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RESUMO

O namero cromossémico e sua morfologia sdo parametros muito utilizados na
citotaxonomia. A analise comparativa desses caracteres em espécies aparentadas
auxilia na distincdo das espécies, no estudo de relagdes filogenéticas e
mecanismos evolutivos entre os géneros e com outras familias. Esses estudos
ainda sdo escassos em muitas regifes e para muitas espécies. A contagem
cromossémica de espécies desconhecidas é muito importante, bem como a
recontagem de espécies de populagdes diferentes, em razdo da possivel ocorréncia
de variacao interpopulacional e também de registros incorretos na literatura. A
familia Lythraceae constitui uma das nove familias da ordem Myrtales, e 0 género
Cuphea P. Browne, com cerca de 260 espécies, é considerado o género mais rico
em espécies da familia. Também é bem diversificado quanto ao numero
cromossémico, sendo o nUmero mais comum no Brasil n = 8, e tambhém
considerado como o nimero cromossdémico basico para o género. Embora vérias
contagens cromossdmicas para Cuphea tenham sido feitas, ainda sdo consideradas
poucas, necessitando de mais relatos para elucidar suas relagoes filogenéticas e
evolutivas. Diante disso, neste trabalho, visou-se a ampliar o conhecimento dos
nimeros cromossdmico de Cuphea (Lythraceae) no Brasil, bem como utiliza-los
como ferramenta taxonémica. As espécies estudadas apresentaram nimeros
cromossdmicos diferentes: C. carthagenensis possui 2n=24, C. sperguloides
possui 2n=18 e C. thymoides possui 2n=36, auxiliando na diferenciacdo das
espeécies.

Palavras-chave: Lythraceae. NUmero cromossdmico. Myrtales. Ndmero
cromossémico basico.



ABSTRACT

The chromosomal number and its morphology are parameters commonly used in
cytotaxonomy. The comparative analysis of these characters in related species
aids in species distinction, in the study of phylogenetic relations and evolutionary
mechanisms between the genera and with other families. These studies are still
scarce in many regions and for many species. The chromosomal count of unknown
species is very important, as is the recounting of species from distinct populations,
due to the possible occurrence of interpopulation variation and the improper
registration in literature. The Lythraceae family constituted one of the nine
families of the Myrtales order, and the Cuphea P. Browne genus, with near to 260
species, is considered the richest in species of the family. It is also diversified
regarding the chromosomal number, with the most common number in Brazil
being n = 8, being considered as base chromosomal number for the genus. Despite
many chromosomal counts for Cuphea having been done, they are still considered
few, requiring more reports to elucidate its phylogenetic and evolutionary
relations. Thus, this work aimed at expanding the knowledge of the chromosomal
numbers of Cuphea (Lythraceae) in Brazil, as well as use them as taxonomic tools.
The studied species presented different chromosomal numbers: C. carthagenensis
presents 2n = 24, C. sperguloides presents 2n = 18 and C. thymoides presents 2n
= 36, aiding for differentiating the species.

Keywords: Lythraceae. Chromosomal number. Myrtales. Base chromosomal
number.
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1 INTRODUCAO

Os dados citogenéticos mais utilizados na citotaxonomia sdo 0 nimero
cromossdmico e sua morfologia. A analise comparativa dessas caracteristicas em
espécies aparentadas auxilia na distincdo entre caracteres que sdo exclusivos de
cada espécie ou a maioria delas (GUERRA, 2008).

O nOmero de cromossomos é importante nas hipoteses de relacBes
filogenéticas e mecanismos evolutivos entre os géneros e com outras familias.
Esses nimeros sdo geralmente estaveis dentro de um organismo, e se ocorrerem
variagdes, estas se tornam parte dos processos evolutivos que levam & especiagéo
(GRAHAM; CAVALCANTI, 2001).

Quando os nimeros de cromossomos das espécies dentro de um grupo
taxondmico sdo conhecidos, padrdes e tendéncias nos nimeros podem sugerir que
mecanismos especificos foram influentes no desenvolvimento do grupo, a partir
de seu ancestral (GRAHAM; CAVALCANTI, 2001).

A maioria dos taxons exibe uma extensa variagdo no numero de
cromossomos e outras caracteristicas do cari6tipo. Para estes, uma investigacao
cuidadosa da variagdo do nimero de cromossomos, aliado com uma arvore
filogenética bem estabelecida, pode ser uma poderosa ferramenta para a
compreensdo dos mecanismos evolutivos do cariétipo e as implicaces para a
taxonomia do grupo (GUERRA, 2008).

A andlise de caracteres citotaxondmicos pode auxiliar no estudo de
diversas espécies, familias ou grupos vegetais, auxiliando na compreensdo da
maneira que divergiram uma da outra (GUERRA, 2008; PEDROSA et al., 1999).

Esses estudos sdo escassos nas regides tropicais, comparados as regides
temperadas. Além da contagem cromossémica de espécies desconhecidas nesse
quesito, a recontagem de espécies de populagdes diferentes também € importante
em razdo da possivel ocorréncia de variagdo interpopulacional e também de
registros incorretos na literatura (PEDROSA et al., 1999).
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Cuphea P. Browne possui cerca de 260 espécies, sendo considerado o
género mais rico em espécies da familia Lythraceae. E encontrado em toda a
América Latina, principalmente no Brasil e no México (BARBER;
GHEBRETINSAE; GRAHAM, 2010; CAVALCANTI, 1991).

O género é bem diversificado quanto ao numero cromossémico. O
ndmero mais comum no Brasil é n = 8, sendo considerado como o ndmero
cromossdmico béasico para o género (GRAHAM, 1989).

Existem vérias contagens cromossomicas para o género Cuphea, e,
embora mais de 400 contagens ja tenham sido publicadas, ainda sdo consideradas
poucas, necessitando de mais relatos para elucidar suas relac6es filogenéticas e
evolutivas (GRAHAM; CAVALCANTI, 2001).

Diante disso, este trabalho visa a ampliar o conhecimento dos nimeros
cromossdmico de Cuphea (Lythraceae), no Brasil, bem como utiliza-los como

ferramenta taxonomica.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos de Lythraceae J. St.-Hil.

A familia Lythraceae possui 28 géneros e, aproximadamente, 600
espécies. Constitui uma das nove familias da ordem Myrtales, e, juntamente com
as familias Combretaceae e Onagraceae, formam uma grande linhagem da ordem
(GRAHAM, 2013).

Compreende arbustos, pequenas e grandes arvores, e também herbaceas
perenes e anuais, encontradas isoladas ou em grandes coldnias, ocorrendo mais
raramente como planta de habito herbaceo. Sdo adaptadas a uma ampla variedade
de habitats, incluindo manguezais, dunas costeiras, florestas tropicais Umidas,
savanas sazonalmente secas, cerrados, campos aridos e pedregosos, pantanos de
agua doce e aguas rasas de lagos e rios (HUANG; SHI, 2002).

Os representantes de Lythraceae sdo encontrados em todos 0s continentes,
exceto na Antartida. Possuem distribuicdo pantropical e algumas espécies sdo de
regides temperadas. A familia encontra-se geograficamente dividida entre o Velho
Mundo, com 18 géneros, e no Novo Mundo com 13 géneros, sendo a maior
concentracdo dos géneros na América tropical e Africa, com baixa
representatividade de espécies nas latitudes norte (GRIMSSON; ZETTER;
HOFMANN, 2011).

A familia possui quatro géneros mais diversos Cuphea, Diplusodon Pohl,
Lagerstroemia L. e Nesaea Comm. Ex Kunth, que sdo responsaveis por trés
guartos de todas as espécies. Possui também espécies de importancia econdmica,
como Lagerstroemia o crepe de murta cultivado; Lawsonia L., fonte de corante
henna; e Cuphea fonte de 6leo de sementes e plantas de jardim (GRAHAM et al.,
2005).

No Brasil, sdo encontrados nove géneros nativos, Cuphea, Diplusodon,

Ammannia L., Crenea Aubl., Lafoensia VVand., Heimia Link, Physocalymma Pohl,
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Pleurophora D. Don e Rotala L., sendo Cuphea, considerado o mais bem
representado destes, com cerca de 260 espécies. O segundo € Diplusodon, com
cerca de 57 espécies (BARBER; GHEBRETINSAE; GRAHAM, 2010;
CAVALCANTI, 2007).

A familia é reconhecida por um conjunto de caracteres como folhas
simples e opostas ou verticiladas; flores solitarias ou inflorescéncias racemosas,
mondclinas, actinomorfas ou zigomorfas, diclamideas, periginicas,4-16 meras,
tubo floral com pétalas enrugadas inseridos na borda; duas espirais de estames
inseridos no fundo do tubo; ovario superior, livre no tubo; fruto seco, capsular,
membranaceo, fechado pelo tubo floral persistente; sementes geralmente aladas,
endosperma escasso ou ausente, muito pequenas. Sao polinizadas por insetos
(GRAHAM et al., 2005; JUDD; SINGER; SINGER, 2009).

Possui também, recursos especializados, compartilhados com o restante
dos membros da ordem das Myrtales, como floema intraxilar, elementos de vaso
guarnecidos sulcados, processos estipulares axilares divididos, venagéo da folha
brochidrédoma, tecidos ricos em acido elagico (HUANG; SHI, 2002).

A diversificacdo da familia Lythraceae de outros grupos de Myrtales ocorreu,
principalmente, durante dois principais periodos em que a temperatura global se
alterou, durante o Paleoceno-Eoceno e do meio Mioceno para frente, quando as
temperaturas diminuiram acentuadamente e a adaptacdo da vegetacdo ao clima
seco tornou-se mais proeminente, o que resultou na producéo de varias linhagens
dentro de um periodo relativamente curto de tempo. Acredita-se que a
diversificacdo do género Cuphea ocorreu no periodo Quaterndrio (GRAHAN,
2013).

2.2 Caracteristicas de Cuphea P. Browne

O género Cuphea P. Browne possui cerca de 260 espécies, sendo

considerado o mais rico em espécies da familia Lythraceae, mais de cinco vezes
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maior que o segundo maior género, Diplusodon, com 57 espécies (BARBER,;
GHEBRETINSAE; GRAHAM, 2010).

Cuphea é encontrada em toda a América Latina, principalmente nos
cerrados do leste do Brasil e em montanhas do oeste e sul do México (Figura 1).
Embora esses centros de diversificacdo sejam amplos, eles compartilham poucas
espécies (GRAHAM; FREUDENSTEIN; LUKER, 2006).

No Brasil, 0 maior nimero de espécies € encontrado nos estados de Minas
Gerais, Goias e Bahia. O género é bem representado em termos de variacdo
morfol6gica e nimero de espécies na Regido da Serra do Cip6, onde ocorrem 11
espécies de seis das 14 se¢Bes do género Cuphea (CAVALCANTI, 1991).

Figura 1 — Distribuicdo das espécies do género Cuphea P. Browne.

1-9

10-99
[ 100-999
[ 1000 -9999
Il 10000-99999
1 100000 +

Fonte: Adaptado de Tropicos (2016)

O numero de espécies endémicas é alto, em comparagdo com 0S outros
géneros da familia. Estdo muitas vezes em habitats especializados, como savanas
de areia branca, afloramentos rochosos de calcario, campos sazonalmente
queimados ou pantanos (GRAHAM; FREUDENSTEIN; LUKER, 2006).
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Acredita-se que o centro primario de especiacdo para Cuphea seja
encontrado nas regides montanhosas do leste do Brasil, com um grande centro
secundario no Meéxico (CAVALCANTI, 1991).

Cuphea ¢ distinto de outros membros da familia Lythraceae, por
caracteristicas morfoldgicas Unicas como:; flores interpeciolares, tubulares,
zigomorfas, tubo floral formado por um célice deltado, com 6 lobos que terminam
em nervuras onde esta inserida a corola; apresentam 11 estames; 6rgdo nectarifero
unilateral livre, na base do ovéario; paredes septais reduzidas a dois fios finos;
dispersdo das sementes, por meio da erecdo da placenta e sementes ligadas, por
meio de fendas coordenadas, na capsula e tubo floral, mecanismo de dispersao
Unico desse género, ao contrario de outros membros de Lythraceae, que retém as
sementes dentro de um fruto rodeado por um tubo floral persistente. As sementes
contém tricomas invertidos, espirais, mucilaginosos nas células exotestais. Esse
recurso é compartilhado com outros géneros de Lythraceae, mas desconhecido em
outras angiospermas (BARBER; GHEBRETINSAE; GRAHAM, 2010;
GRAHAM; FREUDENSTEIN; LUKER, 2006).

2.3 Citotaxonomia

A utilizagdo de informagdes carioldgicas na taxonomia é referida como
citotaxonomia ou cariossistematica (GUERRA, 2008).

O numero cromossdmico é a caracteristica cariotipica mais comumente
utilizada em analises citotaxondmicas, e, aliado a outras caracteristicas citologicas
e diferencas morfoldgicas, auxiliam no entendimento de variagOes citogenéticas
envolvidas na evolucdo de um grupo e na delimitagdo taxondmica de espécies.
Outras informagdes carioldgicas que podem ser adicionados a esta descrigdo
inicial do cariotipo, e que auxiliam nos estudos citotaxonémicos, sdo o tamanho e
morfologia cromossémica, padrdes de bandas, posi¢cdo cromossdmica de DNAs

satélites, variacdo no numero de cromossomos, quantidade heterocromatina,
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dentre outros (BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-WITTMANN, 2005; GUERRA,
2008).

A contagem cromossdmica é uma tarefa relativamente facil que produz
dados de confianca e altamente reprodutiveis. E mesmo sendo considerado um
pardmetro mais simples, 0 nimero de cromossomos oferece algumas atracdes
especiais. E uma maneira rapida, barata e facil de obter qualquer informacéo
substancial sobre o genoma de uma espécie. Uma desvantagem da contagem de
nimeros cromossdmicos para citotaxonomia é a necessidade de material vivo,
com os tecidos em crescimento ativo. Além disso, muitas vezes, 0s géneros
exibem baixa variabilidade, no nimero de cromossomos (GUERRA, 2008).

O conceito de numero cromossdmico basico foi definido como um dos
nimeros haploides observados no tadxon que explica a variabilidade
cromossOmica desse grupo e mostra relagdo com o nimero cromossémico basico
dos grupos préximos relacionados. A identificagdo de um nimero cromossémico
béasico é feita depois de analisar todos 0s nimeros de cromossomos relatados para
0 grupo. Também pode ter um nimero cromossémico basico diferente da sua tribo
ou de um de seus subgrupos. O nimero cromossémico basico é importante nas
hip6teses das relacdes filogenéticas e dos mecanismos evolutivos entre os géneros
e com outras familias (GRAHAM; CAVALCANTI, 2001; GUERRA, 2008).

O conhecimento do numero de cromossomos € escasso para diversos
grupos e limitado a um pequeno nimero de espécie, geralmente obtido a partir de
uma pequena amostragem de individuos por espécie e muitas ainda ndo tiveram
seus nameros cromossdmicos determinados (BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-
WITTMANN, 2005; JUDD; SINGER; SINGER, 2009).

O numero cromossdmico pode auxiliar nos estudos citotaxondémicos de
diversas familias e grupos vegetais, sendo uma ferramenta muito atil em
sisteméatica e evolugdo de plantas, complementando estudos por métodos

morfolégicos e moleculares. A contagem cromossdmica em espécies
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desconhecidas cariotipicamente é tdo importante quanto a recontagem de
populagbes diferentes, em razdo da possivel ocorréncia de variacdes
interpopulacionais e de registros incorretos na literatura. Na literatura antiga, é
comum encontrar dados menos confiaveis, antes da introdugdo de antimitoticos
e de métodos de esmagamento. Também podem ser encontrados em artigos
recentes, em decorréncia de problemas com a correta identificagdo botanica, a
ocorréncia de satélites e ou cromossomos B, dentre outros (GUERRA, 2008;
PEDROSA et al., 1999).

A publicacéo de listas de nimeros cromossomicos fornece informagdes
de determinada flora que auxilia em analises citotaxonémicas de diversos taxons,
além de fornecer uma visdo da variabilidade citogenética da flora da area de
estudo, auxiliando na elucidacao de problemas taxondémicos e de evolucao destes
(CARVALHEIRA et al., 1991).

Nas angiospermas, 0 numero de cromossomos varia de 2n = 4
(Haplopappusgracilis (Nutt.) A. Gray, (Asteraceae) a 2n = 250 (Kalanchoe
Adans., Crassulaceae), sendo mais comum a maioria das espécies possuirem entre
n=7e 20 (GUERRA, 2008; JUDD; SINGER; SINGER, 2009).

Trabalhos citologicos demonstraram que 0 ndmero bésico de
cromossomos da familia Lythraceae é x = 8. Esse nimero é observado em Cuphea,
Decodon J. F. Gmel., Heimia Link, Rotala L. e Woodfordia Salisb., e ocorre com
maior frequéncia em Adenaria Kunth, Capuronia Lourteig, Crenea Aubl.,
Didiplis Raf., Galpinia N. E. Br.; Lafoensia Vand., Pehria Sprague e
Physocalymma Pohl (TOBE; RAVEN; GRAHAM, 1986).

Quatro géneros possuem x = 5 (Diplusodon, Lythrum, Nesaeaee Peplis),
e acredita-se que estes sdo derivados de um ancestral x = 8. Cinco géneros
(Decodon J. F. Gmel. n = 16, Duabanga Buch.-Ham. n = 24, Lagerstroemia L. n
= 24, 25, Pemphis J. R. Forst. & G. Forst. n = 16, e Punica L. n = 14, 16) sdo
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aparentemente poliploides antigos (GRAHAN; CRISCI; HOCH, 1993; HUANG;
SHI, 2002).

O género Cuphea € bem diversificado quanto ao himero cromossémico.
Os primeiros nimeros de cromossomos relatados para o género foram de plantas
cultivadas, em 1936. Na América do Sul, principalmente no Brasil, 0s himeros
mais comuns sdon =7 e n =8, e X = 8 é considerado como o0 nimero basico para
0 género. Vinte e dois nimeros cromossémicos diferentes sdo conhecidos para o
género, que vao desde n = 6 até n = 54. No México, dois nimeros sdo mais
comuns, n =10 e n = 12. O nimero cromossémico n = 12 é encontrado em uma
Unica espécie aneuploide, C. ericoides. Espécies com n = 14 ou superior sao
considerados de origem poliploide (GRAHAM, 1989; GRAHAM;
CAVALCANTI, 2001).

Acredita-se que, no Brasil, a irradiacdo de Cuphea foi de espécies com
n = 8 e deles derivados espécies com n = 7, e que a duplicacdo do complemento
cromossémico também foi comum. Até que ponto a autopoliploidia, em oposicdo
a alopoliploidia foi responsavel por um grande nimero de espécies tetraploides é
desconhecido (GRAHAM; CAVALCANTI, 2001).

Estudos verificando a analise cladistica do espagador nuclear ribossémica
interno transcrito (ITS) e a analise filogenética de espécies de Cuphea sugerem
que 0 numero basico ancestral pode ter sido maior, talvez
x =11 ou 12, pois X = 11 ocorre nas trés especies que ocupam as posi¢des mais
basais nas analises cladisticas moleculares (GRAHAM; CAVALCANTI, 2001).

Grahan (1989) elaborou um esquema representando um caminho
hipotético simplificado da evolu¢do cromossémica do género, com base nas
relacbes percebidas nas espécies (Figura 2). Reconhece-se que 0s aumentos
podem néo ter sido eventos de hibridizacdo diretas, por meio de eventos de

hibridacdo entre taxa do mesmo ou diferentes niveis de ploidia. Os ndmeros
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cromossdmicos diferentes presentes em Cuphea indicam que sua citoevolugéo é
extremamente complexa (GRAHAN, 1989).

Numerosas alterages cromossémicas podem ter ocorrido na evolucéo de
Cuphea, a partir de um numero de base de 8 cromossomos. Poliploidia
intraespecifica e interespecifica, descendente poliploidia, e, possivelmente
ascendente aneuploidia, parecem ser fendmenos recorrentes no género que
promovem o isolamento reprodutivo, levando a especiacdo (GRAHAN, 1989).

Especiagdo ativa envolveu repetidas mudangas no numero de
cromossomos, tanto por meio de poliploidia e disploidia (GRAHAM;
CAVALCANTI, 2001).
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Figura 2 — Possiveis vias de deriva¢do dos nimeros cromossdmicos disploides e
polipl6ides em Cuphea, excluindo poliploides com nimeros de 40 ou
superior. Linhas indicam a direcdo mais provavel da mudanca com
base em relacBes de espécies implicitas a partir de semelhancas

fenéticas.
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Fonte: Grahan (1989).

A importancia de hibridacéo na formacéo de espécies de Cuphea néo é
conhecida. Grahan (1989) relata que hibridos raramente sdo vistos no campo,
mesmo com a coocorréncia de até 5 espécies em uma Unica localidade
(GRAHAN, 1989).

A citoevolucdo de Cuphea € complexa. Eventos aparentemente
significativos estdo envolvidos na especia¢do do género. A especia¢do em Cuphea
é frequentemente acompanhada pelo resultado de poliploidia intraespecifica e
interespecifica, decrescente aneuploidia, e possivelmente também por uma
crescente aneuploidia (GRAHAM, 1989).
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O conhecimento dos nimeros de cromossomos em Cuphea é uma ajuda
para interpretar filogenias morfoldgicas e moleculares e influenciard o futuro
taxonomia do género (GRAHAM; CAVALCANTI, 2001).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Ampliar o conhecimento dos numeros cromossdmico de Cuphea

(Lythraceae), no Brasil, assim como utiliza-los como ferramenta taxonémica.

3.2 Especificos

a)

b)

d)

e)

Determinar o nimero cromossdmico das trés espécies de Cuphea
(Lythraceae); C. carthagenensis (Jacq.) J. Macbr.; C. sperguloides A.
St. Hill. e C. Thymoides Cham. & S chltdd. coletadas em Carrancas e
Lavras, Minas Gerais;

Caracterizar, mesmo que parcialmente, a diversidade cariotipica
dessas trés espécies de Cuphea, por técnicas de coloragdo
convencional;

Verificar se ha variabilidade de nimero cromossémico entre essas
espécies de Cuphea;

Comparar o complemento cromossdmico dessas espécies de Cuphea
para fins taxonémicos;

Auxiliar a taxonomia do género com comparacdes dos resultados aos
resultados taxondémicos, a fim de elucidar a delimitacdo dessas

espécies.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Area de estudo

As espécies estudadas foram coletadas nas Serras da Bocaina e de
Carrancas. As serras estdo localizadas no Planalto do Alto Rio Grande, na
Mesorregido do Campo das Vertentes, no sul de Minas Gerais. Elas atravessam
0s municipios de Lavras, Carrancas, ltumirim, Ingai, Itutinga e Minduri. As
dobras se tipificam na forma da letra “Z” interligando as serras do Pombeiro, das
Bicas, da Chapada das Perdizes, do Carrapato, do Farias, do Campestre e da
Estancia, formando, assim, o Complexo de Serras da Bocaina e de Carrancas
(Figura 3) (REIS et al., 2015).

As altitudes variam de 800 a 1200 metros, com elevacGes de até cerca de
1600 m no alto das serras. Os locais mais baixos variam de 500-800 metros. A
pluviosidade média anual é de 1400 mm, concentrando-se nos meses de novembro
a fevereiro (REIS et al., 2015).

O clima da regido é temperado mesotérmico, caracterizado por verdes
amenos e Umidos, e invernos secos. A temperatura média anual é de 20°C, sendo
que as médias mensais variam de 25°C em e janeiro e 10°C em julho (REIS et al.,
2015).
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Figura 3 — Localizagdo geografica das Serras da Bocaina e de Carrancas. Imagens
geradas do satélite Nasa-SRTM com resolugdo de 90 m.

e » e
S e

Fonte: Reis (2013).

O geoambiente € individualizado nas cristas quartziticas, onde se forma
uma paisagem litolica, revestida por Campos Rupestres. A flora altamente
adaptada as fendas presentes nos afloramentos rochosos e a escassez hidrica que

se confina nesses compartimentos geomorfoldgicos (REIS et al., 2015).
4.2 Material botanico

Foram coletados frutos de trés espécies de Cuphea (Lythraceae): Cuphea
carthagenensis (Jacg.) J. Macbr.; Cuphea sperguloides A. St. Hill. e Cuphea
thymoides Cham. & Schltdd.. Foram coletados e herborizados ramos florais e
vegetativos, seguindo técnicas usuais. Materiais-testemunho das espécies foram
depositados no Herbario ESAL, do Departamento de Biologia, da Universidade
Federal de Lavras.

4.3 Preparo das laminas

Para o estudo mitético, as sementes foram retiradas dos frutos e colocadas

para germinar em placas de petri, sobre papel de filtro embebido em agua



29

destilada, e mantidas em BOD (Demanda Bioguimica de Oxigénio) a 24 °C,
comfotoperiodo de 12 horas. As raizes recém-germinadas foram coletadas e
tratadas com blogueador de divisdo celular 8-hidroxiquinoleina 3mM, por 3 h, a
temperatura ambiente. ApoOs esse periodo, as raizes foram lavadas em agua
destilada gelada, por 30 minutos em &gua gelada, em seguida foram fixadas em
solucdo fixadora Carnoy 3:1 (etanol:acido acético) por, no minimo, 24 horas e
mantidas sob refrigeragéo até o uso.

Para o preparo das laminas, raizes fixadas foram lavadas em &agua
destilada por 10 minutos, 3 vezes. As raizes foram hidrolisadas com HCI1N
durante 20 min a 60° (Banho-Maria) e expostas ao Reativo de Shiff, no escuro,
por 2 h. As laminas foram confeccionadas com 1 ponta de raiz e uma gota de &cido
acético 45%, onde o meristema foi separado. O &cido acético foi removido e foi
colocada uma gota de corante carmim acético 2% e o meristema foi picotado. A
lamina foi coberta com uma laminula e pressionada para separar bem o material.
Em seguida, foram congeladas em nitrogénio liquido por 1 minuto, e a laminula
foi retirada. Apos secarem, foram preparadas laminas permanentes, adicionando
Enttelan® sobre a preparacdo microscopica, cobrindo com uma nova laminula.

As laminas foram avaliadas em Microscépio de campo claro (Carl Zeiss,
AxioLab A1), na objetiva de 100X, e imagens das c-metéafases foram capturadas
com a microcamera (Axio Cam ERc 5s) acoplada ao microscépio, por meio do
programa AxioVision. Foram analisadas, em média, 20 células de cada espécie.
Cariogramas representativos de cada uma das espécies foram construidos, usando

0 programa Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems Incorporated).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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No presente estudo, foram observados trés nimeros cromossémicos
distintos: 2n = 18, 2n = 24 e 2n = 36 (Tabela 1).

Tabela 1 — NUmeros cromossdmicos n (haploides) e 2n (diploides) de espécies de

Cuphea do Brasil.

(Continua)
Espécie n 2n Referéncia
Sessd@o Archocuphea
C. mimuloides Schltdl. & Cham. 11 Grahan, 1989.
C. pascuorum Koehne 11 Grahan; Cavalcanti, 2001.
Sessdo Amazoniana
C. odonellii Lourteig 8 20+ Grahan; Cavalcanti, 2001.
2B
Sessdo Brachyandra
C. calophylla Cham. & Schltdl. 8 Grahan, 1989;
16 Molero et al., 2002.
C. carthagenensis (Jacq.) J. F. 8 Grahan, 1982;
Macbr. 8 Grahan, 1987,
8 Grahan, 1989;
8 Grahan, 1992;
16 Molero et al, 2002.
24 Presente trabalho.
C. circaeoides Sm. Ex Sims 11 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. micranta Kunth 8 Grahan; Cavalcanti, 2001.
Sessdo Cuphea
C. racemosa (L. f.) Spreng. 24 Grahan, 1982,
20, 22 Grahan, 1989,
20 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. ramosissima Pohl 10 Grahan; Cavalcanti, 2001.
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Tabela 1 — Numeros cromossémicos n (haploides) e 2n (diploides) de espécies de

Cuphea do Brasil.

(Continuacao)

Espécie n 2n Referéncia
C. varia Koehne ex Bacig. 16 Grahan, 1989.
Sessdo Euandra
C. acicularis Koehne 18 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. acinifolia A. St.-Hil. 7 Grahan, 1989.
C. acinos A. St.-Hil. 7 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. brachypoda T. B. Cavalc. 18 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. campestris Mart. Ex Koehne 8 Grahan, 1989.
C. campylocentra Griseb. 16 Molero et al, 2002.
C. confertiflora A. St.-Hil. 18 Grahan, 1987;
9,18 Grahan, 1989.
C. diosmifolia A. St.-Hil. 7 Grahan, 1987,
Grahan, 1989.
C. disperma A. St.-Hil. 7 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. ferruginea Pohl ex Koehne 9 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. glareosa T. B. Cavalc. 18 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. glutinosa Cham. & Schitdl. 32 Grahan; Cavalcanti, 2001.
+1
-3B
C. hyssopoides A. St. Hill. 9 Grahan; Cavalcanti, 20009.
C. ingrate Cham. & Schitdl. 14 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. linifolia (A. St.-Hil.) Koehne 16 Grahan, 1987,
Grahan, 1989.
C. polymorpha A. St.-Hil. 8 Grahan, 1987;
16 Molero et al, 2002.
C. pseudovaccinium A. St.-Hil. 7 Grahan, 1987;

Grahan; Cavalcanti, 2001.
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Tabela 1 — Numeros cromossémicos n (haploides) e 2n (diploides) de espécies de

Cuphea do Brasil.

(Continuacao)

Espécie 2n Referéncia
C. pterosperma Koehne 32 Molero et al, 2002.
C. sclerophylla Koehne 36 Grahan, 1989.
C. sincorana T. B. Cavalc. 14 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. sperguloides A. St.-Hil. 18 Presente trabalho.
C. spermacoce A. St.-Hil. 9 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. strigulosa Kunth 8 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. thymoides Cham. & Schltdl. 18 Grahan, 1989.
36 Presente trabalho.
Sessdo Melvilla
C. cuiabensis Koehne 16 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. cylindracea S. A. Graham 24 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. egler iLourteig 7 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. gardneri Koehne 14 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. grandiflora Pohl ex Koehne 16 Grahan, 1982.
C. melvilla Lindl. 16 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. pulchra Moric. 8 16 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. teleandra Lourteig 7 Grahan; Cavalcanti, 2001.
Sessdo Pseudocircaea
C. costata Koehne 14 Grahan, 1987.
C. fuchsiifolia A. St.-Hil. 7 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. impatientifolia A. St.-Hil. 7 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. lutescens Pohl ex Koehne 7 Grahan, 1987;
7 Grahan, 1989;
7 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. sessiliflora A. St.-Hil. 7 Grahan; Cavalcanti, 2001.
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Tabela 1 — Numeros cromossémicos n (haploides) e 2n (diploides) de espécies de
Cuphea do Brasil.

(Concluséo)

Espécie n 2n Referéncia

Sessdo Trispermum

C. antisyphilitica Kunth 14, Grahan; Cavalcanti, 2001.
16
C. brachiata Koehne 16 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. ericoides Cham. & Schltdl. 12 Grahan, 1987;
14, Grahan, 1989.
c.24
C. radula Koehne 24 Grahan; Cavalcanti, 2001.
C. reflexifolia Koehne 8 Grahan, 1987.
C. sessilifolia Mart. 8 Grahan, 1989;
8, Grahan; Cavalcanti, 2001.
14-186,
24

Fonte: Adaptado de Tropicos (2016)

Para a espécie Cuphea carthagenensis, foi observado 2n = 24 (Figura 4 A
e B). Na comparacdo dos dados aqui obtidos com os da literatura, eles diferem do
presente estudo. Grahan (1989), relata n = 8 em seu estudo com meiose. Esse
mesmo valor é relatado em outro trabalho de Grahan (1982). Molero et al. (2002),
citam em seu trabalho 2n = 16.

Uma possivel explicagdo para esse resultado, pode ser de que essa
diferenca se d4, em razdo de uma variagd0 numérica dos Cromossomos,
Cromossomos acessorios, raga cromossémica ou mesmo citétipos.

Grande parte da divergéncia de valores cromossémicos encontrados em
um mesmo taxadn, é decorrente, segundo muitas evidencias, da existéncia de ragas

cromossémicas ou citdtipos serem comuns nos vegetais e, com isso, ocorrendo
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nameros cromossdémicos diferentes para a mesma espécie. Contagens
cromossdmicas para outras populagdes podem ajudar na determinacdo da real
distribuicdo geogréfica do citdtipos e sua rela¢cdo com a morfologia das espécies.
A analise taxonémica nas grandes familias e géneros sdo, na maioria das vezes,
realizadas por trabalhos independes, sendo necessaria uma analise critica dos
dados obtidos (MANSANARES et al., 2000).

Outra hipo6tese para essa divergéncia encontrada nos numeros
cromossdmicos seria a identificagdo incorreta das espécies.

Um dos principais problemas para a citotaxonomia sdo as contagens
cromossdmicas errbneas encontradas na literatura. Quando as espécies ndo sao
corretamente identificadas podem ocorrer sérios problemas para a interpretagdo
dos dados nos estudos citotaxondmicos (MANSANARES et al., 2000).

Com base nesse valor encontrado em compara¢cdo com 0S previamente
citados na literatura, ha também a possibilidade de ser um citétipo alotriploide,
onde ndo houve disjuncéo correta dos gametas.

Muitos citétipos autopoliploides podem ser relativamente restritos
geograficamente ou ecologicamente, e a falta de reconhecimento taxonémico
confunde pesquisas sobre a evolucdo da diversidade vegetal (BARKER et al.,
2016).

Cuphea carthagenensis pertence a se¢ao Brachyandra. A secao distribui-
se, principalmente, no Brasil e no Caribe e contém a maioria das espécies
autofertilizantes no género. Cromossomicamente, a se¢do é considerada a mais
uniforme do género, com todas as espécies que tiveram Seus Cromossomos
contados, sendo diploides com n = 8 ou tetraploides com n = 16. A excec¢do na
secdo é Cuphea circaeoides (n = 11) (Tabela 1). De acordo com Graham (1989),
essa espécie esta taxonomicamente mal colocada e deve ser transferida para a
seccdo Archocuphea, suportada pela morfologia, habito e ndmero de
cromossomos (GRAHAM, 1989; GRAHAM; CAVALCANTI, 2001).
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Os tetraplOides, desta segdo, possivelmente evoluiram de eventos
autopldides independentes, a partir de Cuphea carthagenensis (GRAHAN;
CAVALCANTI, 2001).

Grahan (2003) sugere que a autopoliploidia de Cuphea carthagenensis (n
= 8), pode ter sido 0 mecanismo que conduziu a origem de C. parsonsia (n = 16),
ou também pode ter sido de um parente diploide semelhante, porém extinto. A
autora também comenta que a mudanca do cruzamento para um sistema de
reproducdo autbgama, presente nessa espécie, pode possibilitar um aumento na
taxa de especiagdo.

Para Cuphea sperguloides foi observado 2n = 18 (Figura 4 — C e D).
Grahan e Cavalcanti (2007), relatam n = 9 em seu trabalho, corroborando os
nossos resultados.

Foi observado 2n = 36 na espécie Cuphea thymoides (Figura 4 — E e F).
Esse resultado € corroborado por Graham (1989), que, em seu trabalho, fez
contagens cromossomicas na meiose, onde obtiveram o valor de n=18 para essa
espécie.

Cuphea sperguloides e Cuphea thymoides pertencem a secdo Euandra.
Essa é uma das secdes consideradas mais diversificada cromossomicamente em
Cuphea. Espécies poliploides e aneupldides sdo encontradas em todas suas
subsectes (GRAHAN, 1989).

Em espécies com base x = 9, como em C. thymoides com n = 18, C.
sperguloides com n = 9, C. hyssopoides A. St. Hill com n = 9, C. sclerophylla
Koehne, com n = 36; C. confertiflora Koehne, n = 9, 18, um aumento aneupléide
a partir de n = 8 para n = 9 deve ter ocorrido de forma independente, pelo menos,
trés vezes na secdo. A ascendente aneuploidia de n = 8 é inferida com base na
auséncia de espécies no Brasil conhecidos com n = 10, a partir do qual n = 9 pode

ter ocorrido por perda cromossémica (GRAHAN, 1989).
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Figura 4 — Cromossomos em metafase mitotica e ilustracbes boténicas das
espécies de Cuphea estudadas.

Legenda: Ae B: C. carthagenensis. C e D: C. sperguloides. E e F: C. thymoides. Imagem
capturada em microscopio de campo claro com a objetiva de 100X. Barras: 10 pm.
Fonte: A, C e E: Do autor (2016). B, D e F: Adaptado de Plantillustrations (2016)

Sendo assim, Cuphea thymoides pode ser interpretado como um

poliploide onde houve acréscimo de um cromossomo, ficando assimcomn =9e
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depois uma duplicagdo para n = 18, tornando-se assim um tetrapléide. Ja, para
Cuphea sperguloides, podemos sugerir que houve somente o acréscimo de um

cromossomo, ficando comn = 9.
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6 CONCLUSAO

As espécies estudadas apresentaram nimeros cromossdémicos diferentes,
auxiliando na diferenciacdo das espécies.

Os numeros cromossdmicos sdo carateres citotaxondmicos importantes
no grupo.
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