UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS X
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BOTANICA

Dilana Ferreira da Silva

O género Dalechampia L. (Euphorbiaceae — Acalyphoideae) na
regido Sul do Brasil

Projeto a ser apresentado para avaliacdo pelo
PPG Boténica da UFRGS

Orientadora: Professora Dra. Mara Rejane Ritter
Co-orientadora: Professora Dra. Inés Cordeiro

Porto Alegre
2016

Resumo: O género Dalechampia L. pertence a familia Euphorbiaceae s.s. e
apresenta ampla distribuicao Neotropical, sendo o Brasil um dos centros de diversidade,
com 72 espécies. Trabalhos de anatomia, morfologia, fitossociologia e polinizag¢do sio os
mais ocorrentes com o género, sendo poucos os trabalhos taxondmicos desenvolvidos na
regido Sul do Brasil. A tinica pesquisa encontrada traz indagagdes e sugestoes de novas
reorganizacoes de taxons, sinonimizagdes e subordinacdes de se¢des, além de enfatizar a
necessidade de um trabalho mais detalhado e abrangente com o género. O presente
trabalho tem por objetivos realizar um estudo taxondmico do género Dalechampia na
regido Sul do Brasil levantar dados floristicos, ecologicos e taxondmicos das espécies
citadas, averiguar se houve restricdo ou ampliagdo, esclarecer problemas de identificagao e
nomenclaturais, fornecer informag¢des quanto a floracao e frutificagdo e, ainda, fornecer
chaves dicotomicas e ilustragdes. Os principais herbarios do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina e Parand serdo revisados. As saidas de campo se estenderdo por todas as regides
fisiograficas da regiao Sul do Brasil.
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INTRODUCAO
1. A familia Euphorbiaceae Jussieu

Euphorbiaceae ¢ considerada uma das mais complexas e diversas familias da ordem
Malpighiales, com diferentes formas de habito - lianas, trepadeiras, ervas, arbustos e
arvores, as quais apresentam inumeras variagdes morfologicas (Judd et al. 2009).
Apresenta distribui¢do pantropical, incluindo aproximadamente 300 géneros e 6000
espécies (APG II1 2012). No Brasil, sao citados 63 géneros e 939 espécies (Flora do Brasil
2020 em construgao).

A primeira observagao e classificacao da familia Euphorbiaceae foi realizada por
Carolus Linneu, em meados do século XVIII, que a nomeou como familia Tricoccae
constituida por poucos géneros (Bruyset 1787 apud Gagliardi 2014). Em 1789 a familia
Euphorbiaceae foi originalmente descrita pelo pesquisador e naturalista francés Antonii
Laurentii De Jussieu que dividiu a familia em 33 géneros, estes, separados em dois grupos,
um com flores de estilete tinico e outro com flores com trés estiletes (Jussieu 1789).

Com o passar do tempo houveram muitas modificagdes na classificacao da familia,
sendo o primeiro deles o sistema Baillon, proposto pelo francés Henri Ernest Baillon
(1858), que classificava os taxons em séries. Alguns anos depois, Jean Miiller Argoviensis
(1866), propds o sistema miilleriano uma classificacdo mais detalhada quanto a
subfamilias, tribos e subtribos, sendo seguida por diversos autores. Posteriormente,
inameros pesquisadores se dedicaram ao estudo da familia, com o proposito de conhecé-la
e classifica-la, dentre eles, Pax & Hoffmann (1914, 1931), Jablonski (1967), Hutchinson
(1969), e mais recentemente Webster (1975, 1989, 1994a, 1994b), que propds uma nova
classificagdo para a familia, incluindo cinco subfamilias (Phyllanthoideae, Oldfieldioideae,
Acalyphoideae, Crotonioideae e Euphorbioideae), sete tribos e 10 subtribos (Webster
1975). Essa nova classificagao de Webster (1975) refletia nos conhecimentos filogenéticos
e na morfologia polinica (Punt, 1962; Kdler, 1965) que lhe pareciam mais viaveis que os
sistemas de classificacdo antecessores.

Pesquisas referentes as andlises moleculares e filogenéticas (Chase et al. 2002;
Davis e Chase 2004) reorganizaram os tdxons em Euphorbiaceae s.s., Phyllanthaceae,
Picrodendraceae e Putranjivaceae (Judd et al. 2009) e além disso, ndo suportaram sua
monofilia (Chase et al. 2002; Davis & Chase 2004) .

Ap6s estudos filogenéticos com a familia Euphorbiaceae s.s. se teve o
conhecimento da sua monofilia (Wurdack, Hoffmann & Chase 2005). Atualmente,
Euphorbiaceae s.s. ¢ composta por quatro subfamilias (Cheilosoideae, Acalyphoideae,
Crotonoideae e Euphorbioideae), 218 géneros e 6.745 espécies amplamente distribuidas
pelos tropicos e subtropicos do mundo (Stevens 2001, em continuidade). Acalyphoideae
foi reconhecida como subfamilia por Ascherson (1864), atualmente, compreende 99
géneros e 1.865 espécies (Stevens 2001 em continuidade) e segundo Webster (1994a) ¢ a
mais abundante e complexa subfamilia de Euphorbiaceae, apresentando 20 tribos,
incluindo arboreas, arbustos e herbaceas (Webster 1994b). Recentemente, Cardinal-
McTeague & Gillespie (2016) reconheceram a partir de analises filogenéticas a monofilia
da subtribo Dalechampiinae, a qual o género Dalechampia pertence, embora o nimero
amostrado se restringisse a quatro espécies com ocorréncia em Madagascar.

1.1 O género Dalechampia L.
O género Dalechampia L. foi descrito por Linnaeus na obra Genera Plantarum
(1754), homenageando o médico e botanico francés Jacques Dalechamp (Smith, Downs &



Klein 1988). Dalechampia L. pertence a familia Euphorbiaceae, a subfamilia
Acalyphoideae, a tribo Plukenetieae (Bentham 1880) e a subtribo Dalechampiinae
(Webster 1994b).

Pax & Hoffmann (1919) elaboraram uma sinopse que foi considerada uma
referéncia para o género. Nesse trabalho, foram descritas as caracteristicas de 13 sec¢des e
de cada espécie. Webster (1989), que se destacou pelos varios trabalhos com o género,
questionou o método utilizado por esses autores, que se basearam em poucas colegdes de
herbarios. Entre as suas averiguagdes se destaca a mudanga da tribo Dalechampieae, a qual
foi incluida na tribo Plukenetieae, tornando-se assim subtribo Dalechampiinae (Webster
1994b). A justificativa para essa mudanga foi a presenca de tricomas urticantes e a coluna
do estigma alongada, caracteristicas de Tragiinae e Plukenetiinae, respectivamente
(Webster 1994b). Trés novas espécies de Dalechampia foram descritas para o Brasil —
Bahia, Ceara e Espirito Santo, por Webster (1989) contribuindo para o conhecimento do

grupo.

Nenhuma pesquisa com o género, para o Rio Grande do Sul, foi tdo especifica
quanto o trabalho de Allem & Waechter (1977), que propuseram a sinonimizag¢ao de muitas
espécies ja citadas para o estado. Verificaram um amplo polimorfismo nos espécimes da
regido e levantaram duvidas quanto a alguns caracteres utilizados para a separacao desses
taxons. Mais tarde, Webster & Armbruster (1991) publicaram uma sinopse para as espécies
de Dalechampia ocorrentes nos Neotrdopicos, citando seis segdes e 94 espécies. Dados
sobre pseudanto, indumento, folhas, sementes, frutos, habitats e dados ecologicos foram
disponibilizados por Webster & Armbruster (1991). Afirmaram ainda a necessidade de se
conhecer melhor o taxon, realizando mais coletas e revisdes de herbarios e a sinonimizagao
de algumas espécies citadas por Allem & Waechter (1977).

O género esté distribuido nos tropicos do Velho e Novo Mundo (Webster 1989) e
inclui, até o momento, 121 espécies (IUCN 2016). Ocorre, principalmente, na América do
Sul e, segundo a Flora do Brasil 2020 (em construcao) e Tropicos (2016) para o Brasil
foram constatadas 72 espécies distribuidas em quase todos os estados e para a regido Sul
foram citadas 16 espécies (Tabela 1).

Tabela 1: Espécies de Dalechampia L. citadas para os Estados do Parana, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul (Flora do Brasil 2020 em construgdo; Tropicos 2016).

Espécies Ocorréncia na regido Sinonimos
Dalechampia anomala Pax & K. Sul -
Hoffm. PR
Dalechampia boliviana Gandoger.
Dalechampia bangii Pax & K. RS
Hoffm. Dalechampia triphylla var. claussenias
PR, SC Miill. Arg.
Dalechampia clausseniana Baill. Dalechampia triphylla var. villosa (forme

Miill. Arg.
Dalechampia triphylla var. villosa (forma
Miill. Arg.



Dalechampia ficifolia Lam. PR, SC

Dalechampia glechomifolia Baill. PR, RS
Dalechampia hassleriana Chodat PR
Dalechampia leandrii Baill. PR
Dalechampia meridionalis Miill. PR
Arg.

PR, SC, RS

Dalechampia micromeria Baill.

PR

Dalechampia pentaphylla Lam.
PR, SC

Dalechampia  reitzkleinii  L.B.
Sm.& Downs

SC
Dalechampia riparia L.B. Sm.&
Downs RS
Dalechampia  stenosepala Miill. PR, SC, RS
Arg.
Dalechampia stipulacea Miill. Arg.
Dalechampia ulmifolia Chodat & RS
Hassl.

PR

Dalechampia weddelliana Baill.

Dalechampia tiliifolia var. ficifolia (Lam.)

Dalechampia microphylla Miil. Arg.

Dalechampia vulpina Miill. Arg.
Dalechampia pallida Klotzsch ex Pax & K

Dalechampia micromeria var. angustifolic
Hoffm.
Dalechampia sellowiana var. serrata Miil.

Dalechampia patagonica Pax & K. Hoffm

Dalechampia stipulacea fo. minor Miill. A
Dalechampia stipulacea var. bogotensis
Hoffm
Dalechampia
Arg.
Dalechampia stipulacea var. minor Mill. /
Dalechampia stipulacea var. piauhiensis N

stipulacea var. membrar

Dalechampia grueningiana Pax
Dalechampia ulmifolia var. grueningiana (

Dalechampia amambayensis Pax & K. Ho
Dalechampia morifolia Pax & K. Hoffm.
Dalechampia trichophila Pax & K. Hoffm

Ha abrangéncia de Dalechampia nos dominios fitogeograficos da Mata Atlantica,
da Amazodnia, do Cerrado, da Caatinga e em menor propor¢ao no Pantanal e no Pampa
(Flora do Brasil 2020, em construcdo). A principal forma de vida do género s@o vinhas
(trepadeiras), porém, algumas podem ser ervas ou subarbustos (Webster & Armbruster

1991). Sao encontradas principalmente em borda de florestas tropicais, principalmente em
suas margens (Webster 1994a) e ainda, em formacdes campestres € nas encostas de morros
(Allem & Waechter 1977). O periodo de floragdo e frutificacdo na maioria das espécies se
da de forma continua, ocorrendo um intervalo nos meses de junho, julho e agosto (dados
obtidos a partir das exsicatas revisadas em varios herbarios).

O género ¢ mondico diclino e ha uma grande variagao na morfologia das folhas que
podem ser unilobadas, palmada-lobada ou palmada-partida. A presenga de estipulas ¢ uma
caracteristica fundamental na diferenciacdo de certas espécies (Webster & Armbruster



1991). A maioria das espécies tem dois diferentes tipos de tricomas, os simples e 0s
urticantes e, encontram-se ainda glandulas resiniferas proximas as flores estaminadas.
Essas glandulas de resina sdo conhecidas como recompensa aos polinizadores, que na sua
maioria s3o abelhas indigenas (Armbruster 1993). As trés flores pistiladas sao
monoclamideas e estao dispostas em cimeiras na posi¢ao basal e as flores estaminadas
monoclamideas estdo dispostas em pleiocasios que apresentam bractéolas resiniferas
proximas as flores. As flores pistiladas e estaminadas sao circundadas por duas bracteas
involucrais que formam o pseudanto estrutura que apresenta uma gama diversidade de
formas, coloragdes e tamanhos (Webster & Ambruster 1991) e que envolve estudos de sua
historia evolutiva e dos seus agentes polinizadores.

1.2 Citogenética de Dalechampia

Estudos citotaxondmicos, em sua maioria, sao desenvolvidos em espécies de regides
temperadas, principalmente da flora norte-americana e europeia (Guerra 1990). Entretanto,
se reconheceu a possibilidade de ocorrer diferentes mecanismos evolutivos cariologicos
nas espécies de areas temperadas e tropicais (Stebbins 1966; Ehrendorfer 1970), existindo
assim, a necessidade de mais estudos citogenéticos nestas regides, buscando compreender
suas defini¢des evolutivas e taxondmicas (Guerra 1990).

Perry (1943) apds realizar inimeras analises citogenéticas com representantes da
familia constatou que 50% das espécies s@o poliploides, sendo a disploidia observada em
plantas anuais e a poliploidia em espécies perenes.

A partir da andlise de contagem de cromossomos mitdticos e/ou meiodticos €
possivel determinar e comparar dados cromossdmicos (nimero, morfologia e simetria) de
um grande nimero de espécies de uma determinado taxon e se obter informagdes
substanciais a respeito da evolugdo dos genomas das espécies (Guerra 1990). Tais
metodologias, na maioria das vezes, sao de facil execugdo e custos ndo elevados. Lombello
& Forni-Martins (1998), analisando trepadeiras de sete diferentes familias, asseguram a
importancia de se conhecer a cariomorfologia € o nimero cromossomico, pois estes
auxiliam nas pesquisas taxonomicas e os padrdes evolutivos desses grupos. A
citotaxonomia tem permitido a diferenciagdao de inumeras espécies mediante analises de
nimero cromossdmico, arquitetura cariotipica, comportamento meiotico e viabilidade
polinica (Souza-Chies et al. 2014).

Os primeiros trabalhos citogenéticos realizados com o género tiveram a autoria de
Mangenot & Mangenot (1962) com Dalechampia ipomoeifolia, 2n = 44 ¢ Miege (1962)
com D. scandens, 2n = 72. Apos, Vanzela et al (1997) realizaram o estudo cariotipico de
oito espécies de Dalechampia citadas para o Brasil, sendo elas D. clausseniana, D.
ficifolia, D. hassleriana, D. leandrii, D. meridionalis, D. pentaphylla D. stenosepala e D.
stipulacea. Posteriormente, Lombello & Forni-Martins (1998) confirmaram os dados de
Vanzela et al. (1997) Dalechampia pentaphylla de 2n= 36. Vanzela et al. (1997) sugerem
que o nimero basico para o género seja x= 6, entretanto, considerando que apenas 10% do
género foi analisado, € preciso investigar um numero maior de espécies a fim de confirmar
esse numero. Acalypha, género ancestral de Dalechampia apresenta nimero basico x= 6, o
que apoia a proposta de Vanzela et al. (1997). Para a subfamilia Acalyphoideae, ainda ndo
se conhece um niimero base correto.

JUSTIFICATIVA

Apesar da ampla representatividade de espécies no Brasil, 72 espécies (Flora do Brasil
2020 em construcdo), o género ainda ¢ pouco estudado. A maioria dos trabalhos sdo
referentes a polinizagdo, floristica, morfologia e anatomia, sendo que os estudos
taxondmicos sofrem com a caréncia de chaves de identifica¢dao e informacgoes atualizadas de
distribuicdo, vegetacdo e dominios geograficos. Se tem conhecimento de apenas uma



sinopse taxondmica para o género, para a regido Neotropical, a qual foi desenvolvida por
Webster & Armbruster (1991). Embora a obra citada seja de grande relevancia para a
compreensao geral do género, a mesma encontram-se desatualizada no que concerne ao
numero ¢ a distribui¢do geografica de algumas espécies.

Em virtude do alto polimorfismo e da ampla distribui¢ao dos espécimes, duvidas
quanto a sinonimizagao de algumas espécies (e.g. Dalechampia ulmifolia, D. micromeria,
D. stipulacea, D. glechomifolia entre outras), da regido Sul do Brasil foram destacadas no
trabalho de Allem & Waechter (1977). Na sinopse de Webster & Armbruster (1991),
discute-se ainda, a reorganizacao e a segregacao das segoes e subsegoes de Dalechampia,
buscando uma melhor distribui¢do para esses tdxons. Os mesmos autores enfatizaram a
necessidade de estudos detalhados com enfoque na se¢do Dalechampia subsecao
Triphyllae, devido a dificuldades na delimitagdo de algumas espécies e a fim de atualizar
as informagoes sobre a distribuicdo geografica e o estado de conservagao das mesmas.

Conforme dados disponibilizados pela Flora do Brasil 2020 (em constru¢do), das 16
espécies citadas para a regiao Sul do Brasil apenas quatro delas tém dados em relagdo ao
grau de ameaga: D. glechomifolia Baill. e D. weddelliana Baill. (pouco preocupante), D.
leandrii Baill. (quase ameagada) e D. riparia L.B. Sm. & Downs (criticamente em perigo).

Pode ser observado no Species Link (2016) que os exemplares de Dalechampia em
sua maioria, sao oriundos de coletas bastante antigas, demonstrando o quanto este grupo foi
negligenciado. Percebe-se assim, que ha uma grande falta de informagdes sobre o género e
devido a isso, serdo necessarias muitas expedi¢des a campo para averiguar uma ocorréncia
atual.

Das 121 espécies de Dalechampia citadas para o Novo ¢ Velho Mundo (IUCN

2016) apenas dez delas foram avaliadas citogeneticamente a partir da contagem do niimero
cromossomico (Tropicos 2016; Rice et al. 2015) e nenhuma quanto ao tamanho do

genoma (Data Base Kew 2016).

OBJETIVO GERAL
1. Realizar um estudo taxondmico do género Dalechampia L. na regiao Sul do Brasil,
caracterizando citogeneticamente as espécies e relacionando essas informagoes
com a evolu¢ao cromossdmica da familia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Levantar os dados floristicos das espécies nos Estados do Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul;

il. Averiguar se houve restricdo ou ampliagdo das espécies na regido Sul;

1il. Esclarecer problemas de identificagdo € nomenclaturais;

iv. Descrever as caracteristicas morfologicas das espécies;

V. Fornecer dados de floragao e frutificagdo e ecoldgicos;

Vi. Elaborar chaves dicotomicas e ilustragoes dos taxons confirmados.

vii.  Determinar o nimero cromossomico de oito espécies;
viii.  Avaliar a morfologia e viabilidade polinica;
1X. Estimar o contetido de DNA das oito espécies.

PERGUNTAS
e A diversidade de espécies de Dalechampia L. na regido Sul do Brasil estd

sendo subestimada na literatura atual?



e Qual o numero cromossdmico basico para as espécies de Dalechampia

ocorrentes na regido Sul do Brasil?

MATERIAL E METODOS

l. Taxonomia
A metodologia utilizada baseia-se no estudo taxondmico usual através de revisdes
bibliograficas e de herbarios e coletas de material a campo. As expedi¢des para coleta de
material e revisdes de herbarios terdo como fim embasar as posteriores descrigdes de cada
espécie, através da analise de caracteres morfologicos diagndsticos mais relevantes.

1.1 Revisao bibliografica
Sera realizado o levantamento de informagdes bibliograficas referentes aos aspectos
gerais do género e das espécies, sendo que as Opera princeps serdao consultadas para
subsidiar o conhecimento, as identificagdes e as descri¢cdes. Além disso, outras ferramentas
serdo utilizadas para a pesquisa como o Portal de Periddicos da CAPES, Web of Science e
Jstor .

1.2 Revisodes de herbario

Serao revisados os principais herbarios do Rio Grande do Sul: ICN (Herbario da
Universidade do Rio Grande do Sul), PACA (Instituto Anchietano de Pesquisas, Sdo
Leopoldo) e HAS (Herbario da Fundagdo Zoobotanica); Santa Catarina: FLOR (Herbario
da Universidade Federal de Santa Catarina), HBR (Herbario Barbosa Rodrigues) e FURB
(Herbario Dr. Roberto Miguel Klein) e Parana: MBM (Herbario do Museu Botanico
Municipal), FUEL (Herbéario da Universidade Estadual de Londrina), UPCB (Herbario do
Departamento de Botanica, Universidade Federal do Parand). Além disso, sera solicitado aos
herbarios menores da regido Sul o empréstimo de materiais representativos, em bom estado,
para auxiliar na pesquisa. As imagens dos #ypus serdo levantadas através do registro
fotografico quando disponibilizadas pelos herbarios. Os acronimos referentes aos herbarios
sao citados de acordo com Thiers (2013). A partir de uma busca na ferramenta Species Link
(2016), foram observados em quais herbarios da regido Sul havia exemplares do género
obtendo-se informagdes relacionadas a procedéncia das coletas, periodo de floragdo e outros
dados relevantes.

As informagdes obtidas no material examinado auxiliardo nas descri¢des de cada
espécies, sendo observada sua morfologia, dados ecolédgicos, informagdes quanto a floragao
e frutificagdo, a distribui¢do geografica e qualquer outra informagao pertinente, permitindo
assim, o enriquecimento dos espécimes.

1.3 Expedicdes a campo
As saidas a campo visam a coleta de material em todas as regides fisiograficas da
regido Sul do Brasil, principalmente em locais onde apresenta fisionomia vegetal pertinente
as espécies estudadas. Tem ainda a finalidade de observar, fotografar, verificar o habito e
habitat das espécies e obter dados de floracao/frutificagdo e ecoldgicos dos espécimes. As
expedigoes coincidirdo com a época de floragdo e frutificacao das espécies de
setembro/2016 a dezembro/2017.

1.4 Analise morfologica
Esta etapa sera realizada no Laboratorio de Angiospermas (LABTAX) do
Departamento de Botanica. A identificacdo do material botanico coletado sera feito a partir
da utilizacao de chaves analiticas e da comparagao com os materiais de herbario
previamente identificados por especialistas ou até mesmo pelas imagens online dos



exemplares typus. A descri¢ao das espécies do género Dalechampia sera baseada em
caracteres morfologicos - reprodutivos e vegetativos - bem como o seu habito. Serdo
elaboradas chaves analiticas das espécies, quando possivel com auxilio das chaves existentes
para as espécies encontradas nos Estados. Ilustragdes das espécies quanto ao habito e as suas
estruturas vegetativas e reprodutivas serdo realizadas através de camara-clara acoplada ao
microscopio estereoscopico.

Apos o término das andlises e identificacdes, o material botanico sera depositado no

herbario ICN da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e se houver duplicatas, estas
serdo encaminhadas aos herbarios que disponibilizaram material para a realizacdo da

pesquisa.

2. Analises Citogenéticas
Botoes florais e frutos serdo coletados no periodo de setembro/2016 a
dezembro/2017 para as analises citogenéticas. Folhas frescas serdo coletadas para a
determinacdo do conteudo de DNA. As analises serdao desenvolvidas no Laboratorio de

Citogenética Vegetal do Departamento de Genética.

2.1 Material vegetal e analises convencionais de citogenética

Serdo coletados trés exemplares de cada espécie por populacao, sendo elas D.
anomala, D. bangii, D. glechomifolia, D. micromeria, D. reitzkleinii, D. riparia, D.
ulmifolia D. weddelliana.

A determinagdo de numeros cromossomicos sera realizada mediante analises
mitoticas e/ou meidticas dependendo da disponibilidade de material (botdes florais ou
frutos) no momento das coletas.

Para a andlise de cromossomos mitoticos serdo utilizadas raizes obtidas a partir da
germinagdo de sementes ou diretamente das plantas cultivadas. As raizes serao pré-tratadas
com o agente anti-mitotico 8-hidroxiquinoleina (2mM) a 18° C por 4 horas, seguidas de
fixacdo em solucdo de Carnoy 3:1 (etanol: acido — acético) por 1 a 24h a temperatura
ambiente. O material serd armazenado a 4°C para posterior preparo das laminas.

Para a determinagdo do nimero cromossdmico sera empregado método de Feulgen
de coloragdo convencional, sendo analisadas pelo menos cinco metafases por populagao
por espécie.

O preparo das laminas envolvera lavagem das raizes em agua destilada por 10
minutos seguida de hidrélise em HCI 5N por 30 minutos. A coloracdo das pontas de raiz
sera feita com Reativo de Schiff, em ambiente escuro, por 1 hora. Apos a coloragdo,

realizar-se-4 a digestdo enzimatica das raizes em solu¢do de macerozima 2% e celulase



20% a 37°C por 20 minutos. O material serd esmagado em uma gota de 4cido acético 45%
e coberto por laminula.

Para a determinacdo do nimero cromossdmico através de meiose, serdo coletados
botdes florais jovens, os quais serdo fixados em solucdo de Carnoy 3:1 (etanol: acido —
acético) por 1 a 24h a temperatura ambiente. As ldminas serdo confeccionadas por
esmagamento das anteras em carmim propidnico 2%. A contagem cromossdmica sera
realizada a partir de células mae de pdlen nas fases de diacinese e anafase 1.

As analises citogenéticas e os registros fotograficos serdo realizados em

fotomicroscopio Zeiss Axioplan e usando o software Axio Vision.

2.2 Viabilidade dos graos de podlen

Para a analise da viabilidade dos graos de podlen, botdes florais serdo coletados
antes da antese e fixados em Carnoy 3: 1 (etanol: acido acético) por 24 horas a temperatura
ambiente, e posteriormente armazenados em alcool etilico 70% a temperatura de — 18°C.

As laminas serdo preparadas a partir de maceracdo e coloragdo das anteras
utilizando a técnica de Alexander (Alexander 1980). A contagem dos graos de polen
vidveis e inviaveis sera feita com microscopio optico Zeiss Axioplan com lente objetiva de
20x. Serdo analisados 500 graos de pdlen por populagdo.

Os graos de polen serdo classificados de acordo com seu tamanho, forma e
coloragdo, sendo para tanto realizadas as medidas do comprimento e largura dos graos
mediante o de ferramentas do programa Axio Vision. Serdo medidos 20 graos de polen por
planta. Serdo analisados trés individuos por populacido. As medidas permitirdo que os graos
de poélen tenham sua morfologia classificada de acordo com Erdtman (1971), a fim de

avaliar este como um possivel carater taxondmico.

2.3 Nivel de ploidia/conteiddo de DNA

A estimativa do nivel de ploidia e do tamanho do genoma serd feita através de
citometria de fluxo usando 50mg ou 1cm? de tecido foliar fresco macerado em tampao Otto
I (0.1 M 4cido citrico, 0.5% v/v Tween 20). Apos os nlcleos em suspensdo serdo retirados
com uma pipeta e filtrados por uma rede de nylon de 42um. Para a analise das amostras
serd adicionado: tampao Otto II (0.4 M NA,HPO, 12H,0), RNAse ¢ lodeto de Propideo.
Um individuo do mesmo género de nimero cromossdmico conhecido sera utilizado como
amostra padrao. Cerca de 5000 nucleos serdo analisados em citdmetro de fluxo e pelo

menos trés individuos por espécie serdo analisados.
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Genética e o espago do Herbario ICN da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
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Para as possiveis espécies novas, o artigo sera submetido a Phytotaxa (B1), o artigo
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