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CARACTERIZAGAO

DOS CRMOSSOMOS

DE PACHIRA AQUATICA

AUBL. (MALVACEAE)*

MARJORIE FRANCIS DOBROVOSKI LIMA, DANIEL
PEREIRA MIRANDA, ISANE VERA KARSBURG

Resumo: Pachira aquatica Aubl., utilizada em alguns paises na alimenta-
¢do e arborizagdo urbana. O objetivo deste trabalho foi caracterizar a mor-
fologia e identificar a NOR dos cromossomos de P. aquatica. As sementes
foram germinadas, bloqueadas, maceradas com enzimas e dissociadas. P.
aquatica com 2n=34 cromossomos, distribuidos, 4m + 13sm. Nos pares cro-
mossomicos 1 e 8 foram identificadas as NORs.

Palavras-chave: Caridtipo. Bandeamento NOR. Arbérea.

ertencente a familia Malvaceae, Pachira aquatica, também conhecida
popularmente como munguba, cacau-falso ou mamorana é uma ar-
vore nativa da América do Sul (LORENZI, 2000), e América Central
(SANTOS et al., 2007). Pode atingir de 6 a 14 metros de altura, e ocorrer em
toda a regido amazonica em terrenos alagadicos espontaneamente, mas tam-
bém em solo seco, devido a sua alta capacidade de adapta¢ao em condigdes
adversas de clima e solo (LORENZI, 2000). Sua madeira pode ser utilizada
em usos internos, caixotaria, fésforos e molduras; suas sementes comestiveis
sao usadas pelas popula¢des amazonicas das Guianas, sendo consumidas in
natura, cozidas ou ainda torradas; além de sua utilizacdo em varias cidades
brasileiras na arboriza¢ao urbana (LORENZI, 2000).
Estudos referentes a caracterizagdo taxonOmica, botéanica, silvicultural
e genética sdo de extrema importincia quando se trata da compreensdo das
espécies, bem como de suas relagdes de afinidade, auxiliando dessa forma os
programas de melhoramento florestal (BARELLA; KARSBURG, 2007). A
analise cromossOmica sempre foi um dos campos estimulantes da Citologia
e da Genética por fornecer dados importantes para o entendimento em outras
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areas da ciéncia (BRAMMER et al., 2007), e mais tarde do que passou a se chamar
citogenética (PENALOZA, 2005).

A citogenética é uma ciéncia voltada para estudos de observagcao dos cromossomos
por meio de técnicas de coloragdo, de modo a contd-los ou proceder com quaisquer
outras andlises morfoldgicas, melhorar o entendimento do processo de divisao celular
e de modificacdes que acontecem na estrutura cromossdomica (SODRE, 1999). Essas
técnicas contribuem na organizacao, func¢ao, replicacdo, variagdo ou evolugdo dos cro-
mossomos e tem ganhado muito mais relevincia nos tltimos tempos (PENALOZA,
2005). Stuessy (1990) citado por Eder-Silva (2007) fala do amplo uso da citogenética
em estudos referentes a caracterizacdo taxondmica e de evolucdo e filogenia.

Guerra (1988) ressalta que para estabelecer relagdes entre espécies, a analise do
cariétipo fornece informagdes essenciais a respeito da organiza¢do dos cromossomos.
Nestes estudos podem ser utilizadas técnicas de bandeamento que permitem avaliar de-
talhadamente as transformacdes em nivel de tecido e também de 6rgdos, que ocorreram
em grupos de espécies (SATO et al., 1980; SUMMER, 1990).

Para Sousa (2006) técnicas de bandeamento como, por exemplo, as que utilizam co-
loragdo com nitrato de prata sdo essenciais para a identificacdo das regides organizadoras
de nucléolos nos cromossomos. Que podem estar associadas as constri¢oes secunddrias ou
regides com sitios responsdveis pela transcri¢do de RNA ribossomal, também chamadas NOR.

Dentre as espécies pertencentes a familia Malvaceae hd uma alta diversidade no nimero
de cromossomos (BRUCHER, 1977). Com a relacdo ao melhoramento, frequentemente
se utilizam técnicas de cruzamentos para os mais diversos fins (BOREM; MIRANDA,
2005) nas quais € preciso conhecer o numero cromossOmico para evitar ou induzir, por
exemplo, se for o caso, a poliploidia nos individuos (FREITAS; BERED, 2003).

Considerando a necessidade de estudos referentes a caracterizacao cromossomica
de espécies vegetais, este trabalho teve como objetivo avaliar a morfologia, e identificar
a regido organizadora de nucleolar nos cromossomos de Pachira aquatica.

MATERIAL E METODOS

Para as avaliacdes citogenéticas deste trabalho foram utilizados meristemas radicu-
lares obtidos de 45 sementes coletadas de cinco pontos distintos no perimetro urbano
de Alta Floresta/MT. Os procedimentos metodolégicos foram realizados no Laboraté-
rio de Citogenética e Cultura de Tecidos da Universidade do Estado de Mato Grosso,
Campus de Alta Floresta.

Na germinago, as sementes foram desinfetadas com hipoclorito a 1% por 10 minutos e
depois lavadas em dgua destilada por duas vezes. Em seguida, foram colocadas para germinar
em caixa gerbox transparente forradas com papel germitest, previamente umedecido com
agua destilada. Posteriormente as caixas foram acondicionadas em camara de germinagdo
(BOD) com temperatura de 25°C + 1 e fotoperiodo de 12 horas, por cerca de 5 dias.

Ao atingirem de 1,0 a 1,5 cm de comprimento, as radiculas foram submetidas ao trata-
mento de bloqueio, que tem por finalidade acumular células em metafase (Karsburg, 2006),
utilizando o herbicida Trifluralin na concentrag@o 3uM, por 17 horas a 4°C. Em seguida, as
radiculas foram separadas dos restos da semente, e lavadas em dgua destilada por 3 vezes,
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durante 15 minutos para remover o herbicida, fixadas em solu¢do metanol-4cido acético
(PA) na concentracio 3:1 com 3 trocas a cada 10 minutos, e por fim acondicionadas a 4°C.

Para a macerac¢do enzimdtica as radiculas foram retiradas da solu¢do fixadora, lavadas
em agua destilada por 15 minutos e transferidas para minitubos do tipo Eppendorf™
contendo 200 uL de enzima Pectinase SIGMA®, onde permaneceram por 2 horas a a 35
°C em banho-maria por 2 horas. Realizada a digestio enzimadtica, o material foi lavado
novamente em 4gua destilada realizando-se trés trocas com intervalos de 15 minutos e
fixado em solucdo metanol-4cido acético (3:1) por no minimo 24 horas a 4 °C.

Para a confec¢do das laminas foram feitas a dissociagdo do meristema radicular,
as laminas foram secadas ao ar em movimentos rapidos e em placa aquecedora a 50 °C
conforme descreve Carvalho e Saraiva (1993). As mesmas foram coradas com Giemsa
5%, pH 7,0, por 2 minutos, lavadas em dgua destilada e colocadas para secar.

Para o bandeamento Ag-NOR as laminas foram submetidas ao envelhecimento por
20 dias segundo Funaki et al. (1975) e, sob as laminas gotejado a solu¢do de nitrato de
prata (AgNO,) 50%, logo apds, as 1aminas foram cobertas por laminulas, e expostas
em camara umida e escura a 35 °C por 18 horas. Decorrido o tempo de incubagio, as
laminulas foram removidas com jato de dgua e as laminas lavadas em dgua corrente
por 2 minutos e em dgua destilada por 1 minuto.

Asimagens (metafases) de interesse foram fotografadas com o uso de um microscépio
fotomico binocular (Leica® ICC 50) acoplado a um computador e no software LAZ EZ
VI. 7.0. As mesmas foram analisadas através do software de dominio publico Image/J
versao 1.46r (2012) desenvolvido pelo Instituto Nacional de Saide (INS, Bethesda,
MD, EUA), juntamente com a linguagem de programacdo Java versao 1.6.0 (2012)
(ABRAMHOFF et al., 2004), ambos podem ser obtido via internet, pelo sitio http://rsb.
info.nih.gov/ij/ para o software ImagelJ e http://www.java.com/ para a linguagem Java.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas cerca de 30 células em metafase e pré-metifase, com as quais se
obteve o nimero cromossomico de 2n = 2x = 34 em P. aquatica (Figura 1). Com relagdo
aos estudos citogenéticos da espécie, ndo foram encontrados quaisquer registros na litera-
tura. O que se relata € que dentre as espécies pertencentes a familia Malvaceae o nimero
de cromossomos pode variar de 2n = 16 a 2n = 96 cromossomos (BRUCHER, 1977).
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Figura 1: Cariétipo de Paquira aquatica 2n = 2x = 34 cromossomos corados com Giemsa 5%. Barra=5um. 339



O género Gossypium, subfamilia Malvoideae, apresenta nimero cromossdmico de
2n =26 para 17 espécies e 2n = 52 para as outras 3 de 20 espécies que compde o0 género
(FERREZ-PEREIRA et al., 2007). Pedrosa et al., (1999) esclarece que as variagdes
no ndmero cromossdmico sao decorrentes de alteracdes intraespecificas e interespe-
cificas, as quais se manifestam ao longo do processo evolutivo, e que o conhecimento
a respeito dessas alteracOes sdo imprescindiveis para as determinagdes taxondmicas e
reconhecimento de citétipos em populagdes de uma mesma espécie. Nesse contexto,
Biondo et al. (2005), enfatizam a importancia de andlises com diferentes populacdes
da mesma espécie, visto que existem descri¢des de variacdes significativas em relacao
ao numero cromossdmico entre as populagdes de distribuicdo distinta.

Conforme John (1980) o comprimento de um cromossomo € considerado uma
constante e, portanto € uma de suas propriedades caracteristicas. De acordo com o
mesmo autor os cromossomos podem ser classificados como longos (>10 pm), médios
(4-8 um) ou curtos (<2 um). Dessa forma, P. aquatica apresentou alguns cromossomos
considerados curtos e outros médios, devido a variagdo no comprimento que foi de
0,70 a 6,25 um (Tabela 1). A variacdo de tamanho nos cromossomos foi relatada por
Poelhman (1987) citado por Ferrez-Pereira et al., (2007), que verificou cromossomos
pequenos no género Gossypium para 9 espécies procedentes da Asia, Africa e Austrilia,
e cromossomos longos para as 11 espécies procedentes do novo mundo (América).
A varia¢@o no tamanho dos cromossomos também foi relatada por Almeida (2008) que
evidenciou relativa diferenca no tamanho de alguns cromossomos de Tamarindus indi-
ca quando comparados aos demais. A autora atribui esse fato a possibilidade de fusao
céntrica e de polimorfismo na espécie. Aarestrup (2001) relata que os mecanismos de
fus@o ocasionam alteracdes na morfologia e no nimero de cromossomos, entretanto
nao hd variacdo na quantidade de DNA (GUERRA, 1988).

Tabela 1: Morfometria dos cromossomos de Paquira aquatica

Paquira aquatica

Total Braco (um)
Cromossomo

(um) Curto Longo r Classe
1 6,25 3,08 3,25 1,08 M
2 4,83 1,58 3,25 2,05 SM
3 4,39 1,22 3,17 2,60 SM
4 4,05 1,50 2,55 1,70 SM
5 3,35 1,32 2,03 1,53 M
6 3,25 0,90 2,35 2,61 SM
7 2,70 1,02 1,68 1,64 SM
8 1,58 0,68 0,90 1,32 M
9 1,41 0,60 0,81 1,35 M
10 1,30 0,40 0,90 2,25 SM

continua...
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Paquira aquatica

Total Braco (um)
Cromossomo

(um) Curto Longo T Classe
11 1,20 0,35 0,85 2,42 SM
12 1,03 0,31 0,72 2,32 SM
13 0,92 0,32 0,60 1,87 SM
14 0,92 0,30 0,62 2,06 SM
15 0,90 0,25 0,65 2,60 SM
16 0,86 0,28 0,58 2,07 SM
17 0,70 0,20 0,50 2,50 SM

Total 39,64

Legenda: r = razdo entre os bragos longo e curto; M = metacéntrico e SM = submetacéntrico.

O cariétipo de P. aquatica apresentou 4 pares de cromossomos metacéntricos (m) e
13 pares de cromossomos submetacéntricos (sm) (Tabela 1), permitindo descrever sua
férmula cariotipica, 4m + 13sm. Essa predominancia de cromossomos submetacéntricos
também foi observada nas andlises de Silva e Karsburg (2009) em O. pyramidale e de
Pavese e Karsburg (2009) em T. subincanum e T. grandiflorum.

O bandeamento Ag-NOR demonstrou pela impregnagdo de prata nas proteinas
responsaveis pela transcricao de RNA ribossomal, a presenca de NOR ativa na por¢ao
mediana dos pares cromossomicos 1 e 8 (Figura 2) com sitios intensamente corados. A
presenca da NOR ativa nos cromossomos, segundo Mergonar et al. (2010) estas regides
possuem os dominios cromossdmicos em torno do qual sdo organizados nucléolos no
final da mitose, quando a transcri¢do do rDNA ¢€ iniciada.
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Figura 2: Cromossomos prometafdsicos de P. aquatica, pré-tratados com Trifluralin 3 uM durante 17
horas a 4° C e corados com AgNO,

Nota: observar a presenca de NOR na por¢ao mediana dos pares cromossomicos 1 e 8. Barra =5 um.
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O ndmero dessas regides € constante em cada espécie e poucas vezes sao superiores
a dois (Guerra, 1988). Os cromossomos de P. aquatica se enquadram nessa inferéncia,
pois apresentaram 2 NORs. O tamanho e a intensidade dos sitios corados com prata
estdo relacionados com a atividade de transcricao (GOLCZYK; JOACHIMIAK, 2003).

CONCLUSAO

P. aqudtica apresenta 2n = 34 cromossomos (4 m+13 sm) com tamanho variando
de 6,25 a 0,70 um. E a ocorréncia da NOR ativa nos pares de cromossomos 1 e 8.

CHARACTERIZATION OF CHROMOSOMES OF Pachira aquatica Aubl. (MALVA-
CEAE)

Abstract: used the Pachira aquatica Aubl., in some countries as food and urban for-
estry. The aim of this study was to characterize the morphology and identify the NOR
chromosome of P. aquatica. The seeds were germinated, blocked, macerated and dis-
sociated with enzymes. P. aquatica with 2n = 34 chromosomes, distributed, 4m + 13sm.
In chromosome pairs 1 and 8 were identified NORs.

Keywords: Karyotype. Banding NOR. Arborea.
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