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1- INTRODUCAO



Desde o inicio do século XX, a citogenética vem sendo amplamente utilizada
em trabalhos que envolvem caracterizagao taxondmica e estudos de evolucao e
filogenia. O destaque principal € a citotaxonomia cldssica que se caracteriza pela
observacao do numero e da morfologia dos cromossomos mitoticos e de seu
comportamento meiodtico.

A estacao ecologica do Caiua ¢ uma Unidade de Conservagao que abriga uma
rica biodiversidade, dentre elas uma grande diversidade de espécies de plantas nativas
que necessitam de estudos botanicos e citogenéticas. A citogenética de carater
investigativo promove a identificacdo e entendimento do comportamento meidtico da
espécie, fornecendo dados como numero de cromossomos e nivel de ploidia. A
andlise citogenética do comportamento meiotico esclarece possiveis erros
apresentados durante as fases da meiose I e II. Esses erros meidticos causam
anormalidades, que, por sua vez, acarretam em disfun¢des na formagao e viabilidade
do grao de polen, que podem esclarecer sobre a qualidade de propagagdo da espécie e
conservagao na regiao.

Neste relatorio estdo apresentadas as atividades e resultados obtidos no
periodo de um ano, desde dezembro/2008 até dezembro/2009, durante o

desenvolvimento do projeto de pesquisas

2- MATERIAL E METODOS

Analise morfologica

O material botanico foi coletado em diferentes periodos do ano na Estacdo
Ecologica do Caiua. Foram coletadadas partes reprodutivas e vegetativas de algumas
espécies que estavam em periodo reprodutivo.

O material coletado foi herborizado de acordo com técnicas usuais (FIDALGO
e BONONI, 1989) e incluidos ao acervo do Herbario Educacional da Universidade
Paranaense (HEUP). A identificacdo do material esta sendo realizada com base em
literatura especializada sobre as familias, revisdes dos géneros estudados, bem como
pela analise de materiais depositados nos herbarios HUM e FUEL.

Posteriormente as espécies serdo descritas morfologicamente, este

procedimento sera realizada no laboratoério de Botanica da Universidade Paranaense,



através de observacdes minuciosas do material com auxilio de microscopio
estereoscopio (lupa). A nomenclatura utilizada para morfologia foliar sera baseada em
HICKEY (1974) e RADFORD et al. (1986) e, para inflorescéncia, em BRIGGS e
JOHNSON (1979), e a descricao dos frutos esta de acordo com BARROSO et al.
(1999).

Observacgdes ecologicas, como habito e épocas de floracao e frutificagdo, estao

sendo obtidas nas expedi¢des de campo e complementadas com dados da literatura.

Caracterizacio Citogenética

A metodologia a segue os pressupostos de Guerra e Souza (2002). Para analise
de meiose, inflorescéncias jovens foram colhidas e fixadas em etanol e acido acético
(3:1 v/v), por 24 horas. Apo6s este periodo, o material foi lavado e transferido para
alcool a 70%, sendo em seguida, acondicionado sob refrigeracdo, até o momento de se
iniciar as analises meidticas. Os microsporocitos foram preparados pela técnica de
esmagamento e corados com carmim propidnico a 1,0%.

Para obtencao de cromossomos metafasicos mitdticos tecidos meristematicos
(ponta de raiz e anteras jovens) foram coletados e tratados com uma solucao de 8-
hidroxiquinoleina 2mM por 24 horas, na geladeira. Apos esse periodo, os meristemas
foram fixados em 3 partes de alcool etilico: 1 acido acético, por um periodo de 12 a
24 horas a temperatura ambiente. Apos a etapa de fixa¢do, os meristemas foram
estocados em freezer até o momento da confecg¢@o da lamina. Para o preparo das
laminas, as raizes foram lavadas duas vezes em agua destilada por cinco minutos,
hidrolisadas em écido cloridrico 5N por 20 minutos, novamente lavadas em agua
destilada e o meristema esmagado em 4cido acético 45%. Em seguida, as 1aminas
foram congeladas em nitrogénio liquido para remogao das laminulas, secas ao ar,
coradas convencionalmente com Giemsa 2% e montadas em Permont.

As células que apresentardao melhor visualiza¢do dos cromossomos em termos
de graus de coloracdo e individualiza¢ao dos cromossomos foram fotografadas,
levando-se ainda em consideragdo, a presenca de cromossomos univalentes e
associagdes cromossomicas multivalentes. As anormalidades meidticas foram
fotografadas utilizando camera digital DCE- 2 Image Driving Soft Ware para registro

e analise dos resultados.



3- RESULTADOS PARCIAIS

Virias espécies de diversas familias foram coletadas e analisadas durante o

per;iodo de dezembro de 2008 a dezembro de 2009. O quadro 1 apresenta as plantas

analisadas.

A espécie Chrysophyllum gonocarpum pertence a familia Sapotaceae, ndo

possivel de ser analisada devido a problemas com a coloragdo, varios corantes foram

testados, porém nao se conseguiu observar 0s Cromossomos, apenas o citoplasma era

evidenciado com o corante dando a impressao de que as células estavam vazias.

Quadro 1 - Andlise das plantas analisadas no ano de 2009.

Familia Espécie i denlji.fidcez:lqio Resultados
Anonaceae Unonopsis lindmanii 08/14.03.09 Andlise concluida
Bignoniaceae | Nao identificada 11/14.03.09 Material muito jovem
Caparaceae Capparis humilis 16/14.13.09 Andlise concluida
Caricaceae Jaracatia spinosa 12/14.03.09 Analise concluida
Euphorbiaceae | Croton floribundus 27/03.08.09 Grao de polen
Euphorbiaceae |Actinostemom concepcionis 30/03.08.09 Grao de podlen
Euphorbiaceae |Actinostemom concolor 02/19.05.09 Grao de polen
Phytolacaceae | Galesia integrifolia 09/19.05.09 Grao de podlen
Meliaceae Cabralea canjerana 02/18.08.09 Grao de polen
Meliaceae Trichilia elegans 04/18.08.09 Grao de podlen
Myrtaceae Camponanesia xantocarpa 18/19.05.09 Grao de polen
Rutaceae Esembeckia grandiflora 09/18.08.09 Material muito jovem
Rutaceae Metrodorea nigra A. St. —Hil. [13/19.05.09 Grao de polen
Rubiaceae Nao identificada 14/19.05.09 Grao de pdlen
Rubiaceae Psycotria pubigera Schltdl. 32/19.05.09 Grao de polen
Rubiaceae Psycotria subtrifolia Mul Arg. |35/19.05.09 Grao de pdlen
Rubiaceae Caussarea hydrangeifolia 36/19.05.09 Analise concluida
Rubiaceae Psycotria carthagenensis Jacq. |37/19.05.09 Grao de pdlen
Rubiaceae Psychotria leiocarpa 42/19.05.09 Grao de pdlen




Rubiaceae Nao identificada 43/19.05.09 Grao de pdlen

Sapotaceae Chrysophyllum gonocarpum 02/14.03.09 Problemas com a
coloracdo
Ulmaceae Trema micrantha 23/14.03.09 Analise concluida

Familia Anonaceae - Espécie Unonopsis lindmanii

O tamanho das inflorescéncias em fase de meiose variou de 0,4 € 0,5 mm de
comprimento e as anteras tinham cerca de 0,Imm. O comportamento durante a
microsporogénese foi considerada normal, uma vez que ao final apenas 3,57 dos
microsporos eram anormais. As poucas irregularidades encontradas foram, 2,17%
cromossomos retardatarios em anafase I, 9,25% telofase Il em T, 4,83% de diades e,
11,29% de triades. A presenca de cromossomos retardatarios afetou 2,17% das células
observadas em anafase I. Segundo Guerra (1999), isso ocorre devido a terminalizagdo
tardia dos quiasmas, ou seja, bivalentes unidos por quiasmas intersticiais demoram
mais para se soltarem, isso faz com cromossomos retardatarios aparecam na fase de
anafase I. Tel6fase em T ndo € considerada uma irregularidade, ¢ a forma de
orientacdo dos fusos para a formagdo da tétrade de microsporos, ja a formagao de
diades e triades ocorre por falha da citocinese e restituicao de nucleos diploides e €
uma das formas de surgimento dos gametas 2n (SCHIFINO-WITTMANN;
DALL’AGNOL, 2001). Segundo os mesmos autores gametas ndo reduzidos ocorrem
de forma espontanea em praticamente todas as populagdes naturais de plantas, mas,
em geral, em percentagens muito baixas, em torno de 1%. De acordo com Ramsey;
Schemske (1998) h4 muitas evidéncias de que a formacao de gametas 2n esta sob
controle genético, e populagdes de plantas, frequentemente, possuem variagao
genética herdavel para produzir gametas ndo reduzidos. As anormalidades
encontradas neste estudo comprometem a sua viabilidade, ja que a frequéncia de
irregularidade € considerada baixa. Isso € importante, pois garante a formagao de

graos de polen férteis, contribuindo para a preservagao da espécie.

Familia Capparaceae - Espécie Capparis humilis

O niimero cromossdmico encontrado para espécie foi 2n = 22. Em metafase I e
II pode-se observar a presenga de cromossomos nao congressados, 3,38% ¢ 8,7%
respectivamente, assim como 3,8% em metafase [ e 7,24% em metafase Il de
cromossomos em ascensdo precoce. Em anafase I foi observado 4,54% de pontes

cromossOmicas, ja em anafase Il nenhuma irregularidade foi encontrada. Tanto a



telofase I (1,85%) quanto a telofase II (15,87%) apresentaram micronucleos. Em
telofase 11, foi ainda observada a presenga de restituicdo nuclear em um polo em
4,76% das células. Diades e triades foram encontradas numa proporcao de 6,41% e
3,85% respectivamente. Os microsporos e graos de polen avaliados para esta planta
tiveram um percentual de anormalidade de 3,45% para micrésporos sendo eles 2n, e
6,78% para os graos de polen, onde destes 4,52% eram desbalanceados e 2,26% 2n.
Nao ha relatos na literatura para o nimero cromossdmico da espécie. No
entanto o numero para uma das espécies do género, Capparis spinosa, foi descrito por
Al-Turki et al. (2000), sendo este 2n = 38. Os cromossomos nao congressados € em
ascensao precoce sao provenientes da ndo orientagdo dos fusos, e de acordo com
Risso-Pascotto et al. (2003), levaram a formagdo de microntcleos, o que resulta em
tétrades geneticamente desbalanceadas. De acordo com Cao et al. (2003) a formagao
de pontes cromossdmicas se deve ao agrupamento dos cromossomos em metafase e
anafase. A presenca de micrésporos e graos de polen 2n pode estar relacionada a
formagao de nucleo de restituicdo em teldfase II. Devido o baixo percentual de
irregularidades meioticas e de graos de polen estéreis, o processo meidtico da planta

pode ser considerado normal e seus graos de polen vidveis.

Familia Rubiaceae — Espécie Caussarea hydrangeifolia

Foram observadas 1382 células em todas as fases da meiose I e II. Dessas,
0,77% era de cromossomo nao congressado, 4,65% de ponte e 0,78% de fusao
citoplasmatica em metafase I; 0,74% de ponte cromossomica e 2,96% de ascensao
precoce em anafase [; 3,27% de ponte citoplasmatica e 0,82% de citomixia em
telofase I; 6,62% de ponte citoplasmatica em profase II; 2,36% de ponte
citoplasmatica em telofase II; 0,50% de mdnode, 9,04% de diade, 7,54% de triade, 1%
de triade com micrécito, 2,51% de tétrade com microcito, 1% de restituicao de 2
nacleos e 1,5% de ponte citoplasméatica em tétrades; e microsporos e graos de polen
(12,15% e 4,72%) desbalanceados e (2,78% e 0,79%) binucleados, respectivamente.

De acordo com Corréa (2007) a espécie apresenta 2n=22, sendo a Unica
espécie do género Coussarea com o nimero cromossdmico descrito e as
anormalidades encontradas sdo caracteristicas da ploidia desenvolvida durante sua
evolucdo. Guerra (1998) relata que a poliploidia ¢ uma variagdo no numero
cromossdmico que surge através da multiplicagdo do niimero bésico de cromossomos

da espécie. Mendes- Bonato (2000) diz que os cromossomos que migram



precocemente para os polos ou ficam atrasados, podem ndo ser incluidos nos ntcleos
telofasicos, formando entdo micronucleos, e causando desbalango génico que afeta a
fertilidade do grao de podlen. As irregularidades observadas neste estudo, com excecao
da citomixia sdao consideradas comuns a poliploidia (GUERRA, 1998). Apesar da
variedade de irregularidades encontradas verificou-se uma baixa frequéncia nas
células analisadas, entre microsporos, graos de polen e as fases da meiose 1 e II,
portanto essas ndo comprometem a viabilidade do grdo de polen da espécie, ja que a

maioria se comportaram normalmente.

Familia Caricaceae - Espécie Jaracatia spinosa (Aubl.)

A andlise do comportamento meidtico da espécie Jaracatia spinosa revelou
poucas as irregularidades. Em metafase I foi verificado ascensdo precoce e fuso
irregular em 3,75% das células analisadas, 10% das telofases II apresentaram-se em
forma de T, € 9,67% das tétrades apresentaram com microcito. O numero de
cromossomos encontrado foi 2n = 18. A contagem do nlimero de cromossomos para a
espécie Jaracatia spinosa coincide com a maioria dos registros na literatura. De
acordo com Lorenzi (2002) ¢ uma espécie colocada em sinonimia com J. spinosa.
Portanto, a espécie J. spinosa uma planta dipldide (2n=18).

Fuso tripolar tém sido relatados por varias espécies de plantas em ambas as
divisdes meiodticas e mitoticas (PAGLIARINI, 1990). Neste estudo a presenca de fuso
triplolar ocorreu tanto em meiose I, como em meiose II. Porém, durante a meiose 1,
nao foi observado irregularidade na segregacao dos cromossomos, ja ao final da
meiose II, 9,67% das tétrades apresentaram microcitos. Os micrécitos sdo resultantes
da segregacao irregular dos cromossomos durante a divisao (PAGLIARINI, 1990). As
anormalidades encontradas na espécie Jaracatia spinosa ndo comprometem a sua
viabilidade, j& que a frequéncia de irregularidade € considerada baixa. Isso ¢
importante, pois micrdsporos normais levam a formacao de grios de polen viavesis,
que garantird a producdo de sementes férteis contribuindo para a preservagao da

espécie.

Familia Ulmaceae - Espécie Trema micrantha
Foi observado cromossomo ndo congressado em metafase II (1,08%),
cromossomo retardatdrio em andafase II (2%), restituicao de 2 ntcleos em telofase 11

(0,9%) e em diacinese foi possivel contar 10 cromossomos em associagao bivalente



2n=20. O numero bésico da espécie foi relatado por Torres, 1996, como n=10. Muitos
fatores contribuem para o aparecimento de alteracdes do processo meidtico em
plantas, entre estes, podemos citar a influéncia ambiental e o nivel de ploidia. As
espécies poliploides apresentam, caracteristicamente, configuragdes meioticas
irregulares, como cromossomos nao congressados e retardatdrios; esses cromossomos
podem ter diferentes fins, entre eles se reintegrar a placa metafésica; e dessa forma
ndo afeta a fertilidade do grao de polen (MENDES-BONATO, 2000). De acordo com
a analise citogenética da espécie Trema micrantha foi observado que os graos de
polen permaneceram normais e desbalanceados ndo foram encontrados, confirmando
assim que os retardatarios e ndo congressados retornaram e concluiram a meiose.
Devido a falta de anormalidades a espécie apresenta 100% de graos de polen férteis e
pode ser incluida em futuros programas de melhoramento genético, além de garantir a

conservagdo da espécie na regido.

4- CONSIDERACOES

Os materiais coletados até o momento e que foram possiveis de serem
analisados, mostraram bons resultados. Entretanto um grande niimero de espécies ndo
foram encontradas em fase ideal para analise citogenética, necessitando de novas

coletas.

5- DISSEMINACAO OCORRIDA NO PER{ODO

Os resultados obtidos foram apresentados no SENCONTRO DE INICIACAO
CIENTIFICA E 8°FORUM DE PESQUISA DA UNIPAR, nos dias 22 ¢ 23 de
outubro de 2009.

ANALISE CITOGENETICA E VIABILIDADE DO GRAO DE POLEN DE Capparis
humilis (CAPARACEAE). Sara Mataroli de Godoy, Andréia Rodrigues Alonso
Pereira, Mariza Barion Romagnolo, Claudicéia Risso Pascotto

CARACTERIZACAO MEIOTICA DE Jaracatia spinosa (Aubl.). Lidiani dos Santos
de Souza, 2Mariza Barion Ronagnolo, 3Claudicéia Risso Pascotto.

CARACTERIZAGAO CITOGENETICA DA ESPECIE Trema micrantha
(CANNABACEAE). Andréia Rodrigues Alonso Pereira, Sara Mataroli de Godoy,
Mariza Barion Romagnolo, Claudicéia Risso Pascotto.

AVALIACAO DO COMPORTAMENTO MEIOTICO DA ESPEQIE Coussarea
hydrangeifolia (RUBIACEAE) ATRAVES DA MICROSPOROGENESE. Andréia



Rodrigues Alonso Pereira, Sara Mataroli de Godoy, Mariza Barion Romagnolo,
Claudicéia Risso Pascotto.

ASPECTO DA MICROSPOROGENESE DA Unonopsis lindmanii. Sheila Pires dos
Santos, Mariza Barion Ronagnolo, Claudicéia Risso-Pascotto.
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