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Resumo

A reproducdo nas plantas é, predominantemente, sexuada embora a
assexualidade tem sido documentada em varios taxons. A apomixia, foco
destes estudos, é definida como a producédo de sementes sem fecundagéo, em
que embrides se desenvolvem diretamente do tecido materno, sendo
teoricamente geneticamente idénticos a planta mae. A presenca da
poliembrionia (formacédo de mais de um embrido por semente) e da poliploidia
em espécies do Cerrado evidenciam a apomixia. Para avaliar todos estes
fenbmenos, foram escolhidas duas espécies que apresentam mosaico
reprodutivo e citotipico do género Eriotheca (subfamilia Bombacoideae, familia
Malvaceae) ocorrentes no Cerrado brasileiro. As consequéncias dos diferentes
sistemas reprodutivos na estrutura genética de populacdes apomiticas e
sexuais foram avaliadas com marcadores moleculares dominantes ISSR (Inter
Simple Sequence Repeated). Populacdes apomiticas, poliploides e
poliembridnicas de Eriotheca gracilipes e Eriotheca pubescens apresentaram
indices de diversidade muito proximos ou até maiores do que populacdes
sexuais. Os citotipos das espécies de Eriotheca foram analisados quanto a
morfometria do grdo de podlen e de estématos, como inferéncia da ploidia. A
analise monstrou que as duas estruturas sao eficientes para realizar a
estimativa, propiciando futura ampliacdo deste estudo para uma escala
regional. Foi feita uma analise do numero cromossémico para algumas
espécies de Bombacoideae, juntamente, com uma compilacdo de dados
cromossbmicos de espécies de Malvaceae para entender como esta
caracteristica varia na familia. Os resultados mostraram novidades
citogenéticas e evolugédo cromossomica indicando que a duplicacdo do genoma
parece ser uma caracteristica da subfamilia Bombacoideae, que possui
nameros cromossémicos significativamente maiores do que as outras

subfamilias.

Palavras-chave: Apomixia, Eriotheca, morfometria, poliploidia e variabilidade

genética.
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Abstract

Reproduction in plants is predominantly sexually, although asexuality has
been documented in many taxa. Apomixis is the focus of this study, defined as
the production of seeds without fertilization, in which embryos develop directly
from the maternal tissue, and are genetically identical to the mother plant.
Polyembryony (formation of more than one embryo per seed) and polyploidy
are commonly associated with the Cerrado species that show apomixis.
Apomictic taxa show different cytotypes and reproductive mosaics that are good
targets for study. Thus, we selected two species of the genus Eriotheca
(subfamily Bombacoideae, family Malvaceae) from the Brazilian Cerrado, which
have reproductive and cytotypic mosaic. Dominant markers ISSR (Inter Simple
Sequence Repeated) were used to evaluate the consequences of apomixis and
sexual reproduction on the population’s genetic structure. The results showed
that apomictic, polyploid and polyembrionic populations have diversity indices
very close or even greater than sexual populations. Cytotypes of Eriotheca
species were analyzed for morphology pollen grain and stomata as inference of
ploidy. These analyses showed that the two structures are efficient to perform
this estimate, providing basic procedures for a study in a regional scale. Finally,
an analysis of chromosome numbers for some Bombacoideae species and a
compilation of chromosome number for species of Malvaceae sl. was carried
out to see how these numbers varied in the family. This study demonstrated
some new chromosome number and a clear chromosomal evolution, indicating
that a whole genome duplication seems to be a feature of the Bombacoideae
subfamily, which has chromosome numbers significantly higher than the other

subfamilies.

Keywords: Apomixis, Eriotheca, genetic variability, morphometry and ploidy
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1. Fundamentacéao tedrica

O sistema reprodutivo nas Angiospermas varia entre o sistema sexuado,
que requer polinizacdo e fertilizacdo, e a reproducdo assexual como a
reproducdo vegetativa e apomixia (RICHARDS, 2003; HORANDL, 2010;
VALLEJO-MARIN et al., 2010). A apomixia é a formacdo de sementes viaveis
sem a ocorréncia de fecundacdo, e € tratada aqui como sinbnimo de
agamospermia (KOLTUNOW, 1993). O desenvolvimento de sementes nas
Angiospermas ocorre, predominantemente, via reprodugdo sexuada, com a
formacdo de estruturas sexuais na flor e ocorréncia de dupla fecundagédo no
saco embrionario para o desenvolvimento do embrido e do endosperma
(KOLTUNOW, 2011). Estudos recentes tém mostrado que processos
assexuados podem ser mais comuns do que se esperava em alguns grupos de
angiospermas (CARMAN, 1997). No Cerrado Brasileiro, por exemplo, ha
predominancia da reproducdo sexuada por xenogamia (OLIVEIRA; GIBBS,
2000), mas a presenca da poliembrionia e em muitos casos da poliploidia em
espécies deste bioma muitas vezes esta associada a apomixia (SALOMAO;
ALLEM 2001; MENDES-RODRIGUES 2005, 2012; SAMPAIO, 2010; FIRETTI-
LEGGIERI et al., 2013), fenbmeno que pode trazer consequéncias ecoldgicas,
genéticas e evolutivas importantes (PAUN et al., 2006; HORANDL, 2010).

1.1 Reproducéo nas plantas

As Angiospermas tém se adaptado para as diferentes formas de
reproducdo ao longo do tempo. Os sistemas reprodutivos raramente sao
exclusivos e sistemas mistos, com ocorréncia simultanea da autofertilizacéo e
da fertilizacdo cruzada, podem ser frequentemente encontrados (KOLTUNOW,
1993).

O sistema reprodutivo influencia diretamente a variagdo genética nas
populacbes (HAMRICK; GODT, 1989). Em populacbes autébgamas €
encontrado um alto nivel de homozigose, sendo que a variabilidade dentro das
populacdes pode ser baixa, pois novas mutagdes sao eliminadas mais
rapidamente do que nas populagbes aldgamas, diminuindo a capacidade de
responder a alteracbes ambientais (KARASAWA, 2009). Em apomiticos, a

progénie pode ser geneticamente idéntica a planta mae (KOLTUNOW, 1993;
13



RICHARDS, 2003), mantendo alta heterozigosidade com genoétipos bem
adaptados ao ambiente de origem (KOLTUNOW, 1993; RICHARDS, 2003;
LEHTONEN et al. 2012).

A formacdo de um embrido assexual é proveniente apenas do tecido
materno, diferentemente, do embrido sexual resultante da recombinacdo dos
gametas masculinos e femininos (KOLTUNOW, 1993). Apesar disso, a
apomixia acumula algumas vantagens como 0 sucesso reprodutivo de
apomiticos que nao necessitam de fertilizacdo para formacdo da semente,
mesmo na auséncia de polinizadores em condicbes climaticas extremas; a
reproducao clonal via semente; os recursos maternos séo gastos, diretamente,
para formacdo da progénie com 100% do seu genoétipo adaptado; algumas
plantas apomiticas conseguem evitar gastos com a producdo de pdlen e a
fixacdo e disseminacdo de gendtipos adaptados (RICHARDS, 1997 apud
KARASAWA, 2009).

A apomixia pode ser obrigatéria quando ndo ha possibilidade de
reproducdo sexual ou facultativa quando este fenbmeno ocorre eventualmente
(KOLTUNOW,; GROSSNIKLAUS, 2003; RICHARDS, 2003). Em populacdes
com reprodugdo mista, 0S eventos sexuais e assexuais sdo mantidos quando
os custos de cada mecanismo flutuam ao longo dos anos (RICHARDS, 2003).
Estudos nas ultimas décadas tém mostrado que apomixia obrigatéria € rara e
gue sistemas mistos podem explicar a variabilidade genética encontrada em
populac6es apomiticas, com a possibilidade de gerar embrides sexuais e
apomiticos (KOLTUNOW, 1993).

A reproducdo sexual pode gerar variabilidade por meio da
recombinacao, segregacao e fusdo sexual e pode promover a migracdo génica
pela troca e incorporacdo de genes (RICHARDS, 1997 apud KARASAWA,
2009). Apesar disso, teorias sobre o custo efetivo do sexo estimam que a
reproducao sexual possa ser duas vezes mais cara que a reproducao assexual,
devido a diluichio do genoma e a producdo de estruturas masculinas
(LEHTONEN et al. 2012).

A diluicdo do genoma se refere a producédo de uma progénie assexual
com 100% dos genes mantidos da planta mée, enquanto que o genoma da
progénie sexual acumula apenas 50% e a representacdo da mée é diluida a

14



cada geracao. Os recursos gastos para a producao masculina nem sempre sédo
convertidos para producao de descendentes, pois apenas a méae investe seus
recursos diretamente para produzir seus descendestes. Apesar dessas teorias,
medir o custo real do sexo envolve varios fatores e depende do contexto que
sera avaliado (LEHTONEN et al. 2012).

Owule pattern & reproductive Embryo sac Seed
sexual I zone estoblished (LII) ) r”“'““ fonna?non F formahon‘
| m(g (7
LII e N> N\
Ll'II*"t 9 i L i\ ) f/'\ \m .I. -
=
Apomixis “ . (W)
Diplospory o f N
,l]“:_ N
Mo D ‘xg.; /:r
.\.- {o ' .‘,' \ a‘}\)w m @C\
Apospory f;",}f' *\t‘" = \\\_ W Y\Q‘!
. AN 21\ 79(\‘}
Adventitious R & a0 {é\\ ri'.fi,a\
embryony o/ WY 9 “\:@
K ¥ W e
- & & —
Mixed /3?} o33 (o9 I:‘A"’“
. \\ &, A % WA Vi X
apomixis \Vos \},‘_ < N\, @, e
JL T Y |\
Reproductive zone No Fcrtuhmhon-mdcbcndcnt ]
extended (LI+LII) meiosis embryogenesis ’

Figura 1. Esquema representando as etapas da reproducao sexual e apomitica
ocorrentes em oOvulos e sementes. Fonte: KOLTUNOW; GROSSNIKLAUS,
2003.
1.1.1 Apomixia

A apomixia pode surgir a partir de uma desregulacéo do processo sexual
na gametogénese e embriogénese, causado por eventos de hibridacdo entre
espécies que diferem no tempo de desenvolvimento dos estagios iniciais do
saco embrionario ou da formacdo do endosperma (CARMAN, 1997;
KOLTUNOW,; GROSSNIKLAUS, 2003). Geralmente, a maioria dos apomiticos
€ poliploide (CARMAN, 1997), o que possibilta o pareamento dos
cromossomos e a manutencdo desta desregulagédo do sistema sexual e da
apomixia por varias geragfes (KOLTUNOW, 1993; CARMAN, 1997, 2007).
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Os mecanismos essenciais da apomixia evitam a meiose reducional,
levam ao desenvolvimento de 6vulos ndo-fertilizados, impedimento da fuséo
gamética e ao desenvolvimento independente do endosperma (RICHARDS,
2003). A apomixia pode ser subdividida em dois tipos gerais que se distinguem
pela origem dos embrides assexuais: a apomixia gametofitica quando o
embrido é originado de um gametdéfito e a esporofitica quando o embrido é
originado do tecido do esporofito (KOLTUNOW, 1993; MENDES-RODRIGUES,
2010), apesar desta classificacdo geral subestimar a maior complexidade dos
mecanismos de apomixia presentes nas plantas (MOOGIE, 1992).

Na apomixia gametofitica, ha formag&o de embriGes por meio de células
ndo reduzidas do saco embrionario. Pode ser subdividida, de acordo com a
célula que da origem ao saco embrionario, em diplosporia, onde o0 saco
embrionario ndo reduzido é formado a partir de uma célula mae de megasporo
e aposporia quando o saco embrionario vem de outras células do tecido
esporogénico (Figura 1) (KOLTUNOW, 1993; KOLTUNOW; GROSSNIKLAUS,
2003; MENDES-RODRIGUES, 2010). Em ambos os casos o embrido se forma
autonomamente a partir de uma célula desse saco embrionario assexuado.

A apomixia esporofitica ou embrionia adventicia ocorre quando ha a
formacao de embrides diretamente a partir de células somaticas do tegumento
ou do nucelo, tecido do esporofito (Figura 1) (KOLTUNOW, 1993;
KOLTUNOW; GROSSNIKLAUS, 2003; MENDES-RODRIGUES, 2010). Esse
parece ser o tipo de apomixia mais comum entre as Angiospermas,
especialmente em ambientes tropicais (CARMAN, 1997).

A formacdo de embrides adventicios requer um endosperma funcional
gue raramente ocorre sem fertilizagdo (KOLTUNOW; GROSSNIKLAUS, 2003).
Pode ocorrer a formacédo de embrides zigoticos por meio sexual e embrides
adventicios por partenogénese, produzindo uma semente poliembriénica com
embrides originados de formas distintas (CARMAN, 1997; MENDES-
RODRIGUES et al, 2005). Esses embrides apresentam tempo de
desenvolvimento e maturacdo diferentes, mas o embrido zigético e o0s
apomiticos sao semelhantes morfologicamente quando maduros (MENDES-
RODRIGUES et al., 2005).
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1.1.2 Poliembrionia e poliploidia em apomiticos

O mecanismo de formacao da apomixia esporofitica e em alguns casos
na gametofitica (aposporia) explica a presenca de poliembrionia. A
poliembrionia foi classificada por Mendes-Rodrigues (2010) conforme a origem
do embrido, podendo ser poliembrionia biparental quando os embrides s&o
formados sexuadamente, uniparental quando os embrides sao clones advindos
do tecido materno ou mista quando apresentam os dois mecanismos.

Uma das desvantagens da poliembrionia € a competicdo por nutricao
entre os embrides, levando a diminuicdo no peso e consequentemente, no
tamanho das plantulas, podendo dificultar o estabelecimento. Dentre as
vantagens, pode ocorrer um aumento das chances de sucesso de pelo menos
um embrido; a presenca de muitos embrides pode compensar a eventual
producdo de poucas sementes e plantulas que se desenvolvem em grupo
podem ter mais sucesso reprodutivo (MENDES-RODRIGUES, 2010).

A apomixia gametofitica € comumente associada com a poliploidia em
ambientes temperados (HORANDL, 2010). Alguns estudos feitos com espécies
gue apresentam apomixia esporofitica e poliembrionia também confirmam esta
relacdo (OLIVEIRA et al.1992; MENDES-RODRIGUES et al. 2005; SAMPAIO,
2010) e a relagéo entre poliploidia e poliembrionia (MENDES-RODRIGUES et
al. 2012). A poliploidia € a presenca de mais de dois conjuntos cromossémicos
em uma célula (STEBBINS, 1971). Estudos demonstram que € um fendmeno
frequente e importante na evolugdo das plantas (SOLTIS et al., 2009), por ser
uma forma rapida de adaptacao e especiacdo (RAMSEY; SCHEMSKE, 1998).
Ha controvérsia a respeito da quantidade real de espécies de Angiospermas
gue sédo polipléides, mas a maioria dos estudos estimam cerca de 30% a 70%
das espécies sdo poliploides ou se originaram de eventos de poliploidia
(STEBBINS, 1950; MASTERSON, 1994).

1.1.3 Fatores genéticos e consequéncias populacionais da apomixia.

O estudo genético da apomixia abrange a potencialidade do seu uso
para a agricultura sendo necessario entender como esta caracteristica €
controlada e determinada geneticamente (HANNA; BASHAW,1987) e as
possiveis consequéncias na estrutura genética de populagBes apomiticas em
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espécies selvagens e cultivadas (RICHARDS, 1996; PAUN et al., 2006;
MAJESKY et al., 2012; BRESSAN et al., 2013) .

Uma das vantagens do uso da apomixia para a agricultura € que genes
relacionados a apomixia poderiam ser introduzidos em plantas cultivadas a fim
de fixar caracteristicas de resisténcia a doencas e estresse em progénies, por
varias geracgdes, por meio de sementes geneticamente modificadas evitando a
erosdo genética (HANNA; BASHAW,1987; RICHARDS, 2003). A apomixia
pode surgir a partir de mutacdes em um ou poucos loci ou por mudancas
epigenéticas como resultado de hibridizacdo e poliploidizacdo (KOLTUNOW;
GROSSNIKLAUS, 2003), e estes loci podem estar envolvidos diretamente com
0 processo de reproducéo sexual (KOLTUNOW, et al., 2011).

A variabilidade genética esta sendo estudada em espécies apomiticas,
invasoras, nativas, cultivadas, pioneiras ou com mosaico reprodutivo, sendo
que a maioria apresenta variabilidade genética maior entre do que dentro das
populacdes (BIRMETA et al., 2002; MARTINS; OLIVEIRA, 2003; BARCACCIA
et al., 2006; HORANDL, 2010). Niveis altos de diversidade sdo encontrados em
plantas invasoras que apresentam um sistema reprodutivo misto, com eventos
de reproducédo sexuada e assexuada (PAPPERT et al., 2000). Estudos tém
mostrado que ha variabilidade genética em individuos apomiticos (PAUN et al.,
2006), sendo que em espécies onde a apomixia é facultativa, a variabilidade
genética populacional é proporcional a quantidade de plantulas com origem
sexual (RICHARDS, 2003).

Ellstrand e Roose (1987) analisaram a diversidade genética em mais de
20 espécies de Angiospermas com reproducdo clonal, tanto por propagacéao
vegetativa, quanto por agamospermia. Apenas duas espécies nao
apresentaram variabilidade intraespecifica enquanto algumas espécies
apresentaram populacbes multiclonais com diferentes niveis de diversidade
genética. Em alguns apomiticos diplospdricos a meiose € incompleta, mas
ocorre formacéo de quiasmas e recombinacgéo (OZIAS-AKINS; van DIJK, 2007)
mesmo que depois ndo ocorra a reducdo ou haja a recuperacdo dos numeros
cromossomicos dipldides e a formacdo agamospérmica de embrides (e.g.
CAETANO et al. 2013), nesses casos poderia ocorrer um aumento da
varibilidade genética.
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A forma de vida, o sistema reprodutivo, 0 modo de dispersdo das
sementes e a distribuicdo geografica sdo fatores que também influenciam
diretamente a diversidade genética (HAMRICK; GODT, 1989,1996; NYBOM;
BARTISH, 2000). Téaxons auto-férteis possuem menor diversidade
intrapopulacional e maior diferenciacdo interpopulacional, enquanto os taxons
com reprodugdo mista e cruzada apresentam o0s maiores indices de
diversidade intrapopulacional (HAMRICK; GODT, 1989, 1996; NYBOM;
BARTISH, 2000, NYBOM, 2004). Espécies que apresentam sementes com
maior capacidade de dispersado, feita pelo vento ou por animais, possuem
indices de diversidade interpopulacional menores, quando comparada com a
disperséo por gravidade, por exemplo (HAMRICK; GODT, 1989). A diversidade
genética também aumenta a medida que aumenta a distancia geogréfica entre
as populacdes (NYBOM; BARTISH, 2000, NYBOM, 2004).

1.1.4 Distribuicdo de apomiticos

A histdria evolutiva e biogeografica de taxons sexuais e apomiticos tem
importante impacto na distribuicdo geografica e deve ser estudada caso a caso
(HORANDL et al., 2008). A apomixia é frequente em ambientes temperados,
que sofreram influéncia de glaciacbes no Pleistoceno e uma das explicacbes
para tal ocorréncia é que as flutuacdes climaticas associadas a esses
ambientes possibilitaram eventos de poliploidizacdo e hibridizacdo gerando
uma rapida expansao de populacées apomiticas reprodutivamente autbnomas,
fenbmeno denominado partenogénese geografica (CARMAN, 1997,
HORANDL, 2006). A poliploidizacdo e hibridizagdo foram fenémenos
importantes para a criacdo de uma diversidade genética inicial e surgimento de
novos genomas (HORANDL, 2006). Em colonizaces de novas areas,
linhagens apomiticas podem se dispersar mais rapidamente do que 0s seus
parentes sexuais devido a reproducdo uniparental (HORANDL, 2006; PAUN et
al., 2006).

Estudos desenvolvidos em ambientes tropicais também tém indicado a
ocorréncia de apomixia (KAUR et al, 1978, MENDES-RODRIGUES, 2010;
SAMPAIO, 2010) e mudancas ambientais paleoclimaticas ou atuais poderiam
explicar a importancia destes mecanismos nestes ambientes (ALLEM, 2003).

19



No Bioma Cerrado, a alta frequéncia de poliembrionia esta muitas vezes
associada com a apomixia (SALOMAO; ALLEM 2001; MENDES-RODRIGUES
et al., 2005, 2010; SAMPAIO, 2010) sendo confirmada a presenca em diversos
taxons  (MENDES-RODRIGUES, 2005, 2010; SAMPAIO, 2010).
Aparentemente, existem algumas diferencas na origem e mecanismos da
apomixia em plantas de ambientes tropicais e temperados.

A associacao de poliploidia com a presenca da apomixia promove o0
desenvolvimento de novas funcbes e combinacdes génicas, dando mais
flexibilidade ecologica e fisiolégica ao polipléide. Sendo assim, a poliploidia é
considerada a responsavel pelo grande sucesso da distribuicdo de alguns
grupos apomiticos (BIERZHCHUDEK, 1985).

As estimativas da frequéncia deste modo de reproducdo assexual
variam, mas Carman (1997) ja demonstrava a existéncia deste fenbmeno em
400 taxa e 40 familias de Angiospermas. A distribuicdo deste fenbmeno nao
ocorre de forma randbmica, sendo predominante em certas familias como
Poaceae, Rosaceae, Asteraceae, Melastomataceae, Bignoniaceae e
Malvaceae, nesta Ultima mais especificamente na subfamilia Bombacoideae
(RICHARDS, 2003; BICKNELL; KOLTUNOW, 2004; HORANDL, 2006;
MENDES-RODRIGUES, 2005, 2012; SAMPAIO, 2010).

1.2 Sistema de estudo: Malvaceae (subfamilia: Bombacoideae; Eriotheca).

A familia Malvaceae s.I. compreende nove subfamilias e caracteriza-se
por um nectario constituido de tricomas glandulares, situado internamente na
base do cdlice ou, ocasionalmente, nas pétalas e no androginéforo (JUDD;
MANCHESTER, 1997; BAYER et al.,, 1999; ALVERSON et al.,, 1999). A
subfamilia Bombacoideae juntamente com Malvoideae formam um clado
monofilético denominado Malvatheca (ALVERSON, 1999; BAUM et al., 2004;
DUARTE et al.,, 2011) caracterizado morfologicamente por espécies com
anteras bi ou poliesporangiadas (DUARTE, 2010).

Bombacoideae se distingue das demais subfamilias por ter espécies
arboreas tropicais e por possuir cromossomos pequenos e numerosos (BAUM;
OGINUMA, 1994). Essa subfamilia, tradicionalmente tratada
independentemente como a familia Bombacacea, possui distribuicdo
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pantropical, com 30 géneros e 290 espécies distribuidas na América, Africa,
Asia e Oceania. No Brasil ocorrem 14 géneros e 120 espécies, amplamente
distribuidas (DUARTE, 2010).

Eriotheca € um pequeno género da subfamilia Bombacoideae, possui 24
espécies distribuidas na América do Sul e 16 no Brasil, distribuidas na Floresta
Atlantica, Amazbénia e no Cerrado (DUARTE et al, 2011; SIMON;
PENNINGTON, 2012). Analises moleculares recentes indicam que o género &
parafilético, pertencente ao clado Pachira (Figura 3) (DUARTE et al., 2011).
Algumas espécies possuem distribuicdo restrita, como E. gracilipes, ocorrente
no Cerrado e em areas de floresta estacional semidecidual, E. pubescens,
restrita a areas de cerrado, enquanto outras sao restritas a uma determinada
regido como E. pentaphylla restrita ao estado de S&o Paulo (DUARTE, 2006) e
E. bahiense, conhecida até entdo apenas no estado da Bahia (DUARTE et al.,
2011).

Em geral, as flores de Eriotheca sdo formadas por cinco pétalas livres
entre si, parcialmente aderidas ao tubo estaminal e com coloragéo, geralmente,
clara (DUARTE, 2010). A variacdo morfolégica floral presente entre as
espécies de Eriotheca é uma caracteristica determinante nas relacdes
filogenéticas (DUARTE et al., 2011). A morfologia floral de E. gracilipes e E.
pubescens é semelhante, com diferencas no tamanho, na coloracao do calice e
na presenca ou auséncia de nectarios extraflorais (OLIVEIRA et al., 1992).

A guantidade média de pélen encontrada em E. gracilipes € mais do que
o dobro da quantidade encontrada em E. pubescens (OLIVEIRA et al., 1992).
Os grédos de pélen de Eriotheca possuem tamanho uniforme e séo
predominantemente triangulares (SABA, 2007).

A autoincompatibilidade de acéo tardia, frequentemente encontrada na
subfamilia Bombacoideae, representa uma barreira a autofertilizacdo nas
Angiospermas que apresentam flores hermafroditas (SEAVEY; BAWA, 1986).
Algumas espécies do género Eriotheca, como E. gracilipes (OLIVEIRA et al.,
1992) e E. candolleana (GOMES, 1997), apresentam incompatibilidade de acéo
tardia (LSI), em que a interrupcéo do tubo polinico préprio ocorre tardiamente,
apenas quando este atinge o ovario (SEAVEY; BAWA, 1986), o que é
caracteristica de muitas plantas estudadas no grupo (GIBBS, 1988) e de
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arvores tropicais de uma maneira geral (SEAVEY; BAWA, 1986, ALLEN;
HISCOCK, 2008).

Para E. pubescens foram descritas populacdes autocompativeis e
poliembrionicas (OLIVEIRA et al., 1992), caracterizadas como apomiticas e
pseudogamicas a partir de estudos histolégicos (MENDES-RODRIGUES et al.,
2005). Para essa espécie, até o momento, apenas uma populacado
autoincompativel e monoembridnica foi documentada (MENDES-RODRIGUES,
2010; MENDES-RODRIGUES et al., 2011). Em contraste, apesar da
autoincompatibilidade e monoembrionia serem predominantes nas populacdes
de E. gracilipes, a poliembrionia e, possivelmente, apomixia foram
documentadas para alguns individuos da espécie (MENDES-RODRIGUES,
2010). A ocorréncia de apomixia nestes grupos parece estar associada a
poliploidia, fenbmeno comum entre as espécies do Cerrado (MORAWETZ,
1986; OLIVEIRA et al., 1992; MENDES-RODRIGUES et al., 2005, 2010).

O Cerrado, bioma onde sdo encontradas essas espécies, € constituido
de areas de savanas, que ocupam o Brasil central, sendo o segundo maior
bioma da América do Sul. E classificado como um hot spot, restando menos de
20% de sua vegetacdo original devido as ameacas econdmicas a sua grande
biodiversidade (MYERS et al., 2000). No Cerrado, ocorre uma ampla
diversidade de plantas (RATTER et al., 1997) e parece ter ocorrido um intenso
processo de especiacdo, comumente associado a variagdo do numero
cromossOomico (FORNI-MARTINS; MARTINS, 2000). A maior parte das plantas
lenhosas nesta regido € autoincompativel e os processos de poliploidia e
apomixia podem levar a consequéncias ecolégicas e evolutivas importantes
(ALLEM, 2003).
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1.3 Estudos da ploidia e variacdo genética em plantas.

O numero cromossdmico € um parametro simples de analise do
genoma, podendo ser utilizado na sistematica e na evolucdo das plantas para
detectar a poliploidia e mudangas no genoma nem sempre visiveis por outras
abordagens (GUERRA, 2008). A analise do numero cromossdmico torna-se
complicada quando é elevado e na presenca de diversidade citotipica. Assim,
ferramentas alternativas sdo necessarias para estudos populacionais mais
amplos, em escala regional.

Sabe-se que o aumento do tamanho celular € uma consequéncia da
poliploidia (MIZUKAMI, 2001). Estudos tém mostrado que o nivel de ploidia
pode estar relacionado com o aumento médio do tamanho do gréo de pélen e
do estbmato (PRZYWARA et al.,1988; ALTMANN et al., 1994; MASTERSON,
1994; MISHRA, 1997). Tate e Simpson (2004) demonstraram que em algumas
espécies do género Tarasa acontece o contrario, onde espécies polipléides
possuem grao de polen menor do que as dipldides, por isso ha necessidade de
comparar tal relagdo em cada taxon, a fim de verificar se € possivel estabelecer
essas associagoes.

A variabilidade genética € também uma caracteristica importante para
ser analisada em plantas que apresentam um sistema reprodutivo alternativo,
visto as consequéncias genéticas que estas alteracdes podem causar
(VALLEJO-MARIN et al., 2010). Portanto, marcadores moleculares podem ser
usados para avaliar a diversidade genética em populacdes de plantas e para
correlacionar tal diversidade com os diferentes niveis de ploidia em sistemas de
reproducao (SOUZA, 2008; BALAO et al., 2009).

O marcador molecular RAPD (Random amplified polymorphic DNA) foi
utilizado em estudo de diversidade genética em duas espécies de Eriotheca,
demonstrando diferencas entre espécies sexuais e apomiticas (MARTINS;
OLIVEIRA, 2003), mas esse marcador possui baixa reprodutibilidade (REDDY
et al.,, 2002), por isso estudos mais recentes estdo utilizando outros
marcadores mais reprodutiveis. Neste contexto, o uso de marcadores ISSR
(Inter Simple Sequence Repeated) torna-se viavel por que, assim como 0O

RAPD néo exige conhecimento prévio do genoma, mas com a vantagem de
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possuir alta reprodutibilidade e amplificar regides de alto polimorfismo (GUPTA
et al., 1994; REDDY et al., 2002). As regides de ancoragem dos primers ISSR
sédo encontradas nos eucariotos e demonstram alto polimorfismo sendo por
isso, aplicados em estudos de genética de populacbes (ESSELMAN et
al.,1999).

Estes marcadores podem ser usados em estudos de diversidade
genética, marcacdo genética, mapeamento genético e biologia evolutiva em
culturas vegetais. A amplificacdo de segmentos do DNA, utilizando marcadores
ISSR, ocorre entre duas regides microssatélites repetidas e idénticas
orientadas em dire¢Bes opostas (REDDY et al., 2002). Os primers sao Unicos,
ancorados na extremidade 5 ou 3’ da fita de DNA, apresentam de 16 a 25
pares de base permitindo alta temperatura de anelamento e a reprodutibilidade
da técnica, sendo que o tamanho dos fragmentos amplificados varia entre 200-
2000 pares de base. (WOLFE et al., 1998; REDDY et al., 2002). Trata-se de
um marcador dominante que segue a heranca Mendeliana simples (GUPTA et
al., 1994) e os alelos sdo analisados com base na auséncia e presenca das

bandas resolvidas em gel de agarose.

1.4 Hipoteses e objetivos

- A primeira hipétese desse trabalho é que a presenca de mosaico reprodutivo
possa interferir na variabilidade genética das populacdes. Populacdes
apomiticas, provavelmente, mantém alta heterozigosidade e apresentam maior
variabilidade genética entre as populacbes, o que pode levar a uma
diferenciacdo entre elas, podendo induzir a um processo de especiag¢ao. Por
iISS0, 0 primeiro objetivo deste trabalho € comparar a variabilidade genética em
populacdes assexuadas e sexuadas de Eriotheca gracilipes e Eriotheca

pubescens ocorrentes no Cerrado brasileiro.

- A segunda hipétese é que o aumento da ploidia leva a um aumento do
tamanho celular e que utilizando a morfometria das estruturas selecionadas
havera diferencas marcadas entre os niveis de ploidia. Por isso, o0 segundo

objetivo é avaliar o uso de medidas do tamanho do grdao de pdlen e do
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estbmato em E. gracilipes e E. pubescens como estimadores da ploidia em
popula¢c6es com citétipos diferentes.

- A terceira hipétese deste trabalho € que 0s nimeros cromossémicos da sub-
familia Bombacoideae séo distintamente altos em relacdo aos outros grupos
incluidos na familia Malvaceae, demonstrando a importancia evolutiva de tal
caracteristica para este taxon. Por isso, o0 terceiro objetivo é analisar o nUmero
cromossémico de espécies de Malvaceae, a fim de verificar se a evolugdo do

namero cromossémico esta refletida na filogenia dessa familia.
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RESUMO

Alternativas reprodutivas resultam em mosaicos populacionais onde o0s
processos assexuais podem ser obrigatorios ou ndo. A apomixia € a formacéo
de sementes sem fertilizacdo que pode ocorrer em alguns casos
concomitantemente com a reproducdo sexual. Essas alternativas reprodutivas
parecem estar associadas a variacfess do niumero cromossémico em espécies
de Eriotheca que ocorrem no Cerrado brasileiro. Populacdes poliembribnicas e
apomiticas de Eriotheca pubescens (Malvaceae-Bombacoideae) sé&o
polipldides (2n=6x=276) e a populacdo monoembribnica € sexuada e
tetraploide (2n=4x=184). Populacbes monoembridnicas e sexuadas de
Eriotheca gracilipes sao diploides (2n=2x=92) enquanto a populacdo
poliembribnica € polipléide (2n=6x=276). Foram utilizados marcadores
moleculares para entender as consequéncias genéticas dos processos sexuais
e assexuais nesses grupos. Folhas de individuos dos dois padrdes de
embrionia de E. gracilipes e E. pubescens foram coletadas para extracdo de
DNA e amplificagcdo com primers ISSR. As amplificacdes geraram 111
fragmentos. As porcentagens de bandas polimérficas (P), o indice de Shannon
() e a heterozigosidade esperada (He) variaram de 50,51% a 68,75%; 0,294
(x0,031) a 0,396 (+x0,034) e 0,201 (+0,021) a 0,273 (+0,024) respectivamente.
Em E. gracilipes a maior variabilidade foi encontrada entre as populacées
(¢s=0,53), ao contrario de E. pubescens onde maior variacdo foi encontrada
dentro das populacbes (¢=0,47). Os resultados obtidos nos dendogramas
Neighbor-joining e na analise Bayesiana demonstraram uma separacao entre
as espécies e uma clara separacédo entre os padrées de ploidia dentro de cada
espécie. Clones foram encontrados apenas em E. pubescens. Os estudos
demonstraram que mesmo nas populacées onde a reproducdo assexuada
parece ser persistente, hd eventos de reproducdo sexuada e recombinacgéo

genética que aumentam a variabilidade genética.

Palavras-chave: Eriotheca, sistemas de reproducgdo, apomiticos, variabilidade

genética, conservacao.
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ABSTRACT

Alternative reproductive processes result in mosaics of populations
where asexuallity may be prevailing or not. Apomixis is the formation of seeds
without fertilization can occur in some cases concurrently with sexual
reproduction. These reproductive alternatives seem to be associated with
changes in chromosome number in species of Eriotheca in Brazilian Cerrado.
Populations of apomictic and polyembryonic Eriotheca pubescens (Malvaceae-
Bombacoideae) are polyploid (2n = 6x = 276) and a monoembryonic population
is sexual and tetraploid (2n = 4x = 184). Monoembryonic and sexual
populations of Eriotheca gracilipes are diploid (2n = 2x = 92) while a
poliembryonic population is polyploid (2n = 6x = 276). We used molecular
markers to understand the genetic consequences of sexual and asexual
processes in these groups. Leaves individuals of both embryonic patterns of E.
gracilipes and E. pubescens were collected for DNA extraction and amplification
with ISSR primers. Amplifications generated 111 fragments. The percentage of
polymorphic bands (P), Shannon indices (I) and expected heterozygosity (He)
ranged from 50.51% to 68.75%, 0.294 (+ 0.031) to 0.396 (+ 0.034) and 0.201 (+
0.021 ) to 0.273 (x 0.024) respectively. In E. gracilipes the greatest variability
was found among populations (¢st = 0.53), whereas in E. pubescens greater
variation was found within populations (¢st = .47). The results obtained from the
Neighbor-joining dendrograms and the Bayesian analysis showed a clear
species separation and separation between the ploidy patterns within of each
species. Clones were found only in E. pubescens. Data here supports other
studies where even in populations with prevalent asexual reproduction, there

are events of mating and recombination to increase the genetic variability.

Keywords: Eriotheca, breeding systems, apomictic, genetic variability,

conservation.
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Introducéao

A reproducdo das angiospermas é variada (BICKNELL; KOLTUNOW,
2004), com predominancia da reproducdo sexuada que envolve mecanismos
de autoesterilidade resultando em popula¢cées muito variadas geneticamente
(BICKNELL; KOLTUNOW, 2004). A apomixia € a formacdo de sementes sem
fecundacdo, podendo levar ao desenvolvimento de sacos embrionarios néo
reduzidos, a interrup¢éo da meiose reducional, desenvolvimento autbnomo do
embrido e, frequentemente, ao desenvolvimento independente do endosperma
(RICHARDS, 2003). A apomixia pode ser subdividida em dois tipos gerais que
se distinguem pela origem dos embribes assexuais: a apomixia gametofitica
quando o embrido € originado de um gametdéfito e a esporofitica quando o
embrido é originado do tecido do esporofito (KOLTUNOW, 1993; MENDES-
RODRIGUES, 2010), apesar desta classificacdo geral subestimar a maior
complexidade dos mecanismos de apomixia presentes nas plantas (MOOGIE,
1992). A apomixia esporofitica ou embrionia adventicia parece ser o tipo de
apomixia mais comum entre as Angiospermas, principalmente, em ambientes
tropicais (CARMAN, 1997).

Especialmente, na apomixia esporofitica, a formacdo de embrides
adventicios requer um endosperma funcional que raramente é formado sem
fertilizacdo. Muito comumente, a formacdo dos embrides apomiticos depende
da polinizacdo e da fecundagcdo dos nucleos polares, mecanismo conhecido
como pseudogamia (KOLTUNOW; GROSSNIKLAUS, 2003). Com isso, ocorre
a formacéo de embribes zigo6ticos por meio sexual e de embrides adventicios
por embrionia adventicia, resultando em uma semente poliembriGnica com
embrides originados por mecanismos distintos (CARMAN, 1997; MENDES-
RODRIGUES et al., 2005).

As estimativas da frequéncia deste modo de reproducdo assexual nas
Angiospermas variam, mas Carman (1997) j& demonstrava a existéncia deste
fendbmeno em 400 taxa e 40 familias, sendo que Poaceae, Rosaceae e
Asteraceae, sdo as familias que mais apresentam apomixia (RICHARDS, 2003;
KOLTUNOW; GROSSNIKLAUS, 2003; HORANDL, 2006).
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A maioria dos apomiticos é polipldide (CARMAN, 1997), sendo que a
poliploidia pode promover o desenvolvimento de novas fungdes e combinac¢des
génicas, dando mais flexibilidade ecoldgica e fisiolégica ao apomitico. Sendo
assim, a poliploidia € considerada a responsavel pelo grande sucesso da
distribuicdo de alguns grupos apomiticos (BIERZHCHUDEK, 1985).

A poliploidia e a poliembrionia sado fendmenos frequentemente
encontrados em espécies do Cerrado, as savanas neotropicais do Brasil
Central (MORAWETZ, 1986; FORNI-MARTINS; MARTINS, 2000; SALOMAO;
ALLEM 2001; SAMPAIO, 2010; MENDES-RODRIGUES; OLIVEIRA, 2012). A
ocorréncia da poliembrionia pode indicar a presenga de apomixia em algumas
plantas tropicais (CARMAN, 1997; MENDES-RODRIGUES, 2010; SAMPAIO,
2010). Tradicionalmente, a poliploidia ocorre em espécies que possuem
apomixia gametofitica (HORANDL,2010), no entanto, estudos também
comprovam esta relacdo em espécies com apomixia esporofitica (MENDES-
RODRIGUES, 2005; SAMPAIO, 2010; FIRETTI-LEGGIERI et al., 2013).

Estas diferencas reprodutivas sdo importantes para compreender o
processo de diferenciacdo e evolucdo nas espécies vegetais e suas
consequéncias ecoldgicas. Alguns estudos mostram a importancia da apomixia
para a estruturacdo genética de populacbes em espécies de plantas de
ambientes temperados (PAUN et al., 2006; HORANDL, 2010), mas extenséo e
as consequéncias de tais alternativas reprodutivas em ambientes tropicais sao
ainda pouco estudadas.

Para avaliar como popula¢des apomiticas e polipldides do Cerrado se
mantém geneticamente frente as populacfes conespecificas sexuais, foram
escolhidas para este estudo duas espécies do género Eriotheca. Eriotheca
pubescens (Mart. & Zucc.) Schott & Endl e Eriotheca gracilipes (K. Schum.) A.
Robyns sé@o encontradas no Cerrado do Brasil Central, sendo que a primeira
apresenta apomixia esporofitica e é hexaploide (2n=6x=276) (FORNI-
MARTINS et al., 1995; MAGLIO et al., 1984; OLIVEIRA et al.,1992, MENDES-
RODRIGUES et al., 2005), com uma populagédo restrita monoembriénica e
tetraploide (2n=4x=184) (MENDES-RODRIGUES, 2010). Eriotheca gracilipes é
diploide (2n=2x=92) com reproducdo sexuada (MAGLIO et al., 1984; FORNI-
MARTINS et al.,, 1995; OLIVEIRA et al.,1992, MENDES-RODRIGUES et al.,
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2005), poréem foi encontrada uma populacdo hexapléide (2n=6x=276) e
poliembriénica, que provavelmente, também apresenta apomixia esporofitica
(MENDES-RODRIGUES, 2010).

O Cerrado, bioma o qual essas espécies sdo amplamente distribuidas, é
0 segundo maior bioma da América do Sul, classificado como um hot spot
devido a sua grande biodiversidade, restando apenas 20% de sua vegetacao
original (MYERS et al., 2000). Desde a década de 70, est4 sendo rapidamente
modificado e fragmentado devido as grandes areas de plantacdes e pastoreio
(RATTER et al., 1997). Portanto, estratégias de conservacdo devem ser
tracadas, e estudos genéticos identificando a variabilidade genética de
espécies do Cerrado brasileiro podem auxiliar na delimitacdo de areas mais
importantes de conservacédo (LACERDA, 2001).

Marcadores moleculares podem ser usados para mensurar a
variabilidade genética em espécies proximas, populacbes ou em individuos
(SOUZA, 2008), auxiliando na deteccdo de clones em populacdes apomiticas
(MARTINS; OLIVEIRA, 2003). Em comparacdo com outros marcadores, 0
ISSR (Inter Simple Sequence Repeated) € muito utilizado por ser um método
simples, com alta reprodutibilidade (GUPTA et al., 1994; REDDY et al., 2002) e
por ndo exigir conhecimento prévio do DNA (GUPTA et al., 1994). As regides
microssatélites de ancoragem dos primers ISSR sdo encontradas nos
eucariotos e demonstram alto polimorfismo, sendo por isso aplicados em
estudos de genética de populacées (ESSELMAN et al.,1999).

O objetivo deste trabalho € comparar a variabilidade genética em
populacdes assexuadas e sexuadas de Eriotheca gracilipes e Eriotheca
pubescens ocorrentes no Cerrado brasileiro, a fim de verificar se ha
diferenciacdo genética entre as populacbes com diferentes padrbes de

embrionia, fendbmeno esse que poderia levar a especiacdo nestas espécies.
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Material e Métodos
Material Biolégico

Foram coletadas folhas de individuos de Eriotheca gracilipes (n=36) e E.
pubescens (n= 38) (Tabela 1) em areas previamente estudadas quanto a
ploidia e o sistema reprodutivo das populacbes (Figura 1) (MENDES-
RODRIGUES, 2010). Devido a restricao da distribuicdo de alguns dos padrées
de ploidia, foi coletada apenas uma populacdo de cada citétipo de cada
espécie. Imediatamente apds a coleta, as folhas foram armazenadas em silica
gel até a extracdo do DNA gendmico. As populagcbes foram georeferenciadas
utilizando medidas diretas de GPS (Tabelal)

Tabela 1. Locais de coleta, coordenadas geogréaficas e numero amostral (N)
das populagbes monoembridnicas ou poliembridnicas de E.gracilipes e E.
pubescens amostradas.

Espécie/padrao Caddigo Municipio Coordenadas N

E. gracilipes/monoembridnica EGM Uberlandia-MG 19°18'34”S/ 48°26°48.1"W 17

E. gracilipes/poliembridnica EGP Caldas Novas-GO 17°47°08"S/48°40°09"W 19
E. pubescens/monoembriénica EPM Cristalina-GO 16°52'31.8"S/47°40'44.4"W 19
E. pubescens/poliembriénica EPP Cataldo-GO 18°08'42.0"S/47°54'23.5°W 19
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Figura 1. Mapa de distribuicdo das populacdes de Eriotheca.
Biologia Molecular

1. Extracdo do DNA gendmico

Folhas das duas populagbes de E. gracilipes foram processadas para
extracdo de DNA, seguindo o protocolo Doyle & Doyle (1987).
Aproximadamente 50mg do material desidratado foi macerado e
posteriormente, adicionado tampéo de extracdo CTAB 2% (CTAB 2%, 1,4M
NaCL, 100mM Tris-HCI pH 8,20mM EDTA pH 8 e 2,5 % PVP) e 2% de B-
mercaptoetanol. Apos a extracdo o DNA foi diluido em 130 pL de TE (10 mM
Tris-HCI, 1mM EDTA). As amostras E. pubescens apresentaram muita
mucilagem, influenciando na qualidade do material extraido e para solucionar,
foi utilizado o kit de extracdo DNeasy Plant (Qiagen), seguindo recomendacgdes

do fabricante.
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A qualidade e concentracdo do DNA foram verificadas em gel de
agorose 0,8% corado com brometo de etidio. A concentragdo ideal do DNA
para amplificacdo dos fragmentos ISSR foi determinada a partir de testes de
diluicdo (1:10; 1:50; 1:100). A concentracéo foi testada para cada espécie em
funcdo da qualidade da amplificacdo, sendo que a diluicdo de 1:50 apresentou

melhores resultados para ambas.

2. Amplificagéo dos fragmentos ISSR (Inter simple sequence repeat)

Dentre os 27 primers ISSR testados para as duas espécies, 10 foram
escolhidos por gerarem a menor quantidade de bandas inespecificas e maior
quantidade de bandas polimérficas para as duas espécies. As temperaturas de
anelamento dos primers foram otimizadas para cada loco ISSR (Tabela 2).

Tabela 2. Primers usados, sequéncias e temperatura de anelamento

otimizada para a amplificacdo de loci ISSR de Eriotheca.

Primer Sequéncia Temperatura °C

AW3 (GA);RG 47,5°C
Becky (GT)sRG 47,5°C
JOHN (AG);YC 47,5°C
MANNY (CAC)4RC 50,0°C
MAO (CTC)4RC 47,5°C
OMAR (GAG),RC 47,5°C
UBC 840 (GA)sYT 47,5°

UBC 827 (AC)sG 47,5°C
UBC 880 (GGAGA); 50,0°C
UBC 898 (CA)RY 50,0°C

Y=CouT;,R=AouG

O volume final da solucdo de trabalho para cada reacédo foi de 19uL
com: 2,0 uL de Tampéo 10x, 0,21 mM de dNTP, 32 uM de primer, 1 unidade de
Taq polimerase, 11uL de DNA diluido (1:50). As amplificacdes foram realizadas
em termocicladores Gene Amp System 9700 (Applied Biosystems) e Arktik
Thermal Cycler (Thermo Scientific). Para a PCR (Polymerase Chain Reaction)

as amostras foram submetidas a temperatura de 94°C por 4 minutos para
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denaturacdo, seguida de 37 ciclos de amplificacdo: 94°C por 1 minuto para
denaturagdo, 2 minutos para anelamento sendo que as temperaturas de
anelamento variaram conforme o primer (Tabela 2), 72°C por 2 minutos para
extensado e a extensao final a 72°C por 7 minutos. Os produtos da amplificacéo
foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corados com
Brometo etidio (0,5 mg/mL) e imerso em TBE 0,5X (0,2M Tris base, 0,5M &cido
bérico, 5mM EDTA), a tensdo de 80 volts por 3 horas e fotografados sob luz
ultravioleta em Transiluminador Image Quant 150 (GE Healthcare). Marcador
molecular de 100pb (Ludwig) foi utilizado para acompanhar a separacao

eletroforética e estimar o tamanho dos fragmentos obtidos.

3. Andlise dos dados

Os fragmentos obtidos por amplificacdo foram avaliados quanto a
presenca (1) e auséncia (0), produzindo uma matriz binéria. Bandas
inespecificas foram descartadas das andlises. O programa GeneAlex 6.41
(PEAKALL; SMOUSE, 2006) foi usado para obter os indices de diversidade,
tais como a porcentagem de bandas polimérficas (P), indice de Shannon (1)
heterozigosidade esperada (He), distancia genética ndo-enviesada de Nei e
distancia genética entre os individuos (GD). Com o mesmo programa foi
realizada uma analise das coordenadas principais (PCO), para o qual foram
utilizados os dados de distancia genética e distancia genética ndo-enviesada
de Nei. O célculo de indice de Shannon, porcentagem de bandas polimorficas e
heterozigosidade esperada foram feitos para cada espécie separadamente. Os
demais calculos foram feitos com matriz produzida a partir da unido dos dados
binarios das quatro popula¢cdes de Eriotheca.

Uma primeira analise molecular de variancia (AMOVA) foi feita com as
quatro populacdes, diferenciando as espécies em dois grupos e utilizando os
fragmentos presentes nas quatro populacdes, na segunda os padrbes de
embrionia foram diferenciados em dois grupos, o primeiro monoembriénico
(EGM + EPM) e o segundo poliembriénico (EGP + EPP). A terceira AMOVA foi
feita com as duas populacbes de E. gracilipes e a quarta com as duas

populacdes de E. pubescens.
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O programa AFLP-SURV (VEKEMANS et al., 2002) foi usado para gerar
matrizes de dissimilaridade, considerando o método Bayesiano com 100
permutacoes e 1000 de bootstrap. Foram produzidas, no programa PHYLIP
3.69 (FELSENSTEIN, 2006), arvores de consenso nheighbor-joining com os
respectivos valores de boostrap.

A andlise Bayesiana de atribuicdo foi feita no programa STRUCTURE
2.2 (FALUSH et al., 2007) para determinacdo do niamero de grupos genéticos
reais (K) e identificar padr6es de estruturacdo genética nas espécies. A analise
foi realizada considerando as quatro populacdes de Eriotheca. O numero de
grupos genéticos testados variou de K=1 até K=6, com 15 corridas
idependentes para cada K. Foram utilizadas 1.000.000 iteracdes de cadeias
Markov Monte Carlo (MCMC) com 100.000 iteracGes iniciais (burn-in). Foi
adotado o modelo de admixture model e correlated allele frequencies. Para
definicdo do melhor K foi utilizado o programa Harvest (EARL; VONHOLDT,
2012), no qual foram usados os resultados obtidos no Structure.

Resultados

Os dez primers ISSR selecionados para o estudo, geraram 111
fragmentos utilizados nas analises. Algumas analises de diversidade genética
foram feitas, independentemente, para cada espécie utilizando 99 fragmentos
para E. gracilipes e 80 fragmentos para E. pubescens. A porcentagem de
bandas polimérficas (P), indice de Shannon (I) e a heterozigosidade esperada
(He) variaram de 50,51% a 68,75%; 0,294 (+0,031) a 0,396 (+0,034) e 0,201
(x0,021) a 0,273 (x0,024), respectivamente (Tabela 3).

Uma primeira AMOVA foi feita com a separag¢do das duas espécies em
dois grupos, sendo possivel visualizar que a maior variacdo ocorre dentro das
populacdes (40%), mas a porcentagem de variagdo entre as espécies e entre
os padrdes foi semelhante (32% e 28% respectivamente). Na analise com
quatro populacdes agrupadas por padroes de embrionia a maior porcentagem
da variacdo ocorreu entre as populacdes ndo conspecificas dentro do mesmo
padrao (st = 0,60; monoembridnicas Fs= 0,62 e poliembribnicas Fs= 0,57)

(Tabela 4). A AMOVA realizada para as duas espécies mostrou que cerca da
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metade da variacdo ocorre pela diferenciacdo entre as populacées apomitica e

sexuada (E. gracilipes = 53% e E. pubescens = 47%).

Na analise de coordenadas principais (PCO) (Figura 2), 64,36% da
variagdo é explicada pelo primeiro eixo, mostrando uma separacdo entre as
espécies, e as populacdes dentro de cada espécie formam um continuo com
praticamente nenhuma sobreposicdo. No segundo eixo, as populacdes de E.
pubescens se separam, com sobreposicdo total das populacbes de E.
gracilipes e o terceiro eixo separa as populagcdes de E. gracilipes.

O dendograma Neighbor-joining separou as populacdes em dois grupos
conspecificos, mas apenas o formado pelas populacbes de E. pubescens
recebeu elevado suporte de bootstrap (Figura 3). Os dendogramas Neighbor-
joining feitos para os individuos, em ambas espécies houve a formacéo de dois
grupos, correspondendo exatamente as duas populacdes, desta forma
separando os individuos monoembridnicos dos poliembridnicos (Figura 4).

Na anélise de gendtipos multiloci realizada para verificar a presenca de
clones nas populagbes poliembribnicas, nenhum clone foi encontrado em E.
gracilipes, mas para E. pubescens dois individuos foram identificados como
clones. De acordo com a distribuicdo dos pares de individuos pelo nimero de
loci em que esses se diferenciam (Figura 5), foi possivel perceber que nas
populacdes monoembribnicas das duas espécies os pares individuais séo
constantemente distribuidos dentre os nimeros de loci que os diferenciam. Na
populacdo poliembribnica de E. gracilipes estes pares se concentram no
intervalo entre 9 e 15 loci diferentes e na populagdo poliembridonica de E.
pubescens estdo concentrados no intervalo de 15 a 21 loci diferentes.

Na analise Bayesiana o melhor valor de K foi 2, separando as duas
espécies (Figura 6). Este resultado corrobora o PCO e os dendogramas de
similaridade onde as populagbes de cada espécie foram agrupadas e

separadas entre si.
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Tabela 3. Parametros de diversidade genética: P = porcentagem de bandas

polimérficas; | = indice de Shannon; He = Heterozigosidade média esperada em

quatro populacdes de Eriotheca.

Populacdes N P (%) I He

E. gracilipes / monoembriénica 17 50,51 0,294 + 0,031 0,201 £ 0,021
E. gracilipes / poliembriénica 19 59,60 0,363 £0,031 0,251 + 0,022
Média 55,05 0,328 + 0,022 0,226 + 0,015
E. pubescens / monoembriénica 19 66,25 0,396 + 0,034 0,273 + 0,024
E. pubescens / poliembriénica 19 68,75 0,396 + 0,033 0,271 + 0,023
Média 67,50 0,396 + 0,023 0,272 + 0,017
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Tabela 4. Analise da variancia molecular (AMOVA) das populacdes de

Eriotheca.
Origem da Variacdo G.L Soma dos Componentes %Total da  P-valor
guadrados da variancia variancia
Grupos entre as
espécies
Entre grupos 1 510,388 9,386 32% 0,001
Entre as 2 326,005 8,187 28% 0,001
populacdes
Dentro das 70 823,458 11,764 40% 0,001
populacbes
Total 73 1659,851 29,337 100% 0,001
Grupos entre
padrdes de embrionia
Entre grupos 1 177,199 0,000 0% 0,001
Entre as 2 681,333 17,991 60% 0,001
populacbes
Dentro das 70 583,690 8,338 40% 0,001
populacbes
Total 73 1442,222 26,329 100% 0,001
E. gracilipes
Entre as 1 172,676 9,232 53% 0,001
populacbes
Dentro das 34 238,445 7,013 47% 0,001
populacbes
Total 35 411,121 16,245 100% 0,001
E. pubescens
Entre as 1 169,479 8,418 47% 0,001
populac6es
Dentro das 36 343,127 9,531 53% 0,001
populac6es
Total 37 512,605 17,950 100% 0,001
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Figura 2. Representacdo dos escores da analise de coordenadas principais
(PCO) da matrix de distancia genética de 74 individuos de quatro populacdes
de Eriotheca, baseado em 111 loci ISSR. Porcentagem da variancia acumulada
na Axis 1 = 64,36%, Axis 2 = 14,09% e Axis 3 = 12,13%. Legenda E. gracilipes
monoembrionica (EGM), poliembriénica (EGP); E. pubescens monoembridnica
(EPM) e poliembriénica (EPP).
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Figura 3. Dendograma Neighbor-joining com base na distancia genética ndo
tendenciosa de Nei entre as populacdes de Eriotheca. NUmero sobre o ramo
refere-se ao valor de bootstrap. Legenda E. gracilipes monoembridnica (EGM),
poliembridénica (EGP); E. pubescens monoembridnica (EPM) e poliembridnica
(EPP).
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Figura 4. Dendograma Neighbor-joining baseado na distancia genética nao
enviesada de Nei a partir de 111 loci ISSR de 74 individuos de Eriotheca. A.
Individuos das duas populagbes de E. gracilipes (1-17 populagéo
monoembriénica; 18-36 populacdo poliembribnica). B. Individuos das duas
populacdes de E. pubescens (37-55 populacdo monoembribnica e 56-74

populacao poliembribnica).
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Figura 5. Quantidade de loci que diferencia individuos comparados par a par,
obtidos com analise de gendtipos multiloci, as barras em azul correspondem as
populacbes monoembribnicas e as barras em vermelho correspondem as
populac6es poliembridnicas. A. E. gracilipes. B. E. pubescens.
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Figura 6. Andlise Bayesiana de 74 individuos de Eriotheca. A. Gréafico AK. B.
Gréfico LnP (D) resultante de 15 corridas independentes. C. Representacao
grafica de dois grupos genéticos (K=2) em EGM, EGP,
EPM, EPP. O real nUmero de grupos genéticos correspondem ao maior valor
de AK e estabilizagcao de LnP (D).
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Discusséao

As populacdes apomiticas de Eriotheca apresentaram valores de
diversidade genética proximos (E. pubescens He = 0, 271) ou superiores (E.
gracilipes He = 0,251) aos das populacdes sexuais conspecificas (E. pubescens
He = 0, 273 e E. gracilipes He = 0,201). Teoricamente, em populacbes
apomiticas, os individuos podem ter individuos geneticamente idénticos
(clones) com elevada heterozigosidade (RICHARDS, 1996, 2003; HORANDL,
2006), como encontrado nessas populacdes de Eriotheca.

Porém, a formacao de clones foi muito baixa nas popula¢gdes apomiticas,
provavelmente, devido a prevaléncia de eventos sexuais. Diferente do que foi
indicado por analises com marcadores RAPD (MARTINS; OLIVEIRA, 2003), a
populacao poliembriénica de E. pubescens aqui estudada mostrou apenas dois
clones. Na populacao de E. gracilipes nenhum clone foi detectado, apesar de
haver individuos muito préximos. No dendograma da distancia genética entre
os individuos, foi possivel observar que nas populacdes apomiticas, 0s
individuos sdo mais proximos, diferente do que se pode observar nas
populacdes monoembridnicas. Em Jatropha curcas, que apresenta sistema
reprodutivo misto assim como em E. pubescens, loci microssatélites mostraram
poucos clones, cerca de 13% das plantulas analisadas (MAJESKY et al., 2012).

A diversidade genética presente em apomiticos pode ser devido a
presenca de mutacdes ou eventos facultativos de sexualidade (PAUN et al.,
2006), que pode ser diretamente relacionada com a proporcéo de plantas que
possuem origem sexual na populagdao (RICHARDS, 2003). Situagéo
semelhante foi descrita para Syzygium paniculatum, onde a embrionia
adventicia e a poliploidia estdo presentes, sendo observadas plantulas de
origem sexuada em sementes poliembrionicas (THURLBY et al., 2012).

N&o ha outros estudos de diversidade genética em espécies do género
Eriotheca, s6 foram encontrados estudos para géneros proximos, com espécies
tropicais, como Adansonia e Ceiba. Niveis menores de diversidade genética
foram encontrados em A. digitata (He=0.18 e | = 0.21) (MUNTHALI et al., 2013)
e em C. pentandra niveis superiores (He = 0.814 a 0.895) (BRONDANI et
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al.,2003), quando comparados com o0s encontrados para Eriotheca, ambos
utilizando marcadores microssatélites.

Niveis de diversidade genética para espécies arboreas do Cerrado,
obtidos com marcadores dominantes e codominantes como Alloenzimas para
Annona crassiflora o “araticunzeiro”, RAPD para Plathymenia reticulata e
microssatélites para Caryocar brasiliense, Dipteryx alata e Tibouchina papyrus,
foram altos (He = 0,357; He= 0,332; He = 0,874; He = 0,451; He= 0,295,
respectivamente) (LACERDA, 2001; TELLES et al., 2003; COLEVATTI et al.,
2010), superiores aos encontrados, mesmo para as populacdes
monoembribnicas e sexuais de Eriotheca (E. pubescens He = 0, 273 e E.
gracilipes He = 0,201).

Uma compilacdo de dados, utilizando marcadores dominantes foi feita
por Nybom (2004), sendo possivel estabelecer uma comparacdo cautelosa,
devido o baixo ndmero de trabalhos analisados, entre os resultados obtidos
nesse trabalho e a média da heterozigosidade esperada obtida em trabalhos
que também utilizaram ISSR. Os resultados obtidos para E. gracilipes foram
mais similares do que os de E. pubescens (He = 0,226 e 0,272
respectivamente) quando comparados a média estabelecida na compilacao (He
=0,22).

A forma de vida, o sistema reprodutivo, o modo de dispersdo das
sementes e a distribuicdo geogréfica sdo fatores que influenciam a diversidade
genética (HAMRICK; GODT 1996; NYBOM; BARTISH, 2000). A comparac¢ao
entre estes fatores mostrou que o sistema reprodutivo tem forte influéncia na
variacdo da diversidade genética intrapopulacional (HAMRICK; GODT, 1989;
NYBOM; BARTISH, 2000). A diferenciacdo entre as popula¢des apomiticas e
sexuais de E. gracilipes (¢4=0,53) € intermediaria a outras plantas que
apresentam sistema de reproducdo misto (¢5=0,40) e autofecundacédo (¢s:
=0,65). Quando a comparacéo ¢ feita para as populagbes apomiticas e sexuais
de E. pubescens, a diferenciacdo interpopulacional (¢s=0,47) é similar a
valores encontrados para plantas com reprodugéo mista (¢5=0,40) (NYBOM,
2004).

A dispersdo de sementes pelo vento (anemocoria) das espécies de
Eriotheca pode propiciar aumento da diversidade intrapopulacional, sendo
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também responsavel pela reducdo da diferenciacdo interpopulacional, em
ambos os casos, pela maior eficiéncia de fluxo génico. E possivel que
propagulos com diferentes citétipos, dispersos pelo vento a distancias
relativamente grandes, aumentem a heterozigosidade (HAMRICK; GODT,
1989; NYBOM; BARTISH, 2000).

Os resultados obtidos corroboram com a separacao entre as espécies E.
gracilipes e E. pubescens ja demonstrada no estudo por marcadores RAPD
(MARTINS; OLIVEIRA 2003). Isto pode ser visualizado nas analises de PCO,
no dendograma e na analise bayesiana, apesar dessas espécies serem
morfologicamente semelhantes e filogeneticamente préximas (OLIVEIRA et
al.,1992; DUARTE et al., 2011).

A auséncia de mutacdo em linhagens unicas de clones, provavelmente
estd relacionada com uma origem recente da populacdo (ARAKAKI et al.
2013). O contrario € visto para as espécies de Eriotheca, sugerindo que as
populacbes apomiticas se originaram a tempo suficiente para que houvesse um
acumulo de mutacdes nas populacées.

Geralmente, os apomiticos possuem parentes sexuais podendo ocorrer
cruzamentos entre individuos apomiticos e individuos sexuais propiciando que
a heterozigosidade fixada nestes apomiticos possa ser herdada (ALEM, 2003).
Pouco se sabe sobre a distribuicdo dos padrdes reprodutivos destas duas
espécies, mas em E. pubescens h& sobreposicao dos padrdes de embrionia
em alguns locais (MENDES-RODRIGUES, 2010), possibilitando estes
cruzamentos e a geracao de clones com novos citotipos (van DIJIK, 2003).

A variacao genética entre popula¢cdes analisadas € elevada (E. gracilipes
$s=0,53 e E. pubescens ¢4=0,47), sendo que a variacdo genética encontrada
entre os padrbes de embrionia de cada espécie € semelhante a variacédo
genética entre as duas espécies (28% e 32% respectivamente). Esta variacao,
juntamente, com a presenca dos citétipos e a diferenciagdo do sistema
reprodutivo indicam que, possivelmente, possa ocorrer especiacao nestas duas
espécies. Cruzamentos manuais entre ploidias distintas e o mapeamento
destes padrdes na area de distribuicdo dessas espécies sdo necessarios para

compreender melhor os processos evolutivos destas espécies.
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RESUMO

A poliploidia € um fenbmeno importante para a evolucdo vegetal e esta
sendo cada vez mais encontrada nas Angiospermas. Para estimativas de
niveis de plodias em plantas, podem ser usadas andlises morfométricas do
grao de pdlen e do estbmato, que sdo diretamente influenciadas por esse
fendmeno. Eriotheca gracilipes (K. Schum.) A. Robyns e Eriotheca pubescens
(Mart. & Zucc.) Schott & Endl sdo espécies que ocorrem no bioma Cerrado e
ao contrario da maioria das espécies deste bioma apresentam alto nimero de
cromossomos. Estudos anteriores encontraram citétipos ressaltando a
importancia de mais estudos de ploidia nestas espécies. O objetivo do presente
trabalho foi testar o método de morfometria para estimar a ploidia em E.
gracilipes e E. pubescens. Botbes florais e folhas de E. gracilipes foram
coletados em Uberlandia - MG e Caldas-Novas - GO e de E. pubescens foram
coletados na cidade de Cristalina - GO e em Uberlandia - MG. Foram utilizados
botdes florais pré-fixados em FAA 50% e folhas expandidas de individuos
adultos. Fotos de grdos de polen e estdmatos de cinco individuos de cada
populacdo foram utilizadas para realizar medidas morfométricas de 50
estbmatos e 50 grédos de polen para cada individuo, com auxilio do programa
Image J. Os resultados demonstram que nessas duas espécies todas as
medidas foram diferentes nos citdtipos. Os individuos hexapléides
apresentaram medidas maiores do que os individuos tetrapléides e dipléides,
mostrando que estas ferramentas sao eficientes para analise de ploidia em E.

gracilipes e em E. pubescens.

Palavras-chave: Poliploidia, citétipos, gréo de pdélen, estdmato, Eriotheca.

67



ABSTRACT

Polyploidy is an important phenomenon for the evolution of plant and is
being increasingly found in Angiosperms. To estimate ploidy levels in plants can
be used morphometric analyzes of the pollen grain and the stomata, which are
directly influenced by this phenomenon. Eriotheca gracilipes (K. Schum.) A.
Robyns and Eriotheca pubescens (Mart. & Zucc.) Schott & Endl are species
that occur in the Cerrado and unlike most species of this biome have a high
number of chromosomes. Previous studies found cytotypes emphasizing the
importance of further studies of ploidy in these species. The objective of this
study was to test the method of morphometry to estimate ploidy in E. gracilipes
and E. pubescens. Flowers buds and leaves of E. gracilipes were collected in
Uberlandia - MG and Caldas Novas - GO and E. pubescens were collected in
the city of Crystalline - GO and Uberlandia - MG. Flower buds pre-fixed in FAA
50% and expanded leaves of adult individuals were used. Photos of pollen
grains and stomata of five individuals from each population were used to
perform morphometric measurements of 50 stomata and 50 pollen grains for
each individual using the program Image J. The results demonstrate that in
these species all measures were different in cytotypes. Hexaploid individuals
showed higher values than the individuals diploid and tetraploid, showing that
these are efficient tools for analysis of ploidy E. gracilipes and E. pubescens.

Keywords: Polyploidy, cytotypes, grain pollen, stomata, Eriotheca.
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Nas Angiospermas, cerca de 70% das espécies sdo polipléides ou se
originaram de eventos de poliploidia (MASTERSON, 1994). A poliploidia é a
presenca de mais de dois conjuntos cromossdmicos em uma célula, fenébmeno
frequente e importante na evolucdo dos vegetais (SOLTIS et al., 2009). Esta
pode ser uma forma rapida de adaptacdo e especiacdo (RAMSEY;
SCHEMSKE, 1998), pois estima-se que cerca de 2-4 % dos eventos de
especiacdo em angiospermas estdao associados com a poliploidia (OTTO;
WHITTON, 2000). Organismos polipléides podem ter o tamanho celular
proporcionalmente aumentado de acordo com a ploidia, quando estes sao
comparados com organismos dipldides (STEBBINS, 1950; SUGIMOTO-
SHIRASU; ROBERTS, 2003; MURTI et al., 2012), indicando que o aumento no
tamanho do genoma causado pela poliploidizacdo influencia diretamente no
tamanho de 6érgéos e a estatura dos individuos nas Angiospermas (MIZUKAMI,
2001).

Devido a alta prevaléncia de poliploidia nas Angiospermas, foi
necessario o desenvolvimento de técnicas simples e reprodutiveis para rapida
determinacao do nivel de ploidia (STORME; ZAMARIOLA, 2013). Medidas do
tamanho do gréo de pdlen e do estdmato foram utilizadas como estimadores de
ploidia, comparando individuos dipléides e polipléides principalmente em
espécies cultivadas (PRZYWARA et al.,, 1988, MASTERSON, 1994). Porém,
Tate e Simpson (2004) demonstram que em algumas espécies do género
Tarasa (Malvaceae) essa relacdo néo esta presente.

A poliploidia é presente em diversas espécies do Cerrado
(MORAWETZ,1986). Numero de cromossomos relativamente baixo €
predominante nesse bioma, com algumas excec¢les, especialmente em
espécies de Bombacoideae (Malvaceae) (FORNI-MARTINS; MARTINS, 2000).
Esta subfamilia €& representada, principalmente, por espécies arboreas
neotropicais, exclusivamente paleopolipléides, com cromossomos pequenos e
numerosos (MORAWETZ, 1986; GIBBS et al., 1988; BAUM; OGINUMA, 1994).
O género Eriotheca possui espécies frequentemente encontradas no Cerrado,
como Eriotheca gracilipes (K. Schum.) A. Robyns encontrada em florestas

semi-deciduais ou restritas a este bioma e Eriotheca pubescens (Mart. & Zucc.)
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Schott & Endl encontrada exclusivamente em areas de Cerrado (DUARTE,
2010).

Foram encontrados citotipos nestas espécies que parecem estar
relacionados com um mosaico reprodutivo, onde citotipos hexaploides
(2n=6x=276) sao poliembribnicos e apomiticos e citotipos tetraploides e
dipldides (2n=2x=92; 2n=4x=184) sdo sexuados e monoembridnicos
(OLIVEIRA et al., 1992; MENDES-RODRIGUES et al.,, 2005; MENDES-
RODRIGUES, 2010). O citétipo dipldide de E. gracilipes e hexaploide de E.
pubescens sdo mais distribuidos que os demais (MENDES-RODRIGUES,
2010). O conhecimento desses citétipos e sua distribuicdo sdo importantes
para deducdes a respeito do processo evolutivo das espécies (FORNI-
MARTINS et al.,1995; BALAO et al., 2009).

O objetivo desse estudo foi verificar se analises morfométricas do gréo
de pdélen e do estbmato podem ser empregadas como estimatimadores da
ploidia em citétipos E.gracilipes e E.pubescens.

As populacbes utilizadas nesse estudo ja haviam sido caracterizadas,
guanto ao numero cromossbmico e sistema reprodutivo por Oliveira et al.
(1992) e Mendes-Rodrigues (2010). Flores e folhas de individuos diploides de
E. gracilipes foram coletadas em Uberlandia-MG e de individuos polipléides
foram coletadas em Caldas-Novas-GO. O material biolégico de Individuos
tetrapldides de E. pubescens foram coletados proximo a cidade de Cristalina-
GO, e o de individuos hexapléides em Uberlandia-MG. Foram utilizados bot6es
florais pré-fixados em FAA 50% e folhas expandidas de individuos adultos que
foram mantidas secas em silica gel. Em média, cinco individuos de cada
populacao foram analisados separadamente para as medidas do tamanho do
grao de polen e do estdbmato.

Para confeccdo de laminas de grdo de polen anteras de trés botbes
florais de cada individuo foram selecionadas ao acaso e colocadas em solucao
de Carmin Acético (2%) sobre lamina, posteriormente, cobertas com laminula
(MURTI et al., 2012), que foram analisadas e fotografadas imediatamente ap6s
a confecgao.

Para confeccdo de laminas de estdbmatos, foi utilizada a técnica de
decalque, que consiste na retirada da impressao foliar, utilizando cola
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instantanea de cianoacrilato (Loctite Super Bonder) sobre uma lamina (CHIN et
al., 1995). Trés laminas, de cada individuo, foram feitas utilizando a regido
central e as regides de extremidade dos foliolos. A presenca de tricomas nos
foliolos de E. pubescens dificultou a montagem das laminas, sendo necesséria
a retirada manual da maior quantidade possivel dos tricomas.

As laminas de gréo de pdlen e estdbmato foram fotografadas em
microscépio o6ptico BX 51(Olympus), acoplado com camera digital DP70
(Olympus) e capturadas pelo programa DP manager. A partir das fotos foram
realizadas as medidas de comprimento e largura dos estdmatos, diametro
maximo, minimo e &rea do grdo de pdlen, com auxilio do programa Image J
(ABRAMOFF et al., 2004). Cinquenta estbmatos e cinquenta grdos de pdlen
foram medidos em cada individuo. O programa Sisvar (FERREIRA, 2008) foi
utilizado para realizar Nested ANOVA das medidas, utilizando como parametro
os padrdes de ploidia e individuos aninhados dentro dos padrées de ploidia. O
teste de Tukey foi utilizado para avaliar as diferencas entre os individuos dentro
de cada padréao.

Os resultados obtidos demonstraram que nas duas espécies todas as
medidas realizadas foram diferentes entre os cit6tipos. Os cit6tipos hexapléides
apresentaram medidas sempre maiores do que os individuos tetraploides que
foram maiores que os dipléides apenas nas andlises de grdo de podlen. As
medidas dos padrbes hexapléides das duas espécies foram proximas em
algumas medidas de diametro do grao de pdlen, mesmo se tratando de
espécies diferentes.

O tamanho do grao de pdlen de E. pubescens foi maior do que o de E.
gracilipes, sendo que o inverso acontece com as medidas dos estbmatos, onde
os de E. gracilipes foram sempre maiores do que os de E. pubescens. H4 uma
variacdo nas medidas de individuos dentro do mesmo padrdo, mas para a
maioria das medidas, ndo foi encontrada sobreposicdo entre individuos de
padrdes diferentes.

O citétipo hexaploide de E. gracilipes apresentou a maior média da
largura do estdmato seguida da sua populacao diploide (16,76 pm e 14,38 um
F3.837=286,724; p<0,001) sendo, portanto, maior que a populacdo hexaploide e
tetraploide de E. pubescens (11,48 ym e 9,17 um F3g37 = 286,724; p<0,001).
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Os estdmatos da populacdo hexaploide de E. gracilipes apresentaram maior
altura, seguido da sua populacdo dipléide, da populacdo hexaploide e da
tetraploide de E. pubescens (32, 77 um; 26,42 um; 25,70 pum; 20,97 um F3g37
=423,869 p<0,001) (Figuras 1 e 2).

Em contraste com os dados de estémato, o tamanho do gréo de polen
em E. pubescens foi maior (Figuras 3, 4 e 5). O diametro maximo entre os
padrées hexaploides de E. gracilipes e E. pubescens se sobrepuseram (37,21
pm e 37, 86 pum, F31080 = 152,875 p<0,001) (Figura 3), seguidas do diametro
maéaximo dos tetraploide de E. pubescens e dipléides de E. gracilipes (34,58 pm;
32,77 um F3 1080 = 152,875 p<0,001). A relacdo do diametro minimo e area do
gréo de pdlen foi similar ao demonstrado para o didametro méaximo do gréo de
polen, mas os padrdoes hexaploides ndo se sobrepuseram apesar de serem
proximos (Figuras 4 e 5). E possivel estabelecer uma escala entre a maior e
menor média individual de cada cit6tipo, para cada medida realizada, mas as
medidas devem ser avaliadas dentro de cada espécie, visto que em apenas
uma das medidas os padrdes hexaploides das espécies apresentaram
sobreposicao.

Os resultados obtidos mostram diferencas morfométricas, tanto entre os
estbmatos, quanto entre os graos de podlen, claramente associadas as
diferencas de ploidia, que deve influenciar no tamanho celular. A estrutura floral
de E. gracilipes e E. pubescens é muito similar, sendo que uma das diferengas
estd relacionada com o tamanho da flor, que em E. pubescens é maior
(OLIVEIRA et a., 1992), podendo estar diretamente relacionada com a ploidia
das populacdes analisadas.

Outros estudos confirmam a relacdo entre tamanho celular e ploidia. Em
kiwi o comprimento do estdmato foi um critério significativo de separacéo entre
plantas haploides e diploides (PRZYWARA et al., 1988). Em Coffea, plantas
tetrapléides possuem estdmatos maiores e diminuicdo da frequéncia de
estbmatos na superficie foliar (MISHRA, 1997) assim como encontrado no
morango (MURTI et al., 2012). Em trigo, a largura do estdmato é maior nos
polipldides do que nos dipldides e a quantidade de estdmatos nos polipléides é
menor do que no dipldide (KHAZAEI;, MONNEVEUX, 2010). Em Acacia
mearnsii essa relacdo foi, também, significativa e o0 uso desta ferramenta foi
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indicado, visto o alto nimero de cromossomos da espécie (BECK et al., 2003).
Em Paspalum notatum estébmatos foram usados eficientemente como método
de indentificacdo de ploidia (QUESENBERRY; DAMPIER, 2010). Em mutantes
de Arabidopsis thaliana, o tamanho do pdlen foi relacionado aos diferentes
niveis de ploidia (ALTMANN et al., 1994).

Masterson (1994) utilizou a medida de estdbmatos, em fdosseis de
Angiospermas primitivas, para estimar a porcentagem de Angiospermas que
sao polipléides, conseguindo fazer varias inferéncias a respeito da evolucdo da
ploidia nas Angiospermas. A analise de pdlen é uma ferramenta util para
distinguir a ploidia e, ainda, traz mais informagdes a respeito do sistema
reprodutivo, pois avalia a estrutura reprodutiva masculina (STORME;
ZAMARIOLA, 2013).

Os resultados aqui obtidos indicam que as analises morfométricas, tanto
para os estbmatos quanto para graos de poélen, separam bem os padrdes de
ploidia e podem ser utilizados como indicadores para mapeamento desta

caracteristica numa escala regional.
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Material suplementar

Tabela S1: Valores médios da largura e altura dos estdmatos de E.gracilipes e

E. pubescens. As médias sdo seguidas pelo erro padrdo e se seguidas de

letras distintas dentro de cada citétipo apresentam diferencas significativas

baseadas no teste de Tukey.

27,32+0,60 a
26,43 £ 0,45 ab
25,62 + 0,35 abc

12,06 £ 0,35 ab
12,31+0,32a
11,73+0,26 a

Espécie 2n Individuo Altura (um) Largura (um)
E.gracilipes 2x=92 1 25,57+0,45b 14,38+ 0,28 a
2 25,44 +0,34b 12,56+0,29 b
3 26,52+0,35ab 15,39%0,36a
4 28,18+ 0,34 a 14,89+0,34 a
5 26,3810,26 b 14,73+0,26 a
E.gracilipes  6x=276 1 32,07+0,41b 17,36+0,47 a
2 34,65+0,32a 16,98 £ 0,35 ab
3 32,76 £0,90 b 16,70 £ 0,68 ab
4 32,77+0,22b 17,14+0,33 a
5 31,351+0,44b 15,62+0,41b
E.pubescens 4x=184 1 21,09+0,46 a 9,28+0,45a
2 20,84+0,46 a 9,05+0,51a
3 21,94 +0,58 a 9,91+0,73 a
4 20,10+0,43a 8,51+0,46a
E.pubescens 6x=276 1 25,08+0,40bc 10,21+0,24b
2
3
4
5

24,26+0,54d

11,09+0,26 a
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Tabela S2: Valores médios da largura, altura e area dos gréos de polen de E.
gracilipes e E. pubescens. As médias sdo seguidas pelo erro padrdo e se
seguidas de letras distintas dentro de cada citétipo apresentam diferencas

significativas baseadas no teste de Tukey.

Diametro

Diametro

Espécie 2n Individuo Area (um?)
méaximo (um) minimo (um)

E.gracilipes 2x=92 32,15+0,43 ab 34,08+0,38b 913,67 +12,59¢c
31,68+0,37b 33,70+£0,40b 946,54 + 14,82 bc
33,08+0,30b 33,91+0,30ab 914,73 +1194 ¢
34,27 +0,47 a 35,51+0,40a 997,16 + 11,43 ab
32,81+0,47 a 35,6 £0,34ab 1030,47 +12,02 a

E.gracilipes 6x=276 38,93+0,48a 39,72+0,52 a 1232,84+13,35b
35,8+ 0,46 ab 38,82+0,40c 1183,32 + 14,80 bc
38,23+0,57a 40,18 £ 0,54 ab 1399,53+18,92 a
35,83+0,52b 38,09+0,47 c 1172,91+11,69 ¢

E.pubescens 4x=184

37,24 +£0,57 ab
33,79+0,36 ab
35,18+ 0,37 ab
35,80+0,40 a
32,64+0,30b
34,44+ 0,39 ab

38,86 £ 0,48 bc
36,24 £0,43 bc
35,11+0,31ab
36,26 +£0,35a
34,55+0,39¢
35,72 + 0,31 abc

1174,70 + 26,68 ¢
1066,39 + 15,71 c
1073,17 £ 11,52 bc
1165,97 +£10,98 a
997,69 +11,10d
1044,78 + 8,98 cd

35,98+0,32a 36,32+0,30a 1130,29 + 10,07 ab

34,28 £ 0,44 ab 36,02 £ 0,32 abc 1080,03 + 11,10 bc
E.pubescens 6x=276 35,59+0,43 ¢ 39,28 +0,47d 1259,50 + 15,70 ¢

37,20+£0,37 ¢ 38,92+0,31 cd 1271,89 + 15,62 ¢

1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
6
7
1
2
3
4
5

39,81 +0,40 ab
37,67 £0,46 bc
39,27+0,51a

41,64+0,54 a
40,43 +£0,41 bc
42,68 £ 0,44 ab

1355,39+18,21b
1358,54 + 18,23 b
1451,60+ 18,36 a
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Abstract

Cytogenetic studies are important for the characterization of plant taxa
since they can support taxonomic studies, allow evaluate cytological diversity
and identify polyploidy events. Polyploidy may be associated with breakdown of
self-incompatibility, apomixis and polyembryony, and is present in many species
in the Cerrado biome, the Neotropical savanna region in Central Brazil. We
aimed here to contribute with new chromosome counts for six Cerrado
Bombacoideae species and revised all the chromosome numbers described for
the family Malvaceae s.I. as a whole (568 species), focusing on a comparision
between Bombacoideae and Malvoideae. For the Cerrado species, we collected
and studied chromosome number from root meristems of Eriotheca
candolleana, E. gracilipes, Eriotheca pubescens, Pachira glabra,
Pseudobombax longiflorum and Pseudobombax tomentosum. For the general
survey on the family Malvaceae s.l. we used data available in literature and
already compiled in the Index to Plant Chromosome Numbers. We compiled
chromosome numbers for 568 species in 103 genera for the Malvaceae s.I. (ca.
25% of the species in the family) and 37 species in 11 genera for the
Bombacoideae (from a total of ca.18 genera and 187 species). There were
clear differences in the mean chromosome numbers between the subfamilies,
with the lowest numbers found in Helicterioideae and the highest in the
Tilioideae. The Malvoideae and Bombacoideae presented clearly distinct
chromosome number that allied to monophyly could provide some support the
traditional families Bombacaceae and Malvaceae. The finds have implications
for the understanding of evolution, phylogeny and ecology of Cerrado
Bombacoideae species and for the taxonomy of the Malvaceae (s.l.).

Keywords: Polyploidy, chromosome number, Bombacoideae, Malvaceae,
Eriotheca, Cerrado.
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Introduction

Cytogenetic methods have been used for plant taxonomic studies since
last mid-century, mostly for temperate species. These studies permitted to
understand evolution, species segregation and population features.
Chromosome counting and analysis are relatively quick, simple and
unexpensive tools which allow to study the caryotypic diversity and identify
polyploidy and aneuploidy events, which can explain species boundaries and
contribute to taxonomic studies (Guerra 2008). Improved techniques and
phylogenetic studies have somewhat revived the interest in cytological data
(Soltis et al. 2009), which have helped to confirm taxa circumscription and
allowed to understand the evolutionary process in many groups (Soltis & Soltis
2000).

Polyploidy is frequent and important phenomenon for plant evolution
(Soltis & Soltis 2000, Soltis et al. 2009). Polyploidy may lead to rapid adaptive
change and speciation (Ramsey & Schemske 1998), and diverse estimates
indicate that ca. 2-4 % of speciation events in the angiosperms are associated
with polyploidy (Otto & Whitton 2000). Moreover, ca. 70% of the angiosperms
species are considered polyploid or originated from polyploidy events
(Masterson 1994). Different cytotypes may coexist in a population, resulting in
ecological and evolutionary variation, although the polyploids themselves may
diversify at lower rates (Mayrose et al. 2011). Hence, understanding these
cytotypes and their distribution is important in order to foresee the evolutionary
process of different taxa (Balao et al. 2009, Forni-Martins et al. 1995).

Actually, since polyploidy is very common, some authors argue that most
angiosperms are polyploid in origin, with chromosome numbers much higher
than that of the basic number for the group, even for putatively diploid groups
there is evidence of ancient whole genome duplication (Soltis et al. 2009). The
basic number is usually estimated from a general profile of chromosome counts
in a group. From this ancestral number, it is possible to analyze the variation
and evolution of ploidy levels (Forni-Martins et al. 1995). Based on the

distribution of chromosome counts and frequency of odd and even numbers, the
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basic number for the angiosperms would be 7 or 9, but certainly smaller than
x=13 (Grant 1963, Masterson 1994).

Apomixis, seed production by asexuality, is much more common in
polyploids than in diploid angiosperms (Bicknell & Koltunow 2004). This
relationship has been reported consistently for temperate plants that are
commonly gametophytic apomicts (Horandl, 2010). Recently, some studies
have pointed out to a similar association between polyploidy and sporophytic
apomixis, which is more common in tropical plants (e.g. Mendes-Rodrigues et
al. 2005, Sampaio et al. 2013, Firetti-Leggieri et al., 2013). Polyploidy and
apomixis are also associated with polyembryony, which has been used as an
indicator of apomixis (Carman 1997, Mendes-Rodrigues 2010, Sampaio 2010,
Mendes-Rodrigues & Oliveira 2012). Polyploidy events may also lead to the
breakdown of self-incompatibility, increasing endogamy in facultative apomitics
(especially sporophytic apomitics) and in sexuals (Otto & Whitton 2000,
Mendes-Rodrigues 2010, Husband et al. 2008).

The Brazilian Cerrado is the second largest bioma in Neotropics, and was
indicated as a "hot spot" for conservation since less than 50% of its original
area still exist (Myers et al., 2000). It is the largest continuous Neotropical
savanna area, presenting a mosaic of plant formations with scattered trees on a
grass matrix, under a markedly seasonal climate, with dry winter and summer
rains (Ribeiro & Walter, 2008). Recurrent fire events have driven the evolution
of different angiosperm groups in the area (Simon et al. 2009). The Cerrado
supports notable plant diversity (Ratter et al. 1997), resulted from local
diversification and speciation, and to what extent polyploidy may have been
involved in those process remains an open question (Forni-Martins & Martins,
2000). Polyploidy has been reported for some Cerrado groups and apparently is
associated with the extreme environmental conditions of this biome (Morawetz
1986).

The subfamily Bombacoideae (Malvaceae) includes tropical trees that are
considered mostly paleopolyploid, with small and numerous chromosomes
(Morawetz 1986; Gibbs et al. 1988, Baum & Oginuma, 1994). The
Bombacoideae include, with a few exceptions, all genera formerly placed in the
Bombacaceae (Baum et al. 2004, Duarte et al. 2011). Molecular analyses
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(Baum et al. 2004, Duarte et al. 2011) confirmed the monophyly of the
Malvoideae and Bombacoideae, which are included in the clade Malvatheca,
clearly distinguished from the other groups in the broad definiton of Malvaceae.

Polyploidy is common in the Bombacoideae and polyploid series seems
to characterize some genera, such as Adansonia (Miege 1974), the baobab
trees in Africa and Madagascar. These trees present up to 2n=160
chromosomes and species may be distinguished by their chromosome number,
although subsequent studies showed some of the counts may be hindered by
methodological problems and suggest more conservative and less variable
numbers (Baum & Oginuma 1994). In Brazil, even higher chromosome numbers
were described for Eriotheca (Bombacoideae) trees that are common in
Cerrado (Mendonca et al., 1998). Eriotheca pubescens (Mart. & Zucc.) Schott &
Endl is polyploidy with up to 2n=276 (Maglio et al. 1984, Forni-Martins et al.
1995, Oliveira et al. 1992, Mendes-Rodrigues et al. 2005) while Eriotheca
gracilipes (K. Schum.) A. Robyns is mostly diploid but with relatively high
chromosome numbers (2n=92 e 270; Maglio et al. 1984, Forni-Martins et al.
1995, Oliveira et al. 1992). However, some variation on counts have been
observed and no other method has been used to assess genome size or further
detail on the chromosome evolution of this group.

These high chromosome numbers and polyploid series in the
Bombacoideae have not been taken into account in the phylogenetic
reconstructions for the Malvaceae. The present study contributes with new
chromosome counts for some Cerrado Bombacoideae species and populations,
validated in some cases by flow cytometry information, and review the
chromosome numbers for the Malvaceae sensu lato, comparing the subfamilies

and putative phylogenetic relations between groups.
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Material and Methods
Studied materials

We studied the chromosome number for six Cerrado Bombacoideae
species: Eriotheca candolleana (K. Schum.) A. Robyns, Eriotheca gracilipes (K.
Schum.) A. Robyns, Eriotheca pubescens (Mart. & Zucc.) Schott & Endl,
Pachira glabra Pasq., Pseudobombax longiflorum (Mart. & Zucc.) A. Robyns
and Pseudobombax tomentosum (Mart. & Zucc.) Robyns from seeds collected
in Minas Gerais (MG) and Goias (GO).

Seeds of Pachira glabra, E. candolleana, Pseudobombax longiflorum and
Pseudobombax tomentosum(were collected along the road between
Uberlandia-MG and Belo Horizonte-MG (BR452 - BR262). Polyembryonic
seeds of E. pubescens were collected along the road from Uberlandia—MG to
Brasilia-DF (BR050) and also in Caldas Novas-GO, whilst monoembryonic
seeds in the region of Cristalina-GO. Polyembryonic seeds of E. gracilipes
were collected in Caldas Novas-GO and monoembryonic ones were collected in
Uberlandia-MG. Moreover, since Eriotheca species show breeding system
variation, given rise to polyembryonic or monoembryonic seeds (see details in
Mendes-Rodrigues 2010), we collected seeds from each population to examine
the relationship between polyembryony and chromosome number. Voucher
material of the plants were deposited in the Herbarium Uberlandensis (HUFU)
of the Universidade Federal de Uberlandia (E. pubescens, monoembryonic
individuals - HUFU 50731; E. pubescens, polyembryonic individuals - HUFU
25854; E. gracilipes, monoembryonic individuals -HUFU 25856; E. gracilipes,
polyembryonic individuals -HUFU 50733; E. candolleana, HUFU 50730; P.
glabra, HUFU52182; P.longiflorum, C. M. Rodrigues 75).

Cytogenetic analysis

The seeds were germinated on vermiculite in plastic boxes, watered as
necessary. The radicles were pre-treated either in a saturated solution of
paradiclorobenzene (PDB) for 4h at 16 - 18°C, or 0,009 mM 8- hydroxyquinoline
(8-hqg) for 4h at 16 — 18°C or for 24 h at 4°C. After the pre-treatment, the
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radicles were fixed in Carnoy (3:1 ethanol/acetic acid v/v) for at least 24 hours
at room temperature and stored in 70% ethanol at -20°C for analysis. Root
meristems were rinsed three times for five minutes in distilled water, softened in
HCI 5N for 20 minutes and rinsed again three times in distilled water. The
meristems were squashed in slides in 45% acetic acid to spread the cells. The
slides were then frozen in liquid nitrogen in order to remove the coverslip,
stained with 2% Giemsa (Guerra 1983) and then sealed with Entellan®. The
slides were observed using an Olympus BX 51 microscope and at least 20
metaphase cells were used for chromosome counting in each species.
Chromosome counts were carried out for each individual sampled in order to
identify possible cytotypes in the species or population. The best metaphase
plates were recorded using an Olympus DP70 digital camera.

The nuclear DNA content of 124 individuals (seedlings) was determined
by flow cytometry. We used between 5-7 trees producing polyembrionic and
monoembrionic seeds and 25-37 seedlings from each tree. For Eriotheca
gracilipes, seeds were collected from a polyembryonic population of Caldas
Novas-GO and from a monoembryonic population of Uberlandia-MG. For
Eriotheca pubescens, seeds from both polyembrionic and monoembrionic trees
were collected in Cristalina-GO. Fresh leaf material from one to two months old
seedlings grown in greenhouse was used.

Nuclear suspensions for flow cytometry measurements were prepared
following the protocol adapted from Dolezel et al. (1989). Approximately 25-50
mg of leaf tissue were chopped with a razor blade onto a Petri dish (kept on ice)
containing 1 mL of LBO1 buffer. The resulting suspension was kept on ice by
about 5-10 minutes and after that 0.5 to 1.5 mL of the buffer was added to
improve fluidity. Afterwards, the solution was filtered through a 30-mm mesh
CellTric disposable filter (Partec GmbH, Minster, Germany), and mixed with 50
puL of propidium iodide (50 pg/mL) and 50 pL of RNase (50 pg/mL). The quality
and the number of nucleus were dependent of solution fluidity. The leaves of
Eriotheca produce a lot of gelatinous mucilage on cutting, which made it difficult
to filter the material and apparently decreased the quality and number of nuclei
obtained. For this reason, it was necessary to add more buffer before filtering.
Until analysis, samples were kept on ice and protected from light. Flow
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cytometry measurements were taken using a Coulter CYTOMICS FC500-MPL
(Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) equipped with a 20-mW argon-ion laser
at 488 nm. For each sample we made 2-5 measurements dependind on
seedling size. In polyembryonic seeds that produced more than one seedling,
we selected and measured only one seedling per seed.

We used Pisum sativum ‘Ctirad’, a taxon with 9.09 pg of 2C nuclear DNA
(Dolezel et al. 1998) as primary internal standard, and for some samples we
also used Zea mays ‘CE 777°, with 5.43 pg of 2C nuclear DNA (Lysak & Dolezel
1998). In the hexaploid material peaks overlapped, and so we used tetraploid
specimens of Dianthus broteri as a secondary standard (Balao et al. 2009)
which was re-calibrated against P. sativum. The 2C genome size for these
tetraploid specimen was recalculated to DB 336/06 (n = 14; mean + SE = 3.52+
0.02 pg; CV = 2.37%); to DB 236/06 3 (n = 13; mean + SE = 3.61 0.01 pg; CV =
2.38 %), to DB 236/06 1 (n = 13; mean + SE = 3.60 0.01 pg; CV = 2.52%) and
to DB263/07 3 (n = 13; mean + SE = 3.17 0.01 pg; CV = 1.72%). The replicate
measurements were performed on different days for all analyses. Peak means
were established through manual gating using software WinMDI 2.9
(http://facs.scripps.edu/software.html).

Overall, 399 flow cytometry measurements were performed. All
measurements were used for analyses (i.e. within-plant extreme values were
not dismissed; we found a variation among 2-11% from mean). Absolute DNA
content was calculated for each pattern, tree and seedling. Monoploid genome
size (1Cx) was estimated as the amount of nuclear DNA divided by ploidy level,
based in 2C mean value to each seedling.

The compilation of the chromosome numbers in the Malvaceae s.l. was
carried out using chromosome data available in literature and compiled in the
Index to Plant Chromosome Numbers (http://www.tropicos.org/Project/IPCN).
We verified the original literature to avoid inconsistent data. Mean chromosome
number were obtained for each subfamily (sensu Baum et al. 2004 and Duarte
etal. 2011).
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Statistical analyses

Chromosome classes of frequency to cytotype counts to Bombacoideae
and Malvoideae were contructed using Sturges algorithm (Sturges 1926).
Differences of the accumulated frequency of smaller and larger classes of
chromosome numbers were evaluated by Kolmogorov-Smirnov (D) test (Sokal
& Rohf 1981). All data were analyzed using generalized linear models. The
mean chromosome numbers were analyzed using Poisson loglinear distribution;
the 2C and 1Cx DNA and the coffeficient of variation (scale response) using
normal linear functions (Crawley 2007). All these analyses were conducted
using GLzM module of SPSS 17.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) with Type llI

test. The means were compared pairwise with least significant difference test.

Results

Some of the metaphasic plates analyzed for species of the genera
Eriotheca, Pachira and Pseudobombax, are presented in Figure 1. A general list
including both the original results (Table 1) and those compiled from literature
are presented as complementary material (Appendix I). The data included all
chromosome numbers available for the Malvaceae s.I.

For the original data presented here (Figure 1), the chromosome number
for Pseudobombax tomentosum, Eriotheca candolleana and new cytotypes to
Eriotheca gracilipes and Eriotheca pubescens which were not previously
described, represented novelties at species level. The other counts confirmed
previous studies but we found.

We compiled chromosome numbers for 568 species in 103 genera for the
Malvaceae s.l. of a total of ca. 230 genera and 2330 species, including 37
species in 11 genera for the Bombacoideae of a total of ca.18 genera and 187
species (Bayer & Kubitzki 2003). Recent molecular analyses recognize 16
genera for the Bombacoideae, with the inclusion of Ochroma and Patinoa still
under discussion (Baum et al 2004; Duarte 2010, Duarte et al 2011). Based on
these studies, the species compilation would represent ca. 19% of the species

in the subfamily Bombacoideae and 24% in Malvaceae.
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The chromosomes of all species of Bombacoideae are numerous and
small which make counting time-consuming and difficult. The lowest numbers
were found in Bombax insigne (2n=18), endemic in India, and Pachira
macrocarpa (Schltdl. & Cham.) Walp (2n=26) from China. The highest numbers
were recorded for the Eriotheca species of Brazilian Cerrado studied here, with
up to 276 chromosomes. There were clear differences in the mean
chromosome numbers between some of the subfamilies, the lowest numbers
found for the Helicterioideae, Byttnerioideae and Grewioideae (same mean
value) and the highest for the Tilioideae (Figure 2). The Malvoideae and
Bombacoideae, which together compose the Malvotheca clade, presented
clearly distinct chromosome number frequencies based in Kolmogorov-Smirnov
test (D = 0.1923, P < 0.05, Figure 3).

The flow cytometry analyses showed interesting results for species and
populations of Eriotheca (Table 1). The number of nuclei measured by sample
was relatively low but variation was also small and the results were consistent.
The basic 1C DNA was similar between species and cytotypes, confirmed
chromosome counts and supported the idea that populations are of polyploid

origin.

Discussion

According to the model for chromosome evolution in the Angiosperms
(Masterson 1994), which considers all species with n=11 chromosomes as
polyploid, 70% of the Malvaceae and 97% of the Bombacoideae would be
polyploids (Table 2). The data here confirmed that the Bombacoideae is highly
polyploid (Baum & Oginuma, 1994) and most plants in the subfamily showed
chromosome numbers which are roughly the double of the numbers those
observed for the Malvoideae subfamily, the sister group in the Malvatheca
clade. Actually, with the exception of a single species of Tilioideae, recorded
with a surprisingly high chromosome number (2n= 164 e 328), the
Bombacoideae stands clearly above the chromosome number for the family.
Surprisingly, the recent molecular and taxonomic studies did not consider this

cytological data.
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In our survey, Bombax insigne is the only non-polyploid species, with
2n=18 (Sinha & Mazumdar 1993) together with Pachira macrocarpa with 2n=26
chromosomes (Chen et al. 2003). These two numbers are unusual in an
otherwise highly polyploidy group but we have not access to the original papers
to see details of the studies. The number obtained to Pachira macrocarpa is
similar to that recorded for most species of Gossypium (Malvoideae) studied so
far, which present 2n=26 chromosomes

(http://www.tropicos.org/Name/400167007?projectid=9). Most of the Malvoideae

present chromosome numbers half or lower than those found for the
Bombacoideae, indicating that the origin of these latter taxa is possibly linked to
a whole genome duplication - WGD event.

The chromosome number 2n=86 (n=43) seems to predominate in many
Bombacoideae genera. Most of the large tropical Ceiba trees, except for C.
pentandra with 2n=88 (n=44) chromosomes (Gill et al. 1979), have this number.
This 2n = 88 appear also in some species of other genera, such as Spirotheca
rosea, Adansonia grandidieri, Adansonia za, Pachira glabra, Pachira aquatica,
Pseudobombax longiflorum and Pseudobombax tomentosum. Slightly lower
numbers appear in Adansonia madagascariensis and Ceiba speciosa with
2n=80-84. These may represent aneuploid variations or simply errors due to the
analytical problems posed by such numerous small chromosomes. Analytical
mistakes or even misidentification were common in early cytological studies and
may hinder cytotaxonomic interpretation. Occasional odd numbers with no clear
link to a polyploid series, as observed for some species of Adansonia, such as
A. digitata, A. grandidieri, and A. gregorii, were viewed as analytical mistakes
due the small size of the chromosomes in the group acoording Baum &
Oginuma (1994). However, the results presented here for the Neotropical
Eriotheca suggest such variant counts may be the result of cytotypic variation.

The different cytotypes in the two Eriotheca species may be interpreted as
an incomplete polyploid series. The basic nhumber proposed for the genus
Eriotheca is x=46 chromosomes (Forni-Martins et al. 1995), so that it is possible
to view the E. pubescens cytotpes as 2n=3x=138, 2n=4x=184 e 2n=6x=276
chromosomes. For E. gracilipes the recorded numbers were consistently
2n=2x=92 (Oliveira et al. 1992, Forni-Martins et al. 1995). A report of 2n= 270
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for E. gracilipes (Morawetz 1986) was interpreted as a misidentification of an E.
pubescens cytotype (Oliveira et al. 1992), but our survey suggests that this
count was probably correct since individuals of E. gracilipes studied here
showed 2n=2x=92 and 2n=6x=276 chromosomes. Flow cytometry results
support this interpretation since basic 1C DNA was similar between all
Eriotheca species and cytotypes.

According to our sampling, the putative hexaploid cytotype in E.
pubescens is widely distributed, whilst the tetraploid cytotype 2n=4x=184
chromosomes is restricted to a single population in Cristalina, Goias state. The
opposite occurs in E. gracilipes, for which hexaploid individuals were found only
in a relatively limited area in Caldas Novas-Goias (Mendes-Rodrigues 2010).

The two triploid individuals among the tetraploid population of E.
pubescens may be part of ploidy variation in the group. Triploids are usually
less fertile due to irregular meiosis, producing aneuploid gametes resulting from
chromosome pairing and segregation (Otto & Whitton, 2000). It is possible that
these triploids may have arisen from hibridization between tetraploid and diploid
cytotypes, but diploid individuals have not been observed in E. pubescens yet.

Higher ploidy levels, as with the hexaploid E. gracilipes and E. pubescens
cytotypes, may arise from reduced (2n) and unreduced (4n) gametes (Ramsey
& Schemske 1998). Environmental factors such as temperature, herbivory and
low nutrient availability, as observed in the Cerrado, may influence production of
unreduced pollen and explain the origin of these highly polyploid individuals
(Ramsey & Schemske 1998). These highly polyploid cytotypes are associated
with apomixis and polyembryony, which may have favored the distribution and
adaptability of E. pubescens (Oliveira, et al. 1992, Mendes-Rodrigues et al.
2005, Mendes-Rodrigues 2010).

These polyploidy series indicate recent events or Neopolyploidy. Recent
polyploidization events are less studied and involve cytotype formation and
demographic establishment (Ramsey & Schemske 2002). Neopolyploids may
have mutations or special gene combinations that are fixed in these populations
even when phenotypic changes are small and such genotypes may confer
advantages to these individuals. Apomixis and polyembryony may be viewed as
advantageous traits since they allow greater reproductive assurance (e.g.
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Santos et al. 2012). These traits may have conferred adaptive ability to habitats
different than those occupied by diploids (Otto & Whitton 2000; Ramsey &
Schemske 1998).

Chromosome numbers may also help to understand phylogenetic
relationships. Recent molecular analyses of the Bombacoideae (Duarte et al.
2011) confirm its monophyly and suggest a division in three clades, the first with
the genera Huberodendron, Gyranthera and Bernoullia, the second with
Adansonia, Catostemma, Cavanillesia and Scleronema and the third with
Rhodognaphalon, Spirotheca, Bombax, Pachira-Eriotheca, Pseudobombax,
Ceiba and Neobuchia. In spite of the an affinity between Eriotheca and Pachira
in the third clade, the chromosome numbers presented here do not support this
relationship. Because the variable cytotypes in Eriotheca are novelties and
polyploidy may have an impact on the genes used in phylogenetic
reconstruction (Duarte et al 2011), it may be necessary to reassess which
plants/populations were used in their work, addressing the implications of the
polyploid series we found in the phylogeny of the group.

It is also arguable the inclusion of Ochroma e Patinoa in the
Bombacoideae. Based on the molecular analysis, these genera fall between the
Bombacoideae and the Malvoideae (Duarte et al. 2011). However, reports for
chromosome numbers in Ochroma pyramidale are 2n=2x=78, 88 and 90.
Although variable, these numbers are similar those described for
Bombacoideae and much higher than those described for the Malvoideae, thus
providing some support for the inclusion of Ochroma in the Bombacoideae.

Based on the phylogeny and chromosome counts, it is possible to define
two basic chromosome numbers for the Bombacoideae. The numbers x=44 and
46 were found commonly among the species and explain most ploidy variation
observed for the group. These and other numbers are possibly due to
aneuploidy, with loss or gain of one or a few chromosomes in the basic
genome, resulting in 2n =72, 86, 96, 160. In any case, these number are much
higher than the ones sported by the species in the Malvoideae and support the

Bombacoideae as a stand alone group.
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Table 1. Chromossome numbers for some Cerrado region Bombacoideae. Embryonic
patterns (monoembryonic and polyembrionic) from Mendes-Rodrigues (2005).

Embryony Sampled Counted Progenies
Species ) 2n
pattern individuals Cells studied
Pachira glabra Poly 1 20 6 88
Eriotheca candolleana Mono 2 20 2 92
Eriotheca gracilipes Mono 3 20 5 92
Poly 5 25 11 276
Eriotheca pubescens Mono 2 16 7 138
1 2 1 184
4 27 10 184
2 8 2 184
Poly 5 22 12 276
Pseudobombax longiflorum Mono 3 22 8 88
Pseudobombax tomentosum Mono 6 20 10 88
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Table 2. Estimative Genome size of Eriotheca gracilipes and E. pubescens
(Malvaceae, Bombacoideae) with different embryonic patterns (monoembryonic
and polyembrionic). Values are meanzstandard error.

Eriotheca gracilipes

Eriotheca pubescens

Mono Poly Mono Poly
Trees sampled (N) 5 5 7 5
Seedlings sampled 25 36 37 26
(N)
Repetition 86 107 120 86
2CXDNA(pg) 3.68+0.01°  10.48+0.09° 6.91+0.01°  10.23+0.02°
1CxDNA(pg) 1.84+0.004° 1.75+0.01% 1.73+0.003*  1.70+0.003*

Nuclei per repetition  1160.21+107.5 995.79+60.8

Coefficient of  3.10+0.08°

variation (%)

3.62+0.08°

1898.39+101.2 925.14+54.9

2.31+0.07° 2.75+0.09°

Statistical results (Wald qui-square, df, p) to 2C DNA Pattern (2270,67, 3,
0.001), Tree (Pattern) (12.75, 12, 0.387) and Seedling(Tree) (1.56, 48, 1.000),
to 1Cx DNA Pattern (0.270, 3, 0.996), Tree (Pattern) (0.259, 18, 1.000), to
Coefficient of variation Pattern (71.77, 3, <0.001), Tree (Pattern) (50.68, 12,
<0.001) and Seedling (Tree) (25.94, 48, 0.996). Means followed by different
letters differs based in Least Significant Difference (p<0.05)
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Figure 1: Mitotic metaphasic plates from root meristem cells of Bombacoideae
(Malvaceae) species of the Brazilian Cerrados. A: Eriotheca candoleana
2n=2x=92; B: Eriotheca gracilipes 2n=2x=92 (Uberlandia-MG); C: Eriotheca
gracilipes 2n=6x=276 (Caldas Novas-GO); D: Eriotheca pubescens 2n=4x=184
(Cristalina-GO); E: Eriotheca pubescens 2n=6x=276 (Rodovia BR 050 and
Caldas Novas-GO); F: Pachira glabra 2n=2x=88; G: Pseudobombax longiflorum
2n=2x=88; H: Pseudobombax tomentosum 2n=2x=88. Scale bar = 10 pm.
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Appendix 1. List of chromosome numbers for Malvaceae s.l. compiled from the
Index of Plant Chromosome Numbers and including the original counts
presented here.

Subfamily Genera Species 2n  Reference

Bombacoideae Adansonia A. digitata L. 144 Miége (1974)
160 Baum; Oginuma (1994)

A. grandidieri Baill. 60- Miege (1974)
64

88 Baum; Oginuma (1994)
A. za Baill. 88  Baum; Oginuma (1994)

A. gregorii F. Muell 72  Baker; Baker (1968)

88  Baum; Oginuma (1994)
96  Miege (1974)

A. madagascariensis 80- Miege (1974)
Baill. 84

88  Baum; Oginuma (1994)
A. perrieri Capuron 88  Baum; Oginuma (1994)
96  Miége (1974)

A. suarezensis H. 72  Miége (1974)
Perrier

88  Baum; Oginuma (1994)

A. rubrostipa Jum. & 72  Miege (1974)

H. Perrier
88  Baum; Oginuma (1994)
Bombax B. buonopozense P. 72  Baker; Baker (1968)
Beauv.
96 Mangenot; Magenot (1958, 1962)
B. ceiba L. 92  Singhal; Gill (1984)

46  Mehra (1976)

B.costatum Pellegr. 72 Baker; Baker (1968)
&Vuill

B.insigne Wall. 18  Sinha; Mazumdar (1993)
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Cavanillesia C. plantanifolia
(Bonpl.) Kunth

Ceiba C. pentandra (L.)
Gaertn.

C. speciosa (St.-Hill.)
Ravenna

C. erianthos (Cav.)
K. Schum.

C. glaziovii (Kuntze)
K. Schum.

C. insignis (Kunth)
P.E. Gibbs & Semir

C. jasminodora (A.
St.-Hil.) K. Schum.

C. pubiflora (A. St.-
Hil.) K. Schum.

Eriotheca E. gracilipes

E. candoleana

E. pubescens

Gyranthera G. caribensis Pittier
Ochroma O. pyramidale (Cav.
Ex Lam.) Urb.

72

88

86

86
86
86
86
86

86

96
92
210

92-
276

92

270
ca.

270
276
138
184

276

96

78

Baker; Baker (1968)

Gill, et al. (1979)

Gibbs, et al. (1988)

Gibbs, et al. (1988)

Gibbs, et al. (1988)

Gibbs, et al. (1988)

Gibbs, et al. (1988)

Gibbs, et al. (1988)

Gibbs, et al. (1988)

Maglio, et al. (1984)
Forni-Martins, et al. (1995)
Morawetz (1986)

Este estudo

Este estudo
Maglio, et al. (1984)

Forni-Martins, et al. (1995)

Oliveira et al. (1992)
Este estudo
Este estudo

Este estudo

Oginuma, et al. (1999)

Baker; Baker (1968)
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88  Baker; Baker (1968)

90 Bawa (1973)

Pachira P. glabra Pasq. 72  Baker (1960)
88  Mangenot; Magenot (1962)
88  Este estudo
P. aquatica Aubl. 88  Sarkar, et al. (1975)

44  Sarkar, et al. (1975)

P. macrocarpa 26  Chen, et al. (2003)
(Schltdl. & Cham.)

Walp.

P. quinata 72  Baker; Baker (1968)

(Jacq.)Alverson

92 Bawa (1973)

P.sessilis Benth. 72  Baker; Baker (1968)
Pseudobombax P. tomentosum 88  Este estudo
P. longiflorum 88  Gibbs, et al. (1988)

88 Este estudo

P. munguba (Mart. et ca. Morawetz (1986)
Zucc.) Dugand. 84

P. ellipticum (K. 72  Baker; Baker (1968)
Kunth) A. Dugand

88  Baker; Baker (1968)

P. septenatum 88 Bawa (1973)
(Jacq.) Dugand.

Rhodognaphalon  R. 144 Miége (1974)
brevicuspe (Sprague)
A.Roberty
ca Mangenot; Mangenot (1957, 1962)
150
Spirotheca S.rosea (Seem.) 88  Oginuma, et al. (1999)
Gibbs & Alverson
Byttnerioideae Abroma A.augustum (L.) L.f. 22  Sarkar, A. K., N. DATTA & U.

Chatterjee. 1972.

20 Chatterjee, U. 1969.
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Ambroma

Ayenia

Byttneria

Commersonia

Guazuma

Guichenotia

A. augustum (L.) L. f.

A. acalyphifolia
Griseb.

A. aemulata Cristobal
A. glabra S. Watson

A. schumanniana
Kuntze

B.catalpifolia subsp.
catalpifolia

B. herbacea Roxb

B. scalpellata Pohl
B. subsessilis
Crist6bal

B.urticifolia K.
Schum.

C. gaudichaudii J.
Gay

G. tomentosa Kunth

G. ulmifolia var.
ulmifolia

G.angustifolia
(Turcz.) Druce

G. anota C. F.
Wilkins

G. ledifolia J. Gay

16

40

22

14

26

30

28

56

78

20

16

16

20

20

20

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

2002.

Gu, Z. & H. Sun. 1996. Gu, Z.
H. Sun. 1998.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002. Fernandez, A. 1981

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002. Fernandez, A. 1981

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

&

—

2002

Pal, R. K. 1973. Jarolimova. 1994.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.
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Hannafordia

Hermannia

Herrania

Keraudrenia

Kleinhovia

Lasiopetalum

Leptonychia

Lysiosepalum

G.macrantha Turcz.

H. bissillii subsp.
latifolia (E. Pritz.) C.
F. Wilkins

H.quadrivalvis subsp.

quadrivalvis

H.candicans Aiton

H. albiflora Goudot

H. purpurea (Pittier)
R.E. Schult.

K. exastia C. F.
Wilkins

K. hermanniifolia J.
Gay
K. hillii Benth.

K. velutina subsp.
elliptica C. F. Wilkins

K. hospita L.

L. oldfieldii

L. pubescens Keay

L. involucratum
(Turcz.)Druce

L. rugosum Benth

20

20

20

12

20

20

20

20

60

20

20

40

20

20

20

20

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

2002. Wilkins, C. F. 1999.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

2002.

Pal, R. K. 1973.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

2002. Wilkins, C. F. & J. A.
Chappill. 2001.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.

2002.
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Melochia

Rulingia

Seringia

Theobroma

Thomasia

Waltheria

M. argentina R.E. Fr.
M. borbonica Cav.
M. bracteosa F.
Hoffm.

M. corchorifolia L.

R. luteiflora E. Pritz.

S. arborescens (W.T.
Aiton) Druce

T. bicolor Bonpl.

T. cacao L.

T. grandiflorum
(Willd. ex Spreng.) K.
Schum

T. leiocarpum
Bernoulli

T. angustifolia Steud
T. macrocarpa Endl.
T. pygmaea (Turcz.)

Benth.

T. solanaceae (Sims)
J. Gay

W. acuminata Rose

54

18

14

36

46

20

20

20

16

40

10

Riera, E. J. 1986.

Chatterjee, U. 1969. Wilkins, C. F.

& J. A. Chappill. 2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Huang, S. f., Z. f. Zhao, Z. y. Chen,

S.j. Chen & X. x. Huang. 1989.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Sidhu, M. & S. S. Bir. 1983.
Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Guerra, M. d. S. 1986. Wilkins, C.

F. & J. A. Chappill. 2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill. 2002

Bates, D. M. 1976
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Dombeyoideae

Corchoropsis

Dombeya

Eriolaena

Melhania

Pentapetes

Pterospermum

W. americana L.

W. indica L.

W. ovata Cav.

C. tomentosa
(Thunb.) Makino

D. acutangula Cav.

D. buettneri K.
Schum.

D. burgessiae
Gerrard ex Harv.

D. Kirkii Mast.
D. ledermannii Engl.

D. rotundifolia
(Hochst.) Planch.

D. spectabilis
Cordem.

D. torrida subsp.
erythroleuca (K.
Schum.) Seyani

E. hookeriana Wight
& Arn.

M. hamiltoniana Wall.

P. phoenicea L.

P. acerifolium Willd.

P. heterophyllum
Hance

P. heyneanum Wall.

26

40

24

14-
24

14

20

54

54

54

56

56

56

60

60

60

60

76

38

38

38

Krishnappa, D. G. & Munirajappa.
1980.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill. 2002
Bir, B. & R. Srikanth. 1983.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Ge, C. J., et al. 1992.

Seyani, J. H. 1991.

Seyani, J. H. 1991.

Seyani, J. H. 1991.

Seyani, J. H. 1991.

Seyani, J. H. 1991.

Seyani, J. H. 1991.

Gill, B. S., S. S. Bir & V. K. Singhal.
1979

Seyani, J. H. 1991.

Singhal, V. K. & B. S. Gill. 1987.
Singhal, V. K. & B. S. Gill. 1984.
Tang, Y. 1992.

Huang, S.f., Y. . Wang, Z. y. Chen
& X. h. Shi. 1988.

Singhal, V. K. & B. S. Gill. 1987.
Pal, R. K. 1973.

Huang, S. f., Z. f. Zhao, Z. y. Chen,
S.j. Chen & X. x. Huang. 1989.

Pal, R. K. 1973.
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Grewioideae

Trochetiopsis

Apeiba

Corchorus

P. lanceifolium Roxb.

P. suberifolium (L.)
willd.

T. benjamini Cronk

T. ebenus Cronk

T. erythroxylon (G.
Forst.) Marais

A. tibourbou Aubl.

C. aestuans L.

C.baldaccii Mattei

C. capsularis L.

C. depressus (L.)
Stocks

C. fascicularis Lam

C. gillettii Bari
C. hirtus L.

C. junodii (Schinz)
N.E.Br.

C. olitorius L.

C. pseudocapsularis
Schweinf.

C. siliquosus L.

C. tridens L.

38

38

40

40

40

36

14

14

14

28

14

14

14

14

28

14

14

28

14

Pal, R. K. 1973.
Singhal, V. K. & B. S. Gill. 1987

Singhal, V. K., B. S. Gill & S. S. Bir.
1980a.

Cronk, Q. C. B. 1995. Cronk, Q. C.
B. 2000.

Cronk, Q. C. B. 1995. Cronk, Q. C.
B. 2000.

Cronk, Q. C. B. 2000.

Carvalheira, G. M. G., M. Guerra,
G. A. d. Santos, V. C. d. Andrade &
M. C. A. d. Farias. 1991. Wilkins, C.
F. & J. A. Chappill. 2002.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Jacob, T. V. 1983

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Srivastava, S. K., B. P. Pandey & R.
S. Lal. 1979

Khatoon, S. & S. I. Ali. 1993.
Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002. Sanjappa, M. 1979a.
Jacob, T. V. 1983

Coleman, J. R. 1982.

Paiva, J. & M. T. Leitao. 1989.

Alam, S. S. & A. N. M. R. Rahman.
2000.

Jacob, T. V. 1983

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Sidhu, M. K., R. C. Gupta & N.
Goyal. 1990.
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Entelea

Glyphaea

Grewia

C. trilocularis L.

E.arborescens R. Br.

G. brevis (Spreng.)
Monach.

G. arbutifolia
Ventenat ex Jussieu

G. asiatica L.
G. aspera Roxb.
G. disperma Rottler

ex Spreng.

G. elastica Royle

G.hainesiana Hole

G. hirsuta Vahl

G. laevigata Vahl

G. leptopetala
Brandis

G. oppositifolia

Buch.-Ham. ex Roxb.

G. optiva Drumm. ex
Burret

G. tiliifolia Vahl

14

32

16

18

36

36

18

18

27

36

18

18

18

18

18

18

Alam, S. S. & A. N. M. R. Rahman.
2000. Sanjappa, M. 1979.

Wilkins, C. F. & J. A. Chappill.
2002.

Gill, L. S. & A. O. Obembe. 1991

Sarkar, A. K., N. DATTA & U.
Chatterjee. 1973. Chatterjee, U.
1969.

Singhal, V. K., B. S. Gill & S. S. Bir.
1982.

Krishnappa, D. G. & Munirajappa.
1982.

Krishnappa, D. G. & Munirajappa.
1982.

Gill, B. S., V. K. Singhal, Y. S. Bedi
& S. S. Bir. 1990. Gill, B. S., S. S.
Bir & V. K. Singhal. 1979.

Singhal, V. K., B. S. Gill & S. S. Bir.
1982. Gill, B. S., V. K. Singhal, Y. S.
Bedi & S. S. Bir. 1990. Gill, B. S., S.
S. Bir & V. K. Singhal. 1979.

Singhal, V. K., B. S. Gill & S. S. Bir.
1982. Gill, B. S., V. K. Singhal, Y. S.
Bedi & S. S. Bir. 1990.

Singhal, V. K., B. S. Gill & S. S. Bir.
1984.

Singhal, V. K., B. S. Gill & S. S. Bir.
1982. Bir, S. S., B. S. Gill, Y. S.
Bedi & V. K. Singhal. 1980.

Singhal, V. K., B. S. Gill & S. S. Bir.
1982. Gill, B. S., V. K. Singhal, Y. S.
Bedi & S. S. Bir. 1990. Gill, B. S., S.
S. Bir & V. K. Singhal. 1979.

Singhal, V. K., B. S. Gill & S. S. Bir.
1982. Bir, S. S.,B. S. Gill, Y. S.
Bedi & V. K. Singhal. 1980.
Khatoon, S. & S. |. Ali. 1993.

Gill, B. S., V. K. Singhal, Y. S. Bedi
& S. S. Bir. 1990.
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Helicteroideae

Luehea

Sparrmannia

Triumfetta

Cullenia

Durio

G. vestita Wall.

G. villosa Willd.

G. welwitschii

L. candicans Mart.

L. ochrophylla Mart.

S. ricinocarpa (Eckl.
& Zeyh.) Kuntze

T. annua L.

T. longicornuta
Hutch. & M.B. Moss

T.macrophylla K.
Schum.

T. pentandra A. Rich.

T. pilosa Roth

T. rhomboidea Jacq.

T.rotundifolia Lam.

C. excelsa Wight

D.zibethinus

18

36

18

36

36

16

20

32

32

48

16

32

32

64

32

48

32

56

28

58

Sandhu, P. S. & S. K. Mann. 1988.

Krishnappa, D. G. & Munirajappa.
1980.

Morawetz, W. 1981b.

Molero, J., A. Rovira, J. Simén, R.
Duré & D. Franco. 2002.

Goldblatt, P. 1984.

Jacob, T. V. 1983.

Huang, S. f., Z. f. Zhao, Z. y. Chen,
S.j. Chen & X. x. Huang. 1989.

Krishnappa, D. G. & Munirajappa.
1980.

Jacob, T. V. 1983.

Jacob, T. V. 1983.

Krishnappa, D. G. & Munirajappa.
1982

Khatoon, S. & S. I. Ali. 1993.

Sidhu, M. K., R. C. Gupta & N.
Goyal. 1990.

Krishnappa, D. G. & Munirajappa.
1980.

Paiva, J. & M. T. LEITAO. 1987.

Krishnappa, D. G. &Munirajappa.
1980.

Krishnappa, D. G. & Munirajappa.
1982. Sanjappa, M. 1979.

Pushparajan, G., P. |. Kuriachan &
C. A. Ninan. 1986.

Datta, P. C.; Biswas, C., 1968

Mangenot; Mangenot, 1958, 1962
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Malvoideae

Helicteres

Abelmoschus

Abutilon

H. brevispira A. St.-
Hil.

H.guazumifolia Kunth
H.hirsuta Lour.
H.isora L.

H. jamaicensis Jacq.

H. Ihotzkyana (Schott
& Endl.) K. Schum.

H.ovata Lam.

H. sacarolha A. St.-
Hil., A. Juss. &
Cambess.

H. vegae Cristébal

H. velutina K.
Schum.

A. angulosus Wight &
Arn.

A.esculentus (L.)
Moench

A. ficulens L.

A. manihot (L.)
Medik.

A.moschatus Medik.

A.tuberculatus Pal &
Singh

A. alii Abedin

18

24

18

18

18

18

18

18

66

130

65

120

72

130

196

40

72

58

42

Fernandez, A. 1981.

Fernandez, A. 1981.

Pal, R. K. 1973.

Singhal, V. K. & B. S. Gill. 1987
Fernandez, A. 1981.

Fernandez, A. 1981.

Fernandez, A. 1981.

Fernandez, A. 1981.

Cristobal, C. L. 1987.

Fernandez, A. 1981.

Krishnappa, D. G. & Munirajappa,
1982.

Munirajappa & D. G. Krishnappa.
1989

Dasgupta, A. & R. P. Bhatt. 1981
Madhusoodanen, K. J. & M. A.
Nazeer. 1986. Nair, P. G. & P.
Kuriachan. 1976. Mamidwar, R. B.,
Y. S. Nerkar & N. D. Jambhale.
1979.

Ge,C.j., Y.k Li,P.Wan & P. s.
Hsu. 1989.

Sanjappa, M. 1979.

Dasgupta, A. & R. P. Bhatt. 1981.
Dasgupta, A. & R. P. Bhatt. 1981.

Madhusoodanen, K. J. & M. A.
Nazeer. 1986.

Chen, R. Y. 2003
Cheng, Y. f. & J. |. Tsai. 1999.

Nair, P. G. & P. Kuriachan. 1976.

Afag-Husain, S., V. A. Saeed & S.
Shahid-Husain. 1988.
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A. avicennae Gaertn.
A. barrancae M.E.
Jones

A.bidentatum Hochst.
ex A. Rich.

A. crispum (L.) G.
Don

A. figarianum Webb
A fluviatile (Vell.) K.
Schum.

A. fruticosum var.
fruticosum

A. glaucum (Cav.)
Cav.

A. grandifolium
(Willd.) Sweet

A.hirtum var. hirtum

A.hulseanum (Torr. &
A. Gray) Torr. ex A.
Gray

A. inaequilaterum A.
St.-Hil.

A. indicum (L.) Sweet

A. julianae Endl.

A.karachianum S.A.
Husain & Baquar

A. laxum Rusby

A.macvaughii Fryxell

A.malacum S.
Watson

A. menziesii Seem.

42

16

42

42

42

72

56

42

14

28

Lessani, H. & S. Chariat-panahi.
1979

Fryxell, P. A. & D. M. Stelly. 1993.

Bir, S. S. & M. Sidhu. 1979.

Munirajappa & D. G. Krishnappa.
1993. Krishnappa, D. G. &
Munirajappa. 1980.

Afag-Husain, S., V. A. Saeed & S.
Shahid-Husain. 1988.

Fernandez, A., A. Krapovickas, G.
Lavia & G. Seijo. 2003

Afag-Husain, S., V. A. Saeed & S.
Shahid-Husain. 1988

Sanjappa, M. 1979.

Afag-Husain, S., V. A. Saeed & S.
Shahid-Husain. 1988. Hussain, S.
A., V. A Saeed & S. S. Husain.
1989.

Afag-Husain, S., V. A. Saeed & S.
Shahid-Husain. 1988.

Fryxell, P. A. & D. M. Stelly. 1993.

Fernandez, A. 1981.

Podlech, D. 1986

Afag-Husain, S., V. A. Saeed & S.
Shahid-Husain. 1988. Munirajappa
& D. G. Krishnappa. 1993. Bir, S. S.
& M. Sidhu. 1980. Bir, S. S. & M.
Sidhu. 1980.

Krishnappa, D. G. & Munirajappa.
1982. Bir, S. S. & M. Sidhu. 1979.

Lange, P. J. & B. G. Murray. 2003.

Afag-Husain, S., V. A. Saeed & S.
Shahid-Husain. 1988.

Fernandez, A., A. Krapovickas, G.
Lavia & G. Seijo. 2003.

Fryxell, P. A. & D. M. Stelly. 1993.

Reveal, J. L. & R. Spellenberg.
1976.

Carr, G. D. 1985
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Acaulimalva

A.mucronatum J.E.
Fryxell

A.muelleri-friderici
Gurke & K. Schum.

A. muticum (Delile)
Sweet

A.neelgerrense
Munro

A. otocarpum F.
Muell.

A. pakistanicum Jafri
& Ali

A. pannosum (G.
Forst.) Schitdl.

A. parishii S. Watson

A. persicum (Burm.
f.) Merr.

A. pictum (Gillies ex
Hook. & Arn.) Walp.

A. polyandrum
(Roxb.) Wight & Arn.

A. regnellii Mig.

A. sepalum S.A.
Husain & Baquar

A.sonorae A. Gray

A.sphaerostaminum
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Consideracfes Finais

A comparacdo da diversidade genética nas populacbes com sistemas
reprodutivos diferentes em espécies de Eriotheca mostrou que populacdes
apomiticas mantém niveis altos de diversidade genética, semelhantes as
populacdes sexuais. Comparacdes com mais populacdes poderiam representar
melhor como realmente essas diferencas reprodutivas influenciam a
diversidade genética das espécies. Apesar disso, 0s resultados desse estudo ja
indicam uma clara diferenciagdo entre os padrBes reprodutivos nas especies,
mas ainda sao necessarios estudos complementares para avaliar se esse
mosaico reprodutivo pode impedir o cruzamento interpopulacional. Para isso,
cruzamentos entre as populacdes poderédo ser realizados, futuramente, a fim

de verificar se h& barreiras reprodutivas entre essas populacgées.

A distribuicdo dos mosaicos reprodutivos e dos citétipos dessas
espécies de Eriotheca ainda ndo € bem conhecida devido as dificuldades de
coleta e de contagem de cromossomos dessas espécies. Por isso, a
metodologia testada usando andalises morfométricas dos gréos de polen e dos

estbmatos € importante e mostrou-se eficiente para estimar a ploidia,

possibilitando estudos futuros numa escala regional.

O numero cromossbmico apesar de ser uma andlise dificil nestas
plantas, por serem pequenos e numerosos, mostrou-se eficiente e importante.
Nesse trabalho, foi possivel perceber que hd uma duplicacdo cromossdmica
importante e caracteristica da subfamilia Bombacoideae diferente das demais
subfamilias da familia Malvaceae, indicando que estudos filogenéticos futuros
devem considerar e avaliar essa caracteristica. S80 ainda necessarios mais
estudos de documentagdo do numero cromossémico, principalmente, em
espécies de Bombacoideae devido aos citétipos ja documentados em algumas

espécies.
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