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RESUMO

Leguminosae Adans. configura-se entre as maiores € mais importantes familias de
Angiospermas. Com 727 géneros e cerca de 19.325 espécies, esta amplamente distribuida
mundialmente e representa um dos principais elementos dos ecossistemas brasileiros.
Dalbergieae s. /., uma das maiores tribos de Papilionoideae, ndo tem sua circunscricao
definida, uma vez que a mesma vem sendo radicalmente alterada nos tltimos anos. Sendo
assim, sao necessarios dados adicionais, além dos taxondmicos, para auxiliar essa questao.
Desse modo, esse estudo objetivou fornecer e analisar dados citogenéticos de
representantes de Dalbergieae, sobretudo do clado Dalbergia s. str., com a finalidade de
auxiliar no melhor entendimento taxondmico e evolutivo da tribo. Além disso, o presente
trabalho também teve como objetivos aprofundar as analises cromossOmicas, a partir da
producdo de novas sondas para a hibridizagdo fluorescente in situ, contribuindo para o
conhecimento cromossdmico de representantes de Leguminosae. Para isso, foram utilizadas
as técnicas de coloragdo convencional com Giemsa, de bandamento cromossdmico
CMA/DAPI e de hibridizagao in situ (FISH). Foi efetuada uma revisdao dos numeros
cromossdmicos ja publicados para o clado Dalbergia s. str., os quais foram analisados em
conjunto com os dados obtidos neste trabalho. As novas sondas foram confeccionadas a
partir de sequéncias de DNA de Phaseolus vulgaris L. inseridas em cromossomos artificiais
de bactérias (BACs) e de sequéncias de DNA microssatélites (SSRs) de Aeschynomene
falcata (Poir.) DC. O nimero cromossomico predominante entre as espécies observadas foi
2n=20. O nimero basico encontrado foi x=10, tanto para o clado Dalbergia s. str. quanto
para a tribo Dalbergieae. As variacdes de nimero e morfologia encontradas nas espécies
analisadas ndo permitiram agrupa-las. Dados referentes ao bandamento ¢ FISH mostraram-
se homogéneos na maioria das espécies, com duas bandas CMA'/DAPI" terminais ou
proximais, dois sitios 5S proximais e dois sitios 45S terminais ou proximais, estes sempre
co-localizados com as bandas CMA'/DAPI. As mudangas de posicio podem estar
relacionadas a rearranjos cromossdmicos ou transposi¢ao. Dentre as sondas confeccionadas
a partir de sequéncias em BACs de Phaseolus, apenas uma (BAC 18B15) marcou um par
de cromossomos de Aeschynomene sensitiva Sw. na regiao proximal. Em relacdao as sondas
confeccionas a partir de SSRs de A. falcata, trés (Aesfal.1, Aesfal.8 e Aesfal.1l)
apresentaram sinais em um par cromossOmico apenas em A. falcata. Apesar dos dados
citogenéticos apresentados neste estudo ndo fornecerem elementos suficientes para
subsidiar as discussdes taxondmicas a respeito do clado Dalbergia s. str., os dados
permitiram vislumbrar um panorama mais completo da citogenética neste grupo. A partir
da ampliagdo das andlises cromossdmicas conclui-se que a poliploidia teve um papel
importante na evolu¢do cromossdmica gerando a diversidade de nimeros observados a
partir do niimero bésico x=10. Em conjunto com a poliploidia, rearranjos cromossdmicos
possivelmente alteraram posi¢cdes dos sitios de DNAr 5S e 45S nos diferentes géneros
analisados. Além disso, a utilizagdo de novas sondas permitiu que sequéncias espécie-
especificas fossem encontradas, sendo este um passo importante para a citogenética do
grupo em questao.

Palavras-chave: Fabaceae, complexos taxondmicos, morfologia cromossdmica, bandas
CMA "/DAPT, sitios de DNAr 58S e 458, novas sequéncias de DNA
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ABSTRACT

Leguminosae Adans. is among the largest and most important families of Angiosperms.
With 727 genera and about 19.325 species, it is widely distributed, representing a major
component of Brazilian ecosystems. Dalbergieae s. /., a major tribe of Papilionoideae, has
not a clear delimitation, since it has been changed radically in recent years. Therefore,
additional data are needed, beyond the morphologic data, to assist in this question. Thus,
this study aimed to provide and analyze cytogenetically species of Dalbergieae, especially
the Dalbergia clade s. str., in order to contribute to a better understanding of it evolution
and taxonomy. Furthermore, this study also aimed to deepen the chromosomal analysis in
this group, by developing new probes for fluorescence in situ hybridization and
contributingto the chromosome knowledge of representatives of Leguminosae. For this, we
used the Giemsa technique of conventional staining, chromosome banding with CMA and
DAPI and fluorescence in situ hybridization (FISH). A review of chromosome numbers
previously published for the Dalbergia clade s. str. was performed and the data analyzed
together with the results obtained in this work. The new probes were developed from DNA
sequences of Phaseolus vulgaris L. inserted in bacterial artificial chromosomes (BACs) and
microsatellite DNA sequences (SSRs) of Aeschynomene falcata (Poir.) DC. Among the
species, the prevalent chromosome number was 2n = 20. The basic number was found to be
x=10 both for Dalbergia clade s. str. as for the Dalbergieae tribe. Variations in number and
morphology found in the analyzed species did not allow to group them. Data concerning
the banding and FISH were homogeneous in most species, with two terminal or proximal
CMA'/DAPT bands, two proximal 5S rDNA sites and two terminals or proximal 453
rDNArsites, the latter always co-located with the CMA'/DAPI” bands. Changes in the
position of 45S rDNA sites may be related to chromosomal rearrangements or
transposition. Among the probes made from Phaseolus sequences in BACs, only one (BAC
18B15) labelled a pair of chromosomes from Aeschynomene sensitive Sw in proximal
region. Regarding the probes from SSRs of A. falcata, three (Aesfal.1, and Aesfal.8
Aesfal.11) presented signals in only one chromosome pair in A. falcata. Although
cytogenetic data presented in this study did not provide sufficient evidence to support
discussions about the taxonomic of Dalbergia clade s. str., its provides powerful tools for
cytogeneticstudies in this group. From this extended analysis it can be concluded that
polyploidy played an important role in the chromosome evolution, with diversity of
numbers from the basic number x=10. In conjunction with polyploidy, chromosomal
rearrangements changed positions 5S and 45S rDNA sites in different genera. Furthermore,
the use of new probes allowed species-specific sequences to be found, this being an
important contribution to the cytogenetics of the group.

Keyword: Fabaceae, taxonomic complexes, chromosomal morphology, CMA'/DAPT,
rDNA 58S and 45S sites; new DNA sequences
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INTRODUCAO

Leguminosae Adans. (Fabaceae Lindl.) ¢ a terceira maior familia dentre as
Angiospermas, com 727 géneros e aproximadamente 19.325 espécies, e encontra-se
amplamente distribuida, especialmente nas regides tropicais e subtropicais (Lewis et al.
2005). Conhecida também por Fabaceae, estd incluida entre as principais familias na
maioria dos ecossistemas brasileiros, com 212 géneros e 2.729 espécies, e tem se destacado
como elemento importante das comunidades vegetais (Bortoluzzi et al. 2004; Souza &
Lorenzi 2005; Lima et al. 2013).

A familia apresenta grande importancia econdmica e ecologica. Muitas de suas
espécies sdao ricas em proteinas, sendo consideradas como fonte eficiente na dieta da
populacdo humana e animal. A madeira das espécies arboreas € utilizada na construcao
civil e na confec¢do de mobilias, além do emprego de espécies na industria farmacéutica
(Polhill & Raven 1981; Lewis 1987; Lewis et al. 2005). Além disso, muitos de seus
representantes sdo capazes de formar nddulos com bactérias fixadoras de nitrogénio e tém
potencial para uso em sistemas agroflorestais, para reabilitagdo de areas degradadas e para
ajudar na manuten¢do da sustentabilidade dos solos (Herrera et al. 1993; Franco & Faria
1997).

Estudos taxonOmicos e moleculares indicam a familia como monofilética,
pertencente a ordem Fabales, juntamente com Quillajaceae, Surianaceae e Polygalaceae
(APG 2009; Figura 01). Leguminosae apresenta-se tradicionalmente dividida em trés
subfamilias - Caesalpinioideae, Mimosoideae e¢ Papilionoideae (Faboideae) — sendo que a
primeira € parafilética enquanto as duas Ultimas sao monofiléticas (APG 2009; Figura 02).

Papilionoideae ¢ a maior subfamilia, com 28 tribos e cerca de 13.800 espécies
(Lewis et al. 2005). Suas espécies apresentam uma ampla distribui¢do geografica,
ocorrendo desde desertos secos e frios até florestas tropicais quentes e umidas, além de
exibir uma enorme variedade de habitos (Polhill & Raven 1981; Lewis et al. 2005).
Dalbergieae s. /. ¢ uma das maiores tribos da subfamilia, com 49 géneros e aproximadas
1.325 espécies, e suas espécies estdo amplamente distribuidas, principalmente nas regides

tropicais (Lavin et al. 2001; Lewis et al. 2005).



Cuillajaceae

Fahaceae

Sunanaceae

Polygalaceae

Figura 01. Cladograma representativo da ordem Fabales (adaptado de Angiosperm

Phylogeny Website).

Caezalpinioideae

Mimosoidear

Papilioncideas

Figura 02. Cladograma representativo das subfamilias de Leguminosae.



Sistematica da tribo Dalbergieae s. L

Apesar de Dalbergiecae s. [ ser uma das maiores tribos de Papilionoideae, sua
filogenia ainda ndo estd bem definida, pois nos ultimos anos a circunscri¢ao da tribo vem
sofrendo alteragdes radicais (Lewis et al. 2005; Cardoso et al. 2012a, b).

Polhill (1981) circunscreveu Dalbergieae s. /. com 19 géneros de habito lenhoso,
com flores supostamente plesiomorficas, frutos com um ou poucos nucleos seminiferos
especializados e indeiscentes € uma a poucas sementes com alcaldides. O autor dividiu os
géneros em dois grupos, um ao redor de Andira Lam., com Hymenolobium Benth., Vatairea
Aubl., Vataireopsis Ducke, Dalbergia L.f. ¢ Machaerium Pers., e outro ao redor de
Pterocarpus Jacq., com os demais géneros.

Lima (1990), em estudo morfologico de frutos e sementes, reforgou a existéncia de
dois grupos dentro da tribo Dalbergieae s. /., porém com modificagdes: um grupo formado
por Andira, Hymenolobium, Vatairea e Vataireopsis € um segundo com o0s géneros
restantes. Mais recentemente, estudos com dados moleculares sugeriram que os géneros do
primeiro grupo nao pertecem ao clado Dalbergioide (Lavin ef al. 2001; Pennington et al.
2001; Wojciechowshy 2003; Wojciechowshy et al. 2004; Cardoso et al. 2012a, b), sendo
considerados como grupos-irmao do clado Dalbergioide s. str. (Lavin et al. 2001).
Entretanto, a fim de se evitar mudancas temporarias que levem a instabilidade
nomenclatural, no tratamento de Klitgaard & Lavin (2005) esses géneros permanecem
incluidos em Dalbergieae s. /., que foi tratado como grupo “formal”.

Os estudos de Lavin et al. (2001) a partir de marcadores moleculares confirmaram a
monofilia para as “leguminosas dalbergioides”. O grupo Dalbergieae propriamente dito, ou
clado Dalbergioide s./., compreende géneros considerados em antigas tribos como:
Adesmieae sensu Polhill (1981), Aeschynomeae sensu Rudd (1981) e Dalbergieae sensu
Polhill (1981), além da subtribo Bryinae de Desmodieae sensu Ohashi ef al. (1981) e do
género Diphysa Jacq. de Robineae sensu Polhill & Sousa (1981). Recentemente, Cardoso et
al. (2012a) acrescentaram trés espécies de Acosmium Schott. s./. no clado Dalbergioide s./..

Em sintese, a tribo Dalbergieae s. /. ¢ constituida pelo clado Adesmia s. str. (seis
géneros), clado Pterocarpus s. str. (22 géneros) e clado Dalbergia s. str. (17 géneros), além
de quatro géneros isolados, Vatairea, Vataireopsis, Hymenolobium e Andira (Figura 03).

No Brasil ocorrem 28 géneros, em diferentes formacdes vegetacionais, onde diversos



géneros apresentam seu centro de diversidade, como na Amazonia (Andira, Dalbergia,
Machaerium, Paramacherium Ducke, Vatairea, Vataireopsis), na Restinga (Cranocarpus
Benth.), no Cerrado (Platymiscium Vogel, Riedeliella Harms.) e no Chaco Sul-
matogrossense (Geoffroea Jacq.).

Dentro de Dalbergieae s. L, o clado Dalbergia s. str. ¢ o maior, com 17 géneros e
aproximadamente 706 espécies. A maioria dos géneros € encontrada no continente africano,
porém Diphysa Jacq., Pictetia DC., Soemmeringia Mart. e Weberbauerella Ulbr. sdo
géneros neotropicais; Machaerium Pers. € transatlantico; Aeschynomene L. € Dalbergia 1L 1.
sio géneros pantropicas e Geissapsis Wight & Arn. ocorre na Asia (Klitgaard & Lavin
2005).

Dentre os géneros do clado, Aeschynomene estd dividido em dois ramos;
Aeschynomene subg. Ochopodium, agrupado com Dalbergia e Machaerium, e
Aeschynomene subg. Aeschynomene, com Cyclocarpa Afzelius ex Baker, Soemmeringia
Mart., Smithia Ailton, Kotschya Endl., Humularia P.A. Duvign, Bryaspis P.A. Duvign e
Geissaspis Wight & Arn. (Figura 04).

Ribeiro et al. (2007), a partir de estudos moleculares com os marcadores DNA de
cloroplasto - intron tnrL-F - € DNA nuclear — DNA ribossomal ITS/5.8S, confirmaram a
subdivisao do género Aeschynomene em dois ramos. Apesar da maioria das arvores estar
bem resolvidas, os autores sugerem novos estudos, especialmente em relagdo a
Aeschynomene subg. Ochopodium, com possibilidade deste grupo se tornar um novo
género. Neste sentido, dados adicionais sao necessarios para definir melhor as relagdes
dentro da tribo Dalbergieae s. /. (Lavin et al. 2001; Pennington et al. 2001; Wojciechowshy
et al. 2003; Wojciechowshy et al. 2004; Klitgaard & Lavin 2005), especialmente do clado

Dalbergia s. str.. Dentre as possiveis abordagens, destacam-se os estudos citogenéticos.
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Klitgaard & Lavin 2005).
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Lavin 2005).



Estudos citogenéticos: importancia, técnicas desenvolvidas e aplicacdes

Estudos cromossOmicos associados com a taxonomia de grupos de plantas, em
diferentes niveis hierarquicos, podem indicar as relagdes evolutivas entre espécies € assim
auxiliar na solucdo de problemas taxondmicos (Stebbins 1971; Levin 2002; Schubert &
Lyzak 2011; Guerra 2012).

O nimero cromossémico € o parametro citotaxondmico mais amplamente
empregado, sendo que diferencas neste carater podem refletir diferencas entre unidades
taxondmicas, permitindo separar espécies, principalmente se a diferenciacdo cromossdmica
acompanha as variagdes morfologicas e/ou moleculares (Guerra 2008). As andlises de
nimero cromossomico com técnicas de coloracdo convencional, normalmente sao
acompanhadas das analises de morfologia cromossomica, onde estao incluidos o tamanho
relativo e/ou absoluto dos cromossomos, a posicdo do centrdmero e a presenga de
constrigdes secundarias (Guerra 1988; Stace 1989; Guerra 2012).

Porém, ha casos em que apenas o estudo do caridtipo com técnicas convencionais
ndo ¢ suficiente para elucidar as relagdes cromossomicas. Em relagdo a Leguminosae, suas
espécies sao conhecidas por apresentar, em sua maioria, Cromossomos pequenos, com
morfologia similar, tornando a diferenciacao dos pares uma tarefa ardua. Neste sentido, a
aplicacao de técnicas de diferenciacdo longitudinal dos cromossomos, como bandamento
cromossdmico e hibridizagdo de DNA in situ (FISH), amplia o nimero de marcas nos
cromossomos, gerando resultados mais informativos. A aplicagdo dessas técnicas facilita
uma melhor identificagdo cromossomica, demonstrando assim a base estrutural dos
mecanismos envolvidos nas mudangas cromossdmicas e, consequentemente, as relagdes
evolutivas entre espécies (Pedrosa-Harand & Guerra 2004; Jiang & Gill 2006).

Dentre as técnicas de bandamento cromossomico, o bandamento CMA/DAPI
destaca-se por ser de facil aplicagdo, utilizando corantes fluorescentes na identificagdao das
bandas heterocromaticas, qualificando-as de acordo com a sua composicdo de bases.
Algumas regides de heterocromatina, compostas de DNA repetitivo, frequentemente
apresentam uma propor¢ao de bases puricas (adenina/timina — A/T) ou pirimidicas
(citosina/guanina — C/G) diferente do resto do genoma. Desta forma, os fluorocromos
empregados — a cromomicina A3 (CMA), que cora preferencialmente regides ricas em GC e

0 4-6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI), com preferéncia a regides ricas em AT — revelam



um niimero variavel de regides brilhantes, ou positivas, com CMA (banda CMA") ou com
DAPI (banda DAPI’) (Schweizer 1976). Frequentemente, as bandas negativas (mais
escuras que o restante do cromossomo) ocorrem na mesma posi¢cao das bandas positivas do
fluorocromo complementar (Jacobs et al. 2000).

A técnica de FISH permite localizar sequéncias de DNA diretamente nos
cromossomos, baseada na complementaridade de bases entre o DNA do cromossomo e da
sonda (Guerra 2004; Figura 05). Assim, a técnica permite ampliar o nimero de marcadores
passiveis de andlise, via localizag¢ao direta nos cromossomos.

As sondas mais utilizadas sdo as sequéncias correspondentes aos genes ribossomais
(DNAr 458 e 5S), principalmente devido ao alto grau de conservacdo e tamanho de sitio,
grande o suficiente para permitir a sua visualizacdo. Contudo essas sequéncias, por serem
altamente conservadas, apresentam variagdo apenas em nimero €/ou posi¢cao entre espécies
relacionadas, ndo podendo caracterizar uma espécie/género. Desse modo, atualmente
busca-se utilizar novas sequéncias de DNA na caracterizagdo cromossOmica, tais como as
sequéncias de cdpia simples, dentre elas as génicas, e as sequéncias de DNA repetitivo,
dentre os quais os microssatélites.

A principal barreira para a utilizagdo de sequéncias de copia simples estava na
dificuldade de visualizagdo do sinal, devido ao pequeno tamanho das sequéncias que
estavam abaixo da sensibilidade limite da técnica. Porém, isso foi resolvido com a
utilizacdo de fluorocromos mais potentes e com a utilizacdo de vetores, como os BACs
(Cromossomos Artificiais de Bactérias), que suportam insertos maiores de DNA (Jackson
et al. 1999).

As bibliotecas gendmicas oferecem uma fonte inestimavel de sequéncias de DNA,
tanto de copia simples como repetitivas, as quais podem ser utilizadas como sonda. A
ampliacdo da quantidade de sondas passiveis de serem localizadas permite a integracao de
mapas génicos e cromossdmicos, como a comparacdo destes mapas integrados entre
espécies e grupos. Os vetores BACs (Cromossomos Artificiais de Bactérias) sdo os mais
amplamente utilizados e com eles ja foram elaboradas bibliotecas para a maioria das
plantas de interesse econdmico como, por exemplo, Solanum tuberosum L. (Dong et al.
2000), Oryza sativa L. (Cheng et al. 2002), Brassica oleraceae L. (Howell et al. 2002),
Sorghum bicolor (L.) Moench (Islam-Farid et al. 2002), Musa balbisiana Colla (Safér et al.



2004) e Gossypium barbadense L. (Wang et al. 2006). As bibliotecas gendmicas
constituem uma fonte praticamente inesgotavel de sondas cromossomicas, facilitando em
muito a tarefa de caracterizar longitudinalmente os cromossomos, como ja realizado em
Poncirus trifoliata (L.) Raf. (Moraes et al. 2008) e nas leguminosas Lotus japonicus
(Regel) K. Larsen (Pedrosa et al. 2002) e Phaseolus vulgaris L. (Pedrosa-Harand et al.
2008, 2009; Fonseca et al. 2010).

A maior parte do genoma ¢ constituida de sequéncias repetitivas, que se distribuem
de forma dispersa ao longo do genoma ou concentrada, formando blocos - as sequéncias em
tandem. Essas sequéncias podem auxiliar na determinagdo das relagdes filogenéticas entre
as espécies, uma vez que as mesmas sdo frequentemente espécie ou género-especificas
(Hemleben 2007; Koukalova et al. 2010). Dentre as sequéncias repetitivas temos as de
microssatélite (SSR), formadas por monomeros de 1 a 6 nucleotideos e as de
oligonucleotideos, formadas por até 20 nucleotideos. Tais sequéncias podem ser
caracteristicas de um género e até mesmo de uma espécie. Desta forma, as sequéncias mais
conservadas, presentes em um grande nimero de espécies podem servir como indicac¢ao de
proximidade/distancia entre espécies e podem ser mapeadas diretamente nos cromossomos,
como demonstrado em trigo e centeio (Cuadrado & Schwarzacher 1998; Cuadrado et al.
2000,), cevada (Cuadrado & Joive 2007), representantes de Triticeae (Cuadrado et al. 2008;
Brasileiro-Vidal et al. 2005) e Dendrobium Sw. (Begum et al. 2009).
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Figura 05. Principais etapas da técnica de hibridizacao in situ (FISH). A marcagdo da
sonda (a) ¢ feita independentemente da preparagao da lamina (b). Em seguida, a sonda e o
DNA cromossomico sao desnaturados (¢, d) e, quando colocados em contato, a sonda
hibridiza in situ (¢) com o DNA-alvo. A marcagdao da sonda pode ser detectada por
anticorpos ligados a fluorocromos (f) e visualizada diferencialmente ao microscopio (g).

Reproduzido de Guerra 2004.

A citogenética em Leguminosae

Apesar do numero consideravel de trabalhos relacionados a contagens
cromossOmicas e analise de caridtipos de espécies de Leguminosae, esses dados nio sio
suficientes para compor um panorama completo da evolugcdo cromossomica da familia.
Dentre os estudos cromossdmicos na familia que se destacam estd os realizado por
Goldblatt (1981a, b), com leguminosas americanas, que sugeriu como numero bdsico
ancestral da familia x=7. Bairiganjan & Patnaik (1989) analisaram 118 espécies de
Leguminosae e propuseram o agrupamento dos géneros a partir do nimero basico, além de

definir x=10 como niimero basico de familia. Poggio et al. (2008) efetuaram uma revisao de
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dados cromossomicos de leguminosas americanas, demonstrando uma grande variacao no
nimero gamético, na morfologia cromossdmica € no tamanho do genoma, relacionando
essas variagdes a diversos eventos ocorrentes em Leguminosae, tais como poliploidia,
disploidia, aneuploidia e hibridacao.

Estudos cromossdmicos utilizando marcadores moleculares em leguminosas sdo
escassos, especialmente quando se considera a riqueza de espécies da familia. No geral,
técnicas de bandamento e FISH sdo utilizadas principalmente em espécies de interesse
agrondmico ou econdmico, como por exemplo: Trifolium repens L. (Ansari et al. 1999),
Phaseolus L. (Moscone et al. 1999; Pedrosa-Harand et al. 2008, 2009; Fonséca et al. 2010;
Almeida & Pedrosa-Harand 2011), Lupinus L. (Naganowska & Zielinska 2002), Lotus
japonicus (Regel) K. Larsen (Ohmido ef al. 2010) e Vigna Savi (Bortoleti 2012), sendo
pouco empregadas para espécies selvagens (Souza & Benko-Iseppon 2004; Liu et al. 2006).

No Brasil muitos estudos cromossdmicos merecem destaque, tais como os trabalhos
realizados por Bandel (1974), que verificou o nimero cromossomico de 42 espécies da
familia. Também ha estudos focando a cariologia de Leguminosae de uma determinada
regido do Brasil, como os estados de Sao Paulo (Coleman & De Menezes 1980), Ceara
(Alves & Custodio 1989) e Para (Souza & Benko-Iseppon 2004).

Alguns estudos citotaxondmicos foram de suma importancia para a resolu¢ao de
problemas taxondmicos em leguminosas, como para os géneros Leucaena Benth. (Cardoso
et al. 2000), Lupinus L. (Maciel & Schifino-Wittman 2002), Acosmium Schott e
Leptolobium Vogel (Rodrigues et al. 2009), assim como para os complexos Cassia L.,
Senna Mill. e Chamaecrista Moench (Biondo et al. 2005a) e Camptosema Hook. & Arn. e
géneros relacionados (Sede ef al. 2006). Além destes trabalhos, um numero consideravel de
estudos citotaxonomicos foi efetuado para leguminosas brasileiras (Tabela 01).

Trabalhos relacionados a citotaxonomia de Dalbergieae s. /. ainda sdo relativamente
escassos. Apenas uma parte das espécies da tribo apresentam nimeros cromossomicos
relatados na literatura, os quais variam de 2n=18 (n=9) em Machaerium lunatum (L.f.)
Ducke (Gill & Husaini 1985; Husaini & Gill 1986) a 2n=80 em Aeschynomene afrapera J.
Léonard (Renard et al. 1983), sendo que a maioria apresenta 2n=20. Considerando a flora
brasileira, estudos para representantes da tribo foram efetuados em Stylosanthes Sw. (Vieira

& Aguiar Perecin 1993); Adesmia DC. (Miotto & Forni-Martins 1994) e Machaerium
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(Mendonga-Filho 2002). Estudos baseados em bandamento cromossomico € hibridizacao in

situ foram realizados apenas para espécies de Arachis L. (Seijo et al. 2004; Seijo et al.

2007; Robledo & Seijo 2008; Silva et al. 2010).

Tabela 01. Alguns trabalhos citotaxondmicos realizados com espécies brasileiras de

leguminosas
Subfamilia Género(s) Autor(s)
Caesalpinioideae Senna Mill. Biondo et al. (2005b)
Caesalpinioideae Diversos Biondo et al. (2005c¢)
Caesalpinioideae Chamaecrista Moench Biondo et al. (2006a)
Caesalpinioideae Diversos Bortoluzzi et al. (2007)
Mimosoideae Leucaena Benth. Schifino-Wittmann (2004)
Mimosoideae Mimosa L. Dahmer et al. (2011)
Papilionoideae Phaseolus L., Vigna Savi e Forni-Martins & Cruz (1985)
Macroptilium (Benth.) Urb. Forni-Martins (1989)
Papilionoideae Trifolium L. Schifino-Wittmann & Fernandes (1988)
Papilionoideae Sesbania Scop. Forni-Martins et al. (1994)
Forni-Martins & Guerra (1999)
Papilionoideae Crotalaria L. Oliveira & Aguiar-Perecin (1999)
Mondin (2003), Flores et al. (2006)
Mondin et al. (2007)
Papilionoideae Dabhlstedtia Malme Teixeira et al. (2002)
Papilionoideae Eriosema (DC.) Desv. e Biondo & Battistin (2006b)
Rhynchosia Lour.
Papilionoideae Lupinus L. Camilo et al. (2006)

Papilionoideae

Mucuna Adans.

Agostini et al. (2009)




OBJETIVO GERAL

Esse estudo objetivou fornecer dados cromossdmicos que poderdao contribuir para o
melhor entendimento taxondmico e evolutivo da tribo Dalbergieae s. /., principalmente do

clado Dalbergia s. str.

Objetivos especificos

- Investigar uma possivel existéncia de um padrao cariotipico que possa ser usado como
carater taxondmico para apoiar ou nao as recentes propostas sobre a circunscri¢ao da tribo

Dalbergieae;

- Averiguar o niimero basico e os principais eventos de evolu¢do cromossdmica operantes

na tribo Dalbergieae;

- Aprofundar as andlises cromossOmicas, mediante a producao de novas sondas para a
FISH, por meio de diferentes técnicas, visando selecionar tanto sequéncias repetitivas,

quanto sequéncias de copia simples.
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ORGANIZACAO GERAL DA TESE

Esta tese estd organizada em quatro capitulos. O primeiro capitulo analisou a
possivel contribuicdo do numero e da morfologia cromossdémica como caracteristicas
taxondmicas nas propostas a respeito da circunscricdo do clado Dalbergia s. str. e dos
géneros que o compde. O segundo investigou os padrdes cariotipicos de representantes de
Dalbergieae s. /. a partir das técnicas de bandamento cromossomico e FISH com a
finalidade de auxiliar no posicionamento das espécies dentro da tribo. O terceiro capitulo
apresenta o desenvolvimento de uma biblioteca de microssatélites e encontra-se formatado
de acordo com as normas do periddico American Journal of Botany. O ultimo capitulo
objetivou aprofundar as andlises cromossOmicas de Dalbergieae s. /. a partir de sondas
provenientes de bibliotecas gendmicas de BACs de Phaseolus vulgaris e de bibliotecas de

microssatélites de Aeschynomene falcata.



APENDICE

Relacao de géneros e espécies estudadas
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Neste estudo foram analisadas 32 amostras de 23 espécies pertencentes a seis

géneros distintos. As espécies foram coletadas em diferentes localidades, em formagdes

vegetacionais variadas. Materiais testemunha foram depositados em varios herbarios

nacionais. Estas informacgdes estdo compiladas na Tabela 02. Para algumas espécies do

estudo, caracteristicas como habito, flor e fruto estdo apresentadas na Figura 07.

Tabela 01. Relacao das espécies estudadas nesta tese, com os respectivos locais de coleta,

formacgdo vegetacional e herbario.

Género Espécie Localidade Vegetacio Herbario
Aeschynomene L. A. ciliata Vogel Porto Murtinho/MS Chaco CGMS
(subg. Aeschynomene) A. sensitiva Sw. Linhares/ES Mata Atlantica UEC
Aeschynomene L. A.elaphroxylon . . oL JBRJ
(subg. Ochopodium) (Guiil. & Perr.) Taub. Rio de Janeiro/RJ Mata Adlantica
A. falcata (Poir.) DC Porto Murtinho/MS Chaco CGMS
A. histrix Poir. Barreiras/BA Cerrado JBRJ
Porto Murtinho/MS Chaco CGMS
A. paniculata Willd. ex Bonito/MS Cerrado/F loresta CGMS
Vogel Estacional
Ttirapina/SP Cerrado UEC
Sao Roque de Cerrado UEC
Minas/MG
Porto Murtinho/MS Chaco CGMS
Dalbergia L.1. Dalbergia sp. Feira de Santana/BA Cerrado JBRJ
D. cearensis Ducke Quexada/CE Caatinga EAC
D. ecastaphyllum (L.) Taub. Florianopolis/SC Restinga UEC
D. frutescens (Vell.) Britto Aguas de Lindo6ia/SP Mata Atlantica UEC
Sdo Roque de Cerrado UEC
Minas/MG
D. miscolobium Benth. Diamantina/MG Cerrado HDIJF
Sdo Roque de Cerrado UEC
Minas/MG
D. nigra (Vell.) Alemao ex Campinas/SP Cerrado UEC
Benth
Linhares/ES Mata Atlantica CVRD
Pinheiros/ES Mata Atlantica UEC
Rio de Janeiro/RJ Mata Atlantica JBRJ
Geoffroea Jacq. G. striata (Will.) Morong Porto Murtinho/MS Chaco CGMS
Machaerium Pers. Machaerium sp. Jundiai/SP Mata Atlantica UEC
M. acutifolium Vogel Porto Ferreira/SP Cerrado UEC
M. hirtum (Vell.) Stellfeld Campinas/SP Cerrado UEC
M. nyctitans (Vell.) Benth. Linhares/ES Mata Atlantica CVRD
M. oblongifolium Vogel Castilho/SP Cerrado CEUL
M. opacum Vogel Jundiai/SP Mata Atlantica UEC
M. vestitum Vogel Campinas/SP Cerrado UEC
M. villosum Vogel Jundiai/SP Mata Atlantica UEC
Stylosanthes Sw. S. hamata (L.) Taub. Porto Murtinho/MS Chaco CGMS
Zornia J.F. Gmel. Z. reticulata Sm. Porto Murtinho/MS Chaco CGMS
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Figura 01. Representantes da tribo Dalbergieae s. I.: A. Aeschynomene falcata (Poir.) DC.
(RT Queiroz); B. A. histrix Poir. (WL Silva e Silva); C.D. 4. paniculata Willd. ex Vogel:
C. flor (RT Queiroz) e D. fruto (RT Queiroz); E.F. Dalbergia ecastaphyllum (L.) Taub. E.
habito (PZ Souza) e F. flor (PZ Souza); G. D. frutescens (Vell.) Britto (PPA Ferreira);
H.IL. D. miscolobium Benth. H. flor (GH Shimizu) e L. fruto (RT Queroz); J. D. nigra
(Vell.) Alemao ex Benth. (CA Polido); K. Geoffroea striata (Will.) Morong (MV
Martins); L.M.N. Machaerium hirtum (Vell.) Stellfeld: L. flor (CA Polido), M. fruto (MV
Martins) e N. habito (CA Polido); O. M. villosum Vogel (CA Polido); P.
Stylosanthes hamata (RB Pinto); Q. Zornia reticulata Sm. (EP Seleme).
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CAPITULO 1

Implicacdes evolutivas dos niimeros cromossomicos e da morfologia cariotipica no

clado Dalbergia s. str. (Leguminosae, Papilionoideae, Dalbergieae)
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RESUMO - Dalbergicae s. /. ¢ uma das tribos mais representativas de Leguminosae, no
entanto, sua circunscricdo vem sendo drasticamente alterada e ainda ndo esta bem
resolvida. O clado Dalbergia s. str. € o maior da tribo, com 17 géneros e aproximadamente
706 espécies, apresentando alguns complexos taxondmicos. Estudos citotaxondmicos
podem auxiliar no esclarecimento de problemas taxondmicos, porém, até o momento foram
negligenciados para representantes do clado Dalbergia s. str. Desse modo, este estudo teve
como objetivo averiguar uma possivel contribuicio do numero cromossomico na
elucida¢ao de problemas taxondomicos do clado em questdo. Para isso, foram efetuadas
contagens cromossOmicas e analise morfologica de 20 espécies dos géneros Aeschynomene
L., Dalbergia L.f. € Machaerium Pers. em conjunto com levantamentos bibliograficos de
estudos cromossdmicos de representantes do clado Dalbergia s. str. Para quatro espécies, a
contagem cromossomica foi efetuada pela primeira vez e para outras cinco, as contagens
discordaram de dados ja publicados. Ao total, sio conhecidos os nimeros cromossomicos
para 72 espécies de oito géneros do clado Dalbergia s. str., sendo 2n=20 o mais frequente,
ocorrendo em 55 espécies. A ocorréncia de poliploides multiplos de =10 foi observada em
oito espécies, enquanto numeros cromossomicos nao multiplos de 10 foram notados em 18
espécies. Observou-se uma variagdo gradual entre o tamanho dos cromossomos dentro de
cada espécie, o que refletiu na variagdo do tamanho do complemento cromossomico (CTC),
notando-se diferengas significativas entre o CTC dos dois citdtipos de A. elaphroxulym.
Foram observados cromossomos acrocéntricos em cinco espécies de Aeschynomene € um
par de cromossomos com satélites foi observado em A. falcata, Dalbergia ecastaphyllum,
D. miscolobium e Machaerium vestitum. O nimero basico sugerido para o clado Dalbergia
s. str. € x=10, assim como para Dalbergieae s. /., porém se observa uma variacao desse
nimero tanto no clado quanto na tribo, provavelmente relacionado a eventos de poliploidia
e aneuploidia, como observado no clado Dalbergia s. str. Para Aeschynomene, devido a
variacao do niimero cromossdmico entre as espécies, esse carater nao sustenta a divisao do
género em dois grupos. Sugere-se uma revisdo do posicionamento dos géneros Diphysa
Jacq., Kotschya Endl., Ormocarpum P. Beauv. e Smithia Ailton dentro da tribo, uma vez
que a partir dos numeros cromossOmicos aqui analisados, tais géneros diferem de forma

significativa dos demais que compdem Dalbergieae s. /.

Palavras-chave: Fabaceae, citotaxonomia, citotipos, aneuploidia, poliploidia
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Introducao

Dalbergieae s. /. ¢ uma das tribos mais representativa de Leguminosae, com 49
géneros e aproximadamente 1.325 espécies. Porém sua circunscri¢do nao estd bem definida,
uma vez que vem sendo radicalmente alterada nos ultimos anos. Segundo a classificacdo de
Klitgaard & Lavin (2005), a tribo Dalbergieae propriamente dita (ou clado Dalbergioide)
compreende géneros retirados de outras tribos, organizados agora nos clados Adesmia s.
str. (seis géneros), Pterocarpus s. str. (21 géneros) e Dalbergia s. str. (17 géneros), além de
quatro géneros isolados (Andira Lam., Hymenolobium Benth., Vatairea Aubl. e
Vataireopsis Ducke).

Dalbergia s. str., o maior clado da tribo, € formado pelo agrupamento de 17 géneros
e cerca de 706 espécies e também nao apresenta relagdes filogenéticas definidas. Nesse
clado estd inserido o género Aeschynomene L. separado em dois ramos, Aeschynomene
subgen. Ochopodium, agrupado com Dalbergia L.f. ¢ Machaerium Pers., e Aeschynomene
subgen. Aeschynomene, com Bryaspis P.A. Duvign, Cyclocarpa Afzelius ex Baker,
Geissaspis Wight & Arn., Humularia P.A. Duvign, Kotschya Endl., Soemmeringia Mart. e
Smithia Aiton. Estudos realizados por Ribeiro et al. (2007), baseados em marcadores DNA
de cloroplasto e DNA ribossomal, sugerem que Aeschynomene subgen. Ochopodium possa
vir a se tornar outro género.

Analises cromossOmicas associadas com a taxonomia, a citotaxonomia, tém
auxiliado na organizacdo da diversidade biologica em diferentes niveis hierarquicos,
refletindo as relagdes evolutivas e auxiliando na resolu¢do de problemas taxondmicos,
porém levando em consideragdo o dinamismo na evolucao dos caracteres cromossomicos
(Stebbins 1971; Levin 2002; Schubert & Lyzak 2011; Guerra 2012). Segundo Guerra
(2008), o niimero cromossOmico constitui um dos parametros citotaxondmicos mais
amplamente empregados e facilmente obtido dentre os padrdes utilizados nas anélises
cromossdmicas, permitindo separar espécies, principalmente se a diferenga cromossémica
acompanha as variagdes morfologicas e/ou moleculares.

A utilizagdo de estudos citotaxondmicos foi importante na resolucdo de alguns
complexos em Leguminosae, como para os géneros Leucaena Benth. (Cardoso et al. 2000),
Lupinus L. (Maciel & Schifino-Wittman 2002), Machaerium Per. (Mendonga-Filho et al.
2002), Acosmium Schott e Leptolobium Vogel (Rodrigues et al. 2009), assim como para os
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complexos Cassia L., Senna Mill. e Chamaecrista Moench (Biondo et al. 2005) e
Camptosema Hook. & Arn. e géneros relacionados (Sede et al. 2006).

Em relagdo ao clado Dalbergia s. str., estudos cromossomicos ainda sdo pouco
frequentes, principalmente se comparados ao grande numero de espécies compreendidas
dentro do clado. Apenas uma pequena parte das espécies tem seus nimeros cromossdmicos
relatados na literatura, variando de 2n=18 (n=9) em Machaerium lunatum (L.f.) Ducke
(Gill & Husaini 1985; Husaini & Gill 1986) a 2n=80 em Aeschynomene afrapera J.
Léonard (Renard et al. 1983). No estudo realizado por Mendonga-Filho et al. (2002) duas
espécies de Machaerium taxonomicamente semelhantes e frequentemente confundidas
foram mantidas separadas devido a diferenca dos seus nimeros cromossdomicos: 2n=20
para M. aculeatum Raddi e 2n=40 para M. hirtum (Vell.) Stellfeld. Isso comprova a
importancia da analise de nimeros cromossomicos, especialmente para espécies que
pertencem a complexos taxondmicos.

Na tribo, o detalhamento cariotipico foi realizado apenas em Stylosanthes Sw.
(Vieira et al. 1993). Até o momento nenhum trabalho foi realizado para espécies do clado
Dalbergia s. str.

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo investigar a possivel
contribuicdo do nimero cromossomico e de caracteristicas morfologicas de representantes
do clado Dalbergia s. str. como carater taxondmico nas propostas a respeito da
circunscricao do clado e dos géneros que o compde. Para tanto, este trabalho realizou a
analise de espécies ocorrentes no Brasil em conjunto com a revisao de estudos de niimeros

cromossomicos existentes na literatura.

Metodologia

Estudos cromossomicos

Para a anélise mitotica foram coletados frutos com sementes de 29 amostras de 20
espécies dos géneros Aeschynomene L. (seis espécies), Dalbergia L.1. (seis) e Machaerium
Pers. (oito) de diferentes localidades e formagdes vegetacionais variadas (Tabela 01). A
identificacdo das espécies foi efetuada através de bibliografias especializadas, analise
comparativa com exsicatas e consultas a especialistas. Os bindmios foram classificadas de

acordo com w3Tropicos — MOBOT — Missouri Botanical Garden (www.tropicos.org). A
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circunscricdo adotada foi de Klitgaard & Lavin (2005). Materiais testemunha estdo
depositados nos Herbarios CEUL, CGMS, CVRD, EAC, JBRJ, HDJF e UEC.

As sementes foram germinadas em Gerbox® com papel filtro umedecido e cultivadas
em camara incubadora BOD a 25°C. As radiculas recém-emergidas foram pré-tratadas em
solugdo de 8-hidroxiquinoleina (8-HQ) a 0.002M, por 20-24 horas a 10°C. Em seguida, as
raizes foram fixadas em solugdo 3:1 (etanol: acido acético, v:v) por 20-24 horas a
temperatura ambiente e estocadas a — 20°C até o preparo das laminas.

As raizes foram lavadas em agua destilada, hidrolizadas em HCI1 5N por 20 minutos a
temperatura ambiente e transferidas novamente para agua destilada. As pontas de raizes
foram maceradas em acido acético 45%, cobertas com laminula e congeladas em nitrogénio
liquido para remocao da laminula. As laminas foram coradas em solucao de Giemsa 2% por
15-20 minutos e montadas com Entelan® (Guerra 1983).

As melhores células foram fotogratadas em microscopio BX51 (Olympus), acoplado
com camera CCD digital Evolution MT com auxilio do software Image ProPlus v6 (Media
Cybernetics, Inc.). Para cada amostra, a confirmacao da contagem cromossdmica baseou-se
em pelo menos 10 células.

O programa Adobe Photoshop CS4 PT-BR (Adobe Systems, Inc.) foi utilizado para
determinar o tamanho dos cromossomos, além de auxiliar no balanceamento uniforme de
cores, contraste e brilho. Foi calculado o comprimento total da cromatina (CTC) de cada
espécie, que ¢ a soma do tamanho de todos os seus cromossomos. O tamanho dos
cromossomos foi medido a partir de sete células de cada espécie/populagao. A diferenca do
CTC entre as espécies/citotipos de um mesmo género foi analisada através de ANOVA,
pelo teste de Tukey (alpha=0,05) e o grafico foi confeccionado por boxplot com mediana a

quartil, utilizando BioEstat 5.0 (Ayres et al. 2007).

Analise dos dados de literatura

Foram consultados os dados da base de nlimeros cromossomicos do IPCN — Index
to Plant Chromosome Number - Missouri Botanical Garden
(http://mobot.mobot.org/W3T/Search/ipcn.html) e das obras de referéncia de nimeros
cromossdmicos Bolkholviskii (1969), Goldblatt (1981, 1984, 1985, 1988), Goldblatt &
Johnson (1990, 1991, 1994,1998, 2000) e Moore (1973, 1974, 1977).
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Resultados

Numero Cromossémico

O numero cromossdmico mais frequente dentre as 20 espécies estudadas foi 2n=20,
observado em 16 espécies, sendo exclusivo para 14 (Tabela 01; Figura Ola, b, c, d, e).
Numeros diferentes de 2rn=20 foram observados especialmente em espécies de
Aeschynomene: duas pertencentes ao subgénero Aeschynomene, A. ciliata Vogel e A.
sensitiva Sw., € uma pertencente ao subgénero Ochopodium, A. histrix Poir., todas com
2n=22 (Figura O01f). Tanto as espécies de Dalbergia, quanto as de Machaerium
apresentaram 2n=20, exceg¢ao feita a M. opacum Vogel com 2n=34 (Figura 01g).

Variagdo intrapopulacional do nimero diploide foi observada em duas espécies, A.
elaphroxylon (Guiil & Perr.) Taub. e A. paniculata Willd.ex Vogel, sendo que na primeira
foram observados os nimeros 2n=20/40 (Figura 01f) em plantas cultivadas no Jardim
Botanico do Rio de Janeiro e na segunda, 2n=20/22 (Figuras Ola, h) na populacao de Porto
Murtinho/MS.

Tamanho e morfologia cromossomica

Em relagdo ao tamanho cromossdémico, observou-se uma variagdo gradual entre os
cromossomos dentro de cada espécie, mas uma grande variacdo foi observada quanto aos
tamanhos dos cromossomos entre as espécies (desde 0,36 um em A. histrix até 3,83 pm em
D. frutescens (Vell.) Britto), o que refletiu na variagdo do tamanho do complemento
cromossdmico (CTC; Tabela 01). O CTC variou entre 14,05 um em A. histrix a 80,88 pm
em A. elaphroxylon. Para Aeschynomene, o CTC teve maior variacdo interespecifica
(Figura 2A), seguido por Dalbergia (Figura 2B) e Machaerium (Figura 2C). Para A.
elaphroxylum foram notadas diferengas significativas entre o CTC dos dois citdtipos
(diploide e poliploide), sendo o valor do poliploide o dobro do dipldide (Figura 2A).

Quanto a morfologia dos cromossomos, cinco das seis espécies de Aeschynomene
apresentaram um par de cromossomos acrocéntricos e um par de cromossomos com
satélites foram observados em A. falcata (Poir.) DC., D. ecastaphyllum (L.) Taub., D.

miscolobium e M. vestitum Vogel.
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Banco de dados

A partir da unido dos resultados obtidos nesse estudo e do levantamento de dados
disponiveis na literatura, atualmente sdo conhecidos nimeros cromossdmicos para 72
espécies de oito dos 17 géneros do clado Dalbergia s. str., o que representa 10% das
espécies e 47% dos géneros do clado (Tabela 02). Para quatro espécies, 4. ciliata, D.
frutescens, D. miscolobium e M. vestitum, a contagem cromossOmica foi efetuada pela
primeira vez no presente estudo (Tabela 01). Para outras cinco espécies, A. histrix, A.
sensitiva, M. hirtum, M. nyctitans (Vell.) Benth. e M. opacum Vogel, as contagens
discordaram de dados ja publicados (Tabelas 01 e 02).

O nimero cromossdmico mais frequente no clado Dalbergia s. str. foi 2n=20,
ocorrendo em 55 espécies, sendo exclusivo para 48. A poliploidia, com niimero multiplo de
10, foi observada em oito espécies. Numeros cromossdmicos nao multiplos de 10 foram
observados em 18 espécies. Para Bryaspis, Cyclocarpa, Geissaspis, Humularia,
Ormocarpopsis R. Vig., Peltiera Du Puy & Labat, Soemmeringia, Weberbauerella Ulbr. e
Zygocarpum Thulin & Lavin ndo existem registros de nimero cromossdmico.

Em Aeschynomene foram efetuadas 22 contagens cromossomicas, 10 para o
subgénero Aeschynomene e 12 para Ochopodium, representando 12% das espécies do
género. Dezessete destas espécies apresentaram 2n=20, sendo que para 13 esse nimero foi
exclusivo. No subgénero Aeschynomene o numero variou entre 2n=20, 22, 38 e 40,
enquanto que para Ochopodium foram observados 2n=20, 22, 40 e 80. Trés espécies do
subgénero Aeschynomene apresentaram mais de um niimero cromossomico (A4. sensitiva —
2n=20/22 e A. aspera L., A. indica L. — 2n=38/40), enquanto uma espécie do subgénero
Ochopodium apresentou variacao disploide dentro de uma mesma populacao (4. paniculata
—2n=20/22).

Das 250 espécies de Dalbergia, apenas 19 espécies (7,5%) tiveram o nimero
cromossdmico determinado, sendo 2rn=20 para todas. Em relacdo a Machaerium, 20
(15,4%) das 130 espécies do género apresentaram contagens cromossOmicas. Dezoito
espécies apresentaram 27=20, sendo este numero cromossomico exclusivo para 15
espécies. Apenas M. [unatum (L.f.) Ducke (n=9), e M. sericiflorum Vogel (2n=40)
divergiram de 2n=20. Citotipos poliploides foram verificados em M. hirtum e M. nyctitans

(Vell.) Benth. (ambas com 2#=20/40), além de M. opacum, que apresentou n=10 e 2n=34.
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Diphysa Jacq., Kotschya e Pictetia DC. apresentaram contagens cromossomicas
para apenas uma espécie cada, o que representa, do total de espécies dos géneros, 6,5%, 3%
e 12,5%, respectivamente. O niimero cromossomico determinado para as espécies dos
géneros foram 2n=16, 2n=28 e 2n=20, nesta ordem. Para Ormocarpum P. Beauv. e Smithia,
quatro espécies de cada género tiveram o niimero cromossdmico definido, representando
22% e 20%, respectivamente, do total de espécies dos géneros. O niimero cromossdmico de
Ormocarpum variou de 2n=24 e 2n=26, enquanto que para Smithia foi observado 2n=38
para todas as espécies.

Considerando os quatro ramos distintos do clado Dalbergia s. sfr., no primeiro
ramo, que agrega os geéneros Dalbergia, Machaerium e Aeschynomene subgen.
Ochopodium, houve predominio de 27=20. No segundo ramo, além de Aeschynomene
subgen. Aeschynomente, cujo 2n=20 também foi observado na maioria das espécies, apenas
dois dos outros sete géneros apresentaram informagdes a respeito de contagens
cromossomicas: Smithia (2n=38) e Kotschya (2n=28). O terceiro reune seis géneros, dos
quais Diphisa apresenta 2n=16, Pictetia possui 2n=20 e Ormocarpum 2n=24/26. No ultimo

ramo, o Unico género, Weberbauerella, ndo possui contagem cromossomica (Figura 03).

Discussoes

Nimero cromossdémico

A variagdo do niimero cromossdmico nas espécies estudadas, como observado para
algumas espécies de Aeschynomene € Machaerium, pode ser originada a partir de alteragdes
cromossOmicas estruturais e/ou numéricas. Assim, essa variacdo possivelmente esta
relacionada a eventos de poliploidia e aneuploidia (Guerra 2008; Schubert & Lyzak 2011).
Considerano o conceito de Apples et al. (1998) e Sharma & Sen (2002), quando observada
dentro de uma unica espécie, indica a ocorréncia de citotipos (populagdes com niumero
cromossdmico diferente).

Pelo menos 8% das espécies identificadas variaram em nivel de ploidia, ndo
contabilizando as espécies com variagdes aneuploides. Assim, se for levado em conta cada
nivel de ploidia como uma nova espécie criptica, entdo a diversidade biologica serd muito
superior a prevista (Rieseberg & Willis 2007). Em leguminosas, a ocorréncia de citotipos ja

foi descrita em Mimosa pudica L., onde foram observados varios niveis de ploidia em
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distintas populacdes, definindo-a como uma espécie polimérfica com ampla distribui¢ao
geografica (Seijo & Vanni 1999, Dahmer ef al. 2011). O mesmo foi encontrado para Senna
Mill. e Chamaecrista Moench onde os citotipos apresentam-se relacionados com a
distribuicdo geografica das espécies (Biondo et al. 2005). Entretanto, a variagdo de
niimeros cromossomicos em uma mesma espécie pode ser decorrente de erros de contagem
cromossdmica ou até¢ mesmo de identificagdo botanica (Guerra 1990; Biondo et al. 2005;
Oliveira et al. 2010).

No presente trabalho foi verificada a ocorréncia de citotipos em duas espécies do
subgénero Ochopodium: A. elaphroxylon (2n=20/40) e A. paniculata (2n=20/22). Em A.
elaphroxylon, uma espécie africana, nos individuos cultivados no Jardim Botéanico do Rio
de Janeiro, essa variacao pode estar relacionada com a possivel vinda de sementes de mais
de uma populagdo, com dois niveis de ploidia (diploide e tetraploide). E provavel que no
estudo realizado por Auquier & Renard (1975) tenha sido amostrada apenas uma populagao
natural tetraploide (2n=40). A formacao de gametas nao reduzidos leva ao desenvolvimento
de citotipos poliploides, sendo que o stress ambiental contribui de forma significativa para
o estabelecimento de individuos poliploides (Ramsey & Schemske 1998).

Em A. paniculata, individuos da mesma populacdo, ocorrentes na regiao do Chaco,
apresentaram 2n=20/22, o que sugere que eventos de diferenciacdo cromossdmica estejam
atuando (Stace 1989). O Chaco € um meio com caracteristicas ambientais extremas, que
exercem forte pressao de selecdo sobre as espécies que 14 ocorrem (Hueck 1972). Da
mesma forma como citado anteriormente para formacgao de poliploides, o stress ambiental
pode favorecer a fixacdo de anormalidades cromossdmicas, como aneuploidia,
principalmente quando associadas com o surgimento de combinac¢des adaptativas em
ambientes extremos (Charlesworth 2009, Ramsey & Willis 2007). Provavelmente, o par
cromossdmico adicionado pode indicar alguma vantagem adaptativa, e ser fixado na
populacdo, levando ao estabelecimento do citétipo (Belyayev 2013).

Nas populagdes periféricas frequentemente ha um incremento na taxa de
recombinagdo, especialmente sob condigdes estressantes (Grant, 1981; Levin, 2002)
favorecendo a producdo de gametas com rearranjos cromossdmicos desbalanceados, como

translocagdes e multiplas pequenas delecdes, o que podera levar ao surgimento de citétipos.
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Em outras espécies de Aeschynomene, A. sensitiva (2n=20/22), A. aspera ¢ A. indica
(ambas 2n=38/40), também notou-se a presenca de aneuploidia. Goldblatt (1981a) e Poggio
et al. (2008) relataram a existéncia de tal evento para Leguminosae.

A poliploidia foi observada em 23% das espécies de Aeschynomene e 20% de
representantes de Machaerium, contradizendo as informagdes de Coleman & Demenezes
(1980) e Mendonga-Filho et al. (2002), que consideraram secundarios os eventos de
poliploidia nesses géneros. Por outro lado, diversos autores ja afirmavam a existéncia e a
importancia da poliploidia em Leguminosae em estudos baseados em diferentes espécies
desta familia (Goldblatt 1981a; Cardoso et al. 2000; Biondo et al. 2005; Almada et al.
2006; Flores et al. 2006; Trenchard et al. 2008; Dahmer et al. 2011; Santos et al. 2012),
inclusive para géneros da tribo Dalbergieae (Cameron 1967; Tedesco et al. 2002).

Em Machaerium, chama a atengdo M. [unatun (L.) Ducke e M. opacum, cujas
contagens (n=9 e n=10/2n=34, respectivamente) sdo atipica para o género. A morfologia do
complemento cromossomico de M. opacum ¢ similar a apresentada nos cromossomos das
demais espécies estudadas, ndo sendo possivel inferir qual rearranjo cromossdmico foi
responsavel pela grande mudanga de niimero cromossémico. Analises cariotipicas mais
detalhadas, com aplicacio de um maior nimero de marcadores, poderdo auxiliar na

elucidacao da evolugdao cromossdmica deste género.

Nimero basico

Goldblatt (1981b) sugeriu x=11 como provavel numero basico de Dalbergieae s. /.,
apesar de reconhecer que n=10 teria surgido cedo na evolu¢do da tribo, sendo basal para a
maioria dos géneros. Bairiganjan & Patnaik (1989), em estudo realizado para diversos
representantes de Papilionoideae, determinaram que géneros pertencentes a tribo
Dalbergieae s. /. apresentavam x =10. A partir dos dados compilados neste estudo, onde se
observou que 82% das espécies apresentaram niimeros cromossdmicos multiplos de 10, o
niimero basico x=10 parece ser bem suportado para o clado Dalbergia s. str.

Em relagdo a tribo, o0 mesmo niimero basico (x=10) pode ser considerado, uma vez
que nos demais clados (Adesmia s. str. e Pterocarpus s. str.), nimero cromossomicos
miultiplos de 10 sdo predominantes entre as espécies ja estudadas. Nos géneros isolados
(Andira Lam., Hymenolobium Benth., Vatairea Aubl. e Vataireopsis Ducke) ha registros de

contagens cromossOmicas apenas para espécies de Andira (2n=22), o que sugere x=11
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como numero basico desse grupo, porém com esse nimero restrito de contagens, nao se
pode confirmar tal informagao.

Os géneros Diphysa, Kotschya, Ormocarpum e Smithia ndo apresentam x =10, o que
pode estar relacionado com relagdo dubia desses géneros com o clado Dalbergia s. str. — os
mesmos pertenciam a outras tribos antes da atual circunscricdo definida por Klitgaard &
Lavin (2005): Diphysa (2n=16) era enquadrada na tribo Robinieae, Ormocarpum
(2n=24/26) em Ormocarpinae, além de Kotschya (2n=28) e Smithia (2n=38), ambos em
Aeschynomeninae. Assim, mesmo tendo caracteristicas morfologicas semelhantes (flor,
frutos e sementes) , os dados cromossdmicos sugerem uma maior distancia desses géneros
dos demais analisados dentro do clado Dalbergia s. str. € 0s possiveis nimeros basicos sao

x =8 (Diphysa e Ormocarpum), x =13 (Ormocarpum), x =14 (Kotschya) e x =19 (Smithia).

Tamanho cromossdmico e CTC

Apesar do tamanho cromossdmico das espécies aqui estudadas apresentarem uma
grande amplitude entre os menores € maiores cromossomos (0,36-3,83 pum), essa variagao
esta compativel a observada em outros grupos de Leguminosae, tais como Lathyrus L.
(4,37-8,86 um, Seijo & Fernandez, 2003), Phaseolus L. (0,78-2,36 um, Mercado-Ruaro &
Delgado-Salinas 1998); Sesbhania Scop (2,12-6,99 um, Forni-Martins et al. 1994),
Stylosanthes Sw. (1-2,8 pum, Cameron 1967) e Vicia L. (0,64-2,46 pum, Joseph &
Bouwkamp 1978). Dados cariotipicos para outras espécies do clado Dabergia s. str nao
estao disponiveis na literatura.

O CTC foi correlacionado positivamente com o0 numero cromossdomico e/ou
tamanho do mesmo. Mercado-Ruaro & Delgado-Salinas (1998) consideraram que
diferencas de CTC entre espécies de Phaseolus estavam relacionadas com aberragdes
cromossdmicas (no caso aneuploidia) e também com a fun¢do dos segmentos
heterocromaticos durante o processo de evolucdo do grupo. No presente estudo as
diferengcas de CTC podem também estar relacionadas com alteragdes numéricas
(aneuploidia, poliploidia) como observado em Aeschynomene que apresentou variagdo no
niimero cromossdmico (2n=20, 22, 40). Entretanto, em Dalbergia a causa da diferenca no
tamanho dos cromossomos de D. frutescens em relagdo as outras espécies € o tamanho de
cada cromossomo, € nao variagdo em numero. A mesma correlagdo ¢ usada para

Machaerium oblongifolium.
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Os cromossomos acrocéntricos encontrados nesse estudo em espécies de
Aeschynomene sdo pouco frequentes em Leguminosae, sobretudo em Papilionoideae
(Kumari & Bir 1990), sendo observados para algumas espécies de Vicia L. (Maxted et al.
1991; Weber & Schifino-Wittmann 1999) e P. vulgaris (Sarbhoy 1977, 1980, Mercado-
Ruaro & Delgado-Salinas 2000). A presenca de satélites em cromossomos ¢ comum em
Leguminosae, como observado em Stylosanthes (Vieira et al. 1993), Sesbania (Forni-
Martins et al. 1994), Lathyrus (Klamt & Schifino-Wittmann 2000), Crotalaria L. (Almada
et al. 2006; Flores et al. 2006), como notado nesse trabalho para A. falcata, D.
ecastaphyllum, D. miscolobium e M. vestitum. A regido distendida, muitas vezes nao
observada, estd relacionada com as regides organizadoras do nucléolo, fazendo com que o
satélite se distancie do cromossomo. Frequentemente a presenga de satélite leva a
confusdes na determinacao de nimero cromossomico.

Apds a analise do nimero e morfologia cromossomica de espécies do clado
Dalbergia s. str. ficou evidente a importancia de dois eventos de evolugdo cromossdomica: a
aneuploidia, com papel ja conhecido para espécies de Leguminosae, ¢ a poliploidia, que
surge como um processo importante na diversificacdo do clado Dalbergia s. str., com
16,7% das espécies apresentando uma possivel origem poliploide ou citotipos poliploides.
Com base no levantamento de nimeros cromossOmicos, reforca-se o numero basico de
Dalbergieae como x=10. Os parametros nimero e morfologia cromossdmica ndo suporta a
divisdo de Aeschynomene em dois géneros diferentes, uma vez que a variacdo entre €
dentro dos subgéneros foi similar. Por outro lado, sugere maior atencdo ao género
Machaerium, que devido ao aparecimento de nimeros cromossdmicos atipicos (M. lunatum
e M. opacum), pode estar evidenciando processos de evolu¢do cromossOmica bastante
importantes. Além disso, os géneros recém-agrupados no clado Dalbergia s. str., Diphysa,
Kotschya, Ormocarpum e Smithia precisam ser melhores avaliados do ponto de vista

filogenético, uma vez que os mesmos apresentam niimero basico desviando de x=10.
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Figura 01. Numeros cromossomicos de espécies do clado Dalbergia s. st
a) Aeschynomene paniculata Willd. ex Vogel (2n=20); b) Dalbergia miscolobium
Benth. (2n=20); ¢) D. nigra (Vell.) Alemao ex Benth. (2n=20); d) Machaerium hirtum
(Vell.) Stellfeld (2n=20); e) M. vestitum Vogel (2n=20); f) A. elaphroxylon (Guiil &
Perr.) Taub. (2n=40); g) A. ciliata Vogel (2n=22); h) 4. paniculata Willd. ex Vogel
(2n=22); i) M. opacum Vogel (2n=34). Escala: 10um.
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Figura 02. Comprimento Total da Cromatina (CTC) em Aeschynemene L. (A),

Dalbergia L.f. (B) e Machaerium Pers. (C).
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Andira (2n=22)
Hymenolobium™
Vatairea*
Vataireopsis*®

6 géneros
(2n=20,22,38.40)

clado Pterocarpus s.5.91 géneros

(21=20.22.40.44.60)

Aesch. subgen. Ochopodium (2n=20, 22, 38, 40)
Dalbergia (2n=20)
Machaerium (20=18, 20, 34, 40)

x=1

Aesch. subgen. Aeschynomene (2n=20, 22, 40, 80)
Bryaspis*
x=10, Cyclocarpa*
14,19 Geissaspis*
Humularia®
Kotschya (2n=28)
Smithia (2n=38)
Soemmeringia*

Diphysa (2n=16)

x=8, Ormocarpopsis*

10,13  Ormocarpum (2n=24, 26)
Peltiera*®
Pictetia (2n=20)
Zygocarpum™

Weberbauerella™

Figura 03. Provaveis nimeros basicos (x) da tribo Dalbergieae s. /., com énfase no

clado Dalbergia s. str. 2n= contagem mitdtica para os géneros (em negrito estdo os

nimeros predominantes por género). *= ndo hd contagem cromossdmica para o género.



CAPITULO 2

Caracterizacio cariotipica em espécies de Dalbergieae s. L

(Leguminosae, Papilionoideae)
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RESUMO - Dalbergiecae s. /. ¢ uma das maiores tribos de Papilionoideae e ndo
apresenta uma circunscri¢do bem definida. Nessa tribo, o género Aeschynomene esta
dividido em dois ramos. Estudos cromossdmicos podem auxiliar na elucidacdo de
relacdes evolutivas entre espécies/grupos de plantas em diferentes niveis hierarquicos,
especialmente quando sdo aplicadas técnicas que promovem a diferenciacdo
longitudinal nos cromossomos. Portanto, o objetivo desse estudo foi averiguar os
padrdes cariotipicos de 23 espécies de Dalbergicae, a partir de técnicas de bandamento
CMA/DAPI e hibridizagdo in situ de DNAr 5S e 45S, a fim de auxiliar no
posicionamento de Aeschynomene e de géneros relacionados dentro da tribo. A técnica
de bandamento CMA/DAPI mostrou bandas CMA/DAPI em 22 espécies, exceto para
Stylosanthes hamata que apresentou bandas CMA /DAPI". Variacdes no nimero e
posicdo das bandas CMA/DAPI” foram observadas. As espécies apresentaram um par
de DNAr 5S e um par de DNAr 458, localizados em cromossomos distintos. Os dois
sitios de DNAr 5S foram proximais, enquanto que para o par de sitios de DNAr 45S
foram proximais ou terminais, sempre co-localizados com duas bandas CMA"/DAPI.
As mudangas de nimero de bandas ¢ de posigdo de bandas e sitios podem estar
associadas a translocagdes, duplicagdes ou transposi¢des. Como os dados cariotipicos
apresentados nesse estudo ndo permitiram agrupar as espécies, nao foi possivel
contribuir para as discussdes taxondmicas sobre o posicionamento de gé€neros na tribo

Dalbergieae ou a respeito da subdivisdo do género Aeschynomene.

Palavras-chave: Fabaceae, relagdes evolutivas, diferenciacdo longitudional, padrdes

cariotipicos
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Introducio

Em Leguminosae uma das maiores e mais importantes tribos ¢ Dalbergieae s. /.,
pertencente a subfamilia Papilionoideae, com 49 géneros e cerca de 1.325 espécies,
porém nos Ultimos anos sua circunscricdo vem sofrendo alteracdes radicais € ainda nao
esta bem definida (Klitgaard & Lavin 2005). O género Aeschynomene L., pertencente ao
clado Dalbergia s. str., esta dividido em dois ramos, Adeschynomene subg. Ochopodium
e Aeschynomene subg. Aeschynomene (Lavin et al. 2001; Ribeiro et al. 2002). Apesar
das arvores filogenéticas estarem bem resolvidas, os autores sugerem novos estudos,
especialmente em relagdo a Aeschynomene subgen. Ochopodium, com possibilidade
deste grupo tornar-se um género.

Estudos cromossdmicos associados a trabalhos taxondmicos podem auxiliar na
elucidacao de relagdes evolutivas entre espécies/grupos de plantas em diferentes niveis
hierarquicos (Stebbins 1971; Levin 2002; Guerra 2008). Informagdes a respeito da
diferenciagdo longitudinal dos cromossomos sao importantes para o entendimento dos
mecanismos evolutivos nas espécies, especialmente se estiverem relacionadas a
caracteristicas morfoldgicas e ecoldgicas das plantas (Schubert 2007; Guerra 2008).

Apesar do nimero consideravel de pesquisas citogenéticas ja reportadas para
Leguminosae, esses dados ndo sao suficientes para compor um panorama completo da
evolug@o cromossdmica da familia. Estudos cromossdmicos para Dalbergieae s. /. ainda
s3o incipientes, sendo que a maioria restringe-se a contagens cromossomicas. Goldblatt
(1981) sugeriu x=11 como o provavel nimero basico da tribo, apesar de reconhecer que
n=10 teria surgido cedo na evolugdo do grupo, sendo basal para a maioria dos géneros.
Bairiganjan & Patnaik (1989), em estudo realizado para diversos representantes de
Papilionoideae, determinaram que géneros pertencentes a tribo Dalbergicae s. L
apresentavam x=10. Polido ef al. em preparagao (capitulo 1) apoiaram a indicacdo de
x=10 para o clado Dalbergia s. str. bem como para a tribo, com base na revisdao de
nimeros cromossdmicos disponiveis na literatura para o grupo.

Estudos cromossdmicos baseados em técnicas de bandamento cromossémico e
hibridizagao in situ (FISH) mostrando a diferencia¢do longitudinal dos cromossomos
sdo pouco frequentes para Dalbergicae s. [. Na tribo, técnicas de bandamento
CMA/DAPI e FISH foram utilizadas em Arachis L. (Seijo et al. 2004, 2007; Robledo &
Seijo 2008, 2010; Robledo et al. 2009; Silva et al. 2010). Até o momento nenhum
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trabalho baseado em bandamento cromossomico e hibridizacdo in situ foi realizado para
espécies do clado Dalbergia s. str.

Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi investigar os padroes
cariotipicos de representantes de Dalbergieae s. /., a partir das técnicas de bandamento
CMA/DAPI e de hibridizagdo in situ de DNAr 5S e 45S, de modo a encontrar
marcadores cromossdmicos que auxiliem o posicionamento das espécies dentro da tribo,

bem como ampliar o conhecimento de dados citogenéticos em Leguminosae.
Metodologia

Material

Foram coletados frutos com sementes de 23 espécies de Dalbergieae s. [ de
diferentes localidades e formagdes vegetacionais variadas (Tabela 01). Para algumas
espécies foram analisadas mais de uma populagdo, tais como Aeschynomene histrix
Poir. (2), 4. paniculata Willd. ex Vogel (4), Dalbergia frutescens (Vell.) Britto (2), D.
miscolobium Benth. (2) e D. nigra (Vell.) Alemao ex Benth (4). Materiais testemunha
foram depositados nos Herbarios CEUL, CGMS, CVRD, EAC, JBRJ, HDJF ¢ UEC.

Germinac¢ao de sementes e tratamento das raizes

As sementes foram colocadas para germinar em Gerbox® com papel filtro
umedecido em cdmara incubadora BOD a 25°C. Radiculas recém emergidas foram pré-
tratadas em solugdo de 8-hidroxiquinoleina (8-HQ) a 0.002M, por 20-24 horas a 10°C.
Em seguida, as raizes foram fixadas em solucdo de etanol absoluto: &cido acético glacial
(3:1, v:v) por 20-24 horas a temperatura ambiente ¢ estocadas a — 20°C até o preparo

das laminas.

Bandamento CMA/DAPI

As raizes foram lavadas em agua destilada e digeridas em solu¢do enzimatica (1%
macerozima, 2% celulase e 20% pectinase) por 30-50 minutos a 37°C. As pontas das
raizes foram colocadas sobre laminas e maceradas em acido acético 60%, cobertas com
laminulas e congeladas em nitrogénio liquido para a remogdo da laminula. As laminas
selecionadas foram envelhecidas por trés dias a temperatura ambiente ¢ coradas com
CMA por 1 hora e contracoradas com DAPI por 30 minutos (Moraes et al. 2007). As

laminas foram montadas com meio glicerol/Mcllvaine. Apds observagdo e registro dos
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dados, as melhores laminas foram descoradas e estocadas a —20°C para posterior

aplicag@o da técnica de FISH.

Hibridizacao in situ (FISH)

A sonda D2, contendo o gene de DNA ribossomal 5S de Lotus japonicus (Pedrosa et
al. 2002) e a sonda R2, contendo a regido do DNAr 18S-5.8S-25S de Arabidopsis
thaliana (Wanzenbdck et al. 1997) foram utilizadas para localizar os genes de DNA
ribossomais. As sondas foram marcadas por nick translation (Roche Biochemicals, UK)
utilizando digoxigenina-11-dUTP (Roche Biochemicals, UK) e biotina-14-dATP
(Roche Biochemicals, UK), respectivamente. A hibridizacdo in sifu foi realizada
segundo Schwarzacher & Heslop-Harrison (2000), com modificagdes. As laminas foram
tratadas com RNase por 1 hora a 37°C,com pronase-E por sete minutos a 37°C, fixadas em
paraformaldeido 4% por 10 minutos a TA e desidratadas em série alcodlica. A mistura de
hibridizagao foi composta por formamida 50%, dextran 10%, SDS 10%, 2x SSC,
sondas DNAr 5S e 45S (ambas 3,33ng/ul) e dgua. As lavagens de estrigéncia (77%)
foram realizadas em 0,1xSSC a 42°C. As sondas foram detectadas por anticorpos ligados
ao fluorocromo, sendo o DNAr 5S detectado por anti-digoxigenina-Rodamina (Roche
Biochemicals, UK) e o DNAr 45S pela Avidina-FITC (Roche Biochemicals, UK). As

laminas foram montadas em DAPI-Vectashield (Vector).

Observacio das laminas e registro dos resultados

As laminas obtidas a partir de bandamento CMA/DAPI e FISH foram examinadas
em microscopio Leica DM2500, com camera DFC360 FX acoplada e as imagens foram
capturadas utilizando programa LAS 3.6 (Media Cybernetics, Inc.). O programa Adobe
Photoshop CS4 PT-BR (Adobe Systems, Inc.) foi utilizado para auxiliar no

balanceamento uniforme de cores, contraste e brilho.

Resultados

A técnica de bandamento CMA/DAPI foi aplicada para as 23 espécies, enquanto
a técnica de FISH ndo foi realizada para Aeschynomene elaphroxylon (Guiil. & Perr.)
Taub. (citdtipo 2n=40), Dalbergia sp., Geoffroea striata (Will.) Morong, Stylosanthes
hamata (L.) Taub e Zornia reticulata Sm. Os nimeros cromossdmicos para as 23

espécies analisadas estdo apresentados na Tabela 1.
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Padrao de bandas CMA/DAPI

A técnica de bandamento CMA/DAPI mostrou bandas CMA/DAPI™ (bandas
brilhantes com CMA e negativas com DAPI) e bandas CMA /DAPI" (bandas negativas
com CMA e brilhantes com DAPI). Foram observadas variagdes no numero € posi¢ao
das bandas CMA/DAPI ", que permitiram caracterizar alguns tdxons e citotipos (Tabela
01, Figuras 01 e 02).

Em Aeschynomene observaram-se quatro espécies com duas bandas
CMA'/DAPI terminais (4. ciliata, A. elaphroxylon, A. falcata ¢ A. paniculata; Figura
02A, E, F) e duas com quatro bandas CMA/DAPI : duas proximais e duas terminais (4.
histrix e A. sensitiva Sw.; Figura 01C, I). No citotipo poliploide de A. elaphroxylon,
com 2n=40, foram encontradas quatro bandas CMA'/DAPI, exatamente o dobro de
bandas do citotipo diploide (Figura 1H). O par de bandas terminais CMA"/DAPI” foram
localizadas no par de cromossomos acrocéntricos, sendo que cromossomos desta
morfologia sdo uma caracteristica do género Aeschynomene a excegdo de A. falcata, em
que a banda CMA/DAPI esta localizada em um par de cromossomos metacéntrico
com satélite (Figura O1E, I).

Os resultados para Dalbergia ¢ Machaerium foram bastante homogéneos, 12 das
13 espécies analisadas destes dois géneros apresentaram duas bandas CMA/DAPT ,
apenas variando a posi¢do entre proximal ou terminal (Figuras 01K, M; 02A, C).
Apenas M. opacum Vogel diferiu desses resultados, com oito bandas CMA"/DAPI”
terminais (Figura 02E).

Geoffroea striata apresentou duas e quatro bandas CMA/DAPI terminais nos
citotipos diploides e tetraploides, respectivamente (Figura 02G, H). Em S. hamada
foram observadas bandas proximais CMA/DAPI" em quase todos os cromossomos do
complemento (Figura 02I), enquanto em Z. reticulata foram observadas duas bandas

CMA'/DAPI proximais (Figura 01J).

Distribuicao de DNAr 58S e 45S

Em relagdo aos sitios de DNA ribossomal (DNAr), todas as espécies
apresentaram um par de DNAr 5S e um par de DNAr 458, localizados em pares de
cromossomos distintos. Os resultados para DNAr 5S foi idéntico para as 19 espécies
analisadas: dois sitios de DNAr 5S proximais, enquanto que para o par de sitios de
DNAr 45S houve variagdo entre proximais e terminais, mas todos co-localizados com

duas bandas CMA'/DAPI. Em Aeschynomene todos os sitios de DNAr 45S sdo
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proximais (Tabela 01, Figuras 01 B, D, G, J). Porém tanto para Dalbergia quanto para
Machaerium, essa posi¢do variou, sendo proximal para D. cearensis, D. nigra, M.
hirtum, M. oblongifolium, M. vestitum e M. villosum (Tabela 01, Figuras 01 N; 02 D) e
terminal para D. ecastaphyllum, D. frutescens, D. miscolobim, Machaerium sp., M.

acutifolium, M. nyctitans ¢ M. opacum (Tabela 01, Figuras 01 L; 02 B, F).
Discussio

O ntimero cromossémico predominante foi 2n=20, ocorrendo em 18 espécies.
Mais informagdes a respeito de nimero cromossdmico ver capitulo 1. Das 23 espécies
analisadas, 22 apresentaram bandas CMA/DAPI. Outros géneros de Leguminosae
demonstraram CMA"/DAPI’, tais como Cicer L. (Galasso et al. 1996), Sesbania Scop.
(Forni-Martins 1999), Senna Mill. (Souza & Benko-Iseppon 2004) e Crotalaria L.
(Mondin et al. 2007; Mondin & Aguiar-Perecin 2011). Porém algumas espécies destes
géneros - Senna obtusifolia (L.) H.S. Irwin & Barneby (Souza & Benko-Iseppon 2004),
Crotalaria incana L. (Mondin & Aguiar-Perecin 2011) - apresentaram bandas CMA”
/DAPI". Em representantes de Arachis L. (Robledo & Seijo 2008), foram encontradas
bandas CMA/DAPI'. Desse modo, confirma-se a variagdo no padrio de bandamento da
familia, sendo que os diferentes tipos de heterocromatina presentes em Leguminosae
sdo0 importantes para demonstrar relagdes entre espécies, fornecendo evidéncias de
mecanismos de reestruturacdo do genoma dentro de géneros ou familias (Mondin &
Aguiar-Perecin 2011). A variagio no niimero e na posi¢do das bandas CMA/DAPI”
observadas dentro de Aeschynomene, Dalbergia e Machaerium podem indicar
rearranjos nas sequéncias de DNA repetitivo que ocorreram durantes a diversificagdo
das espécies, como translocacdes, relatado para algumas espécies de Crotalaria
(Mondin et al. 2007; Mondin & Aguiar-Perecin 2011). Em Aeschynomene além da
translocagdo, pode ter ocorrido duplicag@o, pois se observa um maior nimero de bandas
para A. sensitiva € A. histrix.

Todas as espécies analisadas apresentaram dois sitios de DNAr 5S e dois sitios
de DNATr 458, sendo que este ultimo sempre esteve co-localizado com bandas ricas em
CG (CMA"). Segundo Guerra (2000), em plantas, sitios ricos em CG sdo
frequentemente associados com DNAr 45S. Essa co-localizacdo j4 foi documentada
para gé€neros da familia, tais como Cicer (Galasso et al. 1996), Phaseolus (Moscone et

al. 1999) e Crotalaria (Mondin et al. 2007; Mondin & Aguiar-Perecin 2011; Morales et
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al. 2012). Mesmo em espécies com mais de duas bandas CMA'/DAPI (4. sensitiva, A.
elaphroxylon - 2n=40, A. histrix e M. opacum) observou-se apenas dois sitios de DNAr,
458, um indicativo que nem todas as regides ricas em CG sdo co-localizadas com sitios
de DNATr 45S. A posicdo terminal do DNAr 45S encontrada em 13 das 19 espécies
analisadas ndo ¢ comum em Leguminosae, uma vez que, em geral, nessa familia
encontra-se sitios de DNAr 45S intersticiais ou proximais (Roa & Guerra 2012). No
entanto, sitios de DNAr 458S terminais ja foram relatados para alguns representantes de
Leguminosae, como por exemplo, em Phaseolus (Moscone et al. 1999). Nesse género a
posicdo terminal dos sitios DNAr 45S permite a mobilidade do mesmo e
consequentemente a sua dispersdo para outros cromossomos (Pedrosa-Harand et al.
2006). Elementos transponiveis também devem ser considerados na movimentagao das
bandas, uma vez que ja foi registrado em Aegilopsis speltoides Tausch. (Raskina et al.
2004; 2008) .

A variagdo na posigdo dos sitios de DNAr 45S (terminal ou proximal)
intragenérica em Dalbergia e Machaerium é uma novidade para Leguminosae, uma vez
que até o presente momento os sitios sd3o exclusivamente proximais, como em Lens
(Galasso 2003) e Arachis (Robledo et al. 2009) ou restritamente terminais, tais como
Pisum (Fuchs et al. 1998) e Phaseolus (Moscone et al. 1999). Mudangas de posicao de
sitios podem estar associadas a mudangas estruturais como inversdes ou transposi¢des
por elementos moveis (Dubcovsky & Dvorak 1995; Raskina et al. 2008). A mesma
transposicdo que pode estar atuando na posicdo das bandas, especialmente em
Dalbergia e Machaerium, pode estar ocorrendo para os sitios de DNAr 45S, uma vez
que foi observada esta mesma correlacdo para espécies de Crotalaria (Morales et al
2012) e Bifrenaria (Moraes et al., em preparagao).

Os sitios de DNAr 5S foram observados na regido proximal dos cromossomos
em todas as espécies analisadas, condigdo frequente em angiospermas, estimado para
50% das espécies (Roa & Guerra 2012). Hanson et al. (1996) sugeriu que a localizagao
de sitios de DNAr na posicao intersticial e proximal poderia oferecer estabilidade no
cariotipo durante a evolucdo das espécies. Essa sugestdo foi confirmada no estudo
efetuado por Ansari et al. (1999) com espécies de Trifolium L. e concorda com os dados
observados aqui para 19 espécies.

Estudos efetuados a partir de hibridizag¢ao in situ em Leguminosae indicam alta
frequéncia de sitios DNAr 5S e 45S localizados no mesmo cromossomo, tal como

observado em Trifolium (Ansari et al. 1999), Phaseolus (Pedrosa et al. 2006) e
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Crotalaria (Mondin & Aguiar-Perecin 2011). Porém, para representantes de Lens Miller
(Galasso 2003) e Arachis (Robledo & Seijo 2008, 2010) os sitios de DNAr 5S e 45S
encontram-se em cromossomos distintos, como para todas as espécies analisadas nesse
estudo.

Diante dos dados cariotipicos apresentados neste estudo, ndao foi possivel
fornecer uma diversidade cariotipica para subsidiar as discussdes taxondmicas sobre o
posicionamento dos géneros na tribo Dalbergicae. Entretanto, os dados mostraram
caridtipos dindmicos, com os eventos de alteracdes cromossOmicas numéricas e
estruturais operando ativamente em todos os géneros analisados — e por consequéncia
ndo permitindo a separacdo das entidades taxondmicas. Variagdes em relagdo ao
nimero e posi¢do de bandas CMA/DAPI e sitios de DNAr 5S e 45S ocorreram devido
rearranjos estruturais, tais como transloca¢do e duplicagdo ou ainda movimentagdo

mediada por elementos moveis.
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Figura 01. Bandamento CMA/DAPI e FISH em metafases de integrantes do clado
Dalbergidide. A, B; Aeschynomene ciliata, C, D. A. sensitiva, E. A. falcata;
F, G. A. elaphroxylon (2n=20), H. A. elaphorylon (2n=40), 1, J. A. histrix,
K,L. Dalbergia miscolobium, M, N. D. nigra. Sinais vermelhos ¢ verdes em B, C, F, I,
K e M indicam sitios de DNAr 5S e 45S, respectivamente. Setas indicam banda
CMA"/DAPT’, cabegas de setas indicam sitios de DNAr 45S, pontilhados indicam
DNAr 458 distendido ligando o cromossomo ao satélite (asterisco). Detalhe em I indica
cromossomos acrocéntricos com bandas terminais e cromossomo metacéntrico com
banda proximal; detalhe em K indica cromossomos satelitados com bandas CMA e
detalhe em M indica par cromossomico com banda CMA'/DAPI" proximal em

cromossomo submetacéntrico. Barra em N indica 10pum.
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Figura 02. Bandamento CMA/DAPI e FISH em metafases de integrantes do clado
Dalbergidide. A, B. Machaerium nyctitans, C, D. M. hirtum, E, F. M. opacum,
G. Geoffroea striata (2n=20); H. G. striata (2n=40); 1. Stylosanthes hamata,
J. Zornia reticulata. Sinais vermelhos e verdes em A, C e E indicam sitios de DNAr 5S
e 458, respectivamente. Setas indicam banda CMA'/DAPI’, cabecas de setas indicam
sitios de DNAr 45S. Barra em J indica 10pm.
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CAPITULO 3

Characterization of 11 microsatellite loci for Aeschynomene falcata (Leguminosae) and

cross-amplification in related species

Este capitulo foi redigido de acordo com as normas para a publicacdo no periddico

American Journal of Botany.
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ABSTRACT

o  Premise of the study: Aeschynomene falcata, a native Leguminosae forage, was
employed to develop and characterize a microsatellite library. The transferability of loci
was also tested using four related species.

o Methods and Results: Leaf samples were collected from A. falcata, A. brevipes, A.
paniculata, Dalbergia nigra and Machaerium vestitum. A total of 23 microsatellite loci
were developed, 11 amplified and 7 were polymorphic. The observed and expected
heterozygosities ranged from 0.0000 to 0.7143 and from 0.1287 to 0.8360, respectively.
The polymorphism information content varied from 0.1167 to 0.7786. Nine
microsatellite loci were cross-amplified in A. brevipes and A. paniculata and seven in
D. nigra and M. vestitum.

e Conclusions: These microsatellite loci are the first microsatellite markers developed for
the genus, and may be used in population and diversity studiesfor the conservation and

germoplasma management.
Keywords: Aeschynomene; cross-amplification; forage; Fabaceae; microsatellite.
INTRODUCTION

Aeschynomene falcata (Poir.) DC. (Leguminosae) is an important forage species
because of its high persistence, resistance to intensive grazing and tolerance to soils of low
fertility. However, the seeds of this species are not produced in sufficient quantities for
marketing, because of their low fertility (Jones et al. 2000), and productivity must be increased
by plant breeding techniques. Microsatellite or simple sequence repeats (SSRs) markers are
considered optimal for planning crosses in breeding programs (Rocha et al. 2002), since they
provide a measure of the genetic distance among strains. Moreover, microsatellite cross-
amplification represents a potential source of variation in evolutionary conservation and
taxonomic studies.

The present microsatellite library was developed and characterized in 4. falcata (subg.
Ochopodium), and cross-amplification of the SSRs was tested in A. brevipes Benth., A.
paniculata Willd. ex Vogel, Dalbergia nigra (Vell.) German ex Benth., and Machaerium

vestitum Vogel.
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METHODS AND RESULTS

A microsatellite-enriched genomic library was obtained for 4. falcata, according to
Billote et al. (1999). Leaf samples were collected from two populations of 4. falcata (Minas
Gerais State — 12 individuals; Mato Grosso do Sul State — three individuals). Transferability
tests employed samples of 4. brevipes (Mato Grosso do Sul State — five individuals), 4.
paniculata (Sao Paulo State — five individuals), D. nigra and M. vestitum (Sao Paulo State — two
individuals, for both species). Additional information on the populations and specimen vouchers
are provided in Appendix 1. The genomic DNA was extracted using the DNeasy Plant Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany).

The DNA samples were digested with Afa I (Invitrogen, Carlsbad, California, USA) and
ligated to the adapters 5’-CTCTTGCTTACGCGTGGACTA-3’ and 5’-
TAGTCCACGGTAAGCAAGAGCACA-3’. Enrichment was performed using a hybridization-
based capture with (GT)s and (CT)s, biotin-linked probes and streptavidin magnetic-coated
beads (Streptavidin MagneSphere Paramagnetic Particles; Promega, Madison, Wisconsin,
USA). The enriched fragments were amplified by polymerase chain reaction (PCR), ligated to
the pGEM-T easy vector (Promega) and transformed into Escherichia coli XL1-Blue competent
cells (Stratagene, Carlsbad, California, USA). Recombinant colonies were selected by
White/Blue screening. A total of 56 selected recombinant colonies were bidirectionally
sequenced using an automated ABI PRISM 377 sequencer (Applied Biosystems, Foster City,
California, USA) with T7 and SP6 primers and the BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems). The sequences were aligned and edited with the Seqman program
(DNASTAR, Madison, Wisconsin, USA). MICROSAT software (CIRAD) was used to
eliminate the adaptors and restriction sites of the sequences. The microsatellite regions were
identified and characterized using the program Gramene (Temnykh et al. 2001). As a criterion
for the SSR selection, the sequences that showed at least five dinucleotide repeats; four
trinucleotide repeats; and three tetra-, penta- and hexanucleotide repeats were selected. A total
of twenty-three primer pairs were designed using the software PrimerSelect (DNASTAR). The
microsatellite loci were amplified using PCR performed in a 20 pL total volume containing 15
ng template DNA, 1x PCR buffer, 2 mM MgCl,, 8 mM dNTPs, 0.04% BSA, 0.5 mM each
forward and reverse primer and 0.5 U Tag DNA polymerase (Invitrogen). A Biorad C1000™
Thermal Cycler (Biorad, Hercules, California, USA) was used for the PCR with the following
program: an initial denaturation at 94°C for 2 min; 2x 10 cycles (-1°C per cycle) for three
different temperature of touchdown, 65°C-55°C, 60°C-50°C and 55°C-45°C (94°C for 1 min,
65°C, 60°C or 55°C for 1 min and 72°C for 2 min), followed by 18 cycles (94°C for | min,
55°C, 50°C or 45°C for 1 min and 72°C for 2 min) and a final extension of 72°C for 5 min. The

amplification products were analyzed by electrophoresis through 3% agarose gels stained with
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ethidium bromide and were genotyped using a 6% denaturing polyacrylamide gel stained with
silver nitrate (Creste et al. 2001) and the genotyper Advance FS96 (Advanced Analytical
Technologies, Inc, Ames, lowa, USA). The product sizes were determined by comparison to a
DNA ladder. A 10 bp ladder (Invitrogen) was included on the polyacrylamide gel, and a ladder
supplied with the Advance FS96 genotyping kit was used with the genotyper. Due to the low
number of individuals of two populations of 4. falcata, for the statistical analysis they were
analyzed together, not as two different populations. Analysis of the expected and observed
heterozygosity were performed using TFPGA software (Miller 1997), and the Polymorphism
Information Content was determined using Pic Calculator (Kemp 2002).

Among the 23 microsatellite loci developed, 11 were amplified in 4. falcata (Table 1),
seven of which were polymorphic. A total of 34 different alleles were identified, with a mean of
4.85 alleles per locus, rangingfrom two to seven. The observed and expected heterozygosities
ranged from 0.0000 to 0.7143 and from 0.1287 to 0.8360, respectively. The polymorphism
information content varied from 0.1167 to 0.7786 (Table 1). From these 11 amplified loci, nine
amplified in 4. brevipes and A. paniculata samples and from these loci, six amplified both in D.
nigra and M. vestitum, plus another unique loci in each species (Table 2). Two microsatellite
loci (Aesfal8 and Aesfall0) showed more than one region of amplification. The Aesfal8 locus
presented a monomorphic region (size estimated as 147 bp) for all the species, whereas a
polymorphic region was present only in the 4. falcata sample. The AesfallO locus presented
two polymorphic regions, one exclusive for A. falcata and the other observed only in related

species.

CONCLUSIONS

Here we report the first microsatellite markers developed for the genus Aeschynomene.
The 11 markers and the cross-amplification for the other two genera, Dalbergia e Machaerium,
confirmed that all are useful for future studies of genetic diversity, conservation and in breeding
programs. Furthermore these developed markers can be used, in a new approach, as additional

marker on cytotaxonomy, by in situ hybridization.
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CAPITULO 4

A utilizag¢ao de novas sequéncias de DNA como sondas para hibridizac¢io in situ em

representantes de Dalbergieae s. /. (Leguminosae, Papilionoideae)
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RESUMO - A hibridizag¢do fluorescente in situ (FISH) localiza sequéncias de DNA
diretamente nos cromossomos, ampliando o nimero de marcadores passiveis de analise
e auxiliando na resolu¢do de complexos taxondmicos e no entendimento da evolugdo
cariotipica. Portanto, novas sequéncias de DNA sdo altamente desejaveis para uma
melhor caracterizagdo cromossOmica. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi
aprofundar as andlises cromossOmicas de seis espécies da tribo Dalbergieae s. I. a partir
de sondas de bibliotecas gendmicas de BACs de Phaseolus vulgaris e de bibliotecas de
microssatélites (SSR) de Aeschynomene falcata. Foram testadas 10 sondas de BACs de
P. vulgares e cinco de SSR de 4. falcata. Das sondas BACs testadas, apenas uma foi
mapeada em um par cromossomico de A. sensitiva, sendo que a falta de marcagdo das
demais sequéncias e nas demais espécies deve estar relacionadas coma distancia
filogenética de P. vulgaris e espécies do clado Dalbergidide. Em relagdo ao SSR, das
cinco sondas, trés funcionaram em A. falcata, o que pode indicar que a falta de sinais

possa estar associado ao nao agrupamento das sequéncias de tamanho reduzido.

Palavras-chave: Leguminosae, Dalbergicae s. /., cromossomos artificiais de bactérias,

microssatélites
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Introducio

A hibridizacao fluorescente in situ (FISH) permite localizar sequéncias de DNA
diretamente nos cromossomos ou em nucleos interfiasicos, baseando-se na
complementaridade de bases entre 0 DNA do cromossomo - alvo - e o fragmento de
DNA marcado - sonda (Guerra 2004). O desenvolvimento da técnica determinou a
transicdo da era da citogenética classica para a era da citogenética molecular (Jiang &
Gill 2006). Essa técnica amplia o nimero de marcadores passiveis de analise, e assim,
quando comparados entre grupos taxondmicos, pode auxiliar na resolu¢do de complexos
taxondmicos e até mesmo no entendimento da evolugdo cariotipica.

As sequéncias repetitivas em tandem, tais como os genes ribossomais (DNAr 5S
e 45S), sequéncias centroméricas e teloméricas, além das familias de DNA satélite, sdo
mais facilmente visualizadas nos cromossomos e representam os principais tipos de
sonda. As sondas historicamente mais utilizadas na citogenética vegetal s3o as
correspondentes aos DNAr 5S e 45S, principalmente devido ao alto grau de
conservagao e tamanho de sitio grande o suficiente para permitir a sua visualizacdo
(Guerra 2004).

Contudo, essas sequéncias sdo altamente conservadas, variando apenas quanto
ao namero e/ou posi¢do e mais raramente quanto a sequéncia das regides nao
transcritas, entre espécies relacionadas. Desse modo, a busca por novas sequéncias de
DNA para serem utilizadas na caracterizagdo cromossOmica ¢ bastante desejavel,
ampliando o nimero de marcadores. Essas sequéncias podem ser tanto de copia simples
ou repetitivas, como as de DNA satélite e microssatélites.

As Dbibliotecas gendmicas de BACs (Cromossomos Artificiais de Bactérias)
oferecem uma fonte inestimavel de sequéncias de DNA que podem ser utilizadas como
sonda (Hasterok et al. 2006). Estes vetores permitem localizar sequéncias de copia unica
ou poucas copias e, se ancoradas no mapa genético, podem fornecer relacdes entre mapas
cromossomico e genético. Bibliotecas gendmicas construidas em BACs foram elaboradas
para varias espécies de interesse economico, sendo que em parte delas os BACs foram
localizados nos cromossomos, tais como Solanum tuberosum L. (Dong et al. 2000),
Oryza sativa L. (Cheng et al. 2002), Brassica oleraceae L. (Howell et al. 2002),
Sorghum bicolor (L.) Moench (Islam-Farid et al. 2002), Musa balbisiana Colla (Safar et
al. 2004), Gossypium barbadense L. (Wang et al. 2006) e Poncirus trifoliata (L.) Raf.

(Moraes et al. 2008), além das leguminosas Medicago truncatula Gaertn. (Kulikova et
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al. 2001), Lotus japonicus (Regel) K. Larsen (Pedrosa et al. 2002) e Phaseolus vulgaris
L. (Pedrosa-Harand et al. 2009; Fonseca et al. 2010).

As sequéncias de microssatélite (SSR) sao constituidas de mondmeros de 1 a 6
nucleotideos organizados em tandem (Schmidt & Heslop-Harrison 1996). Sao
raramente utilizados como sondas cromossdmicas, apesar de formarem blocos de
nucleotideos passiveis de serem mapeados por FISH. Uma biblioteca de SSR apresenta
diversas sequéncias caracteristicas de uma espécie, ou ainda, apenas de populagoes de
uma espécie (Li et al. 2004). Desta forma, essas sequéncias podem ser mapeadas
diretamente nos cromossomos, servindo como indicac¢do de separacdo/unido entre
espécies, ou ainda servir como marcador espécie-especifico como recentemente
demonstrado em Dendrobium (Begum et al. 2009).

Desse modo, o presente estudo tem como objetivos aprofundar as analises
cromossOomicas de seis espécies de Dalbergieae s. /., a partir de sondas provenientes de
bibliotecas gendmicas de BACs de Phaseolus vulgaris e de bibliotecas de

microssatélites de Aeschynomene falcata (Poir) DC.
Metodologia

Material

Seis espécies da tribo Dalbergieae s. [ foram utilizadas neste estudo:
Aeschynomene falcata, A. sensitiva Sw, Dalbergia ecastaphyllum (L.) Taub., D. nigra
(Vell.) Allemao ex Benth., Machaerium nyctitans (Vell.) Benth. e M. vestitum Vogel.

Preparacio cromossomica

As pontas de raizes obtidas a partir de sementes recém-germinadas foram pré-
tratadas em solugdo de 8-hidroxiquinoleina (8-HQ) a 0,002M, por 20-24 horas a 10°C,
fixadas em solugdo de etanol absoluto: dcido acético glacial (3:1, v:v) por 20-24 horas a
temperatura ambiente e estocadas a — 20°C. Para o preparo das laminas as raizes foram
lavadas em agua destilada e digeridas em solugdo enzimatica (1% macerozima, 2%
celulase e 20% pectinase) por 30-50 minutos a 37°C. As pontas de raizes foram
maceradas em acido acético 60%, cobertas com laminula e congeladas em nitrogénio
liquido para remocdo da laminula. Para selecdo das melhores metafases, as laminas

foram observadas através de contraste de fase.
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Isolamento de novas sequéncias

Extracio de DNA gendémico

O DNA gendmico de Aeschynomene brevipes Benth., 4. falcata, A. paniculata
Willd ex Vogel, D. nigra ¢ M. vestitum foi extraido e utilizado na constru¢do da
biblioteca de microssatélites, na amplificagdo dos /ocus de SSR e para a hibridizag¢do de
BACs em membrana. A extragdo do DNA foi efetuada a partir de folhas secas em silica
gel ou de material fresco, utilizando DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). O DNA extraido

foi quantificado em gel de agarose 1%.

Preparacio de sondas a partir de BACs de Phaseolus vulgaris

Os BACs de Phaseolus pertencem a uma biblioteca genomica de Phaseolus
vulgaris “BAT93” (Kami et al. 2006). Os clones foram pré-selecionados a partir de
Fonséca et al. (2010): 18B15 (copia tnica), 38C24 (copia tnica), 225P10 (coHpia tnica),
21N14 (disperso), 25D1 (disperso), 169G16 (disperso), 36H21 (disperso), 16317 (copia
unica + fracamente disperso), 127J2 (unica + fracamente disperso) e 9217
(pericentromérico). Os BACs foram purificados através da técnica de miniprep
utilizando o Mini Plasmid Kit (Qiagen).

As sondas BACs foram marcadas diretamente com Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP

(Life technologies), através de nick-translation (Roche).

Preparacio de sondas a partir de SSRs de Aeschynomene falcata

A biblioteca de microssatélites de Aeschynomene falcata foi construida em
parceria com pesquisadores do Laboratorio de Andlise de Genética Molecular do
CEBMEG/UNICAMP. O protocolo utilizado para construcdo da biblioteca foi Billotte
et al. (1999). O procedimento completo esta em Polido e al. (Capitulo 3).

Dos 23 loci de SSR, 11 amplificaram em A. falcata, nove em A. brevipes e A.
paniculata e sete amplificaram em D. nigra e M. vestitum. Foram escolhidos cinco SSR
aleatoriamente para serem utilizados como sondas: Aesfall (monomorfico), Aesfal§
(monomorfico em uma regido e polimdrfico em outra), Aesfall0 (duas regides
polimorficas), Aesfalll (polimorfico), Aesfall3 (duas regides monomorficas). As
sondas foram marcadas diretamente com Cy3-dUTP (Life Technologies) por nick

translation (Roche).
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Hibridizacao fluorescente in situ

A hibridiza¢do in situ foi realizada segundo Schwarzacher & Heslop-Harrison
(2000), com pequenas modificagdes. A hibridizagdo foi realizada com nivel de
estrigéncia de 73%. As laminas foram tratadas com RNase 1% por 1 hora a 37°C e com
pronase-E por 10 minutos a 37°C. A seguir, foram fixadas em paraformaldeido 4% por 10
minutos a TA, seguido de desidratacdo alcodlica. A mistura de hibridiza¢do foi composta
por formamida 50%, dextran 10%, SDS 10%, 2xSSC, sondas BACs ou SSR (ambas
3,33ng/ul), e agua. As lavagens de estrigéncia foram realizadas em 0,1xSSC a 42°C. As
laminas foram montadas em DAPI-Vectashield. As laminas foram examinadas em
microscopio Leica DM2500, com camera DFC360 FX acoplada e as imagens foram

capturadas utilizando programa LAS 3.6 (Media Cybernetics, Inc.).

Resultados e discussao

Em relagdo as 10 sondas BACs de P. vulgaris testadas apenas 18BI15 foi
mapeada na regido proximal de um par cromossdmico de 4. sensitiva (Figura 01B). Em
P. vulgaris esta sequéncia 18B15 também foi identificada como apresentou sinal tinico
(Fonseca et al. 2010), a semelhanga do observado em A. sensitiva. A ndo marcagao dos
demais nove BAC nas outras cinco espécies testadas pode estar relacionado com a
distancia filogenética entre Phaseolus (tribo Phaseoleae) e as espécies aqui estudadas
(tribo Dalbergieae), uma vez que as tribos ndo sdo relacionadas filogeneticamente
(Lewis et al. 2005) e sequéncias encontradas em um género, ou até mesmo em uma
espécie, podem ser exclusivas.

Entretanto, isso ndo explica totalmente a marcacdo seletiva de uma tUnica
sequéncia (18B15) apenas em A. sensitiva. A outra espécie do género, 4. falcata,
mostrou resultado semelhante ao das espécies de Dalbergia e Machaerium. Seguindo a
classificagdo de Klitgaard & Lavin (2005), 4. sensitiva (subgen. Aeschynomene) esta
separada filogeneticamente de 4. falcata (subgen. Ochopodium), o que pode ser um
indicativo de que apenas espécies do subgen. Aeschynomene possam apresentar tal
sequéncia. Ha a sugestdo de que a separacdo entre os dois subgéneros seja grande o
suficiente para a separagdo de subgen. Ochopodium em um outro género e a utilizacao
desta sequéncia em um maior numero de espécies de ambos os subgéneros podera

confirmar se esta sequéncia sera util na resolug@o deste complexo.
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Almeida & Pedrosa-Harand (2011) utilizaram sequéncias de P. vulgaris em P.
lunatus L. (Bng-G, Bng-K e SJ19.12) e as mesmas foram detectadas na segunda
espécie, inclusive localizadas no mesmo bragco dos cromossomos 6, 9 e 10,
respectivamente. Posteriormente, a partir de 16 BACs de P. vulgaris, Bonifacio et al.
(2012) elaboraram um mapa citogenético para P. [unatus, demonstrando uma
estabilidade cariotipica do género.

Estudos realizados por Mendes et al. (2011) a partir da constru¢do do mapa
citogenético de Citrus medica L. com BACs de Poncirus trifoliata Raf. demonstraram
que essas sequéncias apresentaram-se conservadas entre Citrus e Poncirus,
estabelecendo homeologias entre os géneros proximamente relacionados. Assim, uma
solugdo para utilizar sondas-BACs em espécies de Dalbergieae seria a construgdo de
bibliotecas gendmicas e selecdo de sequéncias a partir de espécies da propria tribo.
Entretanto, até o presente momento, nenhuma biblioteca referente a Dalbergieae foi
construida.

Para as sondas SSR de 4. falcata, foram observados sinais apenas na propria
espécie usada para construgdo da biblioteca. Das cinco sequéncias testadas como sonda,
trés foram mapeadas (Aesfal.l, Aesfal.8 e Aesfal.11), cada uma em um par de
cromossomos na regido proximal (Figura 01D; Figuras 02B, D). A falta de marcacdo
das outras duas sequéncias via FISH deve-se, provavelmente, ao tamanho do sitio destas
sequéncias nos cromossomos, os quais devem estar abaixo do limite de sensibilidade da
técnica. O mesmo deve se aplicar para as demais espécies testadas, uma vez que o teste
de transferenciabilidade por PCR mostrou amplificacdo de todas as cinco sequéncias de
SSR testadas também em A. brevipes, A. paniculata, D. nigra e M. vestitum (Polido et
al., in preparagdo).

Entretanto, em Dendrobium foi possivel detectar sinais de SSR obtidas de D.
moschatum (Buch.-Ham.) Sw (DmoF11, DmoF14 ¢ DmoB22) em espécies proximas,
além de SSR DmoF11 ter sido observado inclusive em espécies de outros géneros
analisados [Nageliella angustifolia (Booth ex Lindl.) Ames et Correl, Oncidium
sphacelatum L. and Phalaenopsis lueddemanniana var. purpurea (Rchb.f)) Sweet.]
(Begum et al. 2009). Sendo assim, em Dendrobium, diferentemente do observado em
Aeschynomene, as sequéncias podem estar presentes no ancestral das espécies
analisadas, ndo sendo consideradas exclusivas para um grupo de espécies.

A conservagdao de loci de SSR em espécies de Leguminosae estreitamente

relacionadas ja foi documentada. Dayanandan et al. (1997) documentou o sucesso na
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transferenciabilidade de SSR de Pithecellobium elegans Ducke em outras espécies da
tribo Ingeae. Para a tribo Dalbergieae, estudos realizados com Arachis (Koppolu et al.
2010; Palmieri et al. 2010) mostraram grande indice de transferenciabilidade, inclusive
entre espécies de secg¢Oes diferentes. Porém, trabalhos utilizando SSR da familia como
sondas para a técnica de FISH sao inexistentes.

Diante da utiliza¢do de sondas de BACs de Phaseolus vulgaris ¢ de SSR de
Aeschynomene falcata, foi observada uma baixa frequéncia dessas sequéncias nas
espécies analisadas. No caso de sondas de BACs, isso pode estar relacionado ao fato das
sequéncias serem provenientes de uma espécie com distancia filogenética significativa
da tribo Dalbergieae. Ja para sondas de SSR, apesar do pequeno tamanho que essas
sequéncias ocupam nos cromossomos, muitas vezes abaixo do limite de sensibilidade da
técnica, trés sequéncias foram mapeadas em um unica espécie, novamente indicando
uma separagdo entre os dois subgéneros de Aeschynomene. Porém, é necessario aplicar

tais sequéncias em um maior nimero de espécies para comprovar tal segregacao.
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Figura 01. Hibridizagdo in situ a partir de sondas de BACs e SSR: A, B. Aeschynomene
sensitiva; A. Bandas CMA"; B. BAC 18B15. C, D. A. falcata; C. Bandas CMA™;
D. SSR Aesfal.1. As setas indicam as marcag¢des nos cromossomos. Escala: 10um.
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Figura 02. Hibridizac#o in situ a partir de sondas SSR em 4. falcata. A. Bandas CMA”;
B. SSR Aesfal.8; C. Bandas CMA"; D. SSR Aesfal.11. As setas indicam as marcacdes
nos cromossomos. Escala: 10pum.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo contribuiu para um melhor conhecimento cromossémico de
representantes da tribo Dalbergieae s. /.. Foram estudadas 23 espécies de
Aeschynomene (seis), Dalbergia (seis), Machaerium (0ito), além das espécies
Geoffroea striata, Stylosanthes hamata e Zornia reticulata. Para quatro espécies
a contagem cromossdmica foi efetuada pela primeira vez. Para outras cinco, as
contagens divergiram de dados ja publicados.

O nimero cromossémico mais frequente foi 2n=20, sendo que variagdes
intraespecificas para algumas espécies e variacdes interespecificas constatadas
sdo decorrentes de dois eventos evolutivos, a aneuploidia e a poliploidia.

Foi sugerido x=10 como niimero basico do clado Dalbergia s. str. € 0 mesmo
nimero basico foi proposto para a tribo Dalbergieae s. /., sendo que os géneros
recém-agrupados Diphysa, Kotschya, Ormocarpum e Smithia devem ser melhor
discutidos, ja que apresentam numero basico diferente de x=10.

Apesar das variagdes encontradas entre tamanho e morfologia cromossomica,
ndo foi possivel definir caracteristicas especificas para definir grupos de
espécies.

Foram descritos os padrdes bandamento cromossomico CMA/DAPI em 23
espécies, assim como a distribui¢do de DNAr em 19.

Observou-se homogenidade quanto as bandas CMA/DAPI e aos sitios de DNAr
5S e 45S na maioria das espécies, sendo que as mudangas de numero e posigao
podem estar associadas a rearranjos estruturais, tais como translocagdo e
duplicagdo ou ainda com transposigoes.

A utilizagdo de sequéncias BACs e de microssatélites mostrou-se promissora,

uma vez que foram detectados sinais em algumas das espécies testadas.



