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Resumo: Handroanthus chrysotrichus é uma espécie arborea da familia Bignoniaceae, conhecida como ipé-amarelo
ou ipé-tabaco, de grande valor madeiteiro, medicinal e amplamente utilizada na arbotizacio utbana. O presente
trabalho teve como objetivo determinatr o nimero cromossomico de Handroanthus chrysotrichus. Os metistemas
radiculares da espécie foram submetidos ao tratamento de bloqueio em solucio de 3uM de APM durante 16 h a
4°C, em seguida, as raizes foram lavadas em trés trocas em agua destilada e fixadas em metanol: acido acético na
proporcio 3:1, transferidas para tubos Eppendorf® contendo enzima 200 pL de Pectinase, permanecendo a 35 °C
em banho-matia por 50 min. As laminas foram preparadas pela técnica de dissociacio celular. Através da
citogenética foi possivel determinar que a espécie Handroanthus chrysotrichus possui células com 2n=38 e outras com

2n=48 cromossomos, indicando que as sementes desta espécie apresentam o fenomeno de poliembrionia.

Palavras-chave: Ipé-amarelo; metafases mitoticas; euploidia.

Number of chromosome Handroanthus chrysotrichus (Bignoniaceae)

Abstract:  Handroanthus chrysotrichus is an arboreal species of the family Bignoniaceae, known as ipe-yellow or
ipe-smoking, of great wood and medicinal value and widely used in urban afforestation. The present work had as
objective to determine the chromosome number of Handroanthus chrysotrichus. The root meristems of the species
were subjected to blocking treatment in 3 pM APM solution for 16 h at 4 © C, then the roots wete washed in
three exchanges in distilled water and fixed in 3: 1 methanol: acetic acid, transferred to Eppendorf® tubes
containing 200 pL. Pectinase enzyme, remaining at 35 ° C in a water bath for 50 min. The slides were prepared
by the cell dissociation technique. Through cytogenetics it was possible to determine that the species
Handroanthus chrysotrichus has cells with 2n = 38 and others with 2n = 48 chromosomes, indicating that the seeds
of this species present the phenomenon of polyembryony.
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1. INTRODUGAO

A familia Bignoniaceae abrange cerca de 110 géneros e 800 espécies distribuidas em regides tropicais e
subtropicais, particularmente na América do Sul. Muitos representantes fornecem madeira, sio ornamentais e
utilizados como plantas medicinais (GENTRY, 1990).

O geénero Handroanthus é tepresentado por 24 espécies, em sua maioria arborea, estando presentes na
Amazoénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal, conhecidas popularmente como ipé ou pau-d’arco. O
género é bem conhecido pelas suas vistosas flores rosadas, brancas ou amarelas, que aparecem quando as arvotes
se encontram ainda desprovidas de folhagem, no inverno ou inicio da primavera. A sua madeira ¢ utilizada na

construgio civil, indastria moveleira, na medicina popular por meio de infusdo feita com o ritidoma de algumas
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espécies e empregada na arborizacio urbana devido a sua beleza floristica e pequeno porte, nao danificando assim
as redes elétricas (FANTINEL et al., 2013).

Handroanthus chrysotrichus, conhecida como ipé-amatelo ou ipé-tabaco, é decidua, ocorre desde o estado da
Bahia até Santa Catarina, em floresta pluvial atlantica, sua altura pode variar de 4 - 10m, com tronco de 30-40 cm
de didmetro. Sua madeira é considerada como moderadamente pesada, resistente, dificil de serrar e de grande
durabilidade (LORENZI, 1992; LOHMANN, 2015).

Apesar da importancia tanto ornamental quanto econémica das arboéreas, o nimero de espécies sem
registros citologicos oriundos dessa area ainda é elevado (GRIFFTHS et al., 2002), principalmente com relagio a
Handroanthus comparado ao numero de espécies que compdem o género. A andlise cromossomica é uma
impotrtante ferramenta para a observacio da vatiabilidade genética, j4 que o niimero cromossomico pode variar
dentro de um mesmo taxon ou entre taxons, além de ser uma ferramenta de distin¢do de espécies em género,
como o caso dos ipé€s, que apresentam pequenas variacdes, mas que podem gerar duvidas em classificacdes

taxonomicas.

Dessa forma, a caractetizacdo cromossomica representa uma fonte de informacées utilizada em estudos
citotaxondmicos, possibilitando a compreensio das relacdes de parentesco entre as espécies. Dados citogenéticos
basicos como o numeto cromossomico, comportamento meiético e estimagdo da fertilidade do pdlen, sio
importantes para determinar a variabilidade genética disponivel em espécies com potencial econémico, para
caracterizacio do germoplasma e para o estudo da biodiversidade (BOFF & SCHIFINO-WITTMANN, 2002).
Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo determinar o nimero cromossomico de Handroanthus

chrysotrichus.

2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais, localizado na
Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), campus Alta Floresta- MT.

Os frutos foram coletados no Municipio de Alta Flotesta, localizado na Amazdnia meridional, estado de
Mato Grosso. Ap6s a completa maturacao dos frutos de H. chrysotrichus, procedeu-se a remog¢do manual das
sementes. As sementes utilizadas foram selecionadas pela uniformidade, rejeitando-se as sementes enrugadas e
mal formadas. Para a germinacio, as sementes foram colocadas em placa de petri forradas com papel germitest e
umedecidas em agua destilada e levadas a camara de germinacio BOD a uma temperatura de £25°C durante 14
dias. Apos esse periodo, os meristemas radiculares foram submetidos ao procedimento de bloqueio, utilizando
amiprofos-metil (APM) na concentracio de 3uM por um periodo de 14 horas a uma temperatura de 4°C,
posteriormente, as radiculas foram cortadas e lavadas em agua destilada para a remocao da solugdo antimitotica.
Logo ap6s, foram fixadas em solucdo de metanol: dcido acético (PA) na proporcio de 3:1 a -2°C com trés trocas
de intervalos de 15 min e permaneceram por 24 h na solucio fixadora, estocadas a -5°C até o momento de uso
(CARVALHO et al., 2005).

As radiculas foram retiradas da solucio fixadora, submetidas a lavagem com dgua destilada com trés trocas
de 15 min. Na sequéncia, estas foram transferidas para tubos do tipo Eppendotf ® com tampa de pressio
contendo 200uL. de enzima pectinase SIGMA ® e mantidas em banho-maria por 60 min a 35°C. Realizada a
digestdo enzimatica, o material foi lavado novamente em 4gua destilada realizando-se trés lavagens e colocadas em
solucio fixadora: dcido acético (3:1) e refrigeradas por 24 h.

As laminas foram preparadas conforme metodologia descrita por Carvalho et al. (2005), por meio da

dissociacao celular do meristema radicular e secadas ao ar em movimentos rapidos. Apds 24 h foram coradas com
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Giemsa 5% por 3 min, em seguida, as laminas foram lavadas ttés vezes em 4agua destilada e secas em placa

aquecedora.

A obtencido das imagens e andlise das laminas foi realizada em microscopio trinocular fotdmico (Leica ®TPI
50) com o uso de uma camera acoplada ao computador com analisador de imagens LAZARUS EZ VI. 7.0 em
aumento de 100X (imersdo a 6leo). Foram analisadas 30 células em estagios de metafase, sendo as imagens com
cromossomos bem distribuidos na lamina e sem sobreposi¢oes, fotografadas para a contagem do nimero

cromossomico.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise das imagens durante a metafase evidenciou células com numero de 2n=38 e 2n=48
cromossomos (Figura 1), o que diferem dos numeros citados na literatura para essa mesma espécie em duas
regides diferentes de ocorréncia. Ortolani (2007), na regido Sudeste do Brasil, encontrou nimero de 2n=40
cromossomos nas sementes normais e 2n=80 cromossomos nas sementes que apresentaram poliembrionia,
resultado que evidenciou a presenca de racas cromossomicas ou citotipos diferentes dentro desta espécie.
Piazzano (1998) na Argentina, observou nas sementes poliembrionicas 20n=80 cromossomos, a qual detectou este
fenémeno pela primeira vez em ipés, especificamente para a espécie H. chrysotrichus.

A poliembtionia é a ocorréncia de mais de um embrido dentro da semente, podendo ser de origem
sexuada ou apomitica (MARCOLIN et al., 2013) e pode estar associado com a poliploidia e apomixia (MENDES-
RODRIGUES, 2010). Sabe-se que a ocorréncia desse fenomeno em H. chrysotrichus é associada a apomixia
esporofitica, com embrides originados a partir de células da hipostase (COSTA et al, 2004, MENDES-
RODRIGUES, 2010), observando-se elevadas taxas de sementes poliembrionicas, chegando a mais de 80% de
sementes com multiplos embrides (COSTA et al., 2004; SALOMAO & ALLEM, 2001). Este evento também ja
foi constatado para outras espécies da familia Bignoniaceae, sio elas: H. serratifolins, Tabebuia roseo-alba, Jacaranda
cusprdifolia (MENDES-RODRIGUES, 2010), Awemopaegma chamberlaynii (CORREIA et al., 2005) e Anemopaegma
arvense PEREIRA et al., 2007).

De acordo com Mendes-Rodrigues (2010) algumas desvantagens siao atribuidas a sementes
poliembrionicas como, a competicio entre os embrides gerados e entre as plantulas, alteracdes morfologicas e
problemas de estabelecimento. Em contrapartida, a poliembrionia pode conferir vantagens de compensacio
reprodutiva no caso de problemas com a formacio do embrido sexual, um dos embrides extranumerarios pode
permitir a formacdo de sementes com embrides viaveis, aumento do sucesso treprodutivo de individuos que
ctescem em grupo e proporcionar maiores chances de a0 menos um dos embtides se tornar uma plantula vidvel.
Além de atribuir capacidade adaptativa a uma maior gama de habitats diferentes (CREPET & NIKLAS, 2009).

Para as espécies de Bignoniaceae avaliadas quanto ao nimero cromossomico, 72,1% apresentam 2n=40
(SAMPAIO, 2010). A ocotréncia de espécies com 2n=60 e 80 cromossomos (FIRETTI-LEGGIERI, 2009),
indica que eupoliploidizagdes ocorreram a partir do namero n=20 (SAMPAIO, 2010). Dessa forma, a diversidade
de numero de cromossomos encontrada para H. chrysotrichus pode ser decorrente de alteragdes numéricas,
estruturais e rearranjos cromossomicos, que aconteceram ao longo de seu processo evolutivo.

A variabilidade no nimero de cromossomos pode estar relacionada a variacdo intra e interespecifica e
seu conhecimento pode contribuir para uma delimitacio taxonomica mais natural de subespécies e de espécies,
bem como para o reconhecimento de citotipos dentro de populacdes de uma mesma espécie. De acordo com
Guerra (1988), é dificil cortrelacionar com seguranca na natureza uma alteracdo cromossomica a uma caractetistica
adaptativa. No entanto, a simples diferenca no nimero cromossomico de populacées de localidades diferentes
pode ter ou nio valor adaptativo. Diante disso, é de suma importincia a trealizacio de avaliagdes com varias

populagbes de locais com condi¢des ambientais intermediarias para afirmar se a variagdo esta correlacionada a



Rer. Ciéne. Agroamb. .15, n.1, 2017 93 de 94

adaptacdo. Como ¢ o caso da variacao encontrada para H. chrysotrichus. Onde estudos mais detalhados como, o uso
de morfomettia cromossomica e técnicas mais refinadas, como os bandeamentos cromossémicos e quantificagio
de DNA, podem ampliar as informac¢des quanto ao parentesco entre as espécies, bem como colaborar para uma

melhor compreensio dos processos evolutivos relacionados a essa espécie florestal.

Figura 1 — Cromossomos metafasicos de Handroanthus chrysotrichus 2n=38 (esquerda) e 2n=48 (direita), obtidos do bloqueio de

14 horas com 3uM de APM. Barra = 10 um.

Dados da literatura relatam ntimero basico para a familia Bignoniaceae de n=x=20 cromossomos, com casos
de cuploidia e espécies poliploides. As espécies dessa familia apresentam predominantemente o numero
cromossomico 2n=40, no entanto, dentro do género Handroanthus ha eventos de poliploidizacido, com registros de
2n=060, 80 e 120 cromossomos (SAMPAIO, 2010). Dessa forma, a recontagem do numero de cromossomos para
as espécies ¢ muito significativa, principalmente quando se leva em consideraciao que, para a maioria das espécies
anteriormente estudadas, existe apenas uma contagem cromossomica tealizada (SANTOS, 2002), que pode ter
sido previamente citada incorretamente ou determinada apenas com base em um individuo, o que ¢ insuficiente
para avaliar a variabilidade cariotipica que pode existir dentro de uma familia e género, e especificamente no caso

dos ipés, afirmar se a ocorréncia de poliembrionia é um processo frequentemente observado para as espécies.

4. CONCLUSOES
Através da citogenética foi possivel determinar que a espécie Handroanthus chrysotrichus possui células com
2n=38 e outras com 2n=48 cromossomos, indicando que as sementes desta espécie apresentam o fenémeno de

poliembtionia.
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