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URDAMPILLETA, Juan Domingo. Estudo citogenetico em paullinieae
(sapindaceae). 2005. 71f. Dissertagdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular)
— Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2005.

RESUMO

A tribo Paullinieae, de distribuicdo neotropical, cotem cerca do 25% das espécies da
familia Sapindaceae, sendo considerada a tribo com um maior numero de caracteres
derivados dentro da familia. Paullinia L., Serjania Mill. e Urvillea Kunth apresentam
cerca de 400 espécies representando um total de 20% da familia. Quatro espécies
de Paullinia, quatorze de Serjania e 4 de Urvillea foram estudadas neste trabalho
mediante as técnicas de HCIl/Giemsa, bandamentos C e C-CMAs/DAPI e FISH
utilizando a sonda de DNAr 45S, e a sonda de 5S em trés espécies de Urvillea.
Paullinia e Serjania sao caracterizadas pela conservagao do numero cromossdmico
2n= 24, no entanto, Urvillea possui uma diferenciacdo nos numeros basicos entre as
secoes (x= 11 e 12) e uma série poliploide caracteristica da segédo Urvillea (2n= 22,
44 e 88). Serjania apresenta uma ligeira diferenciacao cariotipica, sendo o padrao de
bandas homogéneo, caracterizado somente pela presenga de bandas C-CMAs
associadas aos sitios de DNAr 45S. Em Paullinia também existe uma relativa
diferenciagao cariotipica, mas o padrdo de bandas ndo é homogéneo, ja que
ocorrem bandas C-Giemsa neutras em algumas espécies do género. Em Urvillea, o
grau de diferenciagcdo cariotipica € ainda maior. Além da variagdo no numero
cromossOmico, existe uma importante diferenciacdo cariotipica, tanto na estrutura
cariotipica como padrdo de bandas. Os padrbées de bandas em Urvillea sao
extremamente variaveis entre as espécies sugerindo a existéncia de um processo de
acumulo de heterocromatina nas regides cromossdmicas terminais, tanto ricas em
AT quanto em GC. Em Paullinia, Serjania e Urvillea, os sitios de DNAr 45S séao
associados a regides ricas em GC, sendo o numero variavel entre espécies. Por
outro lado os sitios de DNAr 5S, demonstram em Urvillea que podem ou nao estar
associadas aos sitios de 45S. Os resultados mostram que variagdo na quantidade e
na distribuicdo de DNA repetitivo € significativa na diferenciagao cariotipica em
Paullinieae, resultando uma nova fonte de informacédo importante para entender a
organizacéao da tribo.

Palavras-chave: Sapindacea. Taxanomia vegetal. Citogenética vegetal. Genética
molecular.
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ABSTRACT

The tribe Paullinieae comprises about 25% from species of Sapindaceae family,
which are mainly distribuited in the neotropical region and considerated hightly
derivated within of family. Paullinia L., Serjania Mill. and Urvillea Kunth (Paullinieae:
Sapindaceae) genera possess about 400 species representing a 20% of the family.
Four species of Paullinia, fourteen of Serjania and four of Urvillea were studied in this
work by techniques of HCl/Giemsa, C and C-CMA3/DAPI banding and FISH using
DNAr 45S probe, and 5S probe in three species of Urvillea. Paullinia and Serjania
are characterized by 2n = 24 chromosome number conservation, meanwhile Urvillea
possesses a differentiation in the basic numbers between its sections (x= 11 e 12)
and a polyploid series typical only of section Urvillea (2n= 22, 44, 88). Serjania
presents a light karyomorphological differentiation, with homogeneous banding
pattern, characterized for signals C-CMAs associated to DNAr 45S loci. Paullinia also
possesses a relative karyological differentiation, but the banding pattern is not
homogeneous, because to that happen bands neutral C-Giemsa in some species of
the gender. The degree of karyotipical differentiation is larger in Urvillea. Besides its
variation in the chromosome number, exists an important karyotipical differentiation,
so much in the karyotipic structure as banding pattern. The patterns of bands in
Urvillea are variable among the species suggesting the existence of a process of
heterochromatin accumulation in terminal chromosomal areas, so much rich in bases
AT as in GC. In Paullinia, Serjania and Urvillea, the DNAr 45S loci are associated to
rich areas in GC, being the variable number among species. On the other hand the
DNAr 5S loci, demonstrate in Urvillea that can or not to be associated to DNAr 45S
loci. The results show that variation in the amount and distribution of repetitive DNA
is significant in the karyotipical differentiation in Paullinieae, resulting in a new source
of important information to understand the organization of the tribe.

Keywords: Botanical systematists. Plant cytogenetics. Sapindaceae.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO GERAL

1.1 SISTEMATICA E EVOLUCAO DA FAMILIA SAPINDACEAE

A familia Sapindaceae esta incluida dentro da ordem Sapindales,
junto com outras nove familias (APG I, 2003). Esta ordem é considerada um grupo
natural que compreende cerca de 5.400 espécies com importantes componentes
tropicais e subtropicais, sendo Sapindaceae e Rutaceae as familias mais numerosas
(Cronquist, 1988). Sapindales encontra-se préxima a ordem Rosales, e diferencia-se
desta por apresentar os seguintes caracteres: folhas compostas ou fendidas,
androceu haplo- ou diplostemone, discos dos nectarios bem desenvolvidos, ovario
sincarpo com um ou dois évulos por loculo.

A andlise filogenética feita com dados do sequénciamento do gene
rbcL (Gadek et al., 1996) permitiu a delimitagdo molecular da ordem Sapindales.
Neste estudo, foram reconhecidos cinco clados: Sapindaceae, que inclui as familias
Aceraceae, Hippocastanaceae e Sapindaceae, embora Aceraceae e
Hippocastanaceae estejam atualmente dentro de Sapindaceae (APG IlI, 2003). O
clado Sapindaceae encontra-se proximo ao clado Anacardiaceae, o qual

compreende as familias Anacardiaceae e Burseraceae (Gadek et al., 1996).

Meliaceae

Simaroubaceae

Rutaceae

Anacardiaceae

Burseraceae

Sapindaceae

Kirkaceae

Nitrariaceae

Biebersteiniaceae

Figura 1 - Esquema filogenético proposto para Sapindales baseado no seqiénciamento do
gene rbcL
Fonte: Gadek et al. (1996); APG Il (2003).



14

Sapindaceae apresenta uma distribuigdo cosmopolita, e a maioria de
suas espécies habita regides tropicais e/ou subtropicais. A familia é distinguida por
uma série de caracteres, tanto vegetativos quanto reprodutivos, que em conjunto
definem a familia Sapindaceae. Estes caracteres séo:

- folhas sem estipulas, se presentes sdo caducas ou pequenas;

- um o6vulo por Iéculo, raramente dois;

- disco do nectario extra estaminal ou ausente, em geral um;

- dvulo apotropo;

- em geral oito estames;

- folhas alternas (com algumas excecgdes);

- flores hipogineas;

- sementes sem endosperma, com arilo ou sarcotesta.

A familia Sapindaceae tem cerca de 2.000 espécies distribuidas em
136 géneros.

Aproximadamente 430 espécies pertencem a tribo Paullinieae,
sendo os géneros Serjania (231), Paullinia (150) e Acer (110) os mais importantes
da familia, no que diz respeito ao numero de espécies.

Sapindaceae ¢é subdividida em duas subfamilias com base nas
caracteristicas do 6vulo. Sapindoideae (Radlkofer’s Eussapindaceae) apresenta um
ovulo por loculo geralmente apotropo, enquanto que Dodonaeoideae (Radlkofer’s
Dyssapindaceae) possui dois ou mais Ovulos por loculo, geralmente epitropo
(Radlkofer, 1931-1934; Muller & Leenhouts, 1976). Baseado em caracteres da flor e
do fruto, Radlkofer (1931-1934) reconheceu 14 tribos, sendo Paullinieae a unica tribo
caracterizada pelo habito trepador. As tribos restantes incluem espécies arbustivas
e/ou arboreas. A subfamilia Dodonaeoideae encontra-se representada por cinco
tribos, Koelreuterieae, Cossignieae, Dodonaeae, Doratoxyleae e Harpullieae,
enquanto que a subfamilia Sapindoideae compreende nove tribos, Paullinieae,
Thouinieae, Sapindeae, Aphanieae, Lepisantheae, Melicocceae, Schleichereae,
Nephelieae e Cupanieae (Tabela 1). A maioria dos géneros € classificada dentro de
Sapindoideae e pertencem ao Velho Mundo, especialmente Africa, Asia,
Madagascar e Australia (Croat, 1976). Evidéncias moleculares e morfoldgicas
indicam que a subfamilia Sapindoideae é um grupo monofilético (Judd et al., 1994),
ao contrario da Dodonaeoideae, que mostra-se parafilético de natureza polifilética
(Klaassen, 1999; Buijsen et al., 2003).
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Tabela 1 — Sistema de classificacdo da familia Sapindaceae

Subfamilia Triho N° géneros N espécies

Dodonaeoideae Koelreuterieae 3 50
Cossignieas 2 5
Dodonaeae 4 50
Doratoxyleae 7 10
Harpullieae 7 30

Sapindoideae Melicocceae 6 41
Lepisantheae 11 30
Sapindeae 7 43
Cupanieae 37 250
Schleichereae 3
Nephelieae 12 66
Aphanieae 3 18
Thouinieae 6 112
Paullinieae 7 430

Fonte: Radlkofer (1931-1934)

1.2 ASPECTOS TAXONOMICOS DA TRIBO PAULLINIEAE

As espécies da tribo Paulliniecae apresentam uma distribuicdo
exclusivamente neotropical e constituem um importante componente das florestas da
América do Sul. Sdo reconhecidos para esta tribo trés principais centros de
distribuicdo, Sudeste do México, Planalto Central e Litoral do Brasil (Acevedo-
Rodriguez, 1993), sendo este o pais com a maior numero de representantes.

Paullinicae € considerada um grupo natural, monofilético e

caracterizado por varias apomorfias (Acevedo-Rodriguez, 1993), em relacdo as
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demais tribos da familia Sapindaceae. Além de seu habito trepador, Paullinieae
caracteriza-se pela presencga de estipulas, flores zigomorfas e nectarios formados
por normalmente quatro ou raramente duas glandulas.

A tribo Paullinieae apresenta algumas discordancias entre os
sistemas de classificagao intergenérica propostos. Radlkofer (1931-1934) classificou
a tribo em seis géneros, distribuidos em duas subtribos, Paulliniinae
(Cardiospermum L., Lophostigma Radlk., Paullinia L., Serjania Mill. e Urvillea Kunth),
Hunziquer (1978) incorpora Houssayanthus Hunz., e Thinouiinae (Thinouia Triana &
Planch.), as quais séo diferenciadas pelos caracteres florais. Posteriormente,
Acevedo-Rodriguez (1993) sugeriu a exclusao do género Thinouia e sua inclusao na
tribo Cupanieae, tornando a tribo Paullinieae representada somente por seis
géneros. Apds uma analise filogenética realizada em Paullinieae pelo mesmo autor,
o qual utilizou diferentes caracteres morfoanatémicos, foi proposta a existéncia de
dois clados, um formado pelos géneros Houssayanthus, Lophostigma e Serjania, e o
segundo formado por Cardiospermum, Paullinia e Urvillea.

A classificagao infragenérica conflitante encontrada em Serjania e
Paullinia pode ser resultado da variagao gradual dos caracteres utilizados em seu
tratamento taxondémico.

Assim sendo, é interessante buscar novas fontes de variacéo inter- e
intraespecifica, antes de qualquer revisdo dos sistemas de classificacdo, com a
finalidade de obter agrupamentos mais naturais.

Na tribo Paullinieae, a morfologia do fruto € um carater importante na
identificacdo dos géneros. Dois tipos basicos de frutos sdo reconhecidos em
Paullinieae, esquizocarpo e capsula (Figura 2). O fruto capsula ocorre nos géneros
Cardiospermum, Paullinia e Urvillea, sendo este considerado um carater apomorfico
em relacdo ao fruto ezquizocarpo, presente nos géneros Houssayanthus,
Lophostigma e Serjania (Acevedo Rodriguez, 1993).

Serjania e Lophostigma apresentam um fruto ezquizocarpo
samaroéide (Figura 3C), cuja por¢cao seminifera localiza-se distalmente, enquanto que
em Houssayanthus a porcdo seminifera ocupa a regido central. Por outro lado,
Paullinia possui capsulas com mericarpos carnosos e avermelhados (Figura 3B),
diferentemente de Cardiospermum e Urvillea, cujos frutos sdo capsulas infladas e
mericarpos membranosos. Urvillea diferencia-se de Cardiospermum pela presenga

de frutos alados (Figura 3A-D).
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B

Figura 2 - Tipos basicos de frutos encontrados em Paullinieae. A, fruto ezquizocarpo
(Houssayanthus, Lophostigma e Serjania); B, fruto capsula (Cardiospermum,
Paullinia e Urvillea).

Figura 3 - Distintos frutos encontrados em Paullinieae. A, Cardiospermum grandiflorum; B,
Paullinia pinnata; C, Serjania hebecarpa; D, Urvillea chacoensis.
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1.3 CITOTAXONOMIA DA TRIBO PAULLINIEAE

Os estudos citogenéticos realizados em Sapindaceae na ultima
década se destacaram principalmente pelas contagens cromossémicas e pela
descricdo dos aspectos gerais do caridtipo, como tamanho cromossémico e simetria
dos cariotipos (Ferrucci, 1989, 2000; Hemmer & Morawetz, 1990; Nogueira et al.,
1995; Ferrucci & Solis Neffa, 1997; Lombello & Forni-Martins, 1998; Solis Neffa &
Ferrucci, 1998). Estes estudos permitiram conhecer a variagdo nos numeros
cromossOmicos de aproximadamente 140 espécies pertencentes a 42 géneros de
Sapindaceae, além da descricdo dos caridtipos de aproximadamente 35 espécies.
Especialmente na tribo Paullinieae, foram reportados os numeros cromossdmicos de
57 espécies (20%), e descritos os cariétipos de somente 32 delas (10%). Neste
contexto, Ferrucci (2000) demonstrou uma variagdo nos numeros basicos desde x=
7 até x= 14 (x= 8 e x= 13 estdo ausentes). Nestes estudos foram destacadas a
conservagao de 2n= 24 nos géneros Houssayanthus, Paullinia e Serjania, bem como
variagdo no nivel de ploidia dentro do género Urvillea, além de uma variagdo no

numero basico dos géneros Cardiospermum e Urvillea (Tabela 2).

Tabela 2 — Numero de espécies por género que apresentam contagem cromossémica

Geéneros =7 =9 == 10 =11 =12 =14

Cardiospermum 1 1 1 3

[

Houssayanthus

Lophostigma 1
Paullinia 7

Serjania 35

Thinouia 1
Urvillea 4 1

Total 1 1 1 7 45

[
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De um modo geral, a poliploidia teve um papel fundamental na
evolucdo das plantas superiores, sendo estimado que nas Angiospermas
aproximadamente 70% das espécies sejam de origem polipléide (Wendel, 2000). O
numero basico proposto para as Angiospermas basais, Magnoliales e Laurales, é x=
8, sendo 2n= 16 o numero cromossOmico mais freqlente, sugerindo que os numeros
cromossOmicos na maioria das Angiospermas sejam derivados por poliploidia ou
disploidia/aneuploidia a partir de espécies com x= 8 (Morawetz, 1986). Os numeros
basicos mais frequentes na familia Sapindaceae sdo x= 14, 15 e 16, estando
presentes em 90% dos géneros que apresentam contagem cromossémica até o
momento. De acordo como Morawetz (1986), se x= 8 for o nUmero basico ancestral
das Angiospermas, 0os numeros cromossOmicos encontrados em Sapindaceae
podem ser derivados por poliploidia, compondo um complexo paleotetrapléide.

Somente trés géneros de diferentes tribos em Sapindaceae exibem
uma série polipldide. Partindo dos numeros basicos descritos anteriormente, séo
eles: Urvillea, Allophylus e Melicoccus (Ferrucci, 1985; Nogueira, 1995; Ferrucci &
Solis Neffa, 1997).

Considerando as informagdes cromossOmicas nesta familia
relativamente escassas, e a baixa frequéncia de eventos de poliploidia recente a
partir do numero basico proposto, € possivel supor que existam outros mecanismos
de variacao cariotipica atuando na evolugao recente de Sapindaceae.

A tribo Paullinieae é caracterizada pelo menor numero e pelo maior
tamanho cromossdmico (Solis Neffa & Ferrucci, 2001), sugerindo que a diminuicao
do numero basico possa ser considerada um carater derivado em Sapindaceae
(Acevedo Rodriguez, 1993), a qual é representada na Figura 4. De acordo com
Hemmer & Morawetz (1990) e Lombello & Forni-Martins (1998), a tribo Paullinieae é
caracterizada por uma redugao no numero basico em relagdo as demais tribos de
Sapindaceae. De um modo geral, este evento de redugdo no numero basico pode
estar correlacionado com caracteres morfolégicos, como habito trepador, presenca
de gavinhas, flores zigomorfas e nectarios, sugerindo que Paullinieae seja a tribo

mais derivada com respeito as tribos restantes da familia.
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Paullinieas. I Outras tribos.

Figura4 — Presengca dos numeros basicos reportados nos distintos géneros de
Sapindaceae.

Serjania é o género mais importante dentro de Sapindaceae no que
diz respeito ao numero de espécies (231). Como outros grupos da familia, também
possui classificagao infragenérica complexa, Radlkofer (1931) descreveu 12 segbes
para o género. No entanto, Acevedo-Rodriguez (1993) considerou a classificagdo de
Radlkofer pouco pratica e pouco precisa quanto as seg¢des do género. Este ultimo
autor propds recentemente a existéncia de seis se¢gdes mediante a combinacéo de
algumas sec¢des de Radlkofer, baseado nas variagdes nos caracteres qualitativos do
fruto. Os estudos cromossOmicos em Serjania incluem contagem para 35 espécies,
onde é destacada a conservacdo do numero cromossdmico 2n=24 (Fernandez
Casas & Fernandez Piqueras, 1981; Ferrucci, 1981, 1985; Nogueira et al., 1995;
Ferrucci & Solis Neffa, 1997; Solis Neffa & Ferrucci, 1998). Cerca de 20 espécies
foram estudadas cariotipicamente, sendo detectadas variacdes intraespecificas
tomando em conta o tamanho e a morfologia dos cromossomos, sem encontrar
ainda uma correlagcdo direta entre a variacdo cariotipica e as classificacoes
infragenéricas propostas para o género (Solis Neffa & Ferrucci, 1997).

Paullinia apresenta aproximadamente 150 espécies distribuidas em
13 secgdes, sendo a delimitagdo destas, relativamente conflitivas devido a natureza

gradual dos caracteres utilizados nos tratamentos taxondmicos. Em Paullinia séo
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conhecidos 0s numeros cromossOmicos de sete espécies e os cariotipos de trés
delas. Todas as espécies analisadas até agora apresentaram 2n = 24 (Ferrucci &
Solis Neffa, 1997; Solis Neffa & Ferrucci, 1998).

Das cerca de 17 espécies conhecidas de Urvillea, apenas cinco tém
seus numeros cromossOmicos e duas seus cariétipos descritos (Nogueira et al.,
1995; Ferrucci, 1997; Lombello & Forni-Martins, 1998). Urvillea € o unico género da
tribo Paullineae que apresentou variagdes no nivel de ploidia, 2n = 44 em U. uniloba
e 2n = 22 e 86 em U. ulmacea (Ferrucci, 1981; Nogueira et al., 1995). As sec¢des do
género Urvillea diferenciam-se quanto ao numero basico, sendo que a se¢ao Urvillea
apresenta x= 11, enquanto que a secgao Stenelytron possui x= 12 (Ferrucci, 2000a).
As informagdes disponiveis at¢é o momento apontam que tanto a
aneuploidia/disploidia quanto a poliploidia tiveram um papel importante na evolugao
deste grupo.

Os géneros Cardiospermum e Urvillea compartilham de varios
caracteres derivados, tanto morfolégicos quanto citolégicos. Cardiospermum conta
com 14 espécies, das quais seis possuem contagem cromossdmica e descricdo dos
caridtipos (Ferrucci, 1989, Hemmer & Morawetz, 1990). Ambos os géneros
apresentam variacdo nos numeros basicos de x= 7, 9, 10 e 11 (Ferrucci, 1989,
Ferrucci, 2000a), sendo a aneuploidia/disploidia fatores importantes na evolugéo
cariotipica de Cardiospermum.

Em Sapindaceae, os trabalhos envolvendo analise meidtica,
estrutura do nucleo interfasico, técnicas de bandamentos C, NOR, DAPI, CMAz e
localizagdo fisica de segmentos de DNA repetitivo por hibridagdo in situ sao
escassos. Alguns trabalhos abordaram a caracterizagdo da heterocromatina e a
identificacdo da NOR (Hemmer & Morawetz, 1990; Nogueira et al. 1995), e
destacaram a diferenciagao entre géneros e espécies. Hemmer & Morawetz (1993)
estudaram os padrées de bandas de duas espécies de Serjania e duas de
Cardiospermum mediante as técnicas de banda C-Giemsa e CMAs/DAPI, e
revelaram importantes processos na evolugao cariotipica de Paullinieae, como a
redugdo no numero basico e o acumulo de heterocromatina rica em AT nas regides
cromossOmicas terminais. Por outro lado, espécies de Koelreuteria Laxm.
(Koelreuterieae) foram estudadas comparativamente quanto aos padrbes de bandas
utilizando técnicas de bandamento C-Giemsa e C-CMAs, e foi observado que,

apesar das similaridades cariotipicas e da presenga de um numero similar de



22

bandas terminais CMAs:, as espécies K. bipinnata Franch. and K. elegans (Seem.)
A. C. Sm. subsp. formosana (Hayata) F. G.
Mey. se diferenciaram pelo tamanho dos blocos ricos em GC

(Urdampilleta et al., em prensa).

1.4 IMPORTANCIA DA CITOGENETICA NA SISTEMATICA DE PLANTAS

As informagdes obtidas de analises citogenéticas sdo de grande
importancia na taxonomia, principalmente porque € esperado que 0S Cromossomos
ocorram em numero definido nas espécies, e que estes apresentem marcas
individuais capazes de distinguir os cromossomos individualmente, ao ponto de
serem reconhecidos os pares dentro de um complemento. De um modo geral, os
cromossomos vém sendo utilizados como um carater sistematico adicional, sendo
atualmente incorporados em descrigdes floristicas (Stace, 2000). A sexualidade e a
fertiidade dependem de um correto desenvolvimento da meiose e um pareamento
regular dos cromossomos homdlogos. No entanto, algumas variagdes
cromossOmicas estruturais sao toleradas justificando as variagbes inter- como
intraespecificas no numero e na estrutura dos cariétipos (Greilhuber & Enrendorfer,
1988).

De acordo com Bennett (1998), apenas 25% das angiospermas
possuem contagem cromossOmica, e destas, menos de 1% correspondem a
espécies da regido tropical. A variagdo no numero cromossémico vai desde 2n= 4,
como ocorre em espécies de Poaceae, Hyacinthaceae, Cyperaceae e Asteraceae
(Vanzela et al., 1996) até 2n= 640 em Sedum suaveolens Kimnach, Crassulaceae
(Stace, 2000).

O mapeamento fisico dos cromossomos de um complemento
obtidos, pelas técnicas de bandamento e hibridagdo in situ, € uma ferramenta
valiosa para o estudo da organizacdo e da evolugdo dos genomas em plantas,
sendo frequentemente utilizados para complementar os estudos sistematicos e
filogenéticos (Ran et al., 2001; Torrell et al., 2003). Neste contexto, DNAr 45S e 5S,
sequéncias teloméricas, bem como DNA satélite vém sendo os segmentos mais

empregados no mapeamento fisico de sequéncias repetitivas, a qual representa
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uma marca importante para a identificacdo cromossdémica e estudos evolutivos.
Atualmente, trabalhos baseados na citogenética molecular juntamente com o
sequénciamento de DNA tém reforcado ou rejeitado inumeras propostas de
classificagdo sistematica em muitos grupos de plantas (Zoldos et al., 1999;
Benabdelmouna et al., 2001; Ran et al., 2001; Torrell et al., 2003).

Variagdes envolvendo DNAs repetitivos normalmente estao
associados a diferenciagao cariotipica independente do grupo de plantas. Assim
sendo, € de extrema importancia ampliar o conhecimento nesta area da citogenética
na familia Sapindaceae, justamente devido a estabilidade numérica e a pequena
variagao em tipos cromossémicos existentes entre espécies proximas. A analise dos
cariotipos envolvendo coloragcdo convencional, padrées de bandas e hibridagao in
situ pode fornecer caracteres possivelmente uteis na resolugdo de problemas
sistematicos e filogenéticos em Sapindaceae, bem como fornecer mais informagdes
sobre a gama de eventos responsaveis pelas variagdes cariotipicas ja apontadas na

literatura.

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

Caracterizar citogeneticamente as espécies da tribo Paullinieae com
o0 objetivo de complementar o conhecimento da familia, interpretar a evolugéo
cariotipica da tribo em relacdo ao restante da familia, e procurar novas fontes de

variagao que possam ser utilizadas em futuros tratamentos sistematicos.

1.5.2 Objetivos Especificos

1- Realizar contagem cromossémica de distintas espécies e

populacdes ocorrentes na América do Sul,
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2- Descrever comparativamente os caridtipos das espécies
estudadas, como também dos nucleos interfasicos e padrbes de condensacgao
profasica;

3- Caracterizar comparativamente os padroes de bandas mediante o
bandamento C-Giemsa, C-CMA3/DAPI;

4- Localizar fisicamente os segmentos de DNAr 45S e 5S por
hibridacdo in situ;

5- Analisar e discutir comparativamente todos os resultados obtidos

com uma visao sobre a sistematica da tribo Paullinieae.
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ANALISE CITOTAXONOMICA EM ALGUMAS ESPECIES SULAMERICANAS DO
GENERO SERJANIA MILL. (Sapindaceae: Paullinieae)

Juan D. Urdampilleta’, Maria S. Ferrucci?, André L. L. Vanzela”

Resumo

Serjania Mill. (Paullinieae: Sapindaceae) é o género mais importante da familia em
numero de espécies. Mediante as técnicas de coloragdao convencional, bandamentos
C e CCMA3/DAPI e FISH utilizando a sonda de DNAr 45S, foram analisadas 14
espécies representantes de sete secdes (sensu Radlkofer, 1931-1934). Novas
contagens para S. crassifolia, S. platycarpa e S. regnellii sdo reportados neste
trabalho, destacando a conservacgao de 2n= 24 em todas as espécies. Os caribétipos
foram moderadamente assimétricos, sendo os de S. crassifolia, S. hebecarpa e S.
platycarpa, distinguidos por apresentar alto nivel de simetria. O padréo de bandas foi
relativamente semelhante entre as espécies estudadas de Serjania, bandas C-
Giemsa e C-DAPI estiveram ausentes, mas foram observadas variacdes no numero
e posicao de sitios ricos em GC revelados pelo bandamento C-CMA3. Estes sitios
ricos em GC foram associadas aos sitios de DNAr 45S revelados por FISH. Os
resultados da analise cariotipica concordam parcialmente com os dois sistemas de
classificagado infragenérica propostos para o género mostrando claramente a
necessidade de uma revisao taxondmica, mais apurada buscando novas fontes de
variagao.

Palavras chave: C-CMA3/DAPI. Citotaxonomia. C-Giemsa. Classificacao
infraespecifica. Paullinieae. Serjania.

Introducéo

Serjania Mill. (Paullinicae) € o género mais importante da familia
Sapindaceae quanto ao numero de espécies. Este género compreende
aproximadamente 230 espécies de lianas e trepadeiras nativas de regides tropicais
e subtropicais de América, e sua distribuicdo geografica vai desde o Sul de Estados
Unidos até o Centro da Argentina (Acevedo-Rodriguez, 1993). A presenca de fruto

tipo esquizocarpo samardide distingue Serjania dos demais géneros de Paullinieae.
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2 Instituto de Botanica del Nordeste, Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad
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A classificacao infragenérica de Serjania é relativamente confusa, ja que Radlkofer
(1931-1934) descreveu 12 segdes para o género, enquanto que Acevedo-Rodriguez
(1993) sugeriu a existéncia de seis segbes mediante a combinacdo de algumas
secoes de Radlkofer, sugerindo que esta classificagdo n&o é pratica e nem define
com precisao as segbes. Por outro lado, estudos palinolégicos mostraram que a
variacao no tipo de pdlen em Serjania € limitada e continua, e ndo suporta as se¢oes
reconhecidas por Acevedo-Rodriguez (Van der Ham et al., 1994).

Os estudos citogenéticos em Serjania incluem contagem
cromossOmica para 35 espécies de 11 secdes, destacando-se até o momento a
conservagao do numero cromossémico 2n = 24 (Fernadez Casas & Fernandez
Piqueras, 1981; Ferrucci, 1981, 1985; Nogueira et al., 1995; Ferrucci & Solis Neffa,
1997; Solis Neffa & Ferrucci, 1997, 1998). Solis Neffa & Ferrucci (1997), estudaram
os cariotipos de cerca de 20 espécies e encontraram variagcdes intra e
interespecificas no tamanho e na morfologia de seus cromossomos, no entanto, esta
variagdo nao apresentou uma correlagao direta com as classificagdes infragenéricas
propostas para o género.

Informacdes sobre bandamento cromossémico e localizacdo de
sitios de DNAr sado escassos em Sapindaceae. Hemmer & Morawetz (1990)
estudaram os padrdes de bandas C em duas espécies de Serjania e duas de
Cardiospermum L., e mostraram que Serjania destaca-se pela auséncia de bandas,
exceto aquelas associadas as NOR, enquanto que em Cardiospermum bandas de
heterocromatina ricas em AT apareceram nas regides terminais de varios
cromossomos. Este trabalho tem como objetivo analisar os cari6tipos de espécies de
Serjania que habitam o sul da América do Sul mediante técnicas de coloracdo
convencional, bandamentos C e C-CMAs/DAPI e FISH utilizando sondas de DNAr
45S. A discussédo foi conduzida levando em conta os mecanismos envolvidos na
diferenciagdo cariotipica destas espécies, buscando encontrar caracteres

especificos que colaborem na classificagao infragenérica do género Serjania.
Materiais e Métodos
As espécies estudadas neste trabalho, bem como seus dados de

coleta sdo colocados na Tabela 1. As preparacdes cromossémicas foram obtidas a

partir de meristemas radiculares pré-tratados com 8-hidroxiquinoleina 2mM por 4-5 h
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a 15°C, fixadas em etanol: acido acético (3:1, v:v) durante 12 h e conservadas a -
20°C. A coloragao convencional foi realizada com a técnica HCIl/Giemsa (Guerra,
1983). Os ideogramas foram realizados a partir de medigdes cromossdmicas de
cinco metafases completas e com similar condensacgao, e os cromossomos mitéticos
classificados de acordo com a nomenclatura proposta por Levan et al. (1964).

Para os bandamentos cromossbmicos, as laminas foram
confeccionadas utilizando raizes digeridas em uma solu¢gdo composta por celulase
4% e pectinase 40% a 370C durante 2 h. As laminas foram montadas em acido
acético 45% e a laminula removida por congelamento em nitrogénio liquido. As
laminas foram tratadas segundo a técnica descrita por Schwarzacher et al. (1980),
com modificagdes. Os materiais foram corados com Giemsa 2%, para o bandamento
C-Giemsa, ou com CMAs (cromomicina As) 0,5 mg/ml e DAPI (4-6-diamino-2-
fenilindole) 2ug/ml para o bandamento C-CMAs/DAPI. As laminas foram montadas
em Entellan e em dglicerol 50%/ tamp&o Mcllvaine pH 7,0/ 2,5 mM de MgCl,
respectivamente.

A localizagéo fisica de DNAr foi realizada mediante a técnica de
FISH, segundo a metodologia descrita por Heslop-Harrison et al. (1991) e Cuadrado
& Jouve (1994), com modificagdes. A sonda pTa71 contendo sequéncias de DNAr
18S-5.8S-26S (Gerlach & Bedbrook, 1979), foram marcadas com biotina-14-dATP
por nick translation e os sitios de hibridacdo foram detectados com avidina-FITC. As
laminas foram coradas com 2,5 g/ml de iodeto de propideo e montadas numa
solugao (1:1, viv) composta de antifade (Vector Labs.) e uma mixtura de glicerol
50%/ tampon Mcllvaine pH 7,0/ 2,5 mM de MgCl..

As fotografias foram feitas utilizando os filmes Kodak Imagelink HQ
25 ISO para a coloracao convencional, Kodak T-Max 100 ISO para o bandamento C-
CMAs/DAPI e Fuji Color 100 ISO para FISH.

Os caridtipos das distintas espécies foram comparados utilizando: o
tamanho médio dos cromossomos (TMC), o tamanho cariotipico total (TCT), o
volume cariotipico total (VCT) segundo Naranjo et al. (1998), a relagéo entre o par
cromossbmico maior € menor, e os indices de assimetria A1, A2 (Romero Zarco,
1986) e TF% (Huziwara, 1962). Estes caracteres foram utilizados numa analise de
agrupamento, a qual originou uma matriz basica cujos dados foram padronizados
segundo Crisci & Lépez Amengol (1983). Para a anadlise e a construgdo do

dendrograma foi utilizado o método UPGMA e a distadncia Euclidiana como
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coeficiente de similaridade mediante a utilizacdo de Statistica 6.0 (StatSoft, Inc.
2001).

Resultados

As espécies de Serjania estudadas estdo organizadas na Tabela 2,
onde também estdo descritos os cariotipos e seus graus de assimetria. Todas as
espécies estudadas apresentaram 2n=24 (Figura 1 e 2), sendo reportados pela
primeira vez o numero cromossémico de S. crassifolia, S. platycarpa e S. regnellii.

Os caridtipos das distintas espécies de Serjania mostram grandes
similaridades nos tamanhos cromossémicos e no tamanho total do caridtipo,
variarado seus cromossomos de de 3,95 ['/m a 1,35 [Im (Tabela 2). Serjania gracilis
(Figura 1B) é a espécie que apresentou cromossomos de menor tamanho,
diferentemente de S. laruotteana (Figura 1D), que apresentou cromossomos
relativamente maiores (Tabela 2). No que diz respeito a morfologia cromossémica, a
maioria das espécies mostrou cromossomos principalmente submetacéntricos e
subtelocéntricos, com excegao de S. crassifolia, S. hebecarpa e S. platicarpa, devido
a maioria dos cromossomos metacéntricos. Exceto em S. laruotteana, no restante
das espécies o primeiro par cromossémico foi do tipo m, sendo os primeiros quatro
pares cromossémicos tipo metacéntricos, submetacéntricos ou subtelocéntricos. Os
cromossomos telocéntricos foram de tamanho mediano a pequenos e o numero
varou entre as espécies. Serjania glutinosa, S. platycarpa, S. tripleuria, S. fuscifolia,
S. hebecarpa e S. meridionalis apresentaram somente um par de cromossomos
telocéntricos, em quanto que cinco pares destes tipo cromossémico foram
observados em S. communis (Figura 2F).

Serjania perulacea (Figura 1G) mostrou trés pares de telocéntricos,
enquanto que em S. gracilis, S. laruotteana, S. glabrata, S. crassifolia e S. regnelli
apenas dois pares deste tipo cromossémico foram observados. Serjania multiflora
(Figura 2E) foi a unica espécie sem cromossomos telocéntricos (Tabela 2, Figura 5).

As espécies estudadas variaram quanto a simetria cariotipica, a qual
foi refletida pelos distintos coeficientes utilizados. Os cari6tipos de S. crassifolia, S.
hebecarpa e S. platycarpa, destacaram-se por serem os mais simétricos (Tabela 2),
apresentando os menores indices de assimetria intracromossdmica A1 (Figura 6) e

maiores TF %. As espécies S. communis, S. gracilis e S. regnellii apresentaram os
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menores indices Az, enquanto que S. laruoteana apresentou niveis altos de
assimetria tanto A1 como A:. As espécies restantes exibiram coeficientes de
assimetria intermediarios com variagdo gradual (Tabela 2, Figura 6).

De um modo geral, as espécies de Serjania caracterizaram-se por
nucleos interfasicos semi-reticulados (Figura 3A). O padrédo de condensagao
profasico foi do tipo heterogéneo, constante nas espécies estudadas, exceto por
regides de condensagao prematura em regides proximais, intersticiais ou terminais
(Figura 3B).

As espécies estudadas de Serjania apresentaram uma auséncia de
bandas definidas, mas pequenas regides fortemente coradas dispersas no
cariotipico e no nucleo interfasico sdo observadas depois do bandamento C-Giemsa
(Figura 3C). Blocos ricos em GC ocuparam regides terminais dos bragos curtos de
cromossomos de diferentes tamanhos, em geral nos cromossomos médios e
pequenos, com excecao de S. laruotteana que exibiu sitios ricos em GC no primeiro
par cromossomico (Figura 3D e 5). Variagcbes no numero de sitios ricos em GC
foram encontradas entre S. glabrata e S. gracilis, que mostraram apenas um par
cromossémico com regides ricas em GC (Figura 3E), enquanto que S. meridionalis
que apresentou quatro pares com blocos ricos em GC. Blocos ricos em bases AT
nao foram observados nestas espécies.

A técnica de FISH utilizando a sonda pTa71 revelou que as espécies
do género Serjania freqientemente apresentam dois sitios DNAr 45S, mas com
algumas variagbes no numero e na posicao (Figura 4). Serjania gracilis, S.
hebecarpa, S. platycarpa e S. perulacea apresentaram quatro sitios de DNAr.
Serjania laruotteana mostrou seis sitios, sendo quatro maiores e dois menores, S.
regnellii possui dois sitios e em S. communis um par cromossémico portador de
pequenos sitios de DNAr pode ser observado.

A analise de agrupamento utilizando sete caracteres cromossémicos
destacou S. glutinosa e S. glabrata como as espécies cariotipicamente mais
similares, que junto com S. perulacea e S. fuscifolia formaram um grupo de alta
similaridade cariotipica. Do mesmo modo, S. tripleuria e S. meridionalis
apresentaram cariétipos altamente semelhantes.

Serjania crassifolia e S. hebecarpa, juntamente com S. platycarpa
formam um subgrupo caracterizado por cariétipos com elevado grau de simetria.

Serjania gracilis foi a espécie mais segregada do grupo devido principalmente ao
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menor tamanho cromossémico e a menor variagao e relagdo entre 0 cromossomo

maior e o menor (Figura 7).

Discussao

Paulliniecae é a tribo mais conhecida em Sapindaceae quanto as
suas caracteristicas citogenéticas, sendo Serjania o género mais estudado.
Considerando as novas contagens para S. crassifolia, S. platycarpa e S. regnellii
apresentadas pela primeira vez neste trabalho, o numero de espécie de Serjania que
apresentam contagem cromossdmica subiu a 38, ou seja 17% do total de espécies
do género. Os resultados mostrados neste trabalho reforgam a conservagdo do
numero cromossémico, 2n= 2x= 24, como caracteristica tipica de Serjania, a qual
também é compartiihada com outros géneros da tribo Paullinieae, como em
Houssayanthus Hunz. e Paullinia L. (Ferrucci, 1981; Ferrucci & Solis Neffa 1997;

Solis Neffa & Ferrucci 1998). No entanto, diferentemente dos
géneros Urvillea Kunth e Cardiospermum L. que apresentam variagdes nos numeros
basicos, x= 11 e 12 em Urvillea e x= 7, 9, 10 e 11 em Cardiospermum (Ferrucci,
2000a). Serjania relaciona-se taxonomicamente com o género Lophostigma Radlk.,
porém diferencia-se quanto ao numero cromossémico, ja que Lophostigma possui
2n= 2x= 28, sendo considerado, com base nos caracteres florais, um género basal
na tribo. Diferentemente das demais tribos de Sapindaceae, Paullinieae caracteriza-
se por um menor numero € um maior tamanho cromossémico (Solis Neffa &
Ferrucci, 2001). Tais caracteristicas sugerem que a redugdo no numero basico pode
representar uma caracteristica derivada na tribo Paullinieae com respeito as demais
tribos da familia (Acevedo-Rodriguez, 1993; Hemmer & Morawetz, 1993). E possivel
que este evento de redugdo cromossdmica possa ter ocorrido a partir de em algum
ancestral comum a Lophostigma e aos demais géneros de Paullinieae. A redug¢ao no
numero basico foi documentada em Canellaceae (x= 13), Lauraceae (x= 12) e
Calycanthaceae (x= 11) a partir de ancestrais com x= 14, assim como também em
alguns géneros em Apocynaceae (Meira & Bawa, 1969; Morawetz, 1986). No
entanto, novas contagens cromossémicas devem ser realizadas a fim de
documentar melhor a redu¢do no numero basico em Paullinieae.

Trabalhos prévios desatacam a existéncia de um cariétipo padrao

em Serjania, o qual seria moderadamente assimétrico, com variagdes graduais nos
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tamanhos cromossdmicos e uma tendéncia a assimetria nas espécies com
cromossomos maiores (Solis Neffa & Ferrucci, 1997). Na maioria das espécies
estudadas os caridtipos sao ricos em cromossomos submetacéntricos e
subtelocéntricos, com excegdo de S. crassifolia, S. hebecarpa e S. platycarpa, as
quais contém um grande numero de cromossomos metacéntricos. Autores como,
Nogueira et al. (1995), ndo reconheceram a existéncia de cromossomos
telocéntricos em Serjania, ao contrario de Solis Neffa & Ferruccci (1997) e Hemmer
& Morawetz (1990), que reconheceram 1 ou 2 pares de cromossomos telocéntricos.
As espécies estudadas por Nogueira et al. (1995) foram revisadas neste trabalho,
junto a outras espécies do género, e com excegao de S. multifiora, todas as
espéecies apresentaram cromossomos telocéntricos no complemento, variando de 1
a 5 pares, discordando dos resultados obtidos por Nogueira et al. (1995).

Serjania crassifolia, S. hebecarpa e S. platycarpa possuem um alto
grau de simetria cariotipica que as distinguem das espécies restantes, sendo os
cariotipos de S. crassifolia e S. hebecarpa notavelmente semelhantes. Nossos
resultados concordam com os dados obtidos por Solis Neffa & Ferrucci (1997), que
destacam a S. hebecarpa como a espécie com cariétipo mais simétrico. Por outro
lado, Solis Neffa & Ferrucci (2001) reconheceram uma grande afinidade cariotipica
entre S. cissoides e S. hebecarpa reforcando sua posicéo sistematica na secgao
Syncoccus. Desta forma S. crassifolia, S. hebecarpa, S. platycarpa e S. cissoides
parecem formar um grupo de espécies cariotipicamente similares.

A classificagao infragenérica proposta por Radlkofer (1931-1934)
coloca a S.crassifolia, S. hebecarpa e S. platycarpa em trés secdes distintas, no
entanto, Acevedo-Rodriguez (1993) ubica a S. crassifolia e S. hebecarpa na segéo
Serjania, cujo agrupamento foi suportado pela grande similaridade cariotipica entre
estas duas espécies.

Radlkofer (1931-1934) ubicou a S. meridionalis e S. tripleuria cujos
cariétipos sao similares, em segdes distintas, entretanto, Acevedo-Rodriguez (1993)
as reuniu na seg¢ao Serjania, embora S. glabrata e S. glutinosa, que sao as espécies
que apresentam a maior afinidade cariotipica, sejam classificadas por ambos autores
em sec¢des distintas. As espécies restantes possuem caridtipos relativamente
assimétricos, e relativamente semelhantes quanto a assimetria intracromossémica
(A1), sendo este parametro um reflexo do grau de diferenga entre os bragos

cromossbmicos. Serjania laruottena mostrou os maiores indices de assimetria
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intercromosdmica (A2), parametro que reflete a diferengca entre os tamanhos
cromossOémicos no cariotipo, diferentemente de S. communis, S. gracilis e S. regnellii
que formaram um subgrupo diferenciado pelos valores baixos de A-.

A anadlise dos padrées de bandas mostrou uma notavel
homogeneidade em Serjania com respeito aos bandamentos C-Giemsa, C-
CMAs/DAPI. Hemmer & Morawetz (1990) destacaram a auséncia de bandas C-
Giemsa e presenca de escassas e pequenas bandas ricas em AT em duas espécies
de Serjania estudadas, assim como Nogueira et al. (1995) demonstrou a auséncia
de bandas C em seis espécies deste género. Os autores anteriormente citados,
baseados na existéncia de nucleos semi-reticulados, sugeriram que DNAs repetitivos
poderiam estar dispersos no genoma de Serjania. Por outro lado, a descrigdo e a
comparagdo de 14 espécies de Serjania realizada neste trabalho mediante os
bandamentos C-CMA3/DAPI, mostrou variagdes no numero e posicao de sitios ricos
em GC, as quais ndo foram congruentes com os sistemas de classificacdo
infragenéricos propostos. De um modo geral, estas bandas CMAs+ sdo localizadas
nos bragos curtos de cromossomos medianos e pequenos, com excecdo de S.
laruotteana, que mostrou sitios ricos em GC no maior cromossomo, constituindo este
um marcador espécie especifico. Por outro lado, estes sitios ricos em GC
apareceram frequentemente heteromorficos, tanto entre pares homologos como
dentro do mesmo par cromossOémico, sugerindo uma importante fonte de variagao.
Freqlentemente, as espécies analisadas neste trabalho apresentaram quatro
regides ricas em GC, mas algumas espécies podem conter somente duas regides
(S.gracilis e S. glabrata) ou multiplos sitios, como em S. meridionalis. Tal variagao
pode ocorrer seguindo o modelo de dispersdo equilocal proposto por Schweizer &
Loidl (1987) para a dispersdo de DNA repetitivo.

Em plantas, regides ricas em GC sao freqientemente associadas
aos sitios de DNAr, sendo denominadas NOR-HC (heterocromatina associada a
regides organizadoras de nucléolos), as quais frequentemente sédo localizadas em
regides terminais de bragos curtos (Guerra, 2000). Em Serjania os sitios de DNAr
também estdo associados a sitios ricos em GC, sendo neste trabalho mapeados
pela primeira vez mediante FISH. Nossos dados concordam com os resultados
aportados por Hemmer & Morawetz (1990), quedestacaram que regides ricas em GC
poderiam estar associadas a sitios NORs nas regides terminais dos bragos curtos de

trés pares cromossémicos. Estudos cariotipicos prévios destacaram a presenca de
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satélites em numero variavel, podendo ser encontrados de um a trés pares
cromossOmicos portadores de satélites (Solis Neffa & Ferrucci, 1997; Ferrucci,
2000a). Hemmer & Morawetz (1990) destacaram a dificuldade no reconhecimento
dos satélites, sendo alguns encontrados no brago curto dos telocéntricos. Mediante
o bandamento NOR, Nogueira et al. (1995) também reportaram dois pares de
cromossomos portadores de NOR em S. laruotteana e um par em S. communis, mas
cuja contagem de nucléolos mostrou que S. multiflora, S. glabrata e S. gracilis
possuem um maximo de seis nucléolos, em S. fuscifolia e S. communis cinco
nucléolos e em S. laruotteana um maximo de quatro nucléolos. Nossos resultados
concordam com os resultados aportados pelo bandamento NORs para S.
laruotteana e S. communis, sendo detectado dois pares de sitios de DNAr para S.
laruotteana e um para S. communis, no entanto o numero de sitios ricos em GC
detectados foi menor que numero maximo de nucléolos descrito por Nogueira et al.
(1995).

De um modo geral, os resultados da analise cariotipica ndo s&o
integralmente congruentes com os sistemas de classificagédo infragenérica propostos
para o género Serjania. Alguns aspectos da classificagdo proposta por Acevedo-
Rodriguez (1993) poderiam ser representados na variagao cariotipica de algumas
das espécies estudadas neste trabalho, mas Solis Neffa & Ferrucci (1997)
reconheceram que dentro das secgbes propostas por Radlkofer (1931-1934), as
espécies diferem pouco em alguns parametros cromossémicos. Se levarmos em
consideragdo o reconhecimento de Acevedo-Rodriguez (1993) de que a
classificagao infragenérica de Serjania encontra-se cadtico, fica claro a necessidade
de uma revisdo taxonémica detalhada tendo em conta novas fontes de variagéo.
Uma saida seria ampliar as analises -cariotipicas, buscando variagdes em
sequéncias de DNAs repetitivos a fim de facilitar agrupamentos naturais que

sustentem a classificagc&o infragenérica em Serjania.



Tabela 1 — Procedéncia das espécies estudadas do género Serjania

Eonic

Localidade

5. commumis Cambess.
5. erassifolia Badlk.

S. fuscifolia Radlk.

5. glabrata Kunth

5. glutinesa Fadlk.

5. grociliz Fadlk.
5. hebecarpa Benth.

5. laruofteana Cambess.

5. meridionaliz Cambess.

5. muliiflora Cambess.
5. perulacea Radlk.
5. platycarpa Henth.

& regnellii Schlecht.

5. tripleurin Fermicel

BERASIL. Parani. Urdampilleta ef al. 214, UEL (FUEL).
BOLTVIA. Dpto. Santa Cruz. Fermucel er al 1923, (CTES);
Fermucei eral 1904, (CTES).

BRASIL. Parand. Urdampilleta e al 111, Fz Congqusta
(FUEL): Urdampilleta o al 136, Fz Doralice (FUEL 34740);
Urdampilleta ef al 174, UEL (FUEL); Urdampilleta et al
183, Assai (FUEL).

ARGENTINA. Misiones. Urdampilleta of al 141, Puerto
Iemazn (FUEL 34750). BRASIL. Parand. Urdampﬂlem af al
143, Maua da Serma (FUEL 34734); Urdampilleta er al. 154,
Fz Doralice (FUEL 34746); Urdampalleta ef al. 175, UEL
(FUEL). BOLIVIA. Dipto. Tanja. Fermueed ot al. 1743, Prow.
O Conner (CTES).

BEASIL. Parana. Urdampilleta ef al 129, Fz Dorahce,
(FUEL 34790). BOLIVIA. Dpto. Santa Cruz. Fermuccl ef al
1922, Prov. Chiquitos (CTES).

BEASIL. Parana. Uldamynllela ef wl 200, Gualela (FUEL),
Urdampilleta et al. 217, Guartela (FUEL).

BOLIVIA. Dpto. La Paz. Fermucal of al. 2050, Prov. Larecaja
(CTES); Farmucet et al. 1912, Prov. Chiguitos (CTES).
BEASIL. Parana Ur lleta ef al 116, San Lwz (FUEL
34779); Urdampilleta ef al 150, Fz Doralice (FUEL 34730
Urdampilleta et al 173, UEL (FUEL); Urdampilleta ef al
274, Sapopens (FUEL).

ARGENTINA. Misiones. Urdampilleta of al 142, Puerto
Temazm, (FITRT. 34791); Thrdampillata &t ol 198 (Ganipa
(FUEL). BRASIL. Parand. Urdampilleta er al 172, 1° Maio
(FUEL), Urdampilleta &f al 188, San Lw=z (FUEL). 530
Paule. Urdampilleta ef al 169, Echapora (FUEL 34729).
BOLTVIA. Dpto. Tanja. Ferrucci ef al 1749, Prov. O Connoer
{CTCS).

BRASIL. Parand. Urdampilleta ef al. 133, Arapongas, (FUEL
34757);, Urdampilleta er al. 162, Fio Claro (FUEL 34717
Urdampilleta et al. 223, Fz Perdigio (FUEL);

BEASIL. Parana. Urd:m:lp]lleta etal 179, Assal (FUEL).
BOLIVIA. Dpto. Tama. Fermuceon af al. 1836, Prov. Ruflo de
Chavez (CTES).

BRASIL. S&c Poulo. Urdampilleta eof al 240, Aguas de
Lindoia (FUEL); Urdampilleta ef al. 243, Aguas de Lindoia
(FUEL).

BOLIVIA. Dpto. Clmguisaca. Fermicci ef al 1733, Prov.
Gran Chaco (CTES);, Femmucci et al 1767, Prov. Calve
(CTES); Fermuccieral. 1773, Prov. Cordillera (CTES).

35
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Tabela 2 — Caridtipos das espécies e secdes estudadas do género Serjania. TCM:
tamanho cariotipico médio (mm), TCT: tamanho cariotipico total (mm),
VCT: volume cariotipico total (mm3). A1 y A2, indices de assimetria
intra- e intercromossdmico respectivamente, TF%, assimetria cariotipica

(Huziwara, 1962).

Secc.

Sece. Al

Variagio

Maior

Espécies R.ad.ll.kofer’ Rodrienes” In  Formula Cariotipica crom. (1im) TCM TCT VCT Menor A; TF%
5. glutinoza Ewycoceus  Ewvpooccus 24 2m+3sm+6st+1t 3.12-180 220 528 218 195 0525 0220 4750
5. graciliz Eurycocens  Ewryooccus 24 2m+4sm+4st+2¢ 2,37-146 1,77 424 147 1,62 0497 0196 4922
5. platvearpa® | Ewycoccus  Ewpooccous 24 fm+5sm+1st 272116 185 #5 197 234 0303 0257 7140
5. laruoneana | Encoceus Serjania 24 lm+4sm+5st+2t 395177 248 386 306 223 0,533 0287 4797
5. glabrata Holcocoerus  Serjamia 24 I2m+3sm+5st+2¢ 333-1.75 233 431 206 190  04% 0233 4941
5. mriplauria Holcocoerus  Serjamia 24 I2m+4sm+5st+1t 31.67-195 264 633 266 188 0434 0224 5126
5. mmlrjflora Ooeoccus Serjamia 24 Im+5sm+5st 3.78-181 265 636 201 209 04584 U:Jfﬁ

5. perulacea Oococous Serjania 24 2m+4sm+3st+3t 299139 212 308 223 188 0520 0251 4587
5. crassifolia* | Simecoccus  Serjamia 24 Em+lsm+1st+2t 295135 218 323 303 219 0350 0232 6377
5. fucifolia Simococeus  Serjamia 24 I2m+4sm+5st+1t 3.13-151 275 541 139 207 0484 0239 5148
5. hebecarpa | Symeoccous Serjamia 24 Om+2st+1t 3.17-156 236 567 258 203 0323 0229 6791
5. meridionaliz | Smeocous Serjamia 24 lm+5sm+5st+1t 365191 28l 675 322 191 0488 0229 49722
5. commumis Flagyroccus  Plagyeoocus 24 2m+2sm+3st+5t 3.29-168 233 359 190 19 0595 0203 3827
5. regnellii* Platycoccus  Plagyeoccus 4 2m+2sm+6st+24 338177 245 587 325 191 0555 0198 4279

* Novas contagens cromossémicas. a Classificacdo por Radlkofer (1931-1934), b classificacdo por
Acevedo Rodriguez (1993).
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Figura 1 - Metafases mitéticas de S. glutinosa (A), S. gracilis (B), S. platycarpa (C), S.
laruotteana (D), S. glabrata (E), S. tripleuria (F) e S. perulacea (G). Barra = 10
mm.
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Figura 2 - Metafases mitéticas de S. crassifolia (A), S. fuscifolia (B), S. hebecarpa (C), S.
meridionalis (D), S. multiflora (E), S. communis (F) e S. regnellii (G). Barra = 10
mm.
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Figura 3 - Coloracdo HCl/Giemsa em Serjania, nucleos interfasicos semireticulados (A) e
préfase mitética (B), bandamento C-Giemsa em S. gracilis (C). Bandamento C-
CMA3 em S. communis (D,E), S. crassifolia (F), S. fuscifolia (G), S. laruotteana
(H), S. meridionalis (I), S. glabrata (J), S. perulacea (K) e S. platycarpa (L). Barra
=10 mm.
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Figura 4 - Hibridacao in situ fluorescente (FISH) utilizando pTa71 (DNAr 45S) em A) S.
communis; B) S. crassifolia; C) S. glabrata; D) S. gracilis; E) S. hebecarpa; F) S.
laruotteana; G) S. perulacea; H) S. platycarpa; 1) S. regnellii. Barra= 10 mm.
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Figura 6 - Diagrama de dispersao da assimetria cariotipica, A1 e A2, das espécies

estudadas de Serjania.
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das espécies estudadas do género Serjania.
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2.2 DIFERENCIAGAO CARIOTIPICA EM QUATRO ESPECIES SULAMERICANAS DE PAULLINIA L.
(PAULLINIEAE: SAPINDACEAE)

Trabalho a ser submetido a Canadian Journal of Botany, NCR Research Press,

Canada
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DIFERENCIACAO CARIOTIPICA EM QUATRO ESPECIES SULAMERICANAS DE
PAULLINIA L. (PAULLINIEAE: SAPINDACEAE)

Juan D. Urdampilleta’, Maria S. Ferrucci?, André L. L. Vanzela”

Resumo

Paullinia L. € o segundo género mais importante em numero de espécies na familia
Sapindaceae. Neste trabalho foram estudadas e comparadas quatro espécies, P.
elegans Cambess., P. meliifolia Juss., P. pinnata L. e P. rhomboidea Radlk.
utilizando as técnicas citogenéticas de coloragdo convencional, bandamento C-
Giemsa e C-CMAB3/DAPI e hibridacao in situ com a sonda de DNAr 45S. As espécies
estudadas apresentaram 2n= 24, destacando a conservacdo do numero
cromossbmico no género. As espécies puderam ser diferenciadas pelo tamanho
cromossOmico e pela assimetria cariotipica. Os padrées de bandas e a localizagao
fisica dos sitios de DNAr 45S sao reportados pela primeira vez para o género.
Bandas C-CMAS3+ apareceram associadas com os sitios de DNAr 45S e apresentam
uma variagao entre as espécies. Mas a presenca de outras bandas C-Giemsa que
nao foram reveladas pelo CMA3, sugere que mais de uma familia de DNA repetitivo
pode estar atuando no processo de diferenciacdo dos cariétipos destas espécies. As
variagdes nos caracteres estudados concordam com os agrupamentos taxondmicos
propostos, reforcando o uso da citogenética na sistematica de Paullinia.

Palavras chave: C-CMA3/DAPI. C-Giemsa. Heterocromatina. Hibridagao in situ.
Paullinia. Paullinieae. Sapindaceae.

Introducéo
O género Paullinia L. (Paullinieae) é o segundo mais importante da

familia Sapindaceae em numero de espécies, com cerca de 150 espécies
distribuidas em 13 seg¢bes (Radlkofer, 1931-1934), cuja delimitagdo € confusa devido
a natureza gradual dos caracteres utilizados nos tratamentos taxonémicos. Acevedo-
Rodriguez (1993) reconheceu a tribo Paullinieae como um grupo monofilético e
agrupou o género Paullinia, junto com Cardiospermum L. e Urvillea Kunth, em um

clado caracterizado pela presenga de caracteres derivados. Dentro da tribo
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Paullinieae, Paullinia diferencia-se dos demais géneros pelo fruto em forma de
capsula carnosa de coloracdo avermelhada, além das sementes ariladas (Acevedo-
Rodriguez, 1993).

Estudos citogenéticos no género Paullinia s&o escassos, sendo
reportados 0s numeros cromossdmicos de sete espécies, todas com 2n =2x =24, e
descritos os cariotipos de trés delas (Mangenot & Mangenot, 1958; Semple, 1974;
Ferrucci, 1981, 2000; Guerra, 1986; Ferrucci & Solis Neffa 1997; Solis Neffa &
Ferrucci, 1998, 2001). Até o momento ndo s&o conhecidas informacdes
citogenéticas sobre o padrdao de bandas e a localizagao fisica de sitios de DNAr em
espécies deste género. Na procura de novas fontes de variagcdo que colaborem com
tratamentos sistematicos futuros e sobre os aspectos citogenéticos do género
Paullinia, este trabalho tem como objetivo estudar quatro espécies: P. elegans
Cambess., P. meliifolia Juss., P. pinnata L. e P. rhomboidea Radlk visando uma
analise cariotipica convencional, e 0 mapeamento fisico de segmentos repetitivos de
DNA por bandamento C-Giemsa e C-CMAs/DAPI e por hibridagdo in situ com a
sonda de DNAr 458S.

Materiais e Métodos

As espécies de Paullinia estudadas neste trabalho, bem como os
locais de coleta estdo detalhadas na Tabela 1. Na analise citogenética foram
utilizadas meristemas radiculares pré-tratados com 8-hidroxiquinoleina 2mM por 4-5
h a 15°C e fixadas em etanol: acido acético (3:1, v:v) durante 12 h e conservadas a -
20°C. As preparagdes cromossémicas foram obtidas pela a técnica HCl/Giemsa
(Guerra, 1983). Os ideogramas foram feitos apdés medigdes cromossémicas de cinco
metafases completas com similar condensacgao, e a classificagdo dos cromossomos
mitoticos foi feita segundo Levan et al. (1964). Os indices de assimetria, A1 e A2
foram calculados segundo Romero Zarco (1986).

Os bandamentos cromossdmicos foram realizados a partir de raizes
digeridas numa solugdo de celulase 4% e pectinase 40% a 370C durante 2 h, e
montadas em &acido acético 45%. O tratamento utilizado nas I&minas foi baseado na
técnica descrita por Schwarzacher et al. (1980), com algumas modificagdes.
Posteriormente os matérias foram corados com Giemsa 2% (bandamento C-Giemsa)

ou com CMAs (cromomicina As) 0,5 mg/mL e DAPI (4-6-diamino-2-fenilindole)
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2ug/mL. Por ultimo, as laminas foram montadas em Entellan (bandamento C-
Giemsa) e em dlicerol 50%/ tampao Mcllvaine pH 7,0/ 2,5 mM de MgCl:
(bandamento com fluorocromos).

A localizagédo fisica dos sitios de DNAr 45S foi realizada por FISH
segundo a metodologia descrita por Heslop-Harrison et al. (1991) e Cuadrado &
Jouve (1994), utilizando as sondas pTa71 contendo sequéncias de DNAr 18S-5.8S-
26S (Gerlach & Bedbrook, 1979). As sondas foram marcadas com biotina-14-dATP
por nick translation.

Os sitios de hibridagdo foram detectados com avidina-FITC, as
laminas contra-coradas com 2,5 [1g/mL de iodeto de propideo e montadas numa
solugédo (1:1, viv) composta de antifade (Vector Labs.) e uma mistura de glicerol
50%/ tampédo Mcllvaine pH 7,0/ 2,5 mM de MgCl.. As fotografias foram feitas
utilizando os filmes Kodak Imagelink HQ 25 ISSO para coloragdo convencional,
Kodak T-Max 100 ISO para bandamento C-CMA:/DAPI e Fuji Color 100 ISO para
FISH.

Resultados e Discusséo

Foram estudadas quatro espécies do género Paullinia: P. elegans,
P. meliifolia, P. pinnata e P. rhomboidea. O numero cromossémico 2n = 2x = 24 foi
confirmado para P. elegans, P. meliifolia, P. pinnata e reportado pela primeira vez
para P. rhomboidea (Tabela 1, Figura 1). Os cariétipos das quatro espécies
encontram-se descritos na Tabela 1 e representados nos ideogramas da Figura 4.
Paullinia elegans apresentou um cariétipo formado por 2m + 4sm + 4st + 2t, diferindo
apenas em um par mediano e um subtelocéntrico de P. pinnata (3m + 4sm + 3st +
2t). Paullinia meliifolia mostrou um cariétipo mais assimétrico, ja que tem um maior
numero de cromossomos t que os demais cariotipos. Sua formula cariotipica foi 2m
+ 4sm + 3st + 3t. Diferentemente do resto das espécies, P. rhomboidea nao
apresentou cromossomos t no complemento, contendo um maior numero de
cromossomos metacéntricos (4m + 2sm + 6st). Estes resultados permitiram
organizar tais espécies em dois grupos, um formado por P. elegans, P. meliifolia e P.
pinnata que apresentam todos os tipos cromossémicos, e o0 outro por apenas P.

rhomboidea que destacan-se pela auséncia de cromossomos telocéntricos, cuja
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caracteristica € comum aos cariotipos de P. racemosa Wawra e P. coriacea Casar.
descritos por Solis Neffa & Ferrucci (1998, 2001).

A analise do tamanho e da simetria cariotipica dessas quatro
espécies de Paullinia mostrou claramente uma variagao interespecifica. P. meliifolia

foi a espécie com cromossomos de maior tamanho, sendo o tamanho cariotipico

total (TCT) igual a 69,3 [Im e a variagdo cromossOmica de 3,76 [1lim a 2,07 [/m. A

analise da simetria destacou que, P. meliifolia possui o maior valor de A1, o que é
um reflexo da maior quantidade de cromossomos telocéntricos, € os menores
valores de A2 (Tabela 1, Figura 2), como também foi observado por Solis Neffa &
Ferrucci (1998). Assim, o cariotipo de P. meliifolia pode ser considerado mais
assimétrico no que diz respeito aos tipos cromossémicos do que as outras trés
especies.

Por outro lado, P. rhomboidea destacou-se pelo menor tamanho
cromossOmico, TCT = 34,9 [Im, apresentando uma variagao cromossOmica de 2,14
a 0,89 [Im. Quanto a simetria cariotipica, P. rhomboidea apresentou o menor valor
A1, dado principalmente pela falta de cromossomos telocéntricos, € o maior valor
para A2 dado pela diferenga entre 0 cromossomo maior e os menores (Tabela 1,
Figura 2). Este menor tamanho cromossdmico em relagdo as outras espécies de
Paullinia, € também reportado para P. racemosa e P. coriacea, caracteristica que
junto a falta de cromossomos telocéntricos, reforcam a classificacdo destas espécies
dentro da se¢&o Phygoptilon (Radlkofer, 1931-1934).

As espécies P. elegans e P. pinnata mostraram tamanhos
intermediarios com TCT de 43,7 e 60,8 [1m, sendo a variagao cromossémica de 2,57
a 1,18 Um e de 3,43 a 1,78 [Um, respectivamente (Tabela 1). Solis Neffa & Ferrucci
(1998) descreveram os caribtipos de P. elegans e P. meliifolia, € apesar de deferirem
na formula cariotipica, nossos dados concordam com os tamanhos cromossémicos e
a assimetria proposta. Na Figura 2 esta esquematizada a variagdo de simetria
cariotipica nestas quatro espécies, onde pode ser observada claramente a afinidade
sistematica entre P. elegans e P. pinnata, reforgando a classificagao destas espécies
dentro da se¢ao Neurotoechus (Radlkofer, 1931-1934).

Os nucleos interfasicos apresentam morfologia constante, por outro
lado, o padrédo de condensacgao profasico foi variavel ao ponto de distinguir P.

rhomboidea do resto das espécies. Paullinia elegans, P. meliifolia e P. pinnata
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mostraram um padrao de condensacao heterogéneo, com centros de condensacao
na regidao proximal, intersticial e terminal (Figura, 3A-B), enquanto que em P.
rhomboidea o padrdo de condensacdo foi proximal (Figura 3C), sugerindo uma
organizagdo gendmica e cromossOmica diferenciada do resto das espécies.

Por meio do bandamento C-Giemsa foi possivel diferenciar P.
elegans do resto das espécies, ja que esta espécie apresentou blocos de
heterocromatina terminais em varios cromossomos de seu complemento, além de
algumas bandas intersticiais (Figura 3D-E). As espécies restantes ndo apresentaram
blocos de heterocromatina por meio da técnica empregada neste trabalho, com
excecao de P. meliifolia que apresentou algumas bandas terminais C-Giemsa
pequenas, melhor observadas em prometafases (Figura 3F-G). A heterocromatina
observada em P. meliifolia, e principalmente em P. elegans, ndo gerou bandas apos
a coloragdo com C-CMA3/DAPI, sendo aqui consideradas bandas neutras (Guerra,
2000). Este tipo de heterocromatina foi recentemente descrita em algumas espécies
de palmas, como em Coccothrinax Sarg. e Schippia Burret (Roser, 1994), como em
outras espécies de Angiospermas (Guerra, 2000). Nas quatro espécies estudadas, o
bandamento C-CMA3 evidenciou regides ricas em GC sempre nos bragos curtos
(Figura 3H-K). No entanto, variagdes interespecificas foram observadas no numero
de blocos e nos tipos cromossémicos. Paullinia elegans e P. pinnata mostraram seis
bandas CMA3+, no entanto, em P. pinnata foi diferenciada por possuir uma banda
no primeiro par cromossdmico, enquanto que todas as bandas em P. elegans foram
localizadas nos cromossomos de tamanho intermediario e menor (Figura 5).
Paullinia meliifolia e P. rhomboidea apresentaram quatro e duas bandas pequenas
ricas em GC, respectivamente.

No entanto, na primeira espécie as bandas apareceram no braco
curto dos cromossomos telocéntrico, ao passo que em P. rhomboidea as bandas
CMA3+ foram visualizadas em um par st (Figura 5). Em relagdo a P. meliifolia,
nossos dados concordam com observacgdes feitas por Solis Neffa & Ferrucci (1998)
que reconhecem a presenca de satélites nos cromossomos telocéntrico.

Como ocorre frequentemente em plantas, os sitios ricos em GC em
Paullinia, formam parte de HC-NORs (heterocromatina associada a regides
organizadoras de nucléolos) (Guerra, 2000). Esta relagdo foi evidenciada por
hibridacao in situ utilizando a sonda pTa71, a qual mostrou que tal relagdo ocorre

nao somente no numero, mas também na posi¢cao dos sitios CMA3+ com os sitios
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de DNAr 45S (Tabela 1, Figura, 4). Sendo assim, nossos resultados permitem propor
a existéncia de pelo menos dois tipos de DNA altamente repetitivos para estas
espécies de Paullinia cuja distribuicdo segue o padrao de distribuicdo equilocal: (i)
regides de DNA repetitivo ricos em bases GC associados a NOR e (ii) regides de
heterocromatina revelada por banda C, mas neutra para os fluorocromoso
CMAZ3/DAPI.

Tanto a estrutura do cariétipo quanto os padrdes de bandas C-CMA3
e sitios de DNAr 45S utilizados neste estudo, demonstram que existe uma
concordancia entre a variagao destes caracteres e os sistemas de classificagao
propostos, destacando a importante relacdo sistematica entre P. elegans e P.
pinnata, as quais pertencem a se¢do Neurotoechus. Por outro lado, os padrbes de
banda C-Giemsa, permitem reconhecer a existéncia de outros mecanismos de
diferenciagao cariotipica, relacionados com a dispersdo de DNA repetitivo, que

atuam no género Paullinia.

Tabela 1 - Cariétipos das espécies estudadas do género Paullinia. TCM: tamanho
cariotipico médio (mm), TCT: tamanho cariotipico total (mm). A1 y A2,
indices de assimetria intra- e intercromossOmico respectivamente.a
Numero de sitios de DNAr 45S.

2 Formula TCT Variacio
n  Cariotipica  (om) (Lm)

Espécies TCM Al A2 4558° Localidade

Secdo Neurotoechus
ARGENTINA. Misiones. Urdampilleta ef al. 147.

_ dm+dsm+ 437 , q Posadas (FUEL 34728). BRASIL. Parana.
P elegans M Tadean @3s) POTLIB 182 048024 6 vy itleta er al. 128, Fz Doralice, (FUEL 34789).
Urdampilleta et al. 131, 1° Maio (FUEL 34715).
. 3m+4sm+ 60,78 ) < " BRASIL. Mato Groso do Sul. Urdampilleta et al
P pinnaia M Tigen ey L8233 0470200 6 b tanal Paso de Lontra (FUEL).

Secdo Caloptilon
BRASIL. Parana Urdampilleta ef al. 134, Arapongas

2m+4sm + 693 3762207 288 051 020 4 (FUEL 34732); Urdampilleta ef al. 178, Assai. Café

P meliifolia 24

3st+3t (4.71) Forte (FUEL). Urdampilleta ef al. 186. San Luwiz
(FUEL)
Secio Plpgoptilon
BRASIL. Parana. Urdampilleta ef al 158,
. 3402 } - a , Jataizinho (FUEL 34726); Urdampilleta ef al. 185,
P. rhomboidea 24 4m+ 2sm +0st 2.45) 2,14-0.89 145 0456 029 2 San Luiz (FUEL), Urdampilleta ef al. 233, Parque

Arthur Thomas (FUEL).
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Figural- Metafases mitéticas coradas mediante HCl/Giemsa. A, P. elegans; B, P.
meliifolia; C, P. pinnata; D, P. rhomboidea. Barra = 10 mm.
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Figura 2 - Diagrama de dispersao tendo em conta os coeficientes de assimetria, A1 e A2,
obtidos nas espécies estudadas de Paullinia.



Figura 3 - Prometafases mitéticas coradas com HCIl/Giemsa, A, P. elegans; B, P. meliifolia;
C, P. rhomboidea. Bandamento C-Giemsa, D-E, P. elegans; E-F, P. meliifolia.

Bandamento C-CMAZ3, G, P. elegans; H, P. meliifolia; I, P. pinnata; K, P.
rhomboidea. Barra= 10 mm.
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Figura 4 - Hibridacao in situ fluorescente (FISH) utilizando a sonda pTa71 (DNAr 45S). A, P.
elegans; B, P. meliifolia; C, P. pinnata; D, P. rhomboidea. Barra = 10 mm.
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Figura 5 - Ideogramas das espécies estudadas do género Paullinia. CMA3 +/DNAr
458S. Barra = 5 mm.



2.3 DIFERENCIAGAO CARIOTIPICA EM QUATRO ESPECIES SULAMERICANAS DE URVILLEA
KUNTH (SAPINDACEAE: PAULLINIEAE)

Trabalho a ser submetido a Plant Systematics and Evolution, Springer-Verlag,

Austria
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DIFERENCIA(;AO CARIOTIPICA EM QUATRO ESPECIES SULAMERICANAS DE
Urvillea Kunth (Sapindaceae: Paullinieae)

Juan D. Urdampilleta’. Maria S. Ferrucci?. José M. D. Torezan® André L. L. Vanzela"

Resumo

Urvilea Kunth é um género neotropical que pertence a tribo Paullinieae
(Sapindaceae). Neste trabalho foram estudados por técnicas citogenéticas
representantes das duas sec¢des, U. chacoensis Hunz., U. filipes Radlk. e U.
ulmacea Kunth da secdo Urvillea, e U. laevis Radlk. da seg¢ao Stenelytron,
caracterizando pela primeira vez o padrdao de bandas C-Giemsa, C-CMAs/DAPI e a
localizagédo fisica dos sitios de DNAr. Novas contagens cromossémicas foram
realizadas para U. filipes (2n= 22) e U. ulméacea (2n= 88), como assim também
aspectos inéditos da organizagdo de DNAs repetitivos. As se¢des de Urvillea se
diferenciaram por uma variagdo nos numeros basicos (x= 11 e 12). A secao Urvillea
apresentou uma importante diferenciagao cariotipica, pois além da presenca de uma
série polipléide, as espécies se diferenciam pelo padrao de bandas, U. chacoensis
mostrou um grande numero de bandas heterocromaticas terminais ricas em AT,
enquanto que em U. ulmacea, foram encontradas bandas tanto ricas em AT quanto
em GC. Os resultados sugerem um processo de acumulo de heterocromatina ricas
em AT e GC nas regides cromossdmicas terminais AT como em GC. Sitios de DNAr
apareceram associados a regides ricas em GC, sendo o numero variavel entre
espécies, podendo estar ou ndo associados aos sitios de DNAr 5S. Os resultados
mostram que a variagao na distribuicdo de DNA repetitivo tem um papel importante
na diferenciacao cariotipica das espécies do género Urvillea.

Palabras chave: C-CMAs3/DAPI. C-Giemsa. Citotaxonomia. Heterocromatina.
Padrbes de banda. Paullinieae, Urvillea.
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Introducéo

O género Urvillea Kunth pertence a tribo Paullinieae (Sapindaceae),
juntamente com os géneros Cardiospermun L., Houssayanthus Hunz., Lophostigma
Radlk., Paullinia L., Serjania Mill. e Thinouia Triana & Planch. (Radlkofer, 1931-
1934). Apesar de compartilhar caracteristicas proprias da tribo, como o habito
trepador e presenga de gavinhas, Cardiospemun e Urvillea sdo distinguidos por
apresentar frutos capsulares generalmente com pericarpo membranoso e sementes
com arilo seco.

Urvillea € um género de distribuicdo neotropical, subdividido em
duas sec¢des, Urvillea e Stenelytron, que sao diferenciadas pela morfologia do fruto e
da semente. A secao Urvillea apresenta frutos com léculos inflados contendo trés
sementes ovoides por fruto, no entanto, Stenelytron possui I6culos comprimidos
lateralmente com uma semente trigono-ovoide por fruto (Ferrucci, 2000b). O género
conta com 17 espécies, sendo algumas de ampla distribuicdo e outras endémicas
(Ferrucci, 2000b). Destas, cinco foram estudadas citogeneticamente quanto ao
nuamero cromossémico e organizagdo do caridtipo (Ferrucci, 1981, 1991, 19973,
1997b; Lombello & Forni Martins, 1998; Nogueira et al., 1995). O numero basico
varia entre secbes, sendo x= 11 para a secdo Urvillea e x= 12 para a secao
Stenelytron (Ferrucci, 2000a). Urvillea € o unico género da tribo Paullineae que
apresenta variacdes no nivel de ploidia, 2n = 44 em U. uniloba Radlk. e 2n = 22 e 86
em U. ulmacea Kunth (Ferrucci, 1981; Nogueira et al., 1995).

Informacgdes sobre outros aspectos do cariétipo, como o padréo
bandas e localizacao de sitios de DNAr em espécies de Urvillea sdo escassos. Em
Paullinieae, somente duas espécies de Cardiospermum e duas de Serjania sao
conhecidas quanto ao padrdao de bandas C, CMAs e DAPI, sendo destacada a
ocorréncia de bandas terminais ricas em bases AT. Segundo Hemmer & Morawetz
(1990), a existéncia de blocos ricos em AT podem representar um carater derivado
em Sapindaceae. Com o objetivo de gerar novos conhecimentos sobre a sistematica
do género Urvillea e obter novas informagdes sobre a distribuicdo de seqliéncias de
DNAs repetitivos em Paullinieae, foram analisados neste trabalho os aspectos gerais
do cariotipo de quatro espécies, U. chacoensis Hunz., U. filipes Radlk., U. laevis
Radlk. e U. ulmacea Kunth, caracterizando pela primeira vez o padrdo de bandas e a

localizacéo fisica dos sitios de DNAr. Os resultados sdo discutidos levando em
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consideragao a evolucao cariotipica de Urvillea, tentando reforgar os aspectos da

classificagao infragenérica e filogenética do género.

Materiais e Métodos

Neste trabalho foram estudadas trés espécies da secgao Urvillea (U.
chacoensis, U.filipes e U. ulmacea), e uma espécie da secao Stenelytron (U. laevis)
(Tabela 1). Para aspreparagbes cromossOmicas foram utilizados meristemas
radiculares pré-tratados com 8-hidroxiquinoleina 2mM durante 4-5 h a 15°C, fixadas
em etanol: acido acético (3:1, v:v)por 12 h e conservadas a -20°C. Para a coloragao
convencional foi realizada a técnicaHCIl/Giemsa (Guerra, 1983), e a partir de pelo
menos cinco metafases completas de cadauma das espécies foram confeccionados
os ideogramas.

Os bandamentos cromossdémicos foram realizados utilizando
laminas preparadas com apices radiculares digeridos com celulase 4% e pectinase
40% a 370C durante 2h e esmagados numa gota de acido acético 45%. As laminas
foram tratadas segundo a metodologia descrita por Schwarzacher et al. (1980), e
posteriormente coradas com Giemsa 2% ou com CMAs (cromomicina As) 0,5 mg/mL
e DAPI (4-6-diamino-2- fenilindol) 2 pg/mL, e montadas em Entellan (bandamento C-
Giemsa) ou em glicerol 50%/ tampao Mcllvaine pH 7,0/ 2,5 mM de MgCl
(bandamento C-CMAs/DAPI).

A deteccao dos sitios de DNAr foi realizada mediante a técnica de
FISH, como descrita por Heslop-Harrison et al. (1991) e Cuadrado & Jouve (1994),
com modificagdes.

Para tal, foram utilizadas as sondas pTa71 contendo sequéncias de
DNAr 18S-5.8S-26S (Gerlach & Bedbrook, 1979) e pTa794 portando DNAr 5S
(Gerlach & Dyer, 1980). Ambas as sondas foram marcadas com biotina-14-dATP por
nick translation e os sitios de hibridacdo foram detectados com avidina-FITC. As
ldminas foram coradas com 2,5m/mL de iodeto de propideo e montadas numa
solugao composta por Antifade (Vector Labs.) e glicerol 50%/ tampao Mcllvaine pH
7,0/ 2,5 mM de MgCl2(1:1, v:v). As fotografias foram feitas em filme Kodak Imagelink
HQ 25 ISO para a coloragdo convencional, Kodak T-Max 100 ISO para o
bandamento C- CMAs/DAPI e Fuji Color 100 ISO para a hibridacao in situ.
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Resultados

Uma espécie da secdo Stenelytron, U. laevis e trés espécies da
secdo Urvillea, U. chacoensis, U. filipes e U. ulmacea, foram estudadas
citogeneticamente, sendo confirmados os numeros cromossOdmicos de U. laevis (2n=
24) e U. chacoensis (2n= 22), e descritos pela primeira vez os numeros para U.
filipes e U. ulmacea, as quais apresentam 2n= 22 e 2n= 88, respectivamente (Tabela
1, Figura 1).

Urvillea laevis apresentou um cariétipo formado por cromossomos

que variaram em tamanho desde 3,56 a 1,99 [Im, sendo sua férmula cariotipica 8 m

+ 16 sm e o tamanho total do cariétipo de 65,821 Im. U. chacoensis apresentou

uma variacdo cromossdmica de 2,13-1,15 [Jm e um tamanho cariotipico total de
35,68 [Im, com férmula 2 m + 20 sm.

Urvillea filipes apresentou uma variagdo cromossdmica de 2,58 a
1,32 [Im, sendo o tamanho cariotipico de 45,04 ('m e a férmula dada por 4 m + 2 sm
+ 4 st + 1 t. No caso de U. ulmacea, foi encontrado um citétipo polipléide
caracterizado por cromossomos que variaram de 2,07 a 0,71 [Jm, com tamanho do
complemento de 122,92 [1m e uma férmula cariotipica constituida por 1 m + 23 sm +
20 st (Tabela 1).

Urvillea laevis mostrou nucleos interfasicos semi-reticulados com
pequenos cromocentros de formas irregulares, que muitas vezes fusionaram-se
formando regides de cromatina condensada de tamanhos maiores. O padrédo de
condensacao profasico foi do tipo heterogéneo (Figura 1G). Da mesma forma que U.
laevis, U. filipes apresentou um nucleo semi-reticulado com pequenos cromocentros,
porem, esta espécie diferenciou-se por um padrao de condensacao profasico do tipo
proximal (Figura 1F). Urvilllea chacoensis apresentou nucleo arreticulado/semi-
reticulado com grandes e numerosos cromocentros, porém com padrdo de
condensacao terminal (Figura 1E). Por outro lado, U. ulmacea apresentou nucleos
interfasicos semi-reticulados de tamanho maior e com pequenos cromocentros,
evidenciando um padr&do condensacéo heterogéneo/terminal (Figura 1H).

Quanto ao padrdo de bandas, U. laevis mostrou pouquissimas
bandas reveladas pelo bandamento C-Giemsa, as quais nao permitiram estabelecer

precisamente um padrao (Figura 2F). O bandamento C-DAPI mostrou bandas
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terminais e intersticiais ténues ricas em AT (Figura 2H, 4) e no bandamento C-CMAs
foram observadas de quatro a seis sitios ricos em GC nos bragos curtos de trés
pares cromossdémicos de tamanho intermediario e menor. Estas regiées de
heterocromatina ricas em GC foram heteromorficas, variando no tamanho entre
cromossomos homologos e heterélogos (Figura 2G).

O caridtipo de U. filipes foi caracterizado pela auséncia de bandas C
e C-DAPI.

Esta espécie apresentou areas de maior condensagao nas regioes
proximais de cada centrdbmero, provavelmente correspondente com o padrao de
condensagao proximal. Mas, quatro pequenos sinais foram observados apés a
coloragdo com CMAas. Tais sitios correspondem a regides heterocromaticas ricas em
GC, localizadas nos bracos curtos de dois pares cromossdmicos (Figura 2E, 4,
Tabela 1).

Urvillea chacoensis apresentou uma grande quantidade de
heterocromatina, com bandas C-Giemsa em ambas as regides terminais dos seis
maiores pares cromossdmicos do complemento. As bandas C-Giemsa restantes
apareceram nas regides terminais dos bragos longos de quatro pares
cromossémicos de tamanho intermediario e pequeno (Figura 4). O bandamento C-
DAPI mostrou sinais coincidentes com aqueles revelados pelo bandamento C-
Giemsa, evidenciando que uma grande parte do genoma desta espécie (43,8% do
tamanho cariotipico total) € constituida por heterocromatina rica em bases AT. A
coloracdo com C-CMA:s revelou regides de DNA repetitivo rico em GC nos bragos
curtos de trés pares cromossdmicos, correspondentes com cromossomos de
tamanho intermediario e pequeno. No entanto, vale ressaltar que alguns
cromossomos de tamanho intermediario apresentaram bandas ricas em GC na
regiao terminal do braco curto e bandas ricas em AT na extremidade do brago longo
(Figuras 2B-C, 4).

Em U. ulmacea foi encontrada uma grande quantidade de blocos de
heterocromatina terminais em numero elevado de cromossomos. A coloragao C-
DAPI mostrou que o cari6tipo € composto por cromossomos com grande quantidade
de heterocromatina rica em AT, em regides terminais e intersticiais. A coloragdo com
CCMAs também evidenciou a existéncia de uma grande quantidade de regides ricas
em GC localizadas nas regides terminais de alguns cromossomos.

Interessantemente, muitos cromossomos exibiram bandas em ambas as regides
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terminais, sendo que alguns blocos ricos em GC apareceram fisicamente adjacentes
a blocos ricos em AT. Cerca de 12,9% do tamanho do cariétipo apareceu ocupado
por regides ricas em GC e 10,8% por regides ricas em AT (Figura 2I-J, Tabela 1).

De um modo geral, em U. chacoensis, U. filipes e U. laevis, o
numero de sitios de heterocromatina ricos em GC mostraram uma relacado direta
com os sitios de DNAr 45S (Figura 3). A hibridacdo com a sonda pTa71 (DNAr 45S)
mostrou seis sinais terminais tanto em U. chacoensis quanto em U. laevis (Figura
3A, 3C). Em U. laevis, foram encontradas diferengas no tamanho dos blocos entre
pares cromossémicos, sendo quatro maiores e dois menores, diferentemente de U.
chacoensis que exibiu sitios do mesmo tamanho em todos os pares. A hibridagao
com a mesma sonda em U. filipes mostrou quatro sitios de DNAr 45S, os quais
também variaram em tamanho, sendo um par com bloco maior e o outro menor
(Figura 3D). Em U. ulmacea, foram detectados entre 22 e 24 sitios de DNAr 45S
(Figura 3E). A hibridacdo com a sonda pTa794 em U. laevis localizou quatro sitios
de DNAr 5S nos mesmos cromossomos e em forma adjacente aos sitios detectados
pela sonda de DNAr 45S (Figura 3B). Por outro lado, em U. chacoensis e U. filipes
dois sitios de DNAr 5S foram detectados em outros cromossomos nao portadores de
sitios de DNAr 45S (Figura 3C, 3D).

Discussao

Das 17 espécies do género Urvillea somente seis foram estudadas
do ponto de vista citogenético. No presente trabalho foi abordado, além da contagem
cromossOmica inédita para U. filipes (2n = 22) e U. ulmacea (2n = 88), aspectos
inéditos da organizacdo de DNAs repetitivos (heterocromatina e DNA ribossomal)
em quatro espécies ocorrentes na América do Sul.

O caso mais interessante abordado aqui foi o de U. ulmacea. Trata-
se de uma espécie de ampla distribuicdo, ocorrendo desde os Estados Unidos de
América (Texas) até o Norte da Argentina (Jujuy, Salta e Misiones), cujo politipismo
levou alguns autores a reconhecer taxones infraepecificos (Radlkofer, 1931-1932;
Barkley, 1957). As contagens cromossomicas realizadas por Nogueira et al. (1995)
em uma populagdo de Londrina (PRBrasil) apontaram 2n= 86 cromossomos para
esta espécie, no entanto, uma recontagem em amostras desta e de outras

populagcdes do norte do estado de Parana mostrou 2n= 88, constituindo um citétipo
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polipléide em relacédo dipldide com 2n= 22 (Ferrucci & Solis Neffa, 1997; Ferrucci,
2000a). A férmula cariotipica de U. ulmacea estudada aqui foi 1 m+ 23 sm + 20 st,
que difere significativamente da descrita por Nogueira et al. (1995) que é formado
por 29 m+ 13 sm + 1 t, mas a variagdo no tamanho cromossdmico foi semelhante.

Ferrucci & Solis Neffa (1997) citam um citétipo com 2n= 22
proveniente do Departamento de Amambay (Paraguay) e Provincia de Jujuy
(Argentina) que difere significativamente no caridtipo descrito por Solis Neffa &
Ferrucci (2001) numa populacdo do Mato Grosso do Sul. Nossos resultados
mostram que o complemento polipldide também difere dos citotipos dipldides,
destacando uma notavel variabilidade cariotipica intraespecifica em U. ulmacea.

E estimado que nas Angiospermas aproximadamente 70% das
espécies sejam polipldides (Wendel, 2000), e o numero basico proposto para as
Angiospermas ancestrais, Magnoliales e Laurales, é x= 8, sugerindo que 0s numeros
cromossémicos na maioria das Angiospermas foi derivado por poliploidia ou
disploidia/aneuploidia a partir de x= 8 (Morawetz, 1986). Os numeros x= 14, 15 e 16
presentes em 90% dos géneros de Sapindaceae, de acordo com Morawetz (1986),
poderiam ser derivados por poliploidia, sendo a maioria das espécies desta familia
paleotetraploides. Somente trés géneros de diferentes tribos em Sapindaceae
exibem uma serie polipldide, Allophylus L. (Thinouieae), Melicoccus P. Browne
(Melicocceae) (Ferrucci & Solis Neffa, 1997), e Urvillea. O primeiro polipldide
descrito em Urvillea foi U. uniloba Radlk., um tetrapléide com 2n=4x= 44 (Ferrucci,
1981). Urvillea uniloba é uma espécie proxima a U. ulmacea, o que sugere a
possivel existéncia de um complexo de espécies na qual a poliploidia seria o
mecanismo evolutivo atuante na diferenciagao de espécies e populagdes.

Os caridtipos das espécies de Paullinieae sao diferenciados dos das
demais tribos de Sapindaceae pelo menor numero e pelo tamanho maior dos
cromossomos (Hemmer & Morawetz, 1990; Solis Neffa & Ferrucci, 2001). Dentro de
Paullinieae, Cardiopermum e Urvillea sdo os unicos que apresentam variagdo nos
numeros basicos, sendo x= 11 e 12 (Ferrucci, 2000a). Estas variagdes diferenciam
as segdes do género Urvillea, sendo x= 11 caracteristico da segao Urvillea (Ferrucci,
1981; Ferrucci & Solis Neffa, 1997; Nogueira, 1995; Solis Neffa & Ferrucci, 2001), e
x= 12 caracteristico da seg¢ao Stenelytron (Ferrucci, 1997b; Lombello & Forni
Martins, 1998). Para Acevedo-Rodriguez (1993) e Hemmer & Morawetz (1990), a

redu¢cdo no numero cromossdmico seria um carater derivado em Sapindaceae. Esta
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variagcao cariotipica em relagdo as demais tribos de Sapindaceae € acompanhada
pela ocorréncia de outras apomorfias nos caracteres morfoldgicos, tais como habito
trepador, cambio supranumerarios, gavinhas, estipulas e tipo de pdlen diferente do
restante da familia. Para Acevedo-Rodriguez (1993), tais caracteristicas
morfolégicas colocam Paullinieae como a tribo mais derivada em Sapindaceae.
Mesmo assim, a evolugao cariotipica por reducdo cromossémica em Paullinieae
precisa ser confirmada com novas informagdes citogenéticas para novos membros
da familia.

Na tribo Paullinieae, x= 14 ¢é caracteristico de Lophostigma e
Thinouia, ambos com 2n= 2x= 28 (Ferrucci & Solis Neffa, 1997; Solis Neffa &
Ferrucci, 1998), sendo estes géneros reconhecidos pela presenca de caracteristicas
plesiomorficas em relacédo aos restantes géneros da tribo. O numero mais frequente
nas espécies estudadas da tribo € 2n=2x= 24, e é exclusivo nos géneros
Houssayanthus, Paullinia e Serjania (Ferrucci, 2000a).

Cardiopermum e Urvillea possuem alta afinidade morfolégica em
relacdo a outros géneros de Paullinieae, apresentam um numero reduzido de
espécies e compartiiham caracteres morfolégicos derivados como capsula
membranosa e nectarios biglandulares.

Outra caracteristica citogenética capaz de diferenciar as espécies do
género Urvillea, foi o padrdo de condensacao profasico. Urvillea chacoensis e U.
ulmacea apresentaram condensacao terminal, provavelmente resultado da
ocorréncia de bandas heterocromaticas em posicdo terminal, e U. filipes
condensacgao proximal, sendo que nesse caso hao houve nenhuma relagdo com o
padrao de bandas reveladas pela técnica C-Giemsa e C-CMA:/DAPI.

Hemmer & Morawetz (1990) destacam que, além do maior tamanho
e do numero cromossémico reduzido, a tribo Paullinieae foi caracterizada pela
ocorréncia de bandas terminais ricas em AT. Estes autores estudaram os padrbes
de bandas de espécies do género Cardiospermum e Serjania, € mostraram que além
de bandas terminais ricas em AT, bandas terminais ricas em GC também foram
freqUientes. Nenhuma das espécies de Urvillea foi estudada quanto aos padrdes de
bandas C, CMAs e DAPI até o presente momento. Embora a distingdo entre as
secdes do género ndo possa ser feita pelo padrdo de bandas, nas espécies da
secao Urvillea o padrao de bandas foi notavelmente contrastante. O bandamento C-

CMAs/DAPI colaborou de forma significativa na diferenciagdo de espécies, ja que U.
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filipes ndo mostrou bandas ricas em AT, ao passo que U. chacoensis mostrou cerca
de 43% de seu cariétipo composto por blocos ricos em AT e U. ulmacea 12,9% de
blocos ricos em GC e 10,8% de blocos ricos em AT. Um fato que chamou a atencao
foi a ocorréncia de blocos ricos em AT preferencialmente nas pontas dos
cromossomos de U. chacoensis, e associados ou ndo a outros blocos ricos em GC,
como em U. ulmacea. Esses dados concordam com o modelo de distribuicdo
equilocal de bandas Schweizer & Loidl (1987), no que diz respeito aos processos de
acumulo de heterocromatina nas regides cromossémicas terminais, favorecido pela
orientacdo Rabl que facilitaria a amplificacdo e transposicdo de sequiéncias de DNA
entre cromossomos nao homoélogos durante a interfase mitética.

Nos vegetais, as regides ricas em GC sdo frequentemente
associadas aos sitios de DNAr, sendo denominadas NOR-HC (heterocromatina
associada a regides organizadoras de nucléolos) e freqientemente séo localizadas
em regides terminais de bragos curtos (Guerra, 2000). Em Urvillea os sitios de DNAr
sao associados a sitios ricos em GC, com excecdo de U. ulmacea que apresenta
grandes quantidades adicionais de heterocromatina rica em GC ndo associada a
DNAr. Neste trabalho os sitios de DNAr foram mapeados por

FISH pela primeira vez, e os resultados demonstram uma variagao
interespecifica importante no que diz respeito ao numero e a posigao destes sitios. O
numero de sitios de DNAr 45S nao concorda com a classificacdo em secdes
proposta para o género Urvillea, ja que U. laevis e U. chacoensis, de segbes
distintas, compartem a presenca de seis sitios de DNAr 45S, no entanto U. filipes
apresenta somente quatro sitios. Mas, a localizacdo dos sitios DNAr 5S em relagao
aos sitios de DNAr 45S parece manter a relacdo com a sistematica proposta para
este género, em U. laevis os sitios DNAr 45S e DNAr 5S sao localizados no mesmo
cromossomo, enquanto U. chacoensis e U. filipes estes sitios sdo localizados em
cromossomos distintos.

Estes estudos comparativos sobre o padrdo bandas e distribuicao de
DNAr sugerem que possa existir uma variagcdo nestes caracteres, os quais
acompanhariam a diferenciagao cariotipica das espécies do género Urvillea. Assim,
como em outros trabalhos que abordam os padrdes de bandas e localizagao fisica
de DNAr (Kao et al., 2001; Ran et al., 2001,

Torrell et al., 2003), neste trabalho é destacada a importancia destes

marcadores como ferramenta na sistematica e estudos filogenéticos.



63

Tabela 1 - Caracteres citogenéticos gerais das espécies estudadas de Urvillea. TCT,
Tamanho Cariotipico Total (2n).

Formula Varmacio LCT Niucleo interfasico, Banda: Bandas Localidade

Espécies 2 oriotipica  (um)  (um) Padriio de condensagio AT (%)  GC
Secdo Stenelyiron
BRASIL. Parand = Urdampilleta 146,
Londrina (FUEL 34738): Urdampilleta ef al.
o N Semireticulado, 149, Tbipora (FUEL 34745): Urdampilleta ef
Ulseis 24 4m+8sm 35619 658 " Huterogéneo - al. 247, Paiquere, (FUEL). BOLIVIA. Dpto.
Santa Cruz. Prov. Chiquitos. Fermcci ef al
1911 (CTES); Fermucci et al. 1920 (CTES).
Secdo Unvillea
BOLIVIA. Dpto. Santa Cruz. Ferrucet ef al
4m+2sm+ Semireticulado, 1783, Prov. Cordillera (CTES): Ferrucci ef

Ufilipes 22 "yghyy 28132 450 proximal - al 1789, Prov. Ichilo (CTES): Fermucei ef al

1206, Prov. Velasco (CTES).
BOLIVIA. Dpto. Chuguisaca. Ferrucei ef al

. ) - Semireticulado, 1763, Prov. Calvo (CTES); Dpto. Santa
U chacoensis 22 1m+10sm 2.13-1.15 357 terminal 4338 48 Cruz Ferrucci ef al. 1912, Prov. Chiquitos
(CTES).

BRASIL. Parand.  Urdampilleta 192,

. im=2 Semireticulads, Londrina (FUEL), Urdampilleta ef al. 246,
Uulmacea 88 o hgt 207071 129 4 eogineotterminal 108 127 paiquere (FUEL), Urdampilleta e al. 265,
Hmbati (FUEL).
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Figura 1 - Coloragdo convencional no género Urvillea. A-D, metafases mitéticas e E-H,
prometafases mitoticas evidenciando diferentes centros de condensacgao
(setas). A e E, U. chacoensis; B e F, U. filipes; C e G, U. laevis; D e H, U.
ulmacea. Escala = 10 mm.
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Figura 2 - Bandamento cromossémico no género Urvillea. A, C-Giemsa em U. chacoensis;
B e C, C-CMA3 e C-DAPI, respectivamente em U. chacoensis; D e E, C-Giemsa
e CCMAZ3, respectivamente em U. filipes; F, C-Giemsa en U. laevis; G e H, C-
CMA3 e CDAPI respectivamente en U. laevis; | e J, C- CMA3 e C-DAPI,
respectivamente en U. ulmacea. Barra = 10 mm

Figura 3 - Hibridacao in situ Fluorescente (FISH) no género Urvillea. A e B, sitios de DNAr
458 e 5S respectivamente em U. laevis; C, sitios de DNAr 45S e 5S (setas) em
U. chacoensis; D, sitios de DNAr 45S e 5S (setas) em U. filipes; E, sitios de DNAr
45S em U. ulmacea. Barra = 10 mm
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Figura 4 - ldeogramas das espécies estudadas do género Urvillea. regides ricas em AT,

regides ricas em GC. P sitios de  [> 455, sitios de 55. Barra= 5 lm.
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CONSIDERACOES FINAIS

1- Em seis espécies, dos de Paullinia, trés de Serjania e uma de
Urvillea sdo reportados novas contagens cromossOmicas, além de confirmar os
numeros cromossémicos em outras 16 espécies, onde pode ser destacada
conservagao do numero cromossOmico 2n= 24 nos géneros Paullinia e Serjania,
como também uma diversificagdo nos numeros basicos nos dois géneros mais
derivados da tribo Paulinieae, Urvillea e Cardiospermum. O que sugere a existéncia
de algum mecanismo relacionado de variagdo cromossdémica numerica.

2- Os padrdes de bandas C ndo s&do conservados em Paullinieae,
onde a auséncia de bandas é uma caracteristica presente nos trés géneros
estudados, especialmente no género Serjania. Por outro lado, a ocorréncia de
bandas C nos géneros Paullinia e Urvillea poderia ser considerada um carater
derivado.

3- Os padrdes de bandas C-CMAs/DAPI mostram que na ocorréncia
de bandas heterocromaticas nos géneros Paullinia e Urvillea, distintos tipos de DNA
repetitivo sdo acumulados, bandas ricas em AT, GC e neutra.

4- Por outro lado, em Paullinieae é conservado a ocorréncia de
bandas C-CMAs associadas as NORs, detectados com a sonda de DNAr 45S, os
quais variaram no numero e posi¢ao nos géneros estudados. Os sitios de DNAr 5S
em Urvillea demonstraram que podem estar ou ndo associados fisicamente aos
sitios de DNAr 45S.

5- No género Urvillea, variagbes cromossdmicas numericas
(poliploidia e disploidia/aneuploidia) como assim também eventos de acumulo de
heterocromatina rica em GC ou AT, ocorrem principalmente na secao Urvillea,
ressaltando deste modo o uso destes caracteres nos estudos sistematicos.

5- Em Paullinia, variagdes cariotipicas estruturais e diferenciagao no
padrdo de bandas concordam com a classificacdo infragenérica proposta. As
espécies da secao Phygoptilon conformam um grupo cariotipicamente homogéneo,
entretanto em outras secbes como Neurotoechus e Caloptilon sdo destacados
processos de heterocromatinizagao.

6- Em Serjania, a relativa variagdo cariotipica como assim também

no numero de sitios CMA3:/DNAr 45S e parcialmente concordante com as distintas
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classificagdes infragenérica propostas, destacando a necessidade de uma reviséao
completa no género utilizando novas fontes de variagao.

7- Nossos dados afirmam que a variagcdo nos caracteres
citogenéticos utilizados neste trabalho, principalmente a analise de DNA repetitivo,
em relagao a outras fontes de variagao, resultam de extrema utilidade para futuros

estudos biosistematicos a ser desenvolvidos.
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