UNIVERSIDADE ESTADUAL DE SANTA CRUZ

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM GENETICAE
BIOLOGIA MOLECULAR

£E66

J i
IN Ar]_'IUM

- e o

CARACTERIZACAO CROMOSSOMICA DE TRES ESPECIES DO
GENERO Dalbergia, OCORRENTES NO ESTADO DA BAHIA

PATRICIA NAYARA CALDAS SILVA ROCHA

ILHEUS - BAHIA — BRASIL

Agosto de 2004



PATRICIA NAYARA CALDAS SILVA ROCHA

CARACTERIZAGAO CROMOSSOMICA DE TRES ESPECIES DO GENERO
Dalbergia, OCORRENTES NO ESTADO DA BAHIA

Dissertacao apresentada a
Universidade Estadual de Santa Cruz,
como parte das exigéncias para obtengao
do titulo de Mestre em Genética e Biologia

Molecular.

ILHEUS — BAHIA — BRASIL
Agosto de 2004



PATRICIA NAYARA CALDAS SILVA ROCHA

CARACTERIZACAO CROMOSSOMICA DE TRES ESPECIES DO GENERO Dalbergia,
OCORRENTES NO ESTADO DA BAHIA

Dissertagdo apresentada a
Universidade Estadual de Santa Cruz,
como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de Mestre em

Genética e Biologia Molecular.

APROVADA: 30 de agosto de 2004

Prof. Dr. Ronan Xavier Corréa Dr® Janay Almeida dos Santos-Serejo
UESC EMBRAPA

Prof* Dr* Ménica Rosa Bertao

(UESC — Orientador)



DEDICATORIA

Aos meus pais € meu marido que foram
companheiros indispensaveis para a

concretizagédo desse sonho, agora realizado.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual de Santa Cruz, a CAPES e a FINEP, pelo apoio
financeiro para a realizacao deste trabalho.

A Prof* Dr* Ménica Rosa Bertdo, minha querida orientadora, que sempre esteve
presente e tanto contribuiu para a minha formacao.

A Prof* Dr* Marcia Valéria Fernandes Diederiche Lima dos Santos, por ter me
apresentado ao mundo cientifico, e desempenhar um papel indispensavel na minha
formagao enquanto pesquisadora.

Ao Prof. Dr. Marco Anténio Costa, pela co-orientagdo e inumeras sugestoes.

Ao Prof. Dr. Ronan Xavier Corréa, pela disponibilidade e colaboragao, sempre
que solicitada.

Aos Professores do Curso de Pés Graduagao em Genética e Biologia Molecular,
pelos ensinamentos transmitidos, pela atengao e pelo apoio prestados.

A Prof* Dr* Margarete Magalhdes Souza, pela colaboragdo na andlise
morfométrica inicial dos cromossomos.

Aos colegas de turma, Adriana Matos Benjamin Leal, Alfredo Dantas Neto,
Bianca Mendes Maciel, Cristiane Ferreira Lopes de Araujo, Geruza de Oliveira Ceita,
Jeiza Botelho Leal, Joci Neuby Alves Macédo, Livia Araujo Lessa Sertério de Souza e
Ronaldo Carvalho Santos, pelo companheirismo no decorrer do Curso.

A Andréa Fontes Argolo e Geysa Angélica Andrade da Rocha, pela paciéncia e
prontiddo em solucionar, sempre da melhor forma possivel, nossos questionamentos e

solicitagdes.



A Brasilino Raimundo dos Santos, pela grande colaboragdo na coleta do
material botanico.

Ao Prof. M.S. Luiz Alberto Matos da Silva, pela identificacdo taxonémica das
espécies estudadas.

A colega Rita de Cassia Vital Santos, pela amizade e companheirismo.

Aos colegas do Laboratério de Citogenética e Marcadores Moleculares, pela
ajuda em varios momentos da pesquisa. Em especial, a Alayne Magalhdes Trindade
Domingues pela colaboragao na confecgéo das fotos.

Ao amigo Elton Silva Oliveira, pela excelente reproducéo dos ideogramas.

A todos os funcionarios da Universidade Estadual de Santa Cruz, que de forma

direta ou indireta contribuiram para a realizagdo deste trabalho.



iNDICE

EXTRATO ... s Vii
N = 2 I X O ix
Lista de Tabel@as ... s Xi
Lista de Figuras........cccociiin s xii
1. INTRODUGAOD .......ceeirrerriereereeeessstssesssssssessssssssssessssesssssssesssssesessesssssessssssssssssssssens 1
2. REVISAO DE LITERATURAL.......coeoirtrireressessessessessessessessessessesssssssssssssssssesssessessessns 3
2. 1. Caracterizacao geral do género Dalbergia...............ccoueuuuuieieeeeiieeeeiiiiee e, 3
2. 2. Taxonomia do género Dalbergia ... 7
2. 3. EStudos CItOgENELICOS. ......coiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee et 9
2. 4. Estudos genéticos e citogenéticos em Dalbergia............ccooeeeeeeiiiieiiieiiiiiiaeeenn. 11
4. MATERIAL E METODOS........cooeeeiiiuieneissesssessesssssssesssssssssssssssessssssssssssssssessssssssssnnns 15
S I V= (=Y = RS 15
R 1V 1= (Yo [0 1 7SR 20
4. 2. 1. Pré-tratamento e germinagdo de sementes .........cccooeeeeiiiiiiiiiiiiiee e 20

4. 2. 2. Coleta, pré-tratamentos e fixagdo das raizes..........cccceeeeeviiiiiiiiiccieeeeeeeeeeee, 20

4. 2. 3. MEtodo de FEUIGEN........uuiiiiiiiii e 20
4.2.4.Bandamento-C .......cooooiiiiiiiii e a e e eaanae 21
4.2.5. Coloragdo com nitrato de prata ...........eeeiiiiiiiiiiiiice e 22

4. 2. 6. Obtengao das fotomicrografias............ccceeeiiiiiiiiiiiiiiii e, 23

4. 2. 7. Analise morfométrica dos cromossomos e elaboragao dos cariétipos......... 24

4. 2. 8. Analise da variabilidade cariotipiCa ............ccccovveeiiiiiiiii e 25

5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......cceouereerrerrernerrersessessessesssssesssssssssssssssssssssssssssssssnes 26
5. 1. Aspectos gerais dOS CariOtiPOS.........uuiiiiiiiiiiieeic e e 26
5. 2. Variabilidade cariotipica intra e interespecifica ............coooviiiiiiiii i 33



5. 3. Avaliacao da variabilidade dos cariotipos ...........coiiiiiiiiiiiiiiii e 35

5. 4. Aplicacao de bandamento CromoSSOMICO .........cuuiiiiiiiiiiieieeiie e 38
5.4.1.Bandamento-C ..........o oo 38

5. 4. 2. Coloragdo com nitrato de prata ...........oooeeviiiiiiiii i 41

6. CONCLUSOES. ........coeeteeeeeeertereesaessesaesaessessessessessessessessssssssssssssesssssessessssssessessessesssnes 43
7. PERSPECTIVAS . ... oo ss s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s e s e e s s s e e e e s e e e s e e s nnnnsssnnnnes 44
8. REFERENCIAS BIOBLIOGRAFICAS ........oooeieeeiecncesens e ssesss s e sss s s sssssans 45

Vi



EXTRATO

SILVA-ROCHA, Patricia Nayara Caldas, Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
agosto de 2004. Caracterizagao Cromossémica de Trés Espécies do Género
Dalbergia, Ocorrentes no Estado da Bahia. Orientadora: Ménica Rosa Bertdo. Co-

orientador: Marco Antonio Costa. Colaborador: Ronan Xavier Corréa.

O género Dalbergia L. f. pertence a familia Fabaceae. No Brasil observa-se a
ocorréncia de 40 espécies de Dalbergia, das quais 10 sdo encontradas na Bahia.
Representantes deste género sdo distribuidos por toda costa do Estado, conhecidos
pelo elevado valor econbmico da madeira e, devido a este fato, sdo amplamente
utilizados comercialmente. A existéncia de poucos representantes do género torna
pertinente o desenvolvimento de pesquisas que conduzam a caracterizagao da
diversidade genética existente neste material. Os dados obtidos nesta pesquisa poderao
fornecer informacgdes para a elaboragcédo de estratégias que permitam a preservagao e o
uso racional destas espécies.

Entre as ferramentas disponiveis para a caracterizacdo genética de uma
determinada espécie, encontram-se o0s estudos citogenéticos. As técnicas
convencionais de coloragdo citoldgica permitem a cariotipagem das espécies, utilizando
parametros como numero e tamanho dos cromossomos e a posigao do centrémero.

Nesse contexto, objetivou-se caracterizar os complementos cromossémicos de
trés espécies de Dalbergia que ocorrem no Estado da Bahia, sendo estas D. nigra, D.
miscolobium e D. ecastaphyllum. Tais dados foram utilizados para elaborar o cariétipo
das espécies, determinar o grau de similaridade cariotipica entre as espécies e
contribuir ou fornecer dados para subsidiar estudos sobre o padrdao de evolugao

cromossOmica no género Dalbergia.

Vi



A anadlise morfométrica, os ideogramas e os caridtipos representativos das
especies D. miscolobium, D. nigra e D. ecastaphyllum apresentam-se descritos pela
primeira vez no presente trabalho. As analises revelaram que 0 numero cromossOmico
das trés espécies é 2n = 20. O género apresenta um cariétipo padrdo, mas apesar das
similaridades encontradas, existem variacbes que permitem caracterizar cada espécie
individualmente.

A espécie D. miscolobium contém um cariétipo com 10 pares cromossdmicos,
onde nove pares de cromossomos tém centrdbmero mediano e submediano, (RB ~ 1,13
— 1,51) e um par significativamente distinto, com centrémero submediano, o par
cromossémico n° 4 (RB 2,38), que é quem também carrega o satélite.

O cariotipo de D. nigra apresentou 10 pares de cromossomos com centrdmero
mediano e submediano, (RB ~ 1,17 — 1,38). Das 10 metafases analisadas, observou-se
variagdo com relagdo ao numero de satélites, onde na maioria das células s foi
evidenciado um par cromossémico satelitado (Cromossomo n° 5) e em apenas duas
metafases foi detectada a presenca de dois pares cromossdmicos satelitados
(Cromossomos n° 1 e n° 5).

D. ecastaphyllum apresentou um cariétipo consistindo de nove pares de
cromossomos com centrémero mediano e submediano (RB ~ 1,18 — 1,52) e um par
satelitado acrocéntrico, caracteristicamente distinto (Cromossomo n° 6). Neste ultimo,
nao foi observada a presenga de constricdo primaria.

A técnica de bandamento-C mostrou-se aplicavel para as espécies de Dalbergia.
O padrao observado indica a presenca de heterocromatina constitutiva nas regides
centroméricas de todos os cromossomos dos complementos das trés espécies, sendo
algumas mais evidentes para determinados pares cromossémicos.

O método de Fernandez-Gomez (1969) apresentou resultados positivos para as
espécies em analise, revelando que as mesmas tém similaridade no numero de nucléolos
por célula. Foi possivel observar a marcagao de 1 e 2 nucléolos, variaveis em tamanho nos

nucleos interfasicos e correspondentes a 1-2 sitios ribossdmicos ativos.

Palavras-chave: caridtipo, Dalbergia miscolobium, D. nigra, D. ecastaphyllum e

bandamento cromossdmico.

viii



ABSTRACT

SILVA-ROCHA, Patricia Nayara Caldas, Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
august, 2004. Chromosomal characterization of three species of the genus
Dalbergia, ocurring in the State of Bahia. Advisor: Mbnica Rosa Bertdo. Advisor

Committee Members: Marco Antdnio Costa and Ronan Xavier Corréa.

The genus Dalbergia L.f. is placed within Fabaceae family and contains 40 species
occurring in Brasil, ten of which occur in the State Bahia, where they can be commonly
found across the coast. Due to the good quality of the lumber, these trees have reached
an expressive commercial value. Although having relevant economical and ecological
importance, genetic diversity of the genus Dalbergia has been poorly studied. Once
available the information will be a valuable guide to the preservation strategies and
rational management.

Traditionally used chromosomal staining techniques and chromosome
morphometry can provide useful information to characterize the genetic diversity and
others evolutionary aspects within a group.

The aim of the present study was characterize and analyse comparatively the
karyotypes of three species of Dalbergia L. f. occurring in the state of Bahia; i.e. D.
nigra, D. miscolobium e D. ecastaphyllum, in order to give support to more detailed

chromosomal evolutionary studies.



Karyotype morphometry, and ideograms for the three species are presented for
the first time. The three species analysed presented 2n=20 chromosomes. Although the
genus showed a standard karyotype, some variations were observed which enabled to
distinguish each species individually. Karyotype variation were observed in the
chomosome sizes and in the number and positions of the satellites.

D. miscolobium karyotype presented nine similar chromosome pairs with median
or submedian centromere (RB ~ 1,13 — 1,51) and one distinct satellited pair with
submedian (RB 2,38).

D. nigra presented ten chromosome pairs with median or submedian centromere
(RB ~ 1,17 — 1,38). This species showed variation on the number of chromosomes with
satellite (one or two satellited pairs).

D. ecastaphyllum presented nine chromosome pairs with median or submedian
centromere (RB ~ 1,18 — 1,52) and one distinct satellited pair.

C-banding technique indicated presence of heterochromatin in the centromeric
region in the three species studied and Silver staining revealed a similar number of
NORs.

Key-words: karyotype, Dalbergia miscolobium, D. nigra, D. ecastaphyllum e

Chromosome banding
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1. INTRODUGAO

O género Dalbergia pertence a familia Fabaceae, sub-familia Papilionoideae, sendo
considerado o segundo maior da tribo Dalbergieae Bronn ex. D.C. Possui um numero
incerto de espécies que se acredita ser em torno de 100. No Brasil observa-se a ocorréncia
de 40 espécies de Dalbergia L. f, cinco com elevado valor econémico, sendo que destas
quatro ocorrem na Bahia.

As espécies do género distribuem-se por praticamente toda costa do Estado da
Bahia que possui uma vegetacao bastante diversificada, com areas representativas dos
mais importantes ecossistemas brasileiros. E possivel encontrar as espécies de Dalbergia
nos mais variados tipos de vegetacao, como: cerrado, restinga, mata atlantica, manguezal,
caatinga, floresta mesofitica e campo rupestre.

A existéncia de poucos representantes do género Dalbergia na regido de Mata
Atlantica, localizada no Estado da Bahia, torna pertinente o desenvolvimento de pesquisas
que conduzam a caracterizagdo da diversidade genética existente neste material e,
consequentemente, a elaboragao de estratégias que permitam sua preservagao e seu uso
racional.

Caracteres citololégicos tais como numero e morfologia de cromossomos,
apresentam grande potencial para a elucidagao de estudos filogenéticos e taxonémicos.
Como o numero cromossOmico geralmente se apresenta constante na mesma espécie
pode ser usado como carater taxonémico. O numero de cromossomos pode ser uniforme
dentro de géneros ou mesmo tribos, ou variar de grupo para grupo.

A posicdo, o numero e o tamanho de constricbes secundarias e satélites
cromossomicos tém sido avaliados em muitos grupos de plantas por se mostrarem uteis na

caracterizacao e distincdo de espécies.



Dentro deste contexto, o presente trabalho objetivou a caracterizacdo do
complemento cromossémico de trés espécies de Dalbergia L. f., que ocorrem no Estado da
Bahia, sendo estas D. nigra, D. miscolobium e D. ecastaphyllum. Tais dados foram
utilizados para elaborar os cariétipos, determinar o grau de similaridade cariotipica entre as
espécies e gerar dados para subsidiar estudos sobre o padrao de evolugdo cromossémica
no género Dalbergia.

Os dados obtidos nesta pesquisa poderao oferecer informacgdes para a elaboragao
de estratégias para preservagdo e uso racional destas espécies, bem como subsidiar
programas de melhoramento que visem a obtencdo de materiais com caracteres de

interesse.



2. REVISAO DE LITERATURA

2. 1. Caracterizagao geral do género Dalbergia

O género Dalbergia é considerado o segundo maior da tribo Dalbergieae Bronn ex.
D.C. e pertence a familia Fabaceae, sub-familia Papilionoideae. Muitas de suas espécies
sdo amplamente conhecidas no Brasil com a denominag¢ao vulgar de Jacaranda, nome
proveniente da lingua Tupi, como corruptela de ya-aca-r-anta (Carvalho, 1990), que
significa arvore que possui madeira dura.

Espécies de Dalbergia sdo importantes arvores tropicais de madeira de lei, que
apresentam modo de dispersdo de sementes principalmente pelo vento (Rout et al.,
2003). Evidéncias indicam que o sistema de reprodugdo mais provavel entre as
espécies do género seja a alogamia. Almeida (2001) relata que a dispersdo das
sementes ocorre por gravidade.

O género possui espécies com algumas caracteristicas comuns e outras
divergentes, com relagao a morfologia floral, organizagao da folha, tamanho e organizagao
do fruto, entre outras. Além de ser amplamente utilizado comercialmente, 0 género possui
ainda espécies com utilidade medicinal, como o jacaranda-da-Bahia, que tem sido utilizado
para tratamento de ferimentos e diarréia.

As valiosas madeiras dos jacarandas sdo conhecidas desde o Brasil colonial e a
importancia econémica dessas plantas é citada na literatura ja no inicio daquele periodo
(Carvalho, 1990).

No territorio brasileiro sdo conhecidas cinco espécies com elevado valor econdmico,
sendo que destas quatro ocorrem na Bahia. Neste Estado o género é representado por um

total de 10 espécies, entre elas D. nigra (jacaranda-da-Bahia), D. decipulares (Sebastido-



de-arruda), D. miscolobium (jacaranda-do-cerrado) e D. cearencis (jacaranda-violeta),
conhecidas pelo valor de sua madeira. As seis que nao apresentam importancia
econdémica conhecida até o momento sdo D. acuta, D. foliolosa (jacaranda-rosa), D.
glaucescens, D. catingicola, D. frutescens (jacaranda-branco) e D. ecastaphyllum
(marmeleiro-da-praia).

Entre as espécies de Dalbergia, o Jacaranda-da-Bahia (D. nigra) € a que possui
madeira com maior valor econémico. A espécie pode ainda ser referida com os nomes
comuns, caviuna, Brazilian rosewood, jacaranda-caviuna, jacaranda-preto, jacaranda-roxo
e palisandre. Carvalho (1990) cita que a arvore descrita como Jacaranda no classico
Tratado Descriptivo do Brasil, escrito por Souza, em 1587 e reimpresso pelo Boletim
Geografico em 1964, é possuidora de uma madeira de cor escura, de fragrancia acentuada
e bastante dura e que apesar de seu peso e densidade, é faciimente trabalhada e resiste
ao apodrecimento mesmo nas quentes e umidas condigdes tropicais.

A madeira do Jacaranda-da-Bahia € amplamente utilizada, ndo s6 pelo desenho
decorativo de seu laminado, bem como pela multiplicidade de sua aplicagao, tais como: na
confeccdo de mobilias torneadas de luxo, no preparo de acabamentos internos em
construcao civil, em molduras de portas e rodapés, em caixas de radios e televisdes, em
pecas entalhadas, em cabos de talheres e no artesanato em geral (Almeida, 2001).

Esta espécie, (Dalbergia nigra (Vell.) Allem. ex Benth.), € uma leguminosa arbdrea
de grande porte, endémica do litoral sul da Bahia, sendo um componente tipico da Mata
Atlantica. Constitui-se uma planta decidua, de carater pioneiro, caracteristica da floresta
pluvial da encosta atlantica, sendo encontrada nas encostas bem drenadas, tanto no
interior da mata primaria densa, como em formagodes secundarias (Lorenzi, 1992).

Na Bahia, D. nigra € encontrada em maior frequéncia em uma faixa de terreno bem
drenado, de relevo ondulado e montanhoso, desde o Rio Itanhém, ao sul, até o Rio
Jequirica, ao norte; ao leste a espécie raramente atinge o litoral e, ao oeste, alcanga as
escarpas do Planalto Sul Baiano, principalmente na regido de vale dos rios Cachoeira, de
Contas e das Almas. Em Minas Gerais, a espécie esta associada a floresta semidecidua
ao longo dos vales de rios, onde cresce com um porte de menor tamanho, diferindo dos

individuos normalmente altos e vigorosos da Mata Atlantica. D. nigra, pode ainda ser



encontrada nos Estados do Espirito Santo, Rio de Janeiro e norte de Sdo Paulo (Almeida,
2001).

A destruicdo acelerada das florestas tropicais e o intenso processo de exploracéo
extrativista que ocorre na regiao sul da Bahia, tem inserido inUmeras espécies de interesse
econOmico e conservacionista no grupo de espécies ameagadas de extingdo, entre as
quais destaca-se o jacaranda-da-Bahia (Sperandio & Fonseca, 1986; Carvalho, 1992; Silva
& Mendonga, 1998). Poucos individuos dessa espécie sdo encontrados, ainda que de
forma isolada, nos macigos e nos fragmentos de floresta que restam, devido ao intenso
desmatamento indiscriminado da Mata Atlantica no sul da Bahia (Almeida, 2001).

O jacaranda-da-Bahia vem sendo objeto de estudos para caracterizacdo da
variabilidade genética de acessos das colegbes preservadas in situ e ex situ, através do
uso de marcadores moleculares, desenvolvidos nos Laboratorios de Genética Molecular
(Ferreira et al., 1998; Almeida et al., 1998; Neto et al., 1998); e de Citogenética e
Marcadores Moleculares da Universidade Estadual de Santa Cruz, onde foram realizados
estudos acerca da caracterizagéo citogenética da espécie (Silva e Bertao, 2001).

D. miscolobium Benth. é outra espécies do género Dalbergia, pertencente a segéao
Dalbergia, encontrada com os homes comuns de jacaranda-do-cerrado, cabiuna, cabiuna-
do-campo, caviuna, canzileiro, urauna, pau-preto, jacaranda-caviuna e pau-preto. Em
literaturas antigas € frequentemente referida como D. violaceae (Vogel) Malme (Gibbs and
Sassaki, 1998). E uma planta caracteristica da vegetacdo de Cerrado e ocorre do Estado
do Piaui ao Estado do Parana. A espécie D. miscolobium é encontrada sob a forma de
arbustos ou pequenas arvores de campos limpos que podem alcangar 12 m de altura,
quando as condi¢des de solo e disponibilidade de agua permitem a formagéo de um tipo de
floresta seca, chamada cerradao (Carvalho, 1997).

D. miscolobium ¢é facilmente distinguida de todas as outras espécies brasileiras
especialmente por sua estrutura de tronco retorcido e a aparéncia verde azulada de suas
folhas. A cor purpura escuro do vexilo contrasta com o verde palido do calix. E relacionada
com D. spruceana, mas difere na forma do calix, na cor mais escura das pétalas e na
distribuigcdo geografica (Carvalho, 1989). As folhas s&o alternas e compostas por cinco a
10 pares de foliolos rigidos, ovalados, de cor verde-azulada, com até trés cm de

comprimento. As inflorescéncias sao ramificadas (tipo panicula tirséide) e estdao no



apice dos ramos ou axila das folhas, contendo até 60 flores. As flores tém cerca de dois
mm de comprimento e cor roxo-escuro. Os frutos sdo escuros, secos (tipo legume
samaroide), alongados até oito cm de comprimento, foliaceos, contendo uma ou duas
sementes castanhas, achatadas e com a forma de um rim. Segundo Oliveira & Paula
(2001) D. miscolobium é uma espécie hermafrodita e auto-incompativel cujas flores sao
polinizadas por abelhas grandes, apresentando também dispersdao dos frutos alados
pelo vento.

A madeira do Jacaranda do cerrado é de boa qualidade, assim como o jacaranda-
da-Bahia, porém pouco utilizada devido a estrutura tortuosa de seu tronco. Também
conhecida por sua importancia econdmica, sua madeira € usada em constru¢des de casas
e cercas, fabricacdo de instrumentos e carvdo. Os frutos secos s&o usados para compor
arranjos artesanais de flores secas. Possui grande potencial para a ornamentagéo devido a
presenca de algumas caracteristicas, como a folhagem verde-azulada. A casca libera um
corante utilizado no tingimento de algoddo empregado em tecelagem (Almeida, 1998).

D. ecastaphyllum (L.) Taub, mais comumente conhecida como bugi, marmelo ou
marmeleiro-da-praia, ocorre como arbusto semi-prostrado e se distribui ao longo da costa
das Américas, do sul da Fldrida ao sul do Brasil. Bastante associada a estuarios de rios,
margens de riachos ou manguezais, mas também pode ser encontrada a beira-mar. Seus
frutos sdo capazes de flutuar, provavelmente expandindo sua ocorréncia nas ilhas do oeste
da india. Apesar de sua fragilidade, suas sementes podem ser dispersas pelas correntes
oceanicas, explicando sua presenca ao longo da costa do oeste da Africa. Em um nimero
menor de vezes, a especie cresce em vegetagdo de restinga, em solo arenoso, como
arbusto ou pequenas arvores (Carvalho, 1989).

As espécies da seg¢ao Ecastaphyllum tém uma tendéncia a serem taxonomicamente
confusas devido as similaridades morfolégicas que resultam da recente evolugao dos
habitos similares. Porém, D. ecastaphyllum é distinguida das outras espécies da segao por
suas folhas unifolioladas, com superficie superior e inferior de coloracdo distinta; suas
longas estipulas lanceoladas e sua distribuigcdo geografica. Cresce ao longo da costa e € a
unica espécie do género Dalbergia com tolerancia a condicdes de forte salinidade
(Carvalho, 1989).



2. 2. Taxonomia do género Dalbergia

O género Dalbergia foi proposto pelo filho de Linnaeus em 1781, em memoria de
Carl Gustav Dahlberg, um soldado sueco no Suriname e coletor para Linnaeus. O género
foi descrito para acomodar duas espécies: D. lanceolaria, originaria de Ceildao e D.
monetaria, originaria do Suriname (Carvalho, 1989).

Este género surgiu na Africa, de onde dispersou, tanto para o leste, como para o
oeste. As diferentes condicdes climaticas e ecossistemas da Asia e América do Sul
influenciaram nos diferentes modos de evolugéo do género (Almeida, 2001).

Existem cerca de 100 espécies no género Dalbergia e, no Brasil, observa-se a
ocorréncia de 40 espécies. Na Bahia o género é representado por um total de 10 espécies,
entre elas D. nigra (jacaranda-da-Bahia), D. decipulares (Sebastido-de-arruda), D.
miscolobium (jacaranda-do-cerrado), D. cearencis, D. acuta, D. foliolosa (jacaranda-rosa),
D. glaucescens, D. catingicola, D. frutescens (jacaranda-branco) e D. ecastaphyllum
(marmeleiro-da-praia).

O género Dalbergia € dividido em cinco seg¢des, que podem ser definidas através
das caracteristicas da inflorescéncia e do fruto. Essas caracteristicas sédo utilizadas por
serem as que melhor evidenciam as relagbes taxondmicas dentro do género (Carvalho,
1997).

Das cinco segdes, trés estdo representadas na Bahia. A segé&o Dalbergia é
caracterizada por sua inflorescéncia do tipo panicula, fruto oblongo, nervura reticulada e
engloba cinco das espécies ocorrentes na Bahia: D. nigra, D. miscolobium, D. foliolosa, D.
glaucescen e D. acuta.

A secado Triptolemea tem inflorescéncia cimosa, seu fruto € oblongo ou oblongo
eliptico, a nervura reticulada e engloba quatro das espécies de ocorréncia na Bahia: D.
frutescens, D. decipularis, D. catingicola, D. cearensis. Ja a secao Ecastaphyllum, tem
apenas um representante na Bahia: D. ecastaphyllum, cuja inflorescéncia € do tipo
panicula fasciculada, fruto orbicular e a nervura vai de rugosa a reticulada. As duas seg¢bes
restantes sdo Selenolobium, que possui representantes nos Estados do Amazonas,
Roraima e Amapa; e Pseudecastaphyllum, de ocorréncia no Para e Amazonas (Carvalho,
1997).



Muitos estudos sobre sistematica e evolugédo tem revelado a forte tendéncia do
uso de analises de seqliéncias de genes para a reconstrugao de arvores filogenéticas.
Em plantas com flores, genes de cloroplastos tém sido muito utilizados para este
propésito (Doyle e Luckow, 2003).

Andlises moleculares de leguminosas revelam o grupo Papilonoideae como
monofilético e sugere que ele divergiu de outras leguminosas a cerca de 40 a 50
milhdes de anos atras. Quatro dos maiores grupos de papiliondides, que contém
importantes espécies domesticadas e ou espécies modelo, sdo bem suportados por
pesquisas de dados moleculares, mas relagbes entre alguns deles ndo sdo muito
nitidas. O clado aeschynomendide/dalbergidide € um grupo diverso que inclui o
amendoin e outros géneros herbaceos, mas também plantas lenhosas como o
jacaranda-da-Bahia (Doyle e Luckow, 2003).

A tribo Dalbergiacae, com exceg¢dao de Andira, Hymenolobium, Vatairea e
Vataireopsis, pertence a um grupo monofilético pantropical de leguminosas da
subfamilia Papilionoidea, designado dalbergidides. Esse grupo ainda inclui todos os
géneros previamente referidos para as tribos Aeschynomene e Adesmieae e a subtribo
Bryinae da Desmodieae. Esse grupo foi detectado a partir de analises filogenéticas de
sequéncias de DNA do cloroplasto tmK (incluindo matK) e introns tnL, e do RNA
ribossomal 5,8 S. Todos os Dalbergiédes sdo membros de um a trés subclados, o
Adesmia, Dalbergia e Pterocarpus. O clado dalbergidide e seus trés subclados sao
criticos, no sentido de que eles sdo geneticamente distintos, mas pobremente
distinguidos por dados n&o-moleculares. Caracteres taxonémicos tradicionalmente
importantes como habitos arbéreos, estames livres, e vagens leguminosas, nao
fornecem suporte para os clados, melhores identificados por analises moleculares
(Lavin-Matt et al., 2001).



2. 3. Estudos citogenéticos

Entre as ferramentas disponiveis para a caracterizagdo genética de uma
determinada espécie encontram-se os estudos citogenéticos, os quais sdo de suma
importancia na descricdo da variabilidade genética e no entendimento da dindmica
cromossOmica envolvendo uma determinada espécie, género, familia ou ordem a qual ela
pertenca. Além de permitirem a elucidagao da estrutura e organizagdo do genoma vegetal
e de mecanismos evolutivos, tais estudos viabilizam a elaboracdo de estratégias que
podem ser utilizadas em programas de melhoramento visando a transferéncia de genes de
interesse (Heslop-Harrison, 1991, 1996).

As analises do complemento cromossémico nos diversos grupos de seres vivos
podem fornecer informagdes basicas para a caracterizagdo citolégica, permitindo a
identificacdo de espécies (Bertao, 1993).

Em plantas, os parametros utilizados para identificar os cromossomos tém sido o
comprimento dos cromossomos, o comprimento do brago longo e do brago curto, bem
como a relagao de bragos (Ferreira, 1998).

A analise de cromossomos € feita com base em caracteristicas morfologicas, melhor
observadas em cromossomos metafasicos. Muitos pré-tratamentos para a obtencao de
cromossomos metafasicos e, ou prometafasicos tém sido descritos em plantas, como a
aplicacdo de combinacdes de inibidores de sintese de proteinas e do fuso mitético, como
cicloheximida e hidroxiquinolina (Bertdo e Aguiar-Perecin, 2002).

Varias técnicas citogenéticas para analise de cromossomos foram desenvolvidas e
continuam sendo aperfeicoadas. Até a década de 70, as técnicas convencionais de
coloracdo permitiam apenas a cariotipagem das espécies com base em parametros
morfométricos como numero e tamanho dos cromossomos, € na posi¢gao do centrébmero
(Guerra, 1983).

As técnicas de bandamento cromossémico, que permitem a coloracao diferencial
de regides especificas nos cromossomos, surgiram no inicio da década de 70,
simultaneamente com experimentos moleculares in situ, que permitem o mapeamento
de sequéncias repetitivas de DNA (Pardue e Gall, 1970). Segundo Friebe et al. (1996),

o desenvolvimento das técnicas de bandamento cromossdémico representou um dos



maiores avancgos na citogenética vegetal, em virtude da sua potencialidade em
demonstrar uma diferenciagao estrutural ao longo dos cromossomos somaticos.

As técnicas de bandamento cromossémico evidenciam bandas que representam um
tipo de organizagdo do genoma de eucariotos e refletem a diferenciagdo longitudinal
existente nos cromossomos. Essas técnicas sdo aplicadas principalmente em
cromossomos metafasicos (Ferreira, 1998).

O bandamento-C revela padrdes de heterocromatina constitutiva nas espécies.
Essa técnica, em cromossomos de plantas, foi introduzida por Vosa e Marchi (1972 a, b) e
tem fornecido informagbes valiosas sobre a quantidade, localizagdo e origem da
heterocromatina, bem como sua importancia no processo de evolugao cariotipica (Bertao,
1993).

As alteracbes cromossbmicas podem ser avaliadas através da aplicacdo das
técnicas de bandamento cromossémico. Em estudos de evolugcéo, o bandamento tem sido
eficiente em evidenciar as transformagdes que ocorrem em grupos de espécies proximas
com cariotipos semelhantes.

As técnicas de bandamento-C utilizam o Giemsa, que cora mais fortemente as
sequéncias de DNA repetitivo depois de tratamento que envolve basicamente uma etapa
de desnaturagdo dos cromossomos e outra seguinte de renaturagdo. Para a desnaturagao
dos cromossomos é frequente o uso de hidroxido de bario, porém a formamida também é
usada como agente desnaturante (Fernandez et al., 2002).

O bandamento-C em espécies de Serapias, um género da familia Orchidaceae, que
possui cromossomos de tamanho pequeno, revelou diferentes quantidades de
heterocromatina, com bandas em varios pares cromossdmicos, localizadas no centdmero,
alguns pares com bandas teloméricas no brago curto dos cromossomos ou bragos curtos
heterocromaticos. Foram observadas bandas heterocromaticas ocupando a extencgéao total
dos cromossomos, com eucromatina limitada as extremidades. Essa distribuicdo tem sido
observada em poucos casos, como Cicer e Melipona e sugere que as especies de
Serapias formam um raro grupo homogéneo (D’emerico et al. 2000).

Regides especificas do cromossomo que formam o nucléolo, localizado no
nucleo interfasico, sdo denominadas de regides organizadoras do nucléolo, e se

constituem de multiplas cépias de sequéncias de DNA ou genes responsaveis pela
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formacgao de RNA ribossémico. As RONs podem ser diferenciadas através de coloragao
com Giemsa ou impregnacgao com prata.

A técnica de coloracdo com nitrato de prata permite a identificagdo das regides
organizadoras do nucléolo nas constricdes secundarias dos cromossomos satelitados de
plantas e animais. Em eucariotos, os genes ribossémicos se localizam em poucos sitios
cromossOmicos € sao organizados em sequéncias repetidas em tandem no DNA (Verma,
1995; Friebe et al., 1996).

A localizacédo da RON é uma importante ferramenta para certos estudos, como
aqueles sobre evolugao e citotaxonomia, e aqueles sobre expressao génica e diagnostico
de tumores patogénicos (Kavalco; Pazza, 2004).

Diferentes espécies podem apresentar variagdes na posi¢cdo, numero e tamanho
das constricbes secundarias e satélites cromossémicos. Essas constricbes correspondem
a regido organizadora do nucléolo e podem ser evidenciadas através dos métodos de
impregnacao por prata. Esses marcadores cromossdémicos podem ser perdidos ou
incorporados ao longo do processo evolutivo, ou ainda sofrer acréscimos ou decréscimos e

sua atividade referente a RON pode ser variavel (Stebbins, 1950; Murray, 1975).

2. 4. Estudos genéticos e citogenéticos em Dalbergia

Estudos recentes utilizaram marcadores RAPD para avaliar a diversidade genética
de acessos de D. nigra localizados no banco de germoplasma da Estagao Ecolégica do
Pau-Brasil, em Porto Seguro — BA. Foram avaliados 163 acessos, onde 133 foram
escolhidos ao acaso e 30 escolhidos de acordo com o porte da planta. Os resultados
revelaram que a variabilidade encontrada entre os individuos da colegdo ex situ de
jacaranda-da-Bahia da ESPAB é ampla e esta distribuida entre os acessos da colegao.
Acredita-se que as sementes que originaram o arboreto foram coletadas de plantas
adultas, a cerca de 30 anos, numa época em que a Mata Atlantica ainda se destacava
bastante, o que torna o banco genético da ESPAB uma preciosa ferramenta para
programas de recuperagao e conservagao do jacaranda-da-Bahia (Almeida, 2001).

Tradicionalmente, a identificacdo de espécies tem sido feita com base em

caracteristicas morfolégicas como morfologia floral, cor da flor, e caracteristicas
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agrondmicas de plantas. Porém dados genéticos tém se mostrado bastante uteis na
identificacao e classificagao de espécies.

O uso de marcadores para a analise de diversidade genética tem facilitado a
manutengdo, 0 manejo e o0 uso da colegéo ex situ de jacaranda-da-Bahia da Estacdo Pau-
Brasil através do perfil da variabilidade genética nela existente. A selecao de matrizes com
alta variabilidade pode ser usada para produgdo de sementes, com o objetivo de
enriquecer as populacdes existentes de Mata Atlantica. Como a semente de jacaranda nao
apresenta grande dorméncia, a reintrodugdo desta espécie pode ser feita por semeadura
direta e, dessa forma, o sistema radicular das plantas se desenvolve melhor (Almeida,
2001).

Rout et al. (2003) desenvolveu estudos para identificar e relacionar geneticamente
cinco espécies de Dalbergia, bem como avaliar a diversidade genética entre popula¢des de
Dabergia sisso, D. latifolia, D. paniculata, D. assamica e D. spinosa, através do uso de
marcadores RAPD (random amplified polymorphic DNAs). Primers foram selecionados
para identificagdo e estabelecimento de um sistema que estimou as relagdes genéticas e
avaliou a variabilidade genética entre os individuos em uma populagédo de espécies de
Dalbergia. Um total de 120 fragmentos distintos de DNA variando de 0,3 a 4,0 kb foram
amplificados utilizando nove primers RAPD.

A similaridade genética foi avaliada com base na presenca e auséncia de bandas,
as quais revelaram uma grande variabilidade entre as espécies. A analise de agrupamento
indicou que as cinco espécies formam dois grandes grupos. O primeiro agrupamento foi
formado por D. spinosa, D. latifolia e D. sisso. O segundo foi representado por D.
paniculata e D. assamica, onde foi observada a similaridade maxima de 60 %. D. latifolia e
D. sisso apresentaram 50 % de similaridade. D. spinosa compartilhou mais de 40 % de
similaridade com D. latifolia e D. sisso. Todas as espécies compartilharam mais que 20%
de similaridade. A distancia genética mais proxima existiu entre as populagcdes de
diferentes espécies de Dalbergia. Os marcadores RAPD evidenciaram potencial para
conservagado de clones identificados e caracterizagdo de parentesco genético entre as
espécies (Rout et al., 2003).

As Leguminosas apresentam uma grande variagao entre as espécies, podendo ser

encontradas desde grandes arvores e arbustos até ervas e trepadeiras. Esta grande
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diversidade torna este grupo favoravel aos estudos do processo evolutivo e comparativo
entre certas caracteristicas celulares fundamentais, como o nimero de cromossomos, com
a distribuicdo geografica das espécies e com as relagdes taxondmicas entre as
Leguminosas.

Num trabalho desenvolvido por Bandel (1972), procurou-se estudar a evolugao das
leguminosas com base na variagdo numérica dos cromossomos neste grupo de plantas.
No estudo foi feita a contagem inédita do numero cromossémico de trés espécies de
Dalbergia, D. cearence, D. nigra e D. violaceae, sendo que posteriormente esta ultima
passou a ser designada como D. miscolobium. Todas apresentaram o0 numero
cromossOmico 2n = 20, corroborando com a literatura existente para o género. Outras
especies de Dalbergia (Bandel, 1972) ndo apresentaram variagio no numero
cromossémico, séo elas: D. assamica, D. cochichinensis, D. cultrata, D. ecastaphyllum, D.
lanceolaria, D. latifélia, D. melanoxylon, D. paniculata, D. sissoo, D. spinosa e D.
Stipulaceae.

Porém, apenas o complemento cromossémico de jacaranda-da-Bahia (D. nigra) foi
anteriormente estudado quanto a caracterizagao cariotipica (Silva; Bertdo, 2001), o que
justifica e intensifica a necessidade da caracterizagao citogenética de outras espécies do
grupo.

Silva e Bertdo (2001) apresentaram a analise citogenética preliminar do jacaranda-
da-Bahia, a qual permitiu a confirmacdo do numero cromossdémico diploide para esta
espécie como sendo 2n = 20, conforme relatado inicialmente por Bandel (1972). A despeito
das limitagdes quanto ao reduzido tamanho dos cromossomos desta espécie, foi possivel a
elaboracdo de um caridtipo contendo 10 pares de cromossomos apresentando
centrdbmeros medianos, submedianos e subterminais, sendo um dos pares satelitado.

Estudos realizados com o género Lathyrus L., que pertence a familia Leguminosae,
onde todas as espécies tem 2n = 14 cromossomos, mostram que apesar de nao haver
variagdo no numero de cromossomos podem ocorrer variagdes no comprimento dos
cromossomos, posicao dos centrdmeros e no numero, comprimento e localizagdo de
constricbes secundarias (Battistin et al., 1999). Este género apresenta cariétipos similares,
porém existe variagdo simétrica no comprimento dos cromossomos nas diferentes

especies, sugerindo que quantidades iguais de DNA tem sido perdidas ou adquiridas por
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todos os cromossomos. Os estudos sugerem que a evolugdo das espécies de Lathyrus
estudadas foi acompanhada por um decréscimo no comprimento dos Cromossomos.
(Klant; Schifino-Wittmann, 2000).

Caracteristicas cariomorfologicas de algumas espécies do género Serapias tém sido
reveladas através da metodologia de Feulgen. Os estudos revelaram cromossomos com
morfologia complexa e cariétipos moderadamente assimétricos com uma predominancia
de cromossomos submetacéntricos (D’emerico et al., 2000).

Em Manihot, todas as espécies analisadas citologicamente até o presente momento
apresentam 2n = 36, com cromossomos pequenos € muitos similares. Um numero variado
de técnicas citogenéticas tem sido utilizadas para detectar alteragbes estruturais e
numeéricas, reconstruir a historia evolutiva do grupo ou para fornecer informagdes para a
construcdo de mapas genéticos (Carvalho; Guerra, 2002). Em géneros com cromossomos
pequenos e numero estavel, como Citrus e Phaseolus, tem sido possivel identificar
diferengas citogenéticas entre as espécies. (Jennings, 1963; Magoon et al., 1969; Umanah;
Hartmann, 1973; Carvalho; Guerra, 2002).
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4. MATERIAL E METODOS

4. 1. Material

Em uma etapa inicial foram realizados levantamentos bibliograficos dos locais que
pudessem indicar a ocorréncia de espécies do género Dalbergia no Estado da Bahia. Para
tanto, foram realizadas visitas ao Herbario do Centro de Pesquisas do Cacau, localizado na
Sede da Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira (CEPEC/CEPLAC), lIhéus,
BA, buscando-se a identificagdo dos locais de ocorréncia dos materiais citados (tabela 1).

Foram coletadas sementes de trés espécies do género Dalbergia L. f., de ocorréncia
na Bahia, dentre as quais D. nigra, D. miscolobium e D. ecastaphyllum.

As coletas foram realizadas em sete municipios do Estado da Bahia, entre eles: de
Caetité, Piata, Seabra, Lencgois, Morro do Chapéu, Jacobina e llhéus. Nos quatro primeiros
municipios citados, foram coletados material botanico de D. miscolobium, em Morro do
Chapéu e Jacobina foram coletados material de D. nigra, e em Ilhéus de D. nigra e D.
ecastaphyllum.

Amostras de sementes foram coletas e dispostas em sacos plasticos, devidamente
etiquetados com nome da espécie e localizagdo. Foram também coletadas amostras de
folhas e flores, quando possivel, para posterior identificagdo taxondmica e sistematica dos
materiais.

A identificacdo taxonémica e sistematica dos materiais foi realizada pelo Prof. Luiz
Alberto Mattos Silva, mestre em Botanica e Curador do Herbario da UESC, llhéus, BA.

Na tabela 2 sao apresentados os materiais utilizados no presente estudo,
considerando nome cientifico e comum, procedéncia e principais caracteristicas. A figura 1

ilustra a localizaggo das coletas em municipios do Estado da Bahia.
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Tabela 1. ldentificagdo dos locais de ocorréncia de espécies de Dalbergia, segundo levantamento no Herbario do

CEPEC/CEPLAC, llhéus, BA.

Espécie

Determinador e/ou
coletor

Data

Localizacao

Observacoes

D. nigra

Pinheiro

22/07/1971

Bahia, Rodovia Lagoa Encantada. Plantagdo de
Capim.

Arvore de 10 de altura. 35 cm de diametro.
Fruto verde.

André M. de Carvalho

02/04/1986

Bahia, Municipio de Gandu. Cerca de 10 Km a
Sul de gandu, pela rodovia BR 101.

Vegetagdo de Mata Higréfila Sul Baiana.
Arvore com 9 m de altura e 20 cm de
didmetro. Tronco ramificado por rebrotacao.
Frutos imaturos verdes.

L. P. de Queiroz

13/12/1992

Bahia, Municipio de Cachoeira. Fazenda Favela.
Mata estacional. 12° 32’ S/ 39° 00’ W.

Arvore de 5 m de altura, com foliolos
cartaceos. Arbustos imaturos verdes.

D.
miscolobium

L. P. de Queiroz

1993

Bahia, Municipio de seabra. Cerca de 8 Km ao norte de
Seabra, na estrada para Lagoa da Boa Vista. Cerca de
12°20' 58" S/ 41°45' 54” W. Alt.: 960 m.s.m. Cermado

Arvore de 4 m de altura, pouco ramificado,
com tronco suberoso, sulcado. Foliolos
amarronzados.

L. P. de Queiroz

18/05/1989

Bahia, Municipio de Lencdis. Estrada que liga Lencdis
aBR 242, numa extensao de 12 Km. Coletas ao longo
da estrada. Vegetacido de Mata de Cipo.

Arvore de 6 m de altura, com 20 cm de
didmetro. Frutos imaturos, cor verde.

André M. de Carvalho

05/04/1986

Bahia, Municipio de Palmeiras. 8 Km a oeste do
Pai Inacio, pela BR 242, em diregdo a Seabra.
Cerrado.

Nomes vulgares: Jacaranda do Cerrado,
jacarandazinho do campo. Arvore com 6 m
de altura. Tronco tortuoso e casca suberosa.
Folhas glaucas, frutos imaturos verdes.

André M. de Carvalho

11/06/1992

Bahia, Municipio de Barreiras. Estrada para o
aeroporto de Barreiras. Coletas entre 5a 15 Km a
partir do centro do municipio. Cerrado.

Arbusto com 3 m de altura. Folhas
levemente discolores, acizentadas. Pétalas
enegrecidas.

Queiroz

1993

Bahia, Municipio de Seabra. Cerca de 2 Km a
sudoeste de lagoa da Boa Vista, na encosta da
Serra do Bebedor. 12° 17’ 03” S/ 41° 48 57" W.
Cerrado.

Arvore com cerca de 4 m com tronco
tortuoso, suberoso, fissurado. Foliolos
coriaceos. Frutos amarronzados.

V. C. Souza

08/03/1994

Bahia, Municipio de Caetité. 12 a 20 Km da
cidade em direcdo a Brejinho das Ametistas.
1100 a 1200 m.s.m. Entre 14° 06’10” S/ 42°
30'31" W e 14°11° 19”7 S/ 42° 29 48" W.

Arbusto com cerca de 1,7 m de altura, calice
verde claro, estandarte.

Lazara Cordeiro

24/07/1985

Sao Paulo, Instituto Florestal de Mogi Guagu —
Fazenda Campininha.

Arvores, frutos maduros.

André M. de Carvalho

05/12/1998

Bahia, Chapada Diamantina, Mucugé, Caminho
para Guiné, BR 242, Km 54. 100 m. Area de
transigao.

Arvore. Folhas com foliolos membranaceos.
Frutos imaturos verdes.
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Tabela 1. Continuacgao . . .

estrada lIhéus/ Olivenca. Vegetacao de Praia.

D. cearensis |J.C. A.Lima 24/03/1984 | Bahia, Municipio de Caetité. Lat. 14° 05’ S/ Long. | Arvore com 2,5 m de altura (fanerofitica), fruto
42° 13 W. pequeno com capsulas aladas, verdes. Altitude:
560 m; vegetagao estepe arbérea (caatinga).
S. B. da Silva 14/03/1981 | Bahia, Tanque Novo. 13° 44’ S/ 42° 24’ W. Arvore de pequeno porte, em torno de 5 m
de altura. Vegetacdo contato Savana/
Floresta Estacional.
23/03/1984 | Bahia, Municipio de Brotas de Macaubas. Entre | Arvoreta com cerca de 4 a 5 m de altura
Nova Feira e Ouricuri do Ouro. 12° 05’ S/ 42° 29’ | (fanerdfita). Fuste retilineo com 9 cm de
W. didmetro a altura do peito. Frutos
monospérmicos alados, imaturos, de cor
verde; maduros, de cor castanha. Muito
freqlente. Altitude de 610 m. Relevo de
rampas coluviais, vegetacdo de estepe
arborea (caatinga).
D. decipularis | André M. de Carvalho |03/04/1986 | Bahia, Municipio de Jacobina. Cerca de 20 Km | Mata de Cipé. Arvore com 10 m de altura,
na estrada Jacobina/ Capim Grosso. Fazenda | muito freqiente na mata local. Foliolos
Pau d’alho. levemente  discolores. Frutos  verdes
amarelados. Nome vulgar: Sebastido de
arruda. Madeira de lei comercializada na
regiao.
D. Queiroz, E. P. 07/2000 Bahia, Litoral norte, Esplanada, Baixio.|Arbusto unifoliolado glabro, membranaceo.
ecastaphyllum Margeando o rio na Barra do Una. 11° 47° S/ 37° | Flores pequenas, aladas, perfumadas.
56" W.
01/06/1966 | Bahia, Margem da rodovia Una/ Olivenga. Mata | Arbusto prostrado de 3 m, beira do mar.
Costeira. Frutos verdes.
Graziela/ Pinheiro 11/05/1966 | Bahia, Municipio de ltacaré. Beira mar. Zona | Arbusto de 1 a 2 m; frutos verdes.
calcarea.
Velva e Rudd/ T. S.|21/08/1979 | Bahia, Municipio de Ilhéus. Km 3 a 4 da rodovia | Arbusto de 3 m de altura, beira mar. Frutos
Santos Pontal/ Buerarema. Mangue. verdes.
André M. de Carvalho |03/12/1981 | Bahia, Municipio de Una, 10 Km a sudeste de | Arbusto semi-prostrado, 1 m de altura.
Una, praia a sudeste de Comandatuba. 15° 21’ S/ | Flores brancas e frutos imaturos verde
39° 00" W. palido.
André M. de Carvalho | 05/09/1989 | Bahia, Municipio de Caravelas. Cerca de 2 Km a | Arbusto escandente, crescendo na beira do
nordeste da cidade, na estrada para Ponta de | manguezal. Flores com calice creme, corola
Areia. Manguezal. alva. Frutos imaturos verdes.
André M. de Carvalho |09/10/1989 | Bahia, Municipio de Ilhéus. Cerca de 8 Km na | Planta subarbustiva escandente. Folhas

levemente discolores. Flores com corola
alva.
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Tabela 2. Espécies do género Dalbergia analisadas, se¢bes, nome

caracteristicas morfoldgicas.

cientifico e comum, acessos, procedéncias e principais

Hals! [o]
Nome Cientifico Nome Comum | Acessos Procedéncia Inflorescéncia I|30ﬂ sigao d.a 88:;:: se'r\:wei?es 2;3{2?223 do

» DMO01 Caetité

o iata _

§' DMO2 gitrada Piata/ Seabra

, . Purpura

g D. miscolobium Jacaranda-do- | DMO3 Seabra — BA _ Panicula Te_rmmal/ 1-2 58x15

ISy Cerrado Estrada Seabra/ Lengois Axilar escuro

@ DMO04

q =i .

o DMO5 Ethfda Seabra — Lengodis

DNO1 CEPLAC, llhéus - BA
. Jacaranda-da- | DN02 CEPLAC, llhéus — BA . . Amarelo
D. nigra Bahia DNO3 | Morro do Chapéu—BA | ameuia | Axllar palico |72 [8°x15
DNO0O4 Jacobina — BA
%)

g8
P o DEO1 Acuipe, llhéus — BA
) . ,
iS] Marmeleiro da Panicula .
g D. ecastaphyllum Praia, Bugi Fasciculada Axilar Branca 1 3x2
<

3 DEO02 Acuipe, llhéus — BA
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- Caetité — D. miscolobium
. Piata — D. miscolobium
Seabra — D. miscolobium
Lencois — D. miscolobium
= Morro do Chapéu — D. nigra
& Jacobina — D. nigra

. Ilhéus — D. nigra e D. ecastaphyllum - ~

Figura 1. Esbogo do mapa da Bahia, ilustrando a procedéncia das sementes das trés
espécies investigadas.
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4.2. Métodos

4. 2. 1. Pré-tratamento e germinagao de sementes

As sementes foram retiradas das vagens, lavadas e colocadas para germinagao
em placas de Petri, com papel filtro umedecido com agua destilada, a temperatura

ambiente, no escuro, em baixas condi¢gdes de umidade.

4. 2. 2. Coleta, pré-tratamentos e fixagao das raizes

As raizes foram coletadas ao atingirem aproximadamente 2 cm de comprimento,
e submetidas a tratamentos com 8-hidroxiquinolina e Cicloheximida, agentes
mitogénicos que bloqueiam a divisdo celular. Foi aplicada a 8-hidroxiquinolina na
concentracdo de 0,03 %, conforme identificado anteriormente como eficiente na
obtengcdo de células em metafase de jacaranda-da-Bahia (Silva; Bertdo, 2001), e 8-
hidroxiquinolina na concentragao de 0,03 % combinado com cicloheximida 12,5 ppm.
Este ultimo tratamento foi utilizado para obtengdo de um maior nimero de células em
metafase, uma vez que os dois inibem a producao de proteinas ligadas a formacao do
fuso mitdtico. Esses dois tratamentos foram aplicados durante um periodo de duas
horas e trinta minutos. Ainda foram feitas coletas diretamente no fixador (tratamento
controle).

Apos os tratamentos com agentes mitogénicos, as raizes foram fixadas em
solugédo Carnoy (3 partes de alcool etilico e 1 parte de acido acético P.A.), durante um
periodo minimo de 12 horas, transfereridas para etanol a 70 %, e armazenadas a 5 C,

até o momento de aplicacio das técnicas de coloragao.

4. 2. 3. Método de Feulgen

Utilizado para a visualizagao das preparagdes citolégicas, o método de Feulgen
foi conduzido como descrito anteriormente (Bertdo, 1998), com modificagdes. As raizes

previamente tratadas com agentes mitogénicos para acumulagdo de metafases foram
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retiradas da geladeira, lavadas em agua destilada por 5 minutos, submetidas a hidrdlise
acida em HCI 1N, a 60 °C por 8 minutos, lavadas em agua destilada por 5 minutos e
incubadas em Reativo de Schiff, durante 45 minutos, no escuro.

Apds lavagem em agua corrente, por 5 minutos, as raizes foram transferidas
para acido acético a 45 % por 1 a 5 minutos, a regido meristematica excisada e entao
submetida a maceragdo e ao esmagamento em solugao de orceina acética a 2 %. As
laminulas foram removidas em &acido acético a 45% ou pelo método seco com
nitrogénio liquido e, apds secagem ao ar, as laminas foram montadas em Balsamo do

Canada.

4. 2. 4. Bandamento-C

Numa primeira etapa, a metodologia de bandamento-C utilizada seguiu o
procedimento descrito por Aguiar-Perecin (1985b), com modificagdes. As raizes
armazenadas no fixador Carnoy foram retiradas da geladeira para atingir temperatura
ambiente. Em seguida, elas foram transferidas para acido acético 45 % por um periodo
de 2 a 5 minutos, no intuito de promover certo amolecimento no tecido. Foi realizada a
disseccao da ponta da raiz, que é a regido onde esta concentrado o tecido
meristematico e entdo maceradas e esmagadas na mesma solugéo.

As preparagdes foram observadas ao microscépio de contraste de fase, para
verificar a presenca de metafases com boa qualidade, contendo cromossomos nitidos e
espalhados. As melhores preparagdes foram selecionadas para a aplicagcdo da
metodologia de bandamento-C. A separagdo de laminas e laminulas foi obtida através
da remoc¢ao das laminulas em &acido acético a 45 %, as preparacdes foram dispostas
para secagem e em seguida armazenadas em etanol absoluto a 4 °C, por no minimo 24
horas. Posteriormente, as preparagbes foram dispostas para secagem ao ar, e entéo
submetidas a tratamento com solugéo saturada de hidroxido de bario a 37 °C, por um
periodo de 20 minutos, com duas lavagens subsequentes com agua destilada. As
preparagdes foram transferidas para solugéo salina 2 x SSC (cloreto de sédio 0,3 M +
citrato de sodio 0,03 M), a temperatura ambiente, por 5 minutos e incubadas na mesma

solugéo de 2 x SSC a 60 °C, por 1 hora. Apos lavagem em agua destilada, realizou-se a
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desidratacdo do material em uma série mistura aquosa com etanol (70 %, 95 % e 100
%) e uma posterior secagem. Para visualizagdo das bandas, as preparagdes foram
coradas em solugcdo de Giemsa a 2 % (pH 6,8), por 10 minutos, lavadas em agua
destilada, novamente dispostas para secagem e, por fim, montadas em Balsamo do
Canada.

Por causa da grande dificuldade de obter boas preparagdes, que pudessem
evidenciar bandas distintas e de boa qualidade, optou-se-se optar por uma nova
metodologia de bandamento-C, que foi descrita por Fernandez et al. (2002). Esse novo
protocolo utiliza a formamida como agente desnaturante, o0 que nos proporcionou a
obtencao de preparagdes com melhor definicdo da morfologia cromossémica e nitidez
de bandas, livre das precipitacbes causadas pela agdo do hidroxido de bario. As
preparagdes foram obtidas pelo método de maceragdo e esmagamento descrito acima.

Para o Bandamento-C, colocou-se 20 uL de formamida a 50 % (solugéo
aquosa) sobre a lamina e cobriu-se com laminula. Num primeiro momento as
preparagdes foram incubadas em formamida por 2 minutos, a temperatura de 70 °C e,
em seguida, mantidas na mesma solugdo por um periodo de 60 minutos a 37 °C. As
preparagdes foram lavadas em solugéo salina 2 X SSC (cloreto de sodio 0,3 M + citrato
de sodio 0,03 M) por 60 minutos a temperatura ambiente. Por fim, as preparacdes
foram coradas em solugao de Giemsa a 5 % (pH 6,8), por 20 minutos, lavadas em agua

destilada, dispostas para secagem ao ar e entdo montadas em resina Neo-Mount.

4. 2. 5. Coloragao com nitrato de prata

A técnica de Howell & Black (1980) foi utilizada na tentativa de se estabelecer a
localizag&o de sitios de rDNA nos cromossomos metafasicos das espécies em analise.
Raizes pré-tratadas e mantidas em solugdo Carnoy foram esmagadas em acido acético
a 45 % e a qualidade das preparagdes citolégicas monitorada em microscopio de
contraste de fase. Laminas e laminulas foram separadas em acido acético a 45 % e
dispostas para secar a temperatura ambiente. Para coloragcédo, foram adicionadas as
preparagdes 2 gotas de solugdo de gelatina a 2 % e 4 gotas de solugdo aquosa de

nitrato de prata a 50%. As preparagdes foram entdo incubadas em cédmara umida a 70
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°C, e o tempo de coloragdo monitorado através de observagdes ao microscopio optico.
ApOs separagao de laminas e laminulas com agua destilada, seguida de secagem ao
ar, as preparagoes citolégicas foram montadas em Balsamo do Canada.

Ainda foi aplicada uma nova e rapida metodologia de coloragdo com nitrato de
prata para a visualizacdo das RONs em cromossomos metafasicos. Os procedimentos
seguiram a técnica descrita por Kavalco & Pazza (2004). Foram colocados 2 gotas de
solugédo aquosa de gelatina a 1 % com 0,25 % de acido formico e 4 gotas de nitrato de
prata a 25 % sobre a lamina e cobertos com laminula. As preparacdes foram incubadas
por 5 segundos em microondas de alta poténcia. Em seguida as laminulas foram
removidas e procedeu-se a lavagem das preparagdes em agua destilada. Com o
objetivo de visualizar melhor os cromossomos, as preparagdes foram contracoradas
com solugéo de Giemsa a 5 %, por 30 segundos. Apds lavagem, as preparag¢des foram
dispostas para secagem ao ar e posterior montagem em Neo-Mount.

Para a analise de nucléolos em nucleos interfasicos, o procedimento adotado foi
aquele descrito por Fernandez-Gomes et al. (1969). As raizes foram fixadas
diretamente em solug¢do contendo 1 parte de formol a 10 % e 1 parte de hidroquinona a
1 % por 2 horas, a temperatura ambiente, seguindo-se de lavagem em agua destilada,
por 3 vezes. Apos transferéncia para solugdo aquosa de nitrato de prata a 2 %, as
preparacdes foram incubadas no escuro, a 37 °C, por 15 horas. Foram realizadas novas
lavagens em agua destilada, e as raizes foram novamente submetidas a mistura
fixadora por 2 horas, a temperatura ambiente. A maceragdo e 0 esmagamento das
raizes foram feitos em acido acético a 45 % para obtengao das preparagdes citoldgicas.
ApoOs visualizagdo em microscopio Optico, as melhores preparagdes foram
selecionadas, dispostas em acido acético a 45 %, para remogéao da laminula, seguindo-

se de secagem e montagem das mesmas em Balsamo do Canada.

4. 2. 6. Obtencao das fotomicrografias

Foi realizada a anadlise das preparagbes mitoticas coradas pelo método de
Feulgen, visando a confirmacdo do numero cromossémico das espécies e identificagcao

de cromossomos individuais. Para a obtencdo das medidas cromossémicas foram
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utiizadas metafases mitdticas intactas, que apresentaram cromossomos
morfologicamente nitidos e adequadamente espalhados.

Um minimo de sete e maximo de 10 células mitéticas, de cada espécie, foram
selecionadas e fotomicrografadas em fotomicroscépio Olympus, com objetiva de
imersao 100, utilizando-se o filme Kodak Technical Pan. Para a obtencdo das
ampliagdes fotograficas foi empregado papel KODABROME PRINT RC F3.

4. 2. 7. Andlise morfométrica dos cromossomos e elaboragao dos cariétipos

As micrografias foram ampliadas e utilizadas para a medicdo dos cromossomos
das espécies. Desse modo, foi feita a identificagdo de cada par cromossémico e
organizagao dos mesmos em ordem decrescente de tamanho.

As medidas cromossémicas foram realizadas com auxilio de compasso de ponta
seca e papel milimetrado (limite de 0,5 mm) em ampliagdes fotograficas de 8.500 vezes,
determinando-se os valores de comprimento cromossémico em milimetros
(comprimento do brago maior e do bragco menor). Com base nestes dados foram
determinados os seguintes parametros: comprimento absoluto (CA, em micrémetros),
comprimento relativo (CR, em %), relacdo de bragos (RB) e comprimento do lote
hapléide (CLH, em micrémetros).

Os valores de comprimento relativo e relacdo de bracos foram estimados de
acordo com a metodologia descrita por Aguiar-Perecin & Vosa (1985), conforme

apresentado a seguir.

braco maior

RB =
braco menor

A média de relagao de bracos dos dois elementos de cada par de homdlogos foi
determinada para cada célula analisada. O comprimento relativo foi estimado em
termos de percentagem em relagdo ao comprimento total do lote hapléide, e, a média

de cada par de homodlogos foi estimada para cada célula analisada.
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comprimento absoluto do par
CR= x 100
comprimento total do lote haploide

A partir desses dados foram determinados os caribtipos das espécies analisadas,
onde os cromossomos foram pareados conforme seus valores de comprimento absoluto

e relagbes de bracos, sendo entdo organizados em ordem decrescente de tamanho.

4. 2. 8. Analise da variabilidade cariotipica

A despeito das similaridades encontradas entre as espécies, procedeu-se a
avaliacdo comparativa de parametros que pudessem indicar possiveis variagdes nos
padrées cariotipicos. Para tanto, os dados morfométricos foram comparados
estatisticamente segundo delineamento inteiramente casualizado, sendo os valores
médios comparados através do Teste de Tukey, utilizando-se o Programa SAS-PGLM.

Os parametros estabelecidos foram: o comprimento absoluto dos cromossomos
maior e menor, o comprimento do lote hapléide e a relagcdo entre os cromossomos
maior e menor.

A analise dos valores de comprimento absoluto dos pares maior e menor foi
desenvolvida com o intuito de se verificar o grau de conservagcdo entre esses
Cromossomos.

Para a avaliagdo comparativa dos comprimentos de lote haploide foram
considerados os valores de comprimento do lote hapléide de cada um dos materiais
para verificar variagbes no complemento cromossOmico e relaciona-las a provaveis
variagdes no conteudo de DNA.

A relagao (R) entre os pares numero um e numero 10 foi utilizada para verificar a
variabilidade da posi¢ao do centrdbmero nos diferentes cariétipos, com base na seguinte

expressao:

comprimento absoluto do cromossomo maior

comprimento absoluto do cromossomo menor
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5. 1. Aspectos gerais dos carioétipos

A identificagcdo de todos os pares cromossOmicos e a elaboragao de cariétipos
das espécies foi realizada a partir dos dados de comprimento absoluto, relacdo de
bracos e comprimento relativo dos cromossomos (Tabela 3).

A observacdo de metafases mitdticas evidenciou um numero cromossémico
basico 2n = 20 cromossomos para todas as espécies analisadas, corroborando com os
dados reportados na literatura para o género Dalbergia (Bandel, 1972).

As Figuras de 2 a 4, correspondem as metafases mitéticas, caridtipos e
ideogramas, elaborados para cada material. A analise das mesmas revelou que, apesar
da similaridade observada no aspecto geral dos complementos cromossOmicos das
espécies analisadas, existem diferengas significativas que permitem sua distingéo.

A andlise morfométrica, os ideogramas e os caridtipos representativos das
especies D. miscolobium, D. nigra e D. ecastaphyllum apresentam-se descritos pela
primeira vez no presente trabalho, uma vez que nenhuma informac&o sobre a
caracterizagao cromossOmica destas espécies foi encontrada na literatura relacionada.
Desta forma, os resultados aqui obtidos mostraram-se essencialmente importantes para
caracterizar a posi¢cao desta espécie no género, suas relagbes de parentesco com
outras espécies e sua participagao no processo evolutivo.

A falta de informacbes sobre a caracterizagdo cromossémica de espécies do
género, nao proporcionou uma avaliagdo comparativa desse padrao cariotipico com as
outras espécies. Os resultados permitiram descrever os cariotipos das espécies de

Dalbergia distintamente.
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a) Dalbergia miscolobium

Para a analise morfométrica dos cromossomos desta espécie, foram avaliadas
oito metafases mitéticas, de dois diferentes acessos desta planta, que mostraram um
cariotipo padrao (2n = 20) consistindo de nove pares de cromossomos com centrdbmero
mediano e submediano, dentre eles, cromossomo n° 1 (RB 1,15), cromossomo n° 2 (RB
1,22), cromossomo n° 3 (RB 1,16), cromossomo n°® 5 (RB 1,13), cromossomo n° 6 (RB
1,51), cromossomo n° 7 (RB 1,37), cromossomo n°® 8 (RB 1,27), cromossomo n° 9 (RB
1,37), cromossomo n° 10 (RB 1,30) e um par significativamente distinto, com
centrbmero submediano, o par cromossémico n° 4 (RB 2,38), conforme Tabela 3 e
Figura 3a.

Observou-se a ocorréncia de apenas um par satelitado para esta espécie. A
analise de metafases mitéticas neste material revelou o posicionamento do satélite no
par cromossOmico n° 4, segundo a classificacdo deste par quanto ao tamanho
cromossOmico absoluto e comprimento relativo. A porcdo de DNA correspondente ao
satélite foi considerada grande, a despeito do observado na literatura para outras
espécies de plantas (Bertdo 1993, Ferreira, 1998, Carvalho & Guerra, 2002). Nao foi
possivel determinar a distancia entre a regido terminal do brago curto e o satélite, ndo
sendo possivel se estabelecer um padrao entre as metafases analisadas.

O comprimento absoluto dos cromossomos desta espécie variou de 4,13 a 2,16
micrébmetros para os pares cromossdmicos maior € menor, enquanto o comprimento
relativo ficou entre 13,76 e 7,13 % (Tabela 3). Nao foram observadas variagdes entre os

exemplares avaliados.
b) Dalbergia nigra

O cariotipo desta espécie (2n = 20) apresentou 10 pares de cromossomos com
centrdbmero mediano e submediano, dentre eles, cromossomos n° 1 (RB 1,17),

cromossomo n° 2 (RB 1,25), cromossomo n° 3 (RB 1,23), cromossomo n°® 4 (RB 1,22),

cromossomo n° 5 (RB 1,38), cromossomo n° 6 (RB 1,36), cromossomo n°® 7 (RB 1,20),
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cromossomo n° 8 (RB 1,1,28), cromossomo n° 9 (RB 1,30), cromossomo n° 10 (RB
1,30), conforme Tabela 3 e Figura 3b.

Para esta espécie, foram avaliadas 10 metafases de trés acessos distintos.
Observou-se variacdo com relacdo ao numero de satélites, onde na maioria das células
so foi evidenciado um par cromossOmico satelitado e em apenas duas metafases foi
detectada a presenca de dois pares cromossOmicos satelitados. As analises revelaram
0 posicionamento do satélite no par cromossémico n° 5 e naquelas metafases em que
ocorreram a presenga de dois satélites, este segundo estaria posicionado no par
cromossémico n° 1. A distancia entre a regiao terminal do brago curto e o satélite ndo
foi determinada, ndo sendo possivel estabelecer se houve um padrdo entre as
metafases analisadas (Figura 2b e 3b).

O tamanho absoluto dos cromossomos desta espécie variou entre 3,10 e 1,75
microbmetros para os pares cromossdmicos maior e menor, respectivamente. O

comprimento relativo variou de 12,88 a 7,28 % (Tabela 3).

c) Dalbergia ecastaphyllum

Os dois acessos desta espécie apresentaram cariétipos similares, consistindo de
nove pares de cromossomos com centrdbmero mediano e submediano, dentre eles,
cromossomo n° 1 (RB 1,22), cromossomo n° 2 (RB 1,49), cromossomo n°® 3 (RB 1,37),
cromossomo n° 4 (RB 1,29), cromossomo n° 5 (RB 1,43), cromossomo n°® 7 (RB 1,25),
cromossomo n° 8 (RB 1,52), cromossomo n° 9 (RB 1,33), cromossomo n°® 10 (RB 1,18)
e um par satelitado acrocéntrico, caracteristicamente distinto.

Nesta espécie o satélite esta posicionado no par cromossdmico n° 6, ndo sendo
observada a presencga de constricao primaria (Figuras 2c e 3c). Nao houve variagao no
tamanho do satélite, sendo este considerado grande.

O tamanho absoluto dos cromossomos variou de 3,64 a 2,13 micrébmetros para o
maior e o menor par, enquanto o comprimento relativo foi entre 13,51 e 7,89 % (Tabela
3).
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Tabela 3. Valores de comprimento absoluto (CA. - micrébmetros), relagao de bragos (RB), comprimento relativo (CR - %) e

comprimento do lote hapléide (CLH - micrébmetros) das espécies de Dalbergia analisadas

ESPECIES CROMOSSOMOS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 CLH
D. miscolobium um+* s pym* s yuym+* s puym* s pwym* s pm* s puym+ s pym+* s um* s pum * s pm £ s

CA 413 064 384 062 3,30 055 3,20 0,63 3,01 0,52 2,89 0,50 2,72 0,46 252 047 236 049 2,16 047 30,11 5,04
RB 1,15 0,07 1,22 0,10 1,16 0,12 2,38 0,81 1,13 0,14 1,51 0,28 1,37 0,29 1,27 0,15 1,37 0,19 1,34 0,34
CR 13,76 1,0512,77 0,65 10,99 0,65 10,59 0,62 9,98 0,46 9,59 0,39 9,04 043 8,34 040 7,81 0,74 7,13 0,54

D. nigra CA 3,10 0,34 291 031 269 025 247 028 244 0,22 236 028 228 0,22 212 0,20 1,97 0,18 1,75 0,12 24,08 1,98
RB 1,17 0,19 125 0,14 123 0,10 1,22 0,11 1,38 0,27 1,36 020 1,20 0,19 1,28 0,19 1,30 0,19 1,30 0,17
CR 12,88 0,93 12,07 0,87 11,16 0,26 10,24 0,53 10,16 0,74 9,79 0,44 9,45 0,40 8,80 0,28 8,17 0,50 7,28 0,61

D. ecastaphyllum  CA 3,64 047 345 0,62 3,00 048 2,74 039 269 041 252 037 252 033 251 038 227 041 2,13 044 2711 4,29
RB 1,22 0,17 1,49 0,23 1,37 0,17 1,29 0,27 1,43 0,21 - 1,25 0,16 1,52 0,34 1,33 0,10 1,18 0,44
CR 13,51 0,8512,69 0,64 11,07 0,83 10,15 0,64 9,96 0,77 9,13 046 9,28 0,37 9,33 0,61 8,36 052 7,89 0,56

29



Figura 2: Aspecto geral dos cromossomos metafasicos a partir de preparagoes
mitoticas: a) D. miscolobium (2n = 20); b) D. nigra (2n = 20); e, c) D.

ecastaphyllum (2n = 20). Setas indicam cromossomos satelitados.
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Figura 3: Cariétipos comparativos das trés espécies, a) D. miscolobium (2n = 20), b) D.

nigra (2n = 20) e c) D. ecastaphyllum (2n = 20).
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5. 2. Variabilidade cariotipica intra e interespecifica

Com base na morfologia cromossémica, analisada através dos parametros
comprimento absoluto, comprimento relativo e relacdo de bracos, foi possivel identificar
e caracterizar os cromossomos das trés espécies de Dalbergia avaliadas neste
trabalho.

A avaliagdo comparativa entre os cariotipos destes materiais permitiu constatar a
ocorréncia de um padrao cariotipico dentro de cada espécie. Nao foram observadas
maiores variagdes intraespecificas. Para a espécie D. nigra, as analises foram
procedidas em 10 metafases de trés acessos desta espécie. Foram evidenciados dois
pares de cromossomos satelitados, sendo estes o par cromossémico n° 1 e o par
cromossOmico n° 5, no entanto, esta observacao s6 foi possivel em duas das 10
metafases avaliadas, sendo estas células de um unico exemplar; nas outras s6 ocorreu
satélite no cromossomo cinco. Esse fato leva a sugerir que existe variagao
intraespecifica para esta espécie no que diz respeito a numero de satélites, porém
torna-se necessaria uma investigagdo mais detalhada, com um numero maior de
células metafasicas e de acessos deste material.

Para D. miscolobium e D. ecastaphyllum nao foram observadas variagcoes
intraespecificas, e todas as células analisadas revelaram o0 mesmo padrdo
cromossomico.

Apesar das similaridades observadas, ocorreram diferengas significativas entre
as espeécies quanto a: tamanho absoluto; posi¢cdo do centrémero; numero, tamanho e,
principalmente, pela variagdo na posi¢cao do satélite (Figuras 3 e 4).

O comprimento do lote hapldide mostrou-se razoavelmente variavel, revelando a
espécie D. miscolobium como a de maior complemento cromossdmico, seguida por D.
ecastaphyllum e a D. nigra. D. miscolobium diferiu significativamente de D. nigra com
relacdo ao comprimento do lote hapldide, ja D. ecastaphyllum possui comprimento do
lote haploide, com valor intermediario entre as duas primeiras (Tabela 3).

Os caridtipos mais divergentes evidenciados entre as espécies de Dalbergia
analisadas no presente estudo, no que diz respeito ao comprimento dos cromossomos,

foram os correspondentes as espécies D. miscolobium e D. nigra. O comprimento
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cromossbmico absoluto dos pares n° 1, 2 e 3 divergiu significativamente entre as
especies D. miscolobium e D. nigra. D. ecastaphyllum apresentou cromossomos com
valores intermediarios entre essas duas, com relacdo aos trés primeiros pares
cromossémicos (Tabela 3).

Os dados de comprimento absoluto para os pares cromossémicos n° 4, 5, 6, 7, 8,
9 e 10 nao revelaram diferengas significativas entre as espécies.

Com relacdo ao parametro relacdo de bragos houve correspondéncia entre os
pares cromossémicos das diferentes espécies, sendo o par cromossémico n° 1 bem
caracteristico, com centrémero mediano (RB ~ 1,14 — 1,22) e os pares cromossOmicos
n° 2, 7,8 e 9 com centrdbmero submediano (RB ~ 1,20 — 1,52).

O par cromossdmico n° 3 apresenta variabilidade entre as espécies no que diz
respeito a relagdo de bracos. As espécies D. ecastaphyllum e D. nigra apresentam
relacdes de braco 1,36 e 1,23 respectivamente para este par cromossdmico, estando o
centrébmero posicionado submedianamente. D. miscolobium difere das duas primeiras
espécies citadas quanto ao par cromossdmico n° 3, onde o centrdmero ocupa uma
posi¢cdo mediana (RB 1,16).

O cromossOmico n° 4 também mostrou divergéncia entre as espécies D.
ecastaphyllum (RB — 1,29) e D. nigra (RB — 1,22) em comparagao com a relagao de
bragco de D. miscolobium (RB — 2,38). Apesar das trés espécies apresentarem pares
cromossémicos com centrdmeros na regido submediana, existe uma diferenga
significativa nos valores de relagdo de bragco das duas primeiras em relagdo a D.
miscolobium. Nesta ultima, o par cromossémico n° 4 também se mostra diferente das
outras pela ocorréncia do satélite.

D. miscolobium difere de D. ecastaphyllum e D. nigra com relacdo ao
posicionamento do centrbmero para o par cromossdmico n° 5. D. miscolobium
apresentou um centrémero mediano (RB — 1,13), enquanto D. ecastaphyllum (RB —
1,42) e D. nigra (RB — 1,38) apresentaram centrdmeros submedianos. E no par
cromossOmico n° 5 que esta ligado o satélite de D. nigra, porém a mesma nao diferiu
significativamente de D. ecastaphyllum com relagao ao posicionamento do centrébmero.

O par cromossOmico n° 6 apresentou-se com centrémero submediano nas

espécies D. miscolobium (RB — 1,51) e D. nigra (RB — 1,36), com excegao da espécie
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D. ecastaphyllum, onde este par além de ser acrocéntrico € também o portador do
satélite.

No par cromossémico n° 10, diferengas foram observadas entre as espécies D.
miscolobium (RB — 1,34) e D. nigra (RB — 1,30) que evidenciaram centrdmero
submediano, em comparagao com D. ecastaphyllum (RB — 1,18), onde o centrdbmero
ocupou uma posi¢cao mediana.

As espécies mostraram-se divergentes com relagdo a posi¢cao do satélite. Para
D. miscolobium o satélite pode ser observado no par cromossdmico n° 4 (Figuras 3 e
4), enquanto que para D. nigra no par cromossémico n° 5 e D. ecastaphyllum no par
cromossémico n° 6. Porém entre as espécies D. nigra e D. ecastaphyllum nao ocorreu
variabilidade significativa com relagdo ao comprimento cromossémico dos mesmos. Ja
a espécie D. miscolobium apresentou o cromossomo satelitado com tamanho absoluto

relativamente maior (Tabela 3).

5. 3. Avaliagao da variabilidade dos cariétipos

Para avaliar os niveis de variabilidade e simetria entre os cariétipos dos materiais
foram avaliados o tamanho dos complementos cromossémicos (Tabelas 3 e 4), os
comprimentos absolutos dos pares cromossdmicos maior (Tabela 5) e menor (Tabela 6)
e os valores dados pela relagdo cromossomos maior/cromossomos menor (R).

A avaliagdo dos resultados da anadlise de variancia e do teste de Tukey para o
comprimento do lote hapléide (Tabela 4) sugeriu divergéncias entre as espécies, com
relagdo ao conteudo do DNA nuclear. As variagdes dentro de um género podem ocorrer
através de eventos como dele¢des ou adigdes de sequéncias de DNA.

D. miscolobium apresentou os maiores valores de comprimento do lote hapldide,
sendo considerado distinto de D. nigra, que apresentou os menores valores de
complemento cromossdmico. D. ecastaphyllum apresentou valores intermediarios, nao
sendo significativamente distintos de D. miscolobium, nem de D. ecastaphyllum (Tabela
4). Apesar das diferencas de comprimento absoluto, o comprimento relativo nao
evidenciou diferengcas significativas entre as espécies. Essa uniformidade no
comprimento relativo pode refletir alteragbes proporcionais ao tamanho de cada

cromossomao.
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Para a analise de comprimento absoluto do par cromossdmico maior (Tabela 5),
o teste de Tukey evidenciou diferengas entre as espécies. D. miscolobium apresentou o
maior valor para este parametro, ficando mais distante de D. nigra, que revelou o menor
valor para o cromossomo um. Porém todas as espécies mostraram ser correspondentes
com base na anadlise de relagdo de brago, onde o0s cromossomos apresentaram
centrdbmeros na regiao mediana.

Os resultados do teste de Tukey para o par cromossémico menor revelaram uma
correspondéncia maior, apesar de D. miscolobium continuar apresentando valores mais
elevados, seguida de D. ecastaphyllum e D. nigra, respectivamente. Ainda foi feita a
avaliagcao da relagao entre os pares cromossdmicos maior e menor. Constatou-se que
nao houve grande variagdo entre as espécies. D. miscolobium apresentou a maior
relacdo entre os pares cromossémicos maior e menor (1,94), mantendo a tendéncia
com relagdo aos maiores valores de comprimento cromossdmico. Porém observou-se
que D. nigra apresentou relagdo entre os pares cromossémicos maior e menor (1,78)
maior que D. ecastaphyllum (1,74). Esta observacdo, apesar de nao ser
estatisticamente significativa pode refletir um caridtipo mais simétrico quanto ao

tamanho dos pares cromossdmicos para D. ecastaphyllum.
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Tabela 4. Analise de variancia para os valores de comprimento de lote hapldide e

resultados do teste de TuKey para as espécies de Dalbergia analisadas

FV GL QM F
TRATAMENTOS 11 21,5911106 1,13
RESIDUOS 13 19,0866960

Xm = 26,85880 + 4,368832
CV =16,26593 %

ESPECIES MEDIAS 5%
D. miscolobium 30,108 a
D. ecastaphyllum 27,110 ab
D. nigra 24,084 b

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado.

Tabela 5. Analise de varidncia para os valores de comprimento absoluto do par

cromossOmico maior, n° 1, e resultados do teste de TuKey para as espécies

de Dalbergia analisadas

FV GL QM F
TRATAMENTOS 11 0,62977756 2,69
RESIDUOS 13 0,23451930

Xm = 3,582800 + 0,484272
CV =13,51658 %

ESPECIES MEDIAS 5%
D. miscolobium 4,1300 a
D. ecastaphyllum 3,6443 ab
D. nigra 3,1020 b

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado.
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Tabela 6. Analise de variancia para os valores de comprimento absoluto do par
cromossémico menor, n° 10, e resultados do teste de TuKey para as

espécies de Dalbergia analisadas

FV GL QM F
TRATAMENTOS 11 0,18609316 1,23
RESIDUOS 11 0,15164597

Xm =1,978261 + 0,389417
CV =19,68484 %

ESPECIES MEDIAS 5%
D. miscolobium 2,1986 a
D. ecastaphyllum 2,1083 a
D. nigra 1,7460 a

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado.

5. 4. Aplicagao de bandamento cromossémico

5. 4. 1. Bandamento-C

Objetivando a possivel deteccdo de diferenciagdo ao longo do complemento
cromossOmico das espécies de Dalbergia em analise neste estudo, foram empregadas
técnicas de bandamento cromossémico. Como na literatura ndo foram encontrados
trabalhos referentes a aplicagdo da metodologia de bandamento C para o género,
foram realizados varios ensaios experimentais visando o estabelecimento de uma
técnica que melhor se adequasse. Numa primeira etapa, a metodologia de
bandamento-C utilizada seguiu o procedimento descrito por Aguiar-Perecin (1985b),
com modificagdes. Essa técnica foi escolhida por ter sido descrita para milho, que € um
organismo modelo para plantas. Porém, na analise das preparag¢des obtidas a partir das

trés espécies de Dalbergia em estudo, ndo foram evidenciados cromossomos com
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bandas heterocromaticas distintas, provavelmente devido a excessiva desnaturagao
dos cromossomos € a grande precipitagao deixada pelo hidroxido de Bario.

Como os cromossomos das espécies aqui estudadas sdo de tamanho reduzido e
de dificil manuseio, o que refletiu na grande dificuldade de obter boas preparagdes que
pudessem evidenciar bandas distintas e de boa qualidade, optou-se optar por uma nova
metodologia de bandamento-C. Para tanto, foi aplicada a metodologia descrita por
Fernandez et al. (2002). Esse novo protocolo utilizou formamida como agente
desnaturante, o que nos proporcionou a obtengao de preparagées com boa qualidade,
livre das precipita¢cdes causadas pela agédo do hidroxido de bario.

Foi possivel detectar a ocorréncia de bandas-C centroméricas nas trés espécies
de Dalbergia analisadas (Figura 5). O padrdo observado indica a presenca de
heterocromatina constitutiva nas regiées centroméricas de todos os cromossomos dos
complementos das trés espécies, sendo algumas mais evidentes para determinados
pares cromossomicos.

Em virtude da dificuldade de se obter metafases com o6timo grau de
condensacgao, nao foi possivel proceder a identificacdo de cada par cromossOmico nas
células em que foram aplicadas as técnicas de bandamento-C. Porém, como observado
na Figura 5, foi evidenciada a ocorréncia de bandas-C na regidao centromérica de todos
0S Cromossomos.

Como citado anteriormente, ndo foi encontrada literatura relacionada ao género
Dalbergia sobre estudos de bandamento cromossémico, o que torna dificil maiores
comparagoes. Outros grupos de plantas tém sido utilizados em estudos de
bandamento-C. D’emerico et al. (2000), analisaram espécies de Serapias quanto a
presenca de bandas-C. Neste caso, a metodologia de bandamento-C empregada revelou
diferentes quantidades de heterocromatina, com bandas em varios pares cromossdmicos,
localizadas no centrdmero, assim como em Dalbergia. Em Serapias, alguns pares
revelaram bandas teloméricas no brago curto dos cromossomos ou bragos curtos
heterocromaticos. Acredita-se que em Dalbergia podem ocorrer bandas teloméricas, porém
€ necessario a avaliagdo em um numero maior de células para constatar a presencga

destas regides heterocromaticas nas trés espécies estudadas.
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Figura 5: Prometafases mitéticas coradas com a metodologia de Bandamento-C: a) D.

miscolobium; b) D. nigra; e, c) D. ecastaphyllum.
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5. 4. 2. Coloragao com nitrato de prata

O método de Howell & Black (1980) utilizado para detectar as regides
organizadoras de nucléolos (RONSs), particularmente em cromossomos mitoticos, nao
apresentou resultados satisfatérios, pois foram observadas apenas marcacoes
inespecificas em varios cromossomos profasicos e prometafasicos.

Com o objetivo de aprimorar a técnica para melhor evidenciar os sitios de rDNA
nos cromossomos metafasicos das trés espécies em estudo, ainda foi aplicada uma
nova e rapida metodologia de coloragdo com nitrato de prata para a visualizagdo das
RONSs. O procedimento seguiu, em linhas gerais a técnica descrita por Kavalco & Pazza
(2004). A observacao das preparagdes citoldgicas ndo evidenciou a ocorréncia de
cromossomos metafasicos marcados. Constatou-se que a qualidade das preparacdes
nao foi ideal para a observagdo de cromossomos metafasicos distintos, revelando a
necessidade de um melhor refinamento no preparo das laminas.

Estudos recentes mostraram a eficacia da utilizacao de microondas para a deteccao
de Ag-RONs em preparagbes cromossOmicas mitoticas, revelando bandas com qualidade
similar aquelas obtidas através do método convencional descrito por Howel & Black (1980).
Essa nova técnica de coloragdo com prata reduziu drasticamente o tempo necessario de
deteccdo das RONs, podendo ser evidenciado em aproximadamente cinco segundos. O
método convencional de impregnagao com prata deve ser monitorado em cadmara umida
até a obtencéo da coloracdo adequada. Em temperatura de 60 °C o tempo de coloragéo
pode variar entre trés e cinco minutos, com a temperatura elevada a preparagao pode
secar a ponto de prejudicar a qualidade da mesma. Além do curto tempo de exposigao,
esse método permite o preparo de varias laminas ao mesmo tempo, uma vez que a
irradiacdo de microondas se distribui homogeneamente entre elas e reduz a precipitagéo
causada pela prata. (Kavalco e Pazza, 2004).

O método de Fernandez-Gomez (1969) utilizado para deteccdo das regides
organizadoras de nucléolos (RONs) em nucleos interfasicos apresentou resultados
positivos para as espécies em analise. Conforme demonstrado na figura 6, foi possivel
observar a marcacao de 1 e 2 nucléolos, variaveis em tamanho nos nucleos interfasicos e

correspondentes a 1-2 sitios ribossdmicos ativos.
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Cc

Figura 6. Nucleos interfasicos, evidenciando um a dois nucléolos por espécie: a) D.
miscolobium; b) D. nigra; e, c) D. ecastaphyllum.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados da analise da morfologia cromossémica nas espécies
Dalbergia miscolobium, D. nigra e D. ecastaphyllum foi possivel estabelecer as

seguintes conclusoes:

1. O género apresenta um caridtipo padrdo, constituido de 10 pares
cromossOmicos com centrbmeros medianos e submedianos. E, apesar das
similaridades encontradas nos cariétipos das espécies em estudo, existem variagcoes
que permitem caracterizar cada cromossomo individualmente, bem como cada espécie.

2. Existem variagdes interespecificas relacionadas ao tamanho cromossémico,
ao numero e a posigcao do satélite. Em alguns casos, também ocorrem variagdes no
posicionamento do centrémero.

3. Variagbes intraespecificas foram observadas com relagdo ao numero de
satélites na espécie D. nigra, ocorrendo dois pares de cromossomos satelitados em
duas das 10 metafases avaliadas e apenas um par cromossOmico com satélite nas
outras.

4. A técnica de bandamento C evidenciou a ocorréncia de bandas-C
centromeéricas e pericentroméricas nas trés espécies de Dalbergia analisadas.

5. A comparacao entre os resultados obtidos a partir dos métodos de impregnagéo
pela prata permitiu considerar que as trés espécies em analise tém um maximo de dois
nucléolos por célula nos nucleos interfasicos, correspondentes a existéncia de dois sitios,

contendo genes ribossomais ativos.
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7. PERSPECTIVAS

1. A técnica de bandamento-C mostra-se aplicavel para as espécies de Dalbergia
entretanto, estudos mais detalhados s&o necessarios para o estabelecimento de
padrdes de bandas e posterior diferenciacdo cromossémica intra e interespecifica.

2. Por causa das limitacdes técnicas, nao foi possivel estabelecer o posicionamento
definitivo dos sitios ativos de genes ribossomais em cromossomos especificos.
Modificagbes nos métodos de coloragdo com prata e o uso de hibridagdo in situ deverao
ser utilizadas para caracterizar as regides cromossdmicas dos genes ribossomais.

3. A despeito da falta de informacdes acerca da caracterizagdo cromossémica de
espécies de Dalbergia, tais estudos mostram ser potencialmente importantes para o
estabelecimento de relagbes entre espécies e contribuicdo das mesmas na evolugédo do
género.

4. Serao investigadas, citogeneticamente, novas espécies de Dalbergia, com o
objetivo de estabelecer relagdes entre espécies e ampliar as informacdes acerca da

caracterizagao cromossdmica do género.
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