hialinas circundando o embrião (Spangler &

Olmstead, 1999).

Estudos moleculares recentes também elucidaram dois pontos importantes em

relação à família. O primeiro é o fato de a tribo Tecomeae sensu Gentry (1980), que é

a segunda maior em Bignoniaceae, se apresenta como parafilética. O segundo foi o

fato de o gênero Tabebuia ter sido definido como polifilético, e por esse motivo, ter

sido dividido em três gêneros: Roseodendron, Tabebuia e Handroanthus. O gênero

Roseodendron, com duas espécies, tem cálice amarelado semelhante à corola,

enquanto as espécies do gênero Tabebuia possuem corola branca ou avermelhada, e

raramente amarelada, indumento de escamas lepidotas ou sésseis. Por fim, as plantas

do gênero Handroanthus apresentam corola amarelada, indumento nas folhas e caule,
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além de ter espécies com madeira extremamente densas (Grose & Olmstead 2007,

Rodrigues 2012).

A linhagem neotropical de Bignoniaceae, denominada informalmente de

aliança Tabebuia (Figura 2), possui cerca de 14 gêneros e 147 espécies, sendo

composta pela tribo Crescentieae (35 espécies e três gêneros: Amphitecna, Crescentia

e Parmentiera) e por 112 espécies pertencentes a 11 gêneros (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 número de

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

No Brasil essa aliança possui cerca de 44 espécies e sete gêneros, sendo eles

Cybistax, Godmania, Handroanthus, Paratecoma, Sparattosperma, Tabebuia e

Zeyheria (Espírito-Santo 2012). O gênero Handroanthus Mattos (1970) é pequeno e

possui aproximadamente 30 espécies distribuídas em toda América Central e do Sul,

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

As espécies de Bignoniaceae apresentam predominantemente o número

cromossômico de 2n=40 e x=20 (Goldblatt & Gentry 1979, Piazzano 1998, Sampaio

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

Estudos de filogenia molecular colocaram o gênero Jacaranda, que é grupo

irmão de Handroanthus, com 2n=36, juntamente a Digomphia, de número

cromossômico desconhecido, constituindo a tribo Jacarandeae, a mais basal da família

(Spangler & Olmstead 1999, Olmstead et al. 2009). Análises do número

cromossômico de outras famílias da ordem Lamiales também mostram a presença de

espécies com 2n=36 (http://www.tropicos.org/Project/IPCN), por isso é possível que
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os eventos de poliploidização ocorridos no passado sejam compartilhados pelo

ancestral da ordem, que teria um número básico 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

distribuição geográfica e diferentes formas de vida (Olmstead et al. 2009), o que pode

explicar a grande variabilidade nos números de cromossomos encontrados em várias

espécies do grupo, embora eupoliploidizações estejam ausentes (Sampaio 2010). O

grupo que engloba o clado das Crescentiina, Catalpeae e Bignonieae, parece ser onde o

número de 2n=40 se estabilizou. A estabilização do número cromossômico em

Bignoniaceae pode ter sido vantajosa, favorecendo uma maior diversificação de suas

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

A especiação simpátrica, que se dá pela mudança no número cromossômico e

processos de hibridação, é considerada rara na família Bignoniaceae (Gentry 1980,

1990). Apesar de existir certa sobreposição entre a floração de espécies (Amaral 1992,

Ynagizawa & Maimoni-Rodella 2007), cruzamentos interespecíficos e a formação de

híbridos podem ser evitados (Sampaio 2010), pois cada espécie parece apresentar um

nicho de polinização único (Gentry 1990, Amaral 1992, Ynagizawa &

Maimoni-Rodella 2007, Zjhra 2008).

A especiação alopátrica pode justificar a concorrência de espécies

filogeneticamente distantes numa mesma comunidade, sendo que este processo é

considerado bastante comum em Bignoniaceae (Gentry 1980, 1990). Porém, o contato

secundário gerado entre espécies congenéricas, dado pela quebra de barreiras

geográficas poderia favorecer o fluxo gênico e hibridações entre elas (Sampaio 2010).
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Deste modo, embora hibridações e especiações simpátricas sejam consideradas

raras em Bignoniaceae, existem registros de cruzamentos em casas de vegetação, que

geraram prole viável entre espécies dos gêneros Catalpa, Chilopsis e Campsis (Gentry

1990), e em polinizações experimentais no campo entre espécies do gênero

Handroanthus (Sampaio 2010), Tabebuia sensu strictu (Bittencourt Júnior 2003) e

Anemopaegma (Firetti 2009). Portanto, acredita-se ser possível a ocorrência de

hibridações naturais em espécies desses três gêneros. Tal inferência pode ser feita, pois

já foram observados indivíduos com morfologia intermediária na natureza, o que gera

uma série de complicações no tratamento taxonômico dos gêneros em questão

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

Geralmente tais complicações ocorrem dentro de complexos, que são pequenos

grupos de espécies dentro de cada gênero, como os complexos chrysotricha, formado

pelas espécies de Handroanthus (Paclt 1992), e arvense, referente às espécies de

Anemopaegma (Ferreira 1973, Firetti 2009). Durante as transições entre os períodos

glaciais e interglaciais pode ter ocorrido o contato entre espécies filogeneticamente

próximas, como por exemplo, entre espécies de florestas tropicais úmidas e de cerrado,

que possuem distribuição alopátrica, o que favoreceria o fluxo gênico entre elas

(Sarmiento 1983, Morawetz 1986, Forni-Martins & Martins 2000, Carman 2007 apud

Sampaio 2010). A destruição de barreiras geográficas pela ação humana e a introdução

de espécies exóticas também podem ser consideradas ações promotoras de

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

As dificuldades que geralmente ocorrem durante o pareamento cromossômico

dos híbridos, que por vezes leva a produção de gametas não reduzidos nesses

indivíduos (Ramsey & Schemske 1998, 2002), podem levar à produção de plantas

triplóides, quando estes cruzam com espécies parentais diplóides, ou também gerar
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indivíduos diplóides, triplóides ou tetraplóides, no caso de espécies autoférteis

(Ramsey & Schemske 1998, 2002, Levin 2002). Desta forma, indivíduos

alopoliplóides 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 características

completamente novas, justificando assim o reconhecimento de novas espécies (Soltis

et al. 2009). Estas características 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 Atlântica. Sua distribuição é distinta

quanto aos estados de ocorrência, porém há regiões em que ambas podem estar

presentes. H. ochraceus (Figura 3A) está distribuído nas regiões Norte (Pará e

Tocantins), Nordeste (Bahia, Ceará, Maranhão, Paraíba, Piauí), Centro-oeste (Distrito

Federal, Goiás, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso), Sudeste (Espírito Santo, Minas

Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo) e Sul (Paraná). Já H. chrysotrichus (Figura 3B) tem

representantes no Nordeste (Bahia, Paraíba, Pernambuco), Sudeste (Espírito Santo,

Minas Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo) e Sul (Paraná, Rio Grande do Sul, Santa

Catarina).

Além de citótipos diplóides, com 2n=40, H. ochraceus apresenta citótipos

tetraplóides, com 2n=80 (Sampaio 2010). A ocorrência de citótipos diplóides e

tetraplóides em diferentes populações pode indicar que os tetraplóides tenham se

dispersado de suas populações de origem e se estabelecido em novos habitats

(Stebbins 1971, Levin 2002). Já H. chrysotrichus apresenta 2n=80 cromossomos,

sendo, portanto tetraplóide (Sampaio 2010).
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De acordo com Gentry (1992), Handroanthus chrysotrichus pode ser o

resultado de cruzamentos entre H. ochraceus e alguma outra espécie congenérica, pois

indivíduos de H. chrysotrichus e H. ochraceus são frequentemente confundidos uns

com os outros e já foram observados indivíduos de morfologia intermediária. Porém,

H. chrysotrichus parece diferir morfológica e ecologicamente de seus possíveis

parentais diplóides, diferentemente do citótipo tetraplóide de H. ochraceus, o que pode

ter feito com que fosse reconhecida como uma espécie e não uma variedade de H.

ochraceus, e justificaria sua expansão para habitats como florestas com distúrbios

(Levin 2002).

A presença de diferentes citótipos em H. ochraceus e a proximidade

taxonômica dessa espécie com H. chrysotrichus (Gentry 1992, Grose & Olmstead

2007b), indicam que ambos podem se tratar de complexos agâmicos poliplóides, que

são definidos como a associação entre citótipos poliplóides, autofertilidade e apomixia

num mesmo grupo de plantas, gerando citótipos que apresentam diferenças

morfológicas e variações em seus sistemas reprodutivos, gerando assim um grande

desafio para o tratamento taxonômico do gênero (Nogler 1984, Stebbins 1971, Levin

2002, Soltis et al. 2007, 2009, Bayer & Chandler 2007, Talent & Dickinson 2007,

Sampaio 2010).

Estudos citogenéticos são importantes nas análises de várias características

cromossômicas, como a morfologia, organização, replicação, variação e também sua

função (Guerra 1988), de maneira que é possível usar tais dados para compreender

mecanismos evolutivos e também na determinação de relações filogenéticas (Stebbins

1971).
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A contagem cromossômica por si só já é um parâmetro que fornece dados

importantes para a taxonomia e sua obtenção é considerada simples e barata (Guerra

2008). Apesar de confiável, somente os dados de contagem cromossômica não são

suficientes na elucidação da maioria dos casos de problemas encontrados tanto nas

relações interespecíficas, como nas intraespecíficas. Técnicas mais detalhadas da

morfologia cromossômica têm sido cada vez mais utilizadas na resolução de

inconsistências taxonômicas. Foi possível diferenciar algumas subfamílias através do

padrão de condensação prometafásico e pelo padrão de coloração com fluorocromos

em espécies da família Arecaceae (Röser 1994, 1995). O padrão de bandeamento

heterocromático foi estudado através da análise com CMA e DAPI em Rutaceae, onde

Murraya paniculata e M. koenigii apresentaram padrões de bandas CMA bem

distintos, sugerindo assim a separação da última espécie no gênero Bergera, dentro da

subtribo Clauseninae, enquanto M. paniculata seria classificada junto com o gênero

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

Estudos cariotípicos são também importantes ferramentas para investigação de

possíveis origens híbridas, assim como para detecção de hibridações naturais em

diversos grupos de plantas. Estão incluídos nesses estudos técnicas de bandeamentos

com o uso de fluorocromos como marcadores de sequências específicas, entre outros

(Costa 2006).

Esses estudos facilitam a identificação de pares cromossômicos, além de

possibilitar a detecção de pequenas alterações estruturais nos cromossomos e a sua

localização exata, as quais não poderiam ser identificadas pelas técnicas de coloração

convencional (Guerra 1988; D´Emérico et al. 1999). Para estudos evolutivos, estas

técnicas possibilitam também a observação detalhada das transformações que ocorrem

em grupos de espécies próximas taxonomicamente ou citótipos, que apresentam
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cariótipos muito semelhantes (Cerbah et al. 1995, 1998; Guerra 1988; Snowdon et al.

2001; Sumner 2003).

A coloração com fluorocromos determina a composição predominante da

heterocromatina (Schweizer 1976), sendo que o fluorocromo DAPI

(4’,6-diamidino-2-fenilindol) evidencia sequências repetitivas de DNA compostas

principalmente por adenina e timina (A-T). Já o CMA (cromomicina A3) liga-se

predominantemente a regiões ricas em citosina e guanina (C-G) (Moscone et al. 1996).

A principal importância da utilização de cromossomos mais distendidos em

estudos morfológicos tem sido a determinação de bandas extras e dos pontos de

quebra-fusão que podem ocorrer nas alterações cromossômicas (Therma & Susman

1992). Dessa forma, as técnicas de bandeamento cromossômico têm contribuído para a

identificação de alterações cromossômicas e seus locais de ocorrência no genoma

(Giannoni & Lui 1988; Torres-Mariano & Morelli 2008).

O objetivo do presente trabalho é a análise da morfologia cromossômica da

progênie de diferentes citótipos de Handroanthus ochraceus e de H.chrysotrichus, em

diferentes populações, através de bandeamento cromossômico utilizando a coloração

sequencial CMA/DAPI, com a finalidade de assim compreender possíveis padrões de

evolução cariotípica e suas implicações em processos reprodutivos e especialmente na

taxonomia e evolução do gênero Handroanthus.
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1. INTRODUÇÃO

Bignoniaceae possui distribuição pantropical e seu centro de diversidade

encontra-se nas regiões neotropicais, principalmente na América do Sul (Gentry 1980,

1992, Gottsberger & Silberbauer-Gottsberger 2006, Lohmann 2004, 2006). A família

possui cerca de 827 espécies e 82 gêneros (Olmstead et al. 2009, Lohmann & Ulloa

2011, Santos et al. 2013), no Brasil são encontrados cerca de 32 gêneros e 391

espécies (Santos et al. 2013), sendo assim considerado um dos centros de dispersão e

de diversidade da família (Gentry 1973). Os maiores gêneros são 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 hábitos encontrados são

árvores, arbustos e lianas, além de dois gêneros herbáceos (Gentry 1980, Olmstead et

al. 2009).

As espécies de Bignoniaceae apresentam número cromossômico de 2n=40 e

x=20 (Goldblatt & Gentry 1979 apud Sampaio 2010, Piazzano 1998), apesar da

predominância deste, espécies com número 2n=36 já foram descritas (Sampaio 2010).

Embora sejam considerados raros em Bignoniaceae, casos de hibridações e

especiações simpátricas já foram observados. Há registros de cruzamentos em casas de

vegetação com geração de prole viável entre espécies dos gêneros Catalpa, Chilopsis e

Campsis (Gentry 1990), além de polinizações experimentais no campo entre espécies

do gênero Handroanthus (Sampaio 2010), Tabebuia sensu strictu (Bittencourt Júnior

2003) e Anemopaegma (Firetti 2009). Deste modo, acredita-se ser possível a

ocorrência de hibridações naturais em espécies desses três gêneros. Por conta da

observação de indivíduos com morfologia intermediária na natureza, tal inferência

pode ser feita, porém isso também gera uma série de complicações no tratamento
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taxonômico dos gêneros em questão (Ferreira 1973, Gentry 1990, Gentry 1992, Firetti

2009).

Os complexos chrysotricha, formado pelas espécies de Handroanthus (Paclt

1992), e arvense, referente às espécies de Anemopaegma (Ferreira 1973, Firetti 2009)

são exemplos de onde tais complicações tomam lugar. O contato entre espécies

filogeneticamente próximas pode ter ocorrido durante as transições entre os períodos

glaciais e interglaciais, como por exemplo, entre espécies de florestas tropicais úmidas

e de cerrado, que possuem distribuição alopátrica, o que favoreceria o fluxo gênico

entre elas (Sarmiento 1983, Morawetz 1986, Forni-Martins & Martins 2000, Carman

2007 apud Sampaio 2010). A ação antrópica na destruição de barreiras geográficas e a

introdução de espécies exóticas também podem ser consideradas ações promotoras de

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

As dificuldades que geralmente ocorrem durante o pareamento cromossômico

dos híbridos, que por vezes leva a produção de gametas não reduzidos nesses

indivíduos (Ramsey & Schemske 1998, 2002), podem levar à produção de plantas

triplóides, quando estes cruzam com espécies parentais diplóides, ou também gerar

indivíduos diplóides, triplóides ou tetraplóides, no caso de espécies autoférteis

(Ramsey & Schemske 1998, 2002, Levin 2002). Desta forma, indivíduos

alopoliplóides 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 características

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 Atlântica. Sua distribuição é distinta

quanto aos estados de ocorrência, porém há regiões de sobreposição, como o sudeste.

H. ochraceus (Figura 3A) está distribuído nas regiões Norte (Pará e Tocantins),

Nordeste (Bahia, Ceará, Maranhão, Paraíba, Piauí), Centro-oeste (Distrito Federal,

Goiás, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso), Sudeste (Espírito Santo, Minas Gerais, Rio

de Janeiro, São Paulo) e Sul (Paraná). Já H. chrysotrichus (Figura 3B) tem

representantes no Nordeste (Bahia, Paraíba, Pernambuco), Sudeste (Espírito Santo,

Minas Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo) e Sul (Paraná, Rio Grande do Sul, Santa

Catarina).

Além de citótipos diplóides, com 2n=40, H. ochraceus apresenta citótipos

tetraplóides, com 2n=80 (Sampaio 2010). A ocorrência de citótipos diplóides e

tetraplóides em diferentes populações pode indicar que os tetraplóides tenham se

dispersado de suas populações de origem e se estabelecido em novos habitats

(Stebbins 1971, Levin 2002). Já H. chrysotrichus apresentou somente citótipo

tetraplóide 2n=80 em todas as populações estudadas.

A contagem cromossômica por si só já é um parâmetro que fornece dados

importantes para à taxonomia e sua obtenção é considerada simples e barata (Guerra

2008). Apesar de confiável, somente os dados de contagem cromossômica não são

suficientes na elucidação da maioria dos casos de problemas encontrados tanto nas

relações interespecíficas, como nas intraespecíficas. Técnicas mais detalhadas da

morfologia cromossômica têm sido cada vez mais utilizadas na resolução de

inconsistências taxonômicas. A coloração com fluorocromos determina a composição

predominante da heterocromatina (Schweizer 1976), sendo que o fluorocromo DAPI

(4’,6-diamidino-2-fenilindol) evidencia sequências repetitivas de DNA compostas
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principalmente por adenina e timina (A-T). Já o CMA (cromomicina A3) liga-se

predominantemente a regiões ricas em citosina e guanina (C-G) (Moscone et al. 1996).

Na família Arecaceae, foi possível diferenciar algumas subfamílias através do

padrão de condensação prometafásico e pelo padrão de coloração com fluorocromos

(Röser 1994, 1995). Em Rutaceae, o padrão de bandeamento heterocromático foi

estudado através da análise com CMA e DAPI, onde Murraya paniculata e M. koenigii

apresentaram padrões de bandas CMA bem distintos, sugerindo assim a separação da

última espécie no gênero Bergera, dentro da subtribo Clauseninae, enquanto M.

paniculata seria classificada junto com o gênero Merrillia, dentro da subtribo

Merrilliinae (Guerra et al. 2000).

Estudos cariotípicos são também importantes ferramentas para investigação de

possíveis origens híbridas, assim como para detecção de hibridações naturais em

diversos grupos de plantas. Estão incluídos nesses estudos técnicas de bandeamentos

com o uso de fluorocromos como marcadores de sequências específicas (Costa 2006).

Esses estudos facilitam a identificação de pares cromossômicos, além de

possibilitar a detecção de pequenas alterações estruturais nos cromossomos e a sua

localização exata, as quais não poderiam ser identificadas pelas técnicas de coloração

convencional (Guerra 1988; D´Emérico et al. 1999). Para estudos evolutivos, estas

técnicas possibilitam também a observação detalhada das transformações que ocorrem

em grupos de espécies próximas taxonomicamente ou citótipos, que apresentam

cariótipos muito semelhantes (Cerbah et al. 1995, 1998; Guerra 1988; Snowdon et al.

2001; Sumner 2003).

Em plantas com cromossomos pequenos e que se condensam intensamente no

estádio metafásico, os cromossomos prometafásicos podem proporcionar informações

importantes nas técnicas de bandeamento cromossômico, que não poderiam ser vistas se
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os cromossomos estivessem em grau maior de compactação (Clark & Wall 1992; Fukui

& Nakayama, 1996).

Porém, os diferentes estádios de compactação podem provocar erros na

classificação cariotípica, pois os cromossomos mais compactados não permitem que as

constrições secundárias sejam facilmente localizadas, ao mesmo tempo, os menos

compactados apresentam diversas constrições, o que dificulta a identificação das regiões

centroméricas (Londe 2010).

Cromossomos mais distendidos podem ser bandeados e a principal importância

de sua utilização em estudos morfológicos tem sido a determinação de bandas extras e

dos pontos de quebra-fusão que podem ocorrer nas alterações cromossômicas (Therma

& Susman 1992). Dessa forma, as técnicas de bandeamento cromossômico têm

contribuído para a identificação de alterações cromossômicas e seus locais de

ocorrência no genoma (Giannoni & Lui 1988; Torres-Mariano & Morelli 2008).

O objetivo do presente trabalho é a análise da morfologia cromossômica da

progênie de diferentes citótipos de Handroanthus ochraceus e de H.chrysotrichus, em

diferentes populações, através de bandeamento cromossômico utilizando a coloração

sequencial CMA/DAPI, com a finalidade de obter dados detalhados referentes à

morfologia destes cromossomos e assim compreender possíveis padrões de evolução

cariotípica e suas implicações em processos reprodutivos e especialmente na taxonomia

e evolução do gênero Handroanthus.

2. MATERIAIS E MÉTODOS

2.1. Material botânico e locais de coleta

O material disponibilizado para esse estudo foi resultado de coletas realizadas

por pesquisadores colaboradores. No total são nove indivíduos encontrados em quatro
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populações de Handroanthus ochraceus e nove indivíduos de duas populações de H.

chrysotrichus (Tabela 1 e Figura 4).

Tabela 1. Lista de espécies e populações de Handroanthus utilizadas no estudo e suas respectivas
procedências.

Espécie/População Localização Indivíduos
Número de coleta ou

Herbário

Handroanthus ochraceus

Jataí BR365 1 e 2 FMCS 20 e FMCS 39

Três Marias BR365 1 FMCS 10

Bom Jesus de Goiás BR452 1, 2 e 3
FMCS 30, FMCS 31 e FMCS

34

São José do Rio Preto
São José do Rio

Preto
1, 2 e 3 SJRP-29235

 
Handroanthus chrysotrichus

Itatiaia Itatiaia 1, 2, 3 e 4 HUFU-68112

Uberlândia UFU Umuarama 1, 2, 3, 4 e 5
FMCS 2, FMCS 3, FMCS 4,

FMCS 5 e FMCS 6

2.2. Pré-tratamento, fixação e armazenamento

Na preparação de lâminas para obtenção de metáfases mitóticas para a realização

de contagem cromossômica e identificação de padrões de bandas CMA3/DAPI, foi

utilizado o protocolo descrito por Guerra & Souza (2002).

Foram obtidas pontas de raízes através da germinação das sementes previamente

coletadas, as quais foram pré-tratadas em solução anti-mitótica de paradiclorobenzeno

(PDB) por 4 horas em banho-maria, com temperatura entre 16º-18ºC. Em seguida o

material foi fixado em Carnoy (solução 3:1, etanol P.A.: ácido acético P.A.) por pelo

menos 24h à temperatura ambiente, após esse tempo foi feita a troca da solução de

Carnoy e o material armazenado em freezer a -4º C.
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2.3. Preparação de lâminas com digestão enzimática

Na preparação das lâminas, as pontas de raízes foram lavadas em água destilada

três vezes, sendo que cada lavagem durou cinco minutos. O material foi transferido para

tubos eppendorf, onde foi acrescentada a solução enzimática de celulase e pectinase

(2:20 em tampão de McIlvaine) para digestão da parede celular, ficando de 35 a 37

minutos a 37ºC. As raízes foram cuidadosamente lavadas com água destilada e

transferidas para lâminas, onde receberam uma gota de ácido acético 45%. Com o

auxílio de estereomicroscópio foi feita a separação do meristema, que foi esmagado

após ser coberto com lamínula. Para retirada da lamínula e fixação do material, as

lâminas foram mergulhadas em nitrogênio líquido. As lâminas foram então

envelhecidas por três dias em temperatura ambiente.

2.4. Preparações citológicas para bandeamentos CMA3 e DAPI

Para os procedimentos de bandeamento CMA3/DAPI (Guerra & Souza 2002)

foram utilizadas as lâminas já preparadas conforme descrito no item anterior (Ver item

2.3). Foi utilizada a coloração sequencial com os corantes cromomicina A3 (CMA3) e

4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).

Com o auxílio de pipetas Pasteur, foi adicionada uma gota de CMA3 (0,5mg/ml)

sobre as células e o material então foi coberto com lamínula de plástico. Após uma

hora em caixa escura, as lâminas foram lavadas com água destilada para retirada da

lamínula e excesso de fluorocromo. Estas então foram secas com bomba de ar.

Seguidamente acrescentou-se uma gota de DAPI (2 μg/ml) e lamínula de plástico. As

lâminas foram guardadas em caixa escura por mais trinta minutos, lavadas com água

destilada e secas com bomba de ar. Acrescentou-se então uma gota de meio de

montagem (glicerol 1:1 tampão McIlvaine com MgCl2 2,5M) e dessa vez foi feita
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cobertura com lamínula de vidro para visualização no microscópio. Para estabilização

dos fluorocromos, as lâminas descansaram em caixa escura por três a quatro dias antes

da análise sob fotomicroscópio óptico de fluorescência.

2.5. Obtenção dos tipos cromossômicos

Para elaboração dos tipos cromossômicos, foram analisadas metáfases com boas

condições de espalhamento. Os padrões foram fixados após a observação das bandas

positivas nos cromossomos de todos os indivíduos estudados. A classificação da

morfologia cromossômica não foi possível devido ao tamanho diminuto dos

cromossomos encontrados nas espécies estudadas, assim como a dificuldade em

encontrar células com bom espalhamento. Os cromossomos foram desenhados e as

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

2.6. Microscopia

Todas as lâminas foram analisadas e fotografadas em microscópio óptico e de

fluorescência modelo Olympus BX51 e a documentação do material em foto foi feita

com câmera digital acoplada ao microscópio modelo Olympus DP70. As imagens foram

capturadas e processadas com o programa Olympus DP Controller. Para as análises dos

procedimentos de bandeamentos CMA3z/DAPI as lâminas foram observadas com filtros

de fluorescência. Para observação do fluorocromo CMA utilizou-se os filtrod de

excitação/emissão 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 número cromossômicos encontradas estão compilados na

tabela 2. As representações esquemáticas dos tipos cromossômicos estão organizadas

nas figuras 6 a 11 (Anexo 1).

3.1. Números cromossômicos

Foram observadas perdas cromossômicas em Handroanthus ochraceus, tanto

nos citótipos diplóides 2n=2x=40 como nos tetraplóides 2n=4x=80, assim como em H.

chrysotrichus, cujas populações estudadas são tetraplóides, 2n=4x=80. Tais dados serão

discutidos nos tópicos a seguir.

3.1.1. Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos

O número cromossômico (Tabela 2) variou em todos os indivíduos das

populações estudadas, exceto no indivíduo da população de Três Marias (Figs. 27 e 28)

e o indivíduo 3 da população de São José do Rio Preto (Figs 43, 44 e 45). Em ambos os

embriões são poliplóides e possuem número cromossômico conservado 2n=4x=80.

A progênie das demais populações são citótipos diplóides com número

cromossômico 2n=2x=40. O indivíduo 1 da população de Jataí revelou uma variação

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).

Já em outra raiz, foram encontrados 2n=37, 2n=38, 2n=39 e 2n=40. O indivíduo 2 de

Jataí apresentou em uma raiz, número cromossômico 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 população de Bom Jesus de Goiás, a progênie do indivíduo 1 apresentou os

números cromossômicos, em uma das raízes, variando entre 2n=38 e 2n= 40 (Fig.

29-31), enquanto em outra raiz foram encontrados 2n=36, 2n=37 (Fig. 32), 2n=38 e

2n=40. Já o indivíduo 2 teve em uma das raízes células com número cromossômico

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 progênie do indivíduo 3 também apresentou

número cromossômico variável, sendo que células da primeira raiz analisada possuíam

2n=40 (Fig. 35) e 2n=38 (Fig. 36 e 37), na segunda raiz os números se repetem.

A progênie dos outros dois indivíduos da população de São José do Rio Preto

apresentaram perdas cromossômicas. O indivíduo 1 apresentou em diferentes

meristemas analisados 2n=80 (Fig. 38) e 2n=76 (Fig. 39). Já o indivíduo 2 apresentou

em um único meristema, células com 2n=76, 2n=78 e 2n=80 (Figs. 40, 41 e 42), os

demais meristemas analisados mantiveram número cromossômico constante, 2n=80.

3.1.2. Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC) Mattos

Nesta espécie também houve grande variação intra- e interpopulacional na

progênie quanto ao número cromossômico, assim como diferenças entre as células de

um mesmo indivíduo. Os embriões das duas populações estudadas, Itatiaia e

Uberlândia (Tabela 2), são tetraplóides 2n=4x=80, porém a maioria deles apresentaram

perdas cromossômicas.

Na população de Itatiaia, somente o indivíduo 1 apresentou embriões com

número cromossômico conservado, 2n=80 (Fig. 46). No indivíduo 2 os meristemas

apresentaram variação entre 2n=80 (Fig. 47) e 2n=76 (Fig. 48). Já no indivíduo 3 o

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

células com 2n=80 nos meristemas analisados.

Na população de Uberlândia, nenhum dos indivíduos analisados apresentou

progênie com número cromossômico constante, com exceção do indivíduo 4 com

2n=68 (Fig. 60 e 61), porém os números cromossômicos encontrados são menores que

a ploidia correspondente que seria de 2n=4x=80. O indivíduo 1 teve meristemas com

números cromossômicos 2n=78 (Fig. 54), 2n=80 (Fig. 53) e 2n=81 (Fig. 52), sendo

este o único a apresentar número superior à ploidia. O indivíduo 2 apresentou grande

perda cromossômica em uma das raízes analisadas, de forma que apresentou células

com 2n=63 (Fig. 57) e 2n=66 (Fig. 56), enquanto a outra raiz teve células com número

constante de 2n=80 (Fig. 55). O indivíduo 3 apresentou 2n=74 e 2n=80 (Fig. 58) em

uma das raízes analisadas, enquanto outra apresentou células com 2n=76 (fig. 59). O

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

3.2. Bandeamento CMA/DAPI

Devido ao tamanho diminuto dos cromossomos, não foi possível identificar o

centrômero em todos os cromossomos para classificá-los em acrocêntricos,

metacêntricos ou submetacêntricos.

Nenhum dos indivíduos de ambas as espécies apresentou cromossomos com bandas

DAPI+. No entanto, foi encontrado grande número de bandas CMA3
+, sendo que a

maioria das bandas encontradas são teloméricas. Já nas regiões pericentroméricas, os

indivíduos apresentaram pelo menos um cromossomo com bandas CMA3
+/DAPI-, com

exceção de alguns indivíduos. Também foram encontradas bandas CMA+ localizadas em

constrições secundárias. Os citótipos tetraplóides (2n=4x=80) analisados apresentaram

quantidade maior de bandas aos citótipos diplóides (2n=2x=40).
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A análise dos cromossomos quanto à posição e à quantidade de bandas CMA3 e

DAPI revelou 7 tipos cromossômicos, descritos a seguir:

A. Cromossomo sem bandas CMA3/DAPI.

B. Cromossomo com banda CMA3
+/DAPI- telomérica.

C. Cromossomo com banda CMA3
+/DAPI- na região pericentromérica.

D. Cromossomo com banda CMA3
+ em posição intercalar.

E. Cromossomo com banda CMA3
+/DAPI- em constrição secundária.

F. Cromossomo com banda CMA3
+ intercalar e banda CMA3

+ em constrição

secundária.

G. Cromossomo com duas bandas CMA3
+ em constrição secundária

Os tipos de cromossomos encontrados estão representados na figura 5, porém,

como não foi possível determinação da posição do centrômero em todos os

cromossomos, a figura não está em escala, de modo que os cromossomos com banda

pericentromérica não são necessariamente metacêntricos.

Assim como foram encontradas variações significativas quanto aos números

cromossômicos, houve também várias diferenças quanto à quantidade e localização de

bandas encontradas em um mesmo indivíduo, assim como a diferença de padrões entre

as populações das duas espécies.

3.2.1. Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos

A progênie dos dois indivíduos de Handroanthus ochraceus da população de

Jataí (2n=ca.40) apresentaram diferenças entre si, porém alguns dos padrões

encontrados se repetiram entre eles. Assim sendo, o indivíduo 1 apresentou oito

padrões de distribuição das regiões de heterocromatina ricas em C-G nos embriões. A

quantidade de bandas variou entre 5 e 9, sendo que as fórmulas cariotípicas encontradas
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são 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). Já a progênie do indivíduo 2 apresentou

sete padrões distintos com as seguintes fórmulas: 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 + 1F (Fig. 24), 31A + 4B + 3C + 2F (Fig. 25), 31A + 4B + 3C + 1D +

1E (Fig. 26).

O único indivíduo de Três Marias (2n=80) apresentou progênie com 12 bandas e

dois padrões de distribuição, com fórmulas 68A + 7B + 4C + 1F (Fig. 27) e 68A + 5B +

4C + 3F (Fig 28).

A população de Bom Jesus de Goiás (2n=ca.40) apresentou diferenças de padrão

de bandas entre a progênie dos seus indivíduos, sendo que a quantidade de bandas

variou entre 5 e 8. O indivíduo 1 apresentou embriões com quatro padrões de bandas,

sendo as fórmulas cariotípicas: 34A + 3B + 2C + 1F (Fig, 29), 34A + 4B + 2C (Fig. 30),

31A + 3B + 3C + 1F (Fig. 31) 30A + 5B + 1C + 1E (Fig. 32). Por outro lado, o

indivíduo 2 teve embriões com dois padrões de banda, com as seguintes fórmulas

cariotípicas: 33A + 5B (Fig. 33) e 32A + 7B (Fig. 34). Por fim, na progênie do

indivíduo 3 foram encontrados quatro padrões de bandas, sendo as fórmulas

cariotípicas: 33A + 5B + 2C (Fig. 35), 30A + 4B + 3C + 1F (Fig. 36) e 30A + 5B + 3C

(Fig. 37).

Na população de São José do Rio Preto (2n=ca.80) também foram encontrados

diversos padrões na distribuição de bandas entre os indivíduos. A quantidade de bandas

variou entre 8 e 16. O indivíduo 1 apresentou embriões com dois padrões de bandas,

sendo suas fórmulas cariotípicas 68A + 8B + 1C + 3F (Fig. 38) e 62A + 12B + 2C (Fig.

39). Na progênie do indivíduo 2 foram encontrados três padrões: 68A + 10B + 2C (Fig.



32

40), 65A + 10B + 4C + 1E (Fig. 41) e 64A + 10B + 5C + 1F (Fig. 42), enquanto do

indivíduo 3 foram encontrados três padrões de bandas, sendo representadas pelas

seguintes fórmulas cariotípicas: 72A + 6B + 2E (Fig. 43), 72A + 5B + 1C + 2F (Fig. 44)

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

3.2.2. Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC) Mattos

A quantidade de bandas da progênie da população de H. chrysotrichus de Itatiaia

(2n=ca.80) variou de 8 a 11. O indivíduo 1 apresentou somente um padrão de bandas,

no total de 10 bandas teloméricas, o qual é representado pela seguinte fórmula

cariotípica: 70A + 10B (Fig. 46). O segundo indivíduo apresentou embriões com as

seguintes fórmulas: 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). Já na

progênie do indivíduo 4 somente um padrão de distribuição das bandas foi encontrado:

68A + 8B + 2C (Fig. 51).

A progênie da população de Uberlândia mostrou grande diversidade com relação

à quantidade e padrão de distribuição das bandas entre os indivíduos analisados, sendo

que a quantidade de bandas encontradas variou de 5 a 18. A progênie do indivíduo 1 é

representada pelas seguintes fórmulas cariotípicas: 69A + 6B + 4C + 2E (Fig. 52), 67A

+ 10B + 1C + 2F (Fig. 53) e 60A + 13B + 4C + 1F (Fig. 54). Do indivíduo 2 apresentou

as fórmulas: 70A + 2B + 2C + 4F (Fig. 55), 61A + 5B (Fig. 56) e 48A + 6B + 5C + 2E

+ 2F (Fig. 57). Embriões do indivíduo 3 seguem representados por: 67A + 4B + 6C +

3F (Fig. 58) e 67A + 6B + 2C + 1F (Fig. 59). O indivíduo 4 apresentou embriões com as

seguintes fórmulas: 58A + 4B + 2C + 2F + 2G (Fig. 60) e 56A + 9B + 1C + 2F (Fig.

61). Por fim, do indivíduo 5 obteve-se os seguintes padrões de bandas: 70A + 4B + 3F

(Fig. 62) e 63A + 8B + 3C + 3F (Fig. 63).
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Tabela 2. Número cromossômico, total de bandas e fórmulas cariotípicas de Handroanthus
ochraceus nas populações de Jataí, Três Marias, Bom Jesus de Goiás e São José do Rio Preto e
Handroanthus chrysotrichus de Itatiaia e Uberlândia. Na tabela (-) indica as células onde foi possível
a contagem, porém não foi possível observar bandas.

Espécies/Populações 2n Total de bandas Fórmulas cariotípicas
Handroanthus ochraceus
Jataí 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 - -

Jataí 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
31A + 4B + 3C + 1D +
1E

2n=38 - -

2n=37 - -

Três Marias 1 2n=80 12 68A + 7B + 4C + 1F

2n=80 12 68A + 5B + 4C + 3F

Bom Jesus de Goiás 1 2n=40 6 34A + 3B + 2C + 1F

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

2n=38 7 31A + 3B + 3C + 1F

2n=37 7 30A + 5B + 1C + 1E

2n=39 - -

2n=36 - -

Bom Jesus de Goiás 2 2n=38 5 33A + 5B

2n=39 7 32A + 7B

2n=34 - -

2n=40 - -

Bom Jesus de Goiás 3 2n=40 7 33A + 5B + 2C

2n=38 8 30A + 4B + 3C + 1F

2n=38 8 30A + 5B + 3C
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São José do Rio Preto 1 2n=80 12 68A + 8B + 1C + 3F

2n=76 14 62A + 12B + 2C

São José do Rio Preto 2 2n=80 12 68A + 10B + 2C

2n=80 15 65A + 10B + 4C + 1E

2n=80 16 64A + 10B + 5C + 1F

2n=76 - -

2n=78 - -

São José do Rio Preto 3 2n=80 8 72A + 6B + 2E

2n=80 8 72A + 5B + 1C + 2F

2n=80 14 66A + 9B + 3C + 1E + 1F

Handroanthus
chrysotrichus

Itatiaia 1 2n=80 10 70A + 10B

Itatiaia 2
2n=
80

9 71A + 7B + 2C

2n=76 11 65A + 8B + 2C + 1E

Itatiaia 3 2n=80 8 72A + 6B + 2F

2n=76 9 67A + 6B + 2C + 1F

2n=72 - -

Itatiaia 4 2n=78 10 68A + 8B + 2C

2n=76 - -

Uberlândia 1 2n=81 12 69A + 6B + 4C + 2E

2n=80 13 67A + 10B + 1C + 2F

2n=78 18 60A + 13B + 4C + 1F

Uberlândia 2 2n=80 8 70A + 2B + 2C + 4F

2n=66 5 61A + 5B

2n=63 15 48A + 6B + 5C + 2E + 2F

Uberlândia 3 2n=80 13 67A + 4B + 6C + 3F

2n=76 9 67A + 6B + 2C + 1F

2n=74 - -

Uberlândia 4
2n=68 10

58A + 4B + 2C + 2F +
2G

2n=68 12 56A + 9B + 1C + 2F

Uberlândia 5 2n=76 7 70A + 4B + 3F

2n=77 14 63A + 8B + 3C + 3F
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4. DISCUSSÃO

Características como número cromossômico diplóide elevado, cromossomos

pequenos e poliploidia são consistentes com o padrão esperado para plantas lenhosas

tropicais (Goldblatt 1976, Piazzano 1998, Biondo et al. 2005), padrões estes que estão

também presentes nas espécies do gênero Handroanthus deste estudo.

Os números cromossômicos obtidos confirmam as contagens já feitas

anteriormente por Sampaio (2010) para H. ochraceus, com citótipos diplóides (2n=40) e

citótipos tetraplóides (2n=80), assim como para H. chrysotrichus, que apresentou

2n=80. Chama a atenção no presente trabalho a variação observada na progênie da

maioria dos indivíduos amostrados em ambas as espécies. Foram observadas tanto

variação de números entre meristemas quanto variações dentro de um mesmo

meristema. A ocorrência de variação numérica dentro de um mesmo meristema já foi

observada em outros grupos vegetais.

Muitas das variações também observadas para padrões de bandas poderiam ser

explicadas através de eventos de inversão cromossômica. Embora isto seja um evento

comumente descrito durante a meiose, eventos de inversão explicariam a variação de

bandas terminais e intercalares, e dependendo do caso, até mesmo de perdas de

cromossomos, caso a inversão seja pericêntrica (Appels et al. 1998). Isto explicaria

indivíduos com menor número cromossômico, mas não variações intraindividuais.

As variações intraindividuais de número cromossômico em nível somático são

denominadas polissomatia e aneussomatia, referentes à ocorrência de poliploidia e

aneuploidia, respectivamente (Davide et al. 2007; Rodrigues et al. 2009).

A aneusomatia já foi descrita para meristemas radiculares de Hoffmannseggella

rupestris (Orchidaceae), porém foi encontrado número cromossômico constante em

tecido do ovário, 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 à

produção ativa de aneuplóides em populações de plantas e a aneuploidia é um fator

importante na especiação (Segundo D'Amato 1997; Rodrigues et al. 2009).

O fato de haver variação numérica aneuplóide dentro de um mesmo meristema

faz com que a variação aneuplóide descrita para indivíduos da progênie de um indivíduo

e até mesmo entre progênies de diferentes indivíduos ou de diferentes populações seja

analisada com cautela, já que poucas células com bom espalhamento e morfologia são

observadas em cada meristema e estas células podem representar variações

aneussomáticas. Entretanto, para Handroanthus ochraceus, observou-se a

predominância de 2n=40 cromossomos na progênie dos dois indivíduos de Jataí.

Também se observou predominância do número 2n=80 cromossomos nas populações de

Três Marias e São José do Rio Preto. A maior variação foi encontrada na população de

Bom Jesus de Goiás. Já para H. chrysotrichus foi observada uma maior variação na

população de Uberlândia, sendo que a população de Itatiaia apresentou

predominantemente 2n=80 cromossomos.

A maior variação nos números cromossômicos pode representar possíveis locais

onde tenha ocorrido ou esteja ocorrendo hibridação entre espécies. Pois logo após um

evento de hibridação, a nova constituição genômica do híbrido 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 números cromossômicos (Appels et al. 1998; Riddle &

Birchler 2003).

O mecanismo de eliminação cromossômica é bastante sensível e influenciado

por fatores estes que podem levar a estabilidade do híbrido (Pickering 1985;

Linde-Laursen & Bothmer 1999). Eles podem ser genéticos, como translocações
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Robertsianas, idade das células e cruzamentos entre espécies próximas, ou ambientais,

como a temperatura, infecções por vírus e estresse fisiológico (Appels et al. 1998).

Assim como os indivíduos parentais que tiveram a progênie analisada podem

representar híbridos, os próprios embriões analisados em cada indivíduo podem ser

originados de um processo de hibridação. Entretanto, para compreender as

possibilidades de hibridação é necessário avaliar a presença de espécies próximas

ocorrendo no mesmo local e se há quebras de barreiras ao fluxo gênico que possibilitam

a formação de híbridos. Embora este caso específico deva ser mais profundamente

estudado, já existem registros de cruzamentos em casas de vegetação, que geraram prole

viável entre espécies dos gêneros Catalpa, Chilopsis e Campsis (Gentry 1990), e em

polinizações experimentais no campo entre espécies do gênero Handroanthus (Sampaio

2010), Tabebuia sensu strictu (Bittencourt Júnior 2003) e Anemopaegma (Firetti 2009).

O detalhamento morfológico dos cromossomos com fluorocromos CMA3/DAPI

demonstrou que além da variação aneuplóide observada também há variação no padrão

de bandas CMA+/DAPI- tanto intraindividual como interindividual. A grande

quantidade de fórmulas cariotípicas encontradas dificulta a análise de possíveis direções

evolutivas e até mesmo avaliar possíveis origens para os citótipos tetraplóides.

Observando-se apenas as fórmulas encontradas nas células que apresentam o número

cromossômico padrão (2n=2x=40 ou 2n=4x=80), é possível observar que os citótipos

tetraplóides tendem a ter um número de bandas próximo ao dobro do número de bandas

dos diplóides. Também existe um maior número de bandas terminais, em especial do

tipo cromossômico B.

Embora a variação no padrão de bandas CMA3/DAPI claramente ocorra, esta

pode ter sido subestimada ou até mesmo superestimada em virtude do tamanho reduzido

dos cromossomos e efeitos da técnica. Como não foi possível observar centrômeros e
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realizar medidas cromossômicas, é possível que as fórmulas que são aparentemente

idênticas na verdade não sejam, porque as bandas na verdade se encontram em pares

cromossômicos diferentes, ou bandas terminais consideradas idênticas estejam em

braços cromossômicos diferentes. Da mesma forma, os tipos cromossômicos B e E são

muito semelhantes entre si, diferindo apenas pela visualização da constrição secundária,

que pode ser mascarada pela preparação citológica. O mesmo ocorre entre os tipos F e

G, sendo que no tipo G apenas podem estar mais visíveis os dois segmentos de DNA

repetitivo. Para que este problema seja resolvido, o ideal seria realizar a hibridização

fluorescente in situ (FISH), podendo ser usadas sondas centroméricas, para evidenciar

centrômeros, e 45S, para identificar a região organizadora do nucléolo.

Muitos trabalhos já demonstraram que a presença de blocos CMA3
+ na região

terminal de alguns cromossomos estão, em geral, associadas na maioria das

angiospermas às regiões organizadoras do nucléolo (Guerra 2000), que são ricas em

nucleotídeos 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 diferenças quantitativas e qualitativas de bandas CMA3
+ encontradas em um

mesmo indivíduo, assim como as diferenças entre indivíduos e entre as populações

analisadas, indica clara diferenciação genética em cada uma as espécies. Tais resultados

podem ser explicados pelos mecanismos de dispersão da heterocromatina. De acordo

com Schweizer e Loidl (1987) a heterocromatina ancestral presente em um ou poucos

pares de cromossomos se espalharia pelo complemento cariotípico na mesma região dos

cromossomos através de transposições (Ver Fig. 42 e 53), sendo que este processo seria

facilitado pelo rearranjo dos cromossomos na interfase meiótica e núcleo interfásico.
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Segundo John (1988), o espalhamento da heterocromatina também poderia ser realizado

através de várias etapas de replicação e de acumulação.

Em Handroanthus ochraceus, há presença de vários citótipos em diferentes

locais e, além disso, grande variação na morfologia cromossômica em cada um deles,

além de perdas cromossômicas. Pode-se assim inferir que tais indivíduos podem estar

em processo de conhecido como evolução cariotípica ou diversificação cariotípica,

processo esse que pode levar ao isolamento genético, fornecendo uma barreira ao fluxo

gênico (Stace, 1991) atuando na diferenciação e favorecendo o processo de especiação

(Briggs & Walters, 1997). Em Handroanthus chrysotrichus não foram analisados

citótipos diplóides, mas da mesma forma foram encontradas diversas evidências de

possível rearranjo do cariótipo, tais como perda cromossômica e diferenciação nos

padrões de bandas encontradas, tanto entre células de um mesmo indivíduo, quanto

entre eles.

Destaca-se também a grande quantidade de fórmulas cariotípicas encontradas

que apresentam heteromorfismo de bandas, em ambas as espécies e em ambos citótipos

diplóides e tetraplóides de H. ochraceus. As variações na extensão de regiões

heterocromáticas entre pares de cromossomos homólogos são denominadas

heteromorfismos. O heteromorfismo de bandas está frequentemente correlacionado à

origem híbrida. Estudos mais aprofundados, envolvendo técnicas de hibridação in situ e

análise genômica, têm observado que a formação de híbridos muitas vezes envolve

origens múltiplas e herança desbalanceada dos genótipos parentais (Lim et al. 2008).

Há certa dificuldade em comparar os resultados encontrados com grupos

próximos e entre espécies do gênero Handroanthus, pois os trabalhos com espécies do

gênero tratam somente de contagens cromossômicas, mesmo assim, nestes, a

amostragem de diferentes populações e indivíduos é ausente. Estudos de caracterização
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morfológica de cromossomos também são extremamente escassos em gêneros ou tribos

próximas a Handroanthus, assim como não existem estudos anteriores no gênero que

possam ou não corroborar com os dados encontrados.

No presente trabalho, quando comparamos os citótipos diplóides (2n=40) e

tetraplóides (2n=80) de H. ochraceus, verificamos que não foi encontrada nenhuma

fórmula cariotípica diplóide que pudesse ter gerado, por duplicação do próprio genoma,

qualquer uma das fórmulas cariotípicas observadas nos tetraplóides. As fórmulas mais

próximas entre si seriam 30A + 3B + 2C + 1F (2n=36), encontrada no indivíduo 1 da

população de Jataí e 68A + 7B + 4C + 1F (2n=80), encontrada na população de Três

Marias. Infelizmente o citótipo de Jataí não apresenta 2n=40 cromossomos, não sendo

então possível afirmar que esta fórmula esteja completa. Quando comparamos as

espécies entre si, também não há nenhuma fórmula idêntica entre o citótipo tetraplóide

de H. ochraceus (2n=80) e H. chrysotrichus (2n=80). Da mesma forma, não foi

observado um citótipo diplóide de H. ochraceus (2n=40) que pudesse ter dado origem

diretamente a qualquer citótipo de H. chrysotrichus (2n=80).

Várias inferências podem ser feitas em relação ao material estudado, porém,

antes de qualquer afirmação, vê-se necessária a realização de estudos com citótipos de

outras localidades, assim como a aplicação de técnicas de hibridação in situ para melhor

elucidação da forma como estas mudanças estão ocorrendo em cada uma dessas

populações. Ainda assim, os resultados apresentados no presente trabalho reforçam a

necessidade e a importância de uma amostragem cromossômica criteriosa, que envolva

diferentes populações e indivíduos, para que não se subestime a variação intraespecífica

que pode ocorrer nas diferentes espécies. A grande variabilidade observada, inclusive

nos citótipos diplóides de H. ochraceus (2n=40), nos leva a crer que há a possibilidade

de que este já tenha se originado por um processo de hibridação (homoplóide ou
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alopoliplóide) que tenha ocorrido múltiplas vezes. De acordo com Soltis & Soltis

(2009), populações alotetraplóides de origens múltiplas teriam cada uma o seu próprio

genótipo, e mesmo com um fluxo gênico limitado entre as populações, novos genótipos

poderiam ser gerados entre indivíduos geneticamente distintos, seguidos por segregação

e distribuição independente de variantes genéticos, gerando uma espécie altamente

variável geneticamente. Esta variabilidade pode ser observada em ambas as espécies no

presente trabalho, assim como em ambos citótipos.
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6. ANEXO 1

Figura 1. Trecho da filogenia para Lamiales, inferida a partir de parcimônia, probabilidade e análise Bayesiana de
sequências de plastídeo trnK/matK, trnL-F e rpslS. Os números em negrito acima dos ramos são probabilidades
posteriores de inferência Bayesiana, números em itálico acima dos ramos são valores da máxima parcimônia (MP)
de bootstrap, números abaixo dos ramos indicam proporções da probabilidade máxima (ML) de bootstrap. Os
números entre parênteses indicam que o respectivo nó não foi apoiado por todas as três abordagens
metodológicas. Modificado de Schãferhoff et al. (2010).
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Figura 2. Trecho da filogenia da 'Tabebuia alliance' inferida através de um consenso estrito da parcimônia baseada
em análises combinadas de sequências de ndhF, trnL-F e rbcL. Os valores acima dos ramos indicam suporte de
bootstrap (BT) da máxima parcimônia e probabilidade posterior (PP) da análise 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 distribuição geográfica de Handroanthus no Brasil. Os tons de uma mesma cor representam as
diferentes regiões brasileiras. Verde: Norte; Laranja: Nordeste; Amarelo: Centro-Oeste; Vermelho: Sudeste e Azul: Sul.
A - Handroanthus ochraceus, disponível em <http://reflora.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB114091>;
B - Handroanthus chrysotrichus, disponível em <http://reflora.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB114078>.

Figura 4. Mapa de pontos de coleta das populações de Handroanthus ochraceus - representados por losangos (Jatai,
Bom Jesus de Goiás, Três Marias e São José do Rio Preto) e Handroanthus chrysotrichus - representados por círculos
(Itatiaia e Uberlândia). A cor laranja mostra organismos diplóides (2n=2x=40) e o amarelo os organismos tetraplóides
(2n=4x=80). 1 - Jatai; 2 - Bom Jesus de Goiás; 3 - Uberlândia; 4-Três Marias; 5-São José do Rio Preto; 6- Itatiaia.

Figura 5. Tipos cromossômicos encontrados em H. ochraceus e H. chrysotrichus, mostrando a localização 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 região pericentromérica; D. Cromossomo com banda CMA3+em posição
intercalar; E. Cromossomo com banda CMA3+/DAPI- em constrição secundária; F. Cromossomo com banda CMA3+
intercalar e banda CMA3+ em constrição secundária; G. Cromossomo com duas bandas CMA3+ em constrição
secundária.

http://reflora.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB114091
http://reflora.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB114078
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Figura 6. Representação esquemática dos tipos cromossômicos encontrados na progênie da população de Jataí
de Handroanthus ochraceus. A cor amarela representa as bandas CMA3

+.

Figura 7. Representação esquemática dos tipos cromossômicos encontrados na progênie da população de Três
Marias de Handroanthus ochraceus. A cor amarela representa as bandas CMA3

+.
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Figura 8. Representação esquemática dos tipos cromossômicos encontrados na progênie da população de Bom
Jesus de Goiás de Handroanthus ochraceus. A cor amarela representa as bandas CMA3

+.

Figura 9. Representação esquemática dos tipos cromossômicos encontrados na progênie da população de São
José do Rio Preto de Handroanthus ochraceus. A cor amarela representa as bandas CMA3

+.
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Figura 10. Representação esquemática dos tipos cromossômicos encontrados na progênie da população de
Itatiaia de Handroanthus chrysotrichus. A cor amarela representa as bandas CMA3

+.

Figura 11. Representação esquemática dos tipos cromossômicos encontrados na progênie da população de
Uberlândia (UDI) de Handroanthus chrysotrichus. A cor amarela representa as bandas CMA3

+.
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Figura 12-15. Jatai - Indivíduo 1. Metáfases mitóticas de H. ochraceus coradas com CMA3/DAPI
sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquemático evidenciando a localização das bandas CMA3+
(segunda coluna). Fig. 12 - Padrão 35A + 4B + 1C (2n=40). Fig. 13 - Padrão 34A + 3B + 3C (2n=40). Fig.
14- Padrão 34A + 4B + 2C (2n=40). Fig. 15- Padrão 33A + 5B + 2C (2n=40). Barra = 5pm.
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Figura 16-19. Jatai - Indivíduo 1. Metáfases mitóticas de H. ochraceus coradas com CMA3/DAPI
sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquemático evidenciando a localização das bandas CMA3+
(segunda coluna). Fig. 16 - Padrão 33A + 4B + 3C (2n=40). Fig. 17 - Padrão 32A + 5B + 3C (2n=40). Fig.
18 - Padrão 30A + 3B + 2C + 1F (2n=36). Fig. 19- Padrão 28A + 4B + 4C (2n=40). Barra = 5pm.
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Figura 20-23. Jatai - Indivíduo 2. Metáfases mitóticas de H. ochraceus coradas com CMA3/DAPI
sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquemático evidenciando a localização das bandas CMA3+
(segunda coluna). Fig. 20 - Padrão 33A + 4B + 3C (2n=40). Fig 21 - Padrão 32A + 5B + 2C + 1E (2n=40).
Fig 22 - Padrão 32A + 4B + 3C +1E (2n=40). Fig. 23 - Padrão 32A + 3B + 3C + 1E + 1F (2n=40). Barra =
5pm.
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Figura 24-26. Jatai - Indivíduo 2. Metáfases mitóticas de H. ochraceus coradas com CMA3/DAPI
sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquemático evidenciando a localização das bandas CMA3+
(segunda coluna). Fig. 24 - Padrão 31A + 5B + 3C + 1F (2n=40). Fig. 25 - 31A + 4B + 3C + 2F (2n=40). Fig.
26 - Padrão 31A + 4B + 3C + 1D + 1E (2n=40). Barra = 5pm.
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Figura 27-29. Metáfases mitóticas de H. ochraceus coradas com CMA3/DAPI sobrepostas (primeira coluna)
e desenho esquemático evidenciando a localização das bandas CMA3+ (segunda coluna). Fig. 27 a 28.
Três Marias - Indivíduo único. Fig. 27 - Padrão 68A + 7B + 4C + 1F (2n=80). Fig. 28 - Padrão 68A + 5B +
4C + 3F (2n=80). Fig. 29 - Bom Jesus de Goiás - Indivíduo 1. Padrão 34A + 3B + 2C + 1F (2n=40). Barra
= 5pm.
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Figura 30-32. Bom Jesus de Goiás - Indivíduo 1. Metáfases mitóticas de H. ochraceus coradas com
CMA3/DAPI sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquemático evidenciando a localização das bandas
CMA3+ (segunda coluna). Fig. 30 - Padrão 34A + 4B + 2C (2n=40). Fig 31 - Padrão 31A + 3B + 3C + 1F
(2n=38). Fig 32 - Padrão 30A + 5B + 1C + 1E (2n=37). Barra = 5pm.
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Figura 33-36. Metáfases mitóticas de H. ochraceus coradas com CMA3/DAPI sobrepostas (primeira coluna)
e desenho esquemático evidenciando a localização das bandas CMA3+ (segunda coluna). Fig. 33 e 34.
Bom Jesus de Goiás - Indivíduo 2. Fig. 33 - Padrão 33A + 5B (2n=38). Fig. 34 - Padrão 32A + 7B
(2n=39). Fig 34 e 35. Bom Jesus de Goiás - Indivíduo 3. Fig. 35 - Padrão 33A + 5B + 2C (2n=40). Fig. 36
- Padrão 30A + 4B + 3C + 1F (2n=38). Barra = 5pm.
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Figura 37-39. Metáfases mitóticas de H. ochraceus coradas com CMA3/DAPI sobrepostas (primeira coluna)
e desenho esquemático evidenciando a localização das bandas CMA3+ (segunda coluna). Fig. 37. Bom
Jesus de Goiás - Indivíduo 3. Padrão 30A + 5B + 3C (2n=38). Fig. 38 e 39. São José do Rio Preto -
Indivíduo 1. Fig. 38 - Padrão 68A + 8B + 1C + 3F (2n=80). Fig. 39 - Padrão 62A + 12B + 2C (2n=76). Barra
= 5pm.
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Figura 40-42. São José do Rio Preto - Indivíduo 2. Metáfases mitóticas de H. ochraceus coradas com
CMA3/DAPI sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquemático evidenciando a localização das bandas
CMA3+ (segunda coluna). Fig. 40 - Padrão 68A + 10B + 2C (2n=80). Fig. 41 - Padrão 65A + 10B + 4C +
1E (2n=80). Fig. 42 - Padrão 64A + 10B + 5C + 1F (2n=80). Barra = 5pm.
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Figura 43-45. São José do Rio Preto - Indivíduo 3. Metáfases mitóticas de H. ochraceus coradas com
CMA3/DAPI sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquemático evidenciando a localização das bandas
CMA3+ (segunda coluna). Fig. 43 - Padrão 72A + 6B + 2E (2n=80). Fig. 44 - Padrão 72A + 5B + 1C + 2F
(2n=80). Fig. 45 - Padrão 66A + 9B + 3C + 1E +1F (2n=80). Barra = 5pm.
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Figura 46-48. Metáfases mitóticas de H. chrysotrichus coradas com CMA3/DAPI sobrepostas (primeira
coluna) e desenho esquemático evidenciando a localização das bandas CMA3+ (segunda coluna). Fig. 46
- Itatiaia - Indivíduo 1. Padrão 70A + 10B (2n=80). Fig. 47 e 48. Itatiaia - Indivíduo 2. Fig. 47 - Padrão
71A + 7B + 2C (2n=80). Fig. 48 - Padrão 65A + 8B + 2C + 1E (2n=76). Barra = 5pm.
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Figura 49-51. Metáfases mitóticas de H. chrysotrichus coradas com CMA3/DAPI sobrepostas (primeira
coluna) e desenho esquemático evidenciando a localização das bandas CMA3+ (segunda coluna). Fig. 49 e
50. Itatiaia - Indivíduo 3. Fig. 49 - Padrão 72A + 6B + 2F (2n=80). Fig. 50 - Padrão 67A + 6B + 2C + 1F
(2n=76). Fig. 51. Itatiaia - Indivíduo 4. Padrão 69A + 8B + 2C (2n=78). Barra = 5pm.
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Figura 52-54. Uberlândia - Indivíduo 1. Metáfases mitóticas de H. chrysotrichus coradas com CMA3/DAPI
sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquemático evidenciando a localização das bandas CMA3+
(segunda coluna). Fig. 52 - Padrão 69A + 6B + 4C + 2E (2n=81). Fig. 53 - Padrão 67A + 10B + 1C + 2F
(2n=80). Fig. 54- Padrão 60A + 13B + 4C + 1F (2n=78). Barra = 5pm.
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Figura 55-57. Uberlândia - Indivíduo 2. Metáfases mitóticas de H. chrysotrichus coradas com CMA3/DAPI
sobrepostas (primeira coluna) e desenho esquemático evidenciando a localização das bandas CMA3+
(segunda coluna). Fig. 55 - Padrão 70A + 2B + 2C + 4F (2n=80). Fig. 56 - Padrão 61A + 5B (2n=66). Fig.
57 - Padrão 48A + 6B + 4C + 2E + 2F (2n=63). Barra = 5pm.
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Figura 58-60. Metáfases mitóticas de H. chrysotrichus coradas com CMA3/DAPI sobrepostas (primeira
coluna) e desenho esquemático evidenciando a localização das bandas CMA3+ (segunda coluna). Fig. 58 e
59. Uberlândia - Indivíduo 3. Fig. 58 - Padrão 67A + 4B + 6C + 3D (2n=80). Fig. 59 - Padrão 67A + 6B +
2C + 1F (2n=76). Fig. 60. Uberlândia - Indivíduo 4. Padrão 58A + 4B + 2C + 2F + 2G (2n=68). Barra =
5pm.
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Figura 61-63. Metáfases mitóticas de H. chrysotrichus coradas com CMA3/DAPI sobrepostas (primeira
coluna) e desenho esquemático evidenciando a localização das bandas CMA3+ (segunda coluna). Fig. 61
Uberlândia - Indivíduo 4. Padrão 56A + 9B + 1C + 2F (2n=68). Fig. 62 e 63. Uberlândia - Indivíduo 5.
Fig. 62 - Padrão 69A + 4B + 3F (2n=76). Fig. 63 - Padrão 63A + 8B + 3C + 3F (2n=77). Barra = 5pm.
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