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RESUMO

O cerrado, bioma de relevante importancia brasileira, € representado por um mosaico
de espécies e vegetacdes de grande importancia econdmica e social. Dentre elas,
destaca-se Parkia platycephala Benth. (familia Leguminosae, subfamilia
Caesalpinioideae, clado Mimoisoid), popularmente conhecida como faveira, faveira-
de-bolota ou, fava-de-bolota. P. platycephala € uma leguminosa arborea de grande
potencial ecolégico, paisagistico, energético e nutricional. Estudos envolvendo as
relacbes filogenéticas dentro do género Parkia e em géneros proximamente
relacionados tem sido foco de pesquisas recentes. Apesar disso, estudos
citogenéticos em Parkia sdo, ainda, escassos e incipientes. Diante disso, o presente
estudo objetivou caracterizar citogeneticamente o cariétipo de 10 acessos de P.
platycephala quanto ao numero cromossémico, localizagéo e distribuicdo dos blocos
de heterocromatina constitutiva (HC) por meio de dupla coloracéo por fluorocromos
CMA/DAPI. Para isso, as sementes de P. platycephala foram escarificadas
mecanicamente e germinadas em placas de Petri. As radiculas foram coletadas e pré-
tratadas com PDB. As laminas foram preparadas de acordo com o protocolo de
Carvalho e Saraiva (1993), com pequenas modificacdes. Todos os acessos avaliados
apresentaram numero cromossdmico basico 2n = 26, com cromossomos pequenos,
de morfologia meta- e submetacéntrica. Em todos os acessos, foi possivel identificar
pelo menos duas bandas CMA**/DAPI- que, provavelmente, sdo correspondentes a
regides organizadoras de nucléolos (RONSs). Ainda, foi possivel observar polimorfismo
intraespecifico quanto ao padréo e distribuicdo de bandas heterocrométicas, variando
de duas (PP 118) e 20 bandas (EB 07) entre os acessos analisados. O bandeamento
por fluorocromos permitiu realizar, pela primeira vez em P. platycephala, uma anélise
de distribuicdo de HC nos cromossomos dessa espécie, contribuindo para uma melhor

compreensao do cariotipo dessa leguminosa de importancia nacional.

Palavras-chave: Cerrado brasileiro, faveira-de-bolota, heterocromatina constitutiva



ABSTRACT

The Cerrado (Brazilian Savanna), relevant Brazilian important biome, is represented
by a mosaic of species and vegetation of great economic and social importance. We
highlight Parkia platycephala Benth., popularly known as faveira, faveira-de-bolota and
fava-de-bolota. P. platycephala is an arboreal legume with great ecological, landscape,
energy and nutritional value. Phylogenetic studies in Parkia and its closely related
genera have been focus of recent researches. However, cytogenetic studies in Parkia
are relatively scarce and incipient. Thus, the present study aimed to cytogenetically
characterize the karyotype of 10 P. platycephala accessions regarding to the
chromosome number, location and distribution of constitutive heterochromatin (CH)
blocks by double staining with CMA/DAPI fluorochromes. Seeds of P. platycephala
were mechanically scarified and germinated in Petri dishes. The root tips were
collected and pretreated with PDB. The slides were prepared according to Carvalho
and Saraiva (1993) protocol, with minor modifications. In all accessions, it was possible
to identify at least two CMA**/DAPI" bands, which probably correspond to nucleolar
organizing regions (NORs). Furthermore, it was possible to observe intraspecific
polymorphism regarding the pattern and distribution of heterochromatic bands, ranging
from two (PP 118) and 20 bands (EB 07) among the analyzed accessions.
Fluorochrome banding allowed to perform, for the first time in P. platycephala, an
analysis of the distribution of CH in the chromosomes of this species, contributing to a

better understanding of the karyotype of this legume of national importance.

Keywords: Brazilian Savana, faveira-de-bolota, constitutive heterochromatin
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1 INTRODUCAO

O Cerrado brasileiro € considerado um dos biomas de maior diversidade
biolégica vegetal mundial. Embora pouco conhecida, estima-se que a flora do Cerrado
seja constituida de, aproximadamente, 3.000 espécies, sendo Leguminosae uma das
familias de maior destaque (BORGES e MACIEL, 2003). No Nordeste, esse bioma
possui ampla distribuicdo nos estados do Piaui e Maranh&o, com extensas areas de
transicao cobertas por formacdes ecotonais. Na por¢cao Norte do Piaui, encontram-se
areas de transicao entre a Floresta Amazonica e a Caatinga, identificadas por florestas
deciduas e semideciduais, e florestas de babacu e carnauba. Ja a por¢cao Centro-Sul
do estado é caracterizada por uma area de sobreposicao entre a Caatinga e Cerrado,
representada por vegetacao tipicamente de area aberta e adaptada a déficits hidricos
(FARIAS e CASTRO 2004).

Em virtude da crescente taxa de desmatamento no Cerrado, que leva a
processos de erosao genética, torna-se importante a adogao de medidas que visem a
preservacdo das espécies inseridas nesse bioma. Nesse sentido, os Parques
Nacionais possuem um importante papel na conservacao de espécies. No Nordeste,
destaca-se o Parque Nacional de Sete Cidades (PNSC), localizado no Piaui. A criagao
desse parque foi reconhecida como nicho prioritario para a conservacéo dos biomas
Cerrado e Caatinga (CAVALCANTI, 2013). Estudos recentes acerca da composicao
da diversidade da vegetacado arbérea do PNSC indicaram a ocorréncia de espécies
com distribuicdo exclusiva, restrita e limitada a essa regido, demonstrando, assim, a
singularidade floristica do local. A importancia da preservacao de espécies nessa

unidade de conservacéao €, portanto, fundamental para a sua manutencao.

Devido a sua importancia social, ecologica e econdmica, as espeécies do
Cerrado tém sido alvo de pesquisas genéticas, gendmicas e morfoagronémicas.
Esses estudos tém auxiliado a compreensdo da histéria evolutiva e das relacdes
filogenéticas entre e dentro taxons desse bioma (MORALES, 2020; FENKER, 2020).
Apesar disso, estudos citogenéticos de espécies pertencentes ao Cerrado e ao PNSC
ainda sédo incipientes, com pouca ou nenhuma informacao citogenética disponivel

acerca da sua constituicdo cariotipica (ROA e GUERRA, 2017).
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Parkia R. Br. € um género de leguminosas arboreas, pertencente a subfamilia
Caesalpinoideae (clado Mimosoid, tribo Mimosea). Dentre as 35 espécies do género,
destaca-se P. platycephala Benth., popularmente conhecida como faveira ou fava-de-
bolota. Essa espécie apresenta relevante potencial madeireiro, ornamental e
nutricional, além de ser facilitadora, fixadora de nitrogénio e, geralmente, utilizada na
revegetacao de areas degradadas (BEZERRA et al., 2009; LORENZI, 2013; CABRAL,
2017). O seu potencial nutritivo € devido ao alto valor proteico presente nos seus
frutos, usados na suplementacdo alimentar de ruminantes, pratica comum no estado
do Piaui nos periodos de estiagem (ALVES et al., 2007; ARAUJO et al., 2019).

Recentemente, estudos filogenéticos utilizando marcadores moleculares tém
sido realizados no género Parkia (OLIVEIRA, 2015, 2021). H4, contudo, uma limitag&do
guanto aos estudos citogenéticos nas espécies do género, ndo permitindo um maior
detalhamento acerca da organizacéo cariotipica dentro e entre as espécies de Parkia.
Esses estudos estao restritos a identificagdo do niumero e tamanho cromossémico por
coloragdo convencional de poucas espécies do género. Nao héa, ainda, dados

citogenéticos descritos para a espécie P. platycephala.

A fim de compreender melhor a estruturacdo cariotipica de P. platycephala, o
presente estudo objetivou analisar, pela primeira vez nessa espécie, 0 numero
cromossomico, a distribuicéo e localizacdo de blocos de heterocromatina constitutiva
(HC) em dez acessos de P. platycephala por meio de fluorocromos CMA e DAPI. Os
resultados gerados por esse trabalho permitiram uma maior compreenséao acerca da
estruturacdo cromossOmica e distribuicdo de sequéncias repetitivas no genoma

dessas leguminosas socioeconomicamente importantes do Cerrado brasileiro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O CERRADO E O PARQUE NACIONAL DE SETE CIDADES (PNSC)

O Cerrado brasileiro é um dos biomas mais ricos do planeta (MACHADO et
al., 2004; SILVEIRA et al., 2019). Sua vegetacdo possui uma fisionomia bastante
diversificada, apresentando desde formas campestres abertas, como campos limpos
de vegetacdo rasteira sem arbustos ou arvores, até formas relativamente densas,
denominadas cerraddes, caracterizadas por matas fechadas com arvores altas e solo
seco (Figura 1). Entre esses dois extremos fisiondmicos, encontram-se as formas
intermediarias, como 0S campos Sujos, com vegetacdo rasteira e presenca de
arbustos, e o Cerrado em sentido restrito, caracterizado por uma vegetagao rasteira
com arbustos e arvores geralmente pequenas e espacadas entre si (BORGES e
MACIEL, 2003; SCARIOT et al., 2005).

FLORESTAS SAVANAS CAMPOS

Figura 1: As trés fitosfisionomias encontradas no bioma Cerrado (Florestas, Savanas e Campos),
separadas por linhas tracejadas em cinza. Abaixo de cada fitofisionomia, sdo identificados os diferentes
subtipos fitofisionémicos. Fonte: Embrapa (adaptado). Disponivel em:

https://www.embrapa.br/cerrados/colecao-entomologica/bioma-cerrado

Embora ainda pouco conhecida, estima-se que a flora do Cerrado seja
constituida de, aproximadamente, 3.000 espécies, sendo 1.000 espécies do estrato
arboreo-arbustivo e 2.000 do estrato herbaceo-subarbustivo. Nesse contexto,
destacam-se as espécies lenhosas e herbaceas das familias Leguminosae (Fabaceae
Lindl.) e Poaceae Juss. (Gramineae Juss.), respectivamente (BORGES e MACIEL,
2003). O Cerrado €, portanto, apontado como o maior centro de diversidade biolégica
vegetal mundial (GUARIM NETO e MORAIS, 2003), ocupando areas na Bolivia,
Paraguai e Brasil. Paisagens semelhantes sdo encontradas no norte da América do
Sul (Guiana, Suriname, Colébmbia e Venezuela), onde recebe a denominagédo de
“Llanos” (WALKER, 2008).
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No Brasil, o Cerrado abrange os estados de Goias, Tocantins e o Distrito
Federal e parte dos estados da Bahia, Ceara, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Piaui, Rondbdnia e Sdo Paulo. Além disso, ocorre em areas disjuntas ao norte nos
estados do Amapa, Amazonas, Para e Roraima, e no Parana, em pequenas “ilhas”
(EITEN, 1972, VILLWOLCK, 2021). No territorio brasileiro, as disjuncdes acontecem:
na Floresta Amazbnica, em regides denominadas “savanas amazobnicas”
(SANAIOTTI, 1991; ABSY e MIRANDA 2000); na Floresta Atlantica, especialmente na
regido sudeste, nos Estados de S&o Paulo e Minas Gerais; na Caatinga, como
manchas isoladas no Maranhdo, Piaui, Ceara e Bahia (EITEN, 1994b); além do
Pantanal, onde mescla-se fisionomicamente com esse bioma (ADAMOLI, 1982;
ALLEM e VALLS, 1987).

No Nordeste brasileiro, o Cerrado possui maior concentracdo nos estados do
Piaui e Maranhéo, abrangendo uma area de 20 milhdes de hectares (ha) (FELFILI e
MATOS, 2010). O Piaui possui extensas areas de transi¢cdo, que sdo cobertas por
formacdes ecotonais. Na porcdo Norte do estado, encontram-se areas de transicdo
entre a floresta Amazbonica e a Caatinga, identificadas por florestas deciduas e
semideciduais, e florestas de babacu e carnauba. Ja a porcdo Centro-Sul é
caracterizada pelo encontro entre a Caatinga (cerca de 37%) e o Cerrado (cerca de
33%), representada por vegetacao tipicamente de area aberta e adaptada a déficits
hidricos (CASTRO e FARIAS 2004).

Dentre as fisionomias, as Matas de Galeria do Cerrado possuem maior
complexidade estrutural (FELFILI, 1995). S&o vegetacbes que acompanham rios de
pequeno porte e cérregos, formando uma rede que conecta as florestas Amazénica e
Atlantica no sentido noroeste-sudeste, atravessando o Cerrado, atuando como
corredores de migracao de espécies (RIZZINI 1979, OLIVEIRA-FILHO e RATTER,
1995). Somado a isso, possuem a maior biodiversidade proporcional a area que
ocupam (cerca de 5% do bioma) (MENDONCA et al. 1998). O avanco das fronteiras
agricola e urbana ameacam a existéncia e manutencéo desse fitodominio. Espécies
nativas importantes comercial e ecologicamente estdo desaparecendo em virtude da
desordenada ocupacédo urbana e da crescente expansao agropecuaria (FIEDLER et
al., 2004; STRASSBURG, 2017; BOLSON, 2018).

O valor do bioma Cerrado é reconhecido nas leis brasileiras, as quais proibem
sua destruicado (Resolucdo CONAMA n° 303, de 20 de marco de 2002). O sistema de
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Unidades de Conservacao brasileiro possui 73 Parques Nacionais, cobrindo cerca de
75 milhdes de ha (~10% do territério brasileiro) (ICMBio, 2016). Esses parques
possuem fundamental importancia na conservacao da biodiversidade, pois protegem
os ambientes naturais e seus recursos, a fauna e a flora. Além disso, fornecem

subsidios para pesquisas cientificas, educacdo ambiental e turismo sustentavel.

Existem 20 Parques Nacionais distribuidos no Nordeste do Brasil. Desses,
quatro localizam-se no estado do Piaui: Parque Nacional da Serra da Capivara
(PNSCa); Parque Nacional das Sete Cidades (PNSC); Parque Nacional da Serra das
Confusbes (PNSCo); e Parque Nacional Nascentes do Rio Parnaiba (PNNRP)
(ICMBIio, 2016). Esses quatro pargues nacionais possuem uma area conjunta de,
aproximadamente, 11.817,46 kmz2, representando cerca de 4,7% do estado do Piaui.
Os pargues possuem ambientes com caracteristicas de diferentes biomas, formando
uma paisagem complexa e de alta biodiversidade (MATOS et al. 2010). Dentre eles,
destaca-se o PNSC, criado (Decreto Federal n° 50.744 de 08.07.1961) com o objetivo
de estudar e proteger a diversidade de recursos hidricos, vegetais e do solo (IBDF,
1979).

O PNSC, localiza-se no nordeste do estado do Piaui, distribuido entre os
municipios de Piracuruca e Brasileira e possui uma area de 6.303,64 hectares
(ICMBIO, 2021). A criacéo desse parque foi reconhecida como nicho prioritario para a
conservagao dos biomas Cerrado e Caatinga (CAVALCANTI, 2013). No PNSC, as
matas de galeria séo constituidas por faixas naturais ndo extensas de ocorréncia nas
margens dos riachos, correspondendo a menor extensao entre as formacdes florestais
do Parque (OLIVEIRA, 2004). Essas matas estao inseridas em uma matriz de cerrado
sensu lato, com contato geografico com a Caatinga e Amazonia. O PNSC esté situado

em uma regido de “tensdo ecoldgica savana-floresta estacional” (MATOS, 2010).

Ao avaliar a composicao floristica, fitossociologia e diversidade das matas de
galeria que se distribuem ao longo dos cursos d’agua localizados no PNSC, Matos e
Felfini (2010) relataram que, das 75 espécies amostradas nessas matas, cerca de
28% (21 espécies) podem ser consideradas como restritamente distribuidas a essa
regido, 0 que aumenta a importdncia da sua preservagdo nessa unidade de
conservacdo. Muitas dessas espécies apresentaram representatividade limitada ao
PNSC demonstrando, assim, a sua singularidade floristica do local. Nesse contexto,

destacam-se as espécies da familia Leguminosae.
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2.2 A FAMILIA LEGUMINOSAE (FABACEAE)

Altamente representativa no Cerrado, a econd0mica e ecologicamente
importante familia Leguminosae (LEWIS et al., 2005) tem sido foco de diversas
analises filogenéticas recentes (LPWG, 2013, 2017; CARDOSO et al., 2013). A familia
Leguminosae (Fabaceae L.) € um grupo monofilético que esta incluido no Reino
Plantae, Divisdo Magnoliophyta, Classe Magnoliopsida e Ordem Fabales (The
Angiosperm Phylogeny Group, 2009). Dentre as angiospermas, essa familia é a
segunda e a terceira maior em termos de importancia socioecondmica e em numero

de espécies, respectivamente (LPWG, 2017).

As espécies pertencentes a essa familia, reconhecidas pela presenca de frutos
do tipo legume, constituem um grupo com ampla distribuicdo geogréfica, com formas
herbaceas, arbustivas ou arbéreas, perenes ou anuais (DOYLE E LUCKOW, 2003). E
um grupo bastante diverso genética e morfologicamente, variando de simples
espécies diploides autdgamas a complexos poliploides de polinizacéo cruzada (CHOI
et al., 2004). Classificadas em 36 tribos, 727 géneros e com cerca de 20.000 espécies,
as leguminosas desempenham um papel fundamental na nutricdo humana e animal e
apresentam grande impacto na agricultura e no meio ambiente (LEWIS et al., 2005;
GEPTS et al., 2005).

A Ultima e mais recente classificacdo, proposta por LPWG (2017), reorganizou
a familia Leguminosae, dividindo-a em seis subfamilias: Duparquetioideae,
Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, e Papilionoideae e Caesalpinioideae (com a
antiga subfamilia Mimosoideae incluida, atualmente, denominada Clado Mimosoide).
Essa nova classificacao filogenética mais abrangente das leguminosas € baseada em
sequéncias do gene plasmidial matK (regido génica variavel para suportar a formacao
de clados) e inclui quase a totalidade dos géneros (698 de 765 géneros) e cerca de

20% (3.986) das espécies de leguminosas conhecidas.

A subfamilia Caesalpinioideae compreende cerca 4.400 espécies distribuidas
em 148 géneros (LPWG, 2017). Um dos mais conhecidos representantes dessa
subfamilia € o pau-brasil, Paubrasilia echinata, espécie de importancia ecoldgica,
historica e sociocultural. P. echinata é nativa do Brasil, apresenta seiva de cor

vermelha, muito utilizada para tingir tecidos e algoddo ao longo da historia de
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colonizacao do pais. Atualmente, sua madeira € destinada principalmente a fabricacéo

de arcos de violino de alta qualidade.

Além disso, também podem ser encontradas em Caesalpinioideae espécies
gue apresentam importancia alimenticia quando utilizadas como forrageiras, como
Lidibidia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz (pau-ferro) e espécies do género Mimosa
L. (clado Mimosoide), importantes forrageiras da Regido Nordeste. Na regidao do
semiarido, onde a seca € um grande obstaculo para a producdo de rebanhos, a
folnagem e os frutos dessas plantas constituem boa parte da dieta dos bovinos,

caprinos e ovinos que vivem nas areas de ocorréncia dessas espécies (CNIP, 2002).

2.2.1 O clado Mimosoide

De acordo com a recente classificacao filogenética para a familia Leguminosae,
a antiga subfamilia Mimosoideae foi realocada a um clado pertencente a circunscricao
da subfamilia Caesalpinioideae (LPWG, 2017). Esse clado é composto de géneros
anteriormente atribuidos a subfamilia Mimosoideae, incluindo o género Chidlowia,
membro anterior da antiga Caesalpinioideae (MANZANILLA e BRUNEAU, 2012).

O clado Mimosoide possui cerca 83 géneros e 3.300 espécies distribuidas em
quatro tribos: Mimoseae Bronn, Mimozygantheae Burkart, Acacieae Dumort e Ingeae
Benth. (LEWIS et al. 2005). Sua distribuicdo ocorre principalmente nas regides
Pantropicais, com espécies arbdéreas majoritariamente distribuidas em areas umidas
e espécies herbaceas e arbustivas distribuidas em areas secas (MATA, 2009). As
espécies desse clado apresentam folhas bipinadas e, na sua maioria, com nectarios
extraflorais, flores agrupadas em inflorescéncia em glomérulo ou espiga, prefloracéo
valvar (exceto em Parkia), calice e corola geralmente unidos na base, estames
numerosos (10 a mais de 100) e pdlen composto (tétrade, bitétrade ou poliades)
(Lewis et al. 2005; LPWG, 2017).

No Brasil, o clado Mimosoide esta representado por 35 géneros e 818 espécies,
distribuidas em todas as formacdes vegetacionais, sendo 0s principais representantes
0s géneros Mimosa L. (359 spp.) e Inga Mill. (131 spp.) (BFG 2018). A regido Nordeste

do Brasil apresenta uma grande diversidade de espécies para o clado Mimosoide,
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com representantes em todos os Estados. Matos et al. (2019) identificaram nove
géneros e 14 espécies em uma area do semiarido do Estado de Pernambuco. Ja
Matos e Felfili (2010), em um estudo sobre a diversidade vegetal do PNSC, relataram
que entre as leguminosas, a antiga subfamilia Mimosoideae, agora clado Mimosoide,

foi a que obteve o maior nimero de espécies no Parque.

2.2.1.1 O género Parkia R. Br.

Parkia difere-se dos outros géneros do clado Mimosoide pela estivacao
imbricada do lI6bulo do célice desigual (OLIVEIRA, 2020). Esse género € amplamente
distribuido pelos trépicos do Novo e Velho Mundo e possui cerca de 35 espécies
arboreas. Essas espécies ocorrem em diferentes habitats, desde florestas da Africa,
Asia, Madagascar e Regido Indo-Pacifico até florestas de varzea, florestas
periodicamente inundadas, florestas de areia branca pobre em nutrientes da regiao
Amazonica e em vegetacdes do Cerrado (HOPKINS 1986; OLIVEIRA, 2020).

As espécies de Parkia apresentam alto grau de simpatria e, de acordo com
Luckow e Hopkins (1995), ocorrem em quatro areas de endemismo: (1) América do
Sul (2) Africa, (3) Madagascar e (4) Regido Indo-Pacifico, sendo a Amazonia o
principal centro de diversidade morfolégica e taxondmica, com cerca de 56% das
espécies reconhecidas do género (HOPKINS, 1986; LUCKOW e HOPKINS,1995).

O género Parkia é encontrado principalmente em florestas tropicais umidas,
com aproximadamente 17 espécies que ocorrem em areas de floresta de terra firme,
varzea sazonal e floresta secundéaria (HOPKINS, 1986; OLIVEIRA, 2020). Dentro
desse género, P. multijuga Benth., P. nitida Miquel, P. paraensis Ducke, P. ulei
(Harms) Kuhim. e P. platycephala Benth. sdo reconhecidas como fornecedoras de

madeiras comerciais na Amazonia (IBDF, 1987).

Ainda, no Cerrado brasileiro, a espécie P. cachimboensis H. C. descrita como
endémica da Serra do Cachimbo (HOPKINS, 1982), esta associada a tipologias de
Campinarana e Cerrado Rupestre, situada principalmente nos biomas Amazénia e
Cerrado e distribuicdo geografica no norte dos estados do Amazonas, Para e Mato
Grosso (FLORA DO BRASIL, 2016). Ja P. platycephala Benth. é endémica de areas

de cerrado marginal no extremo nordeste da sua distribuicdo continua, na transi¢éo
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para o Semiarido. Esta area de Cerrado abrange o sul/sudeste do Estado do
Maranhao até a regido noroeste do Piaui (EITEN, 1972, 1994).

3.1.1.1 Relagdes infragenéricas

Desde sua definicdo, o género Parkia vem passando por uma série de
reorganizacdes em relacdo a sua classificacdo infragenérica. Umas das primeiras
classificacOes foi feita por Bentham (1875), que dividiu o género nas secdes Euparkia
(espécies africanas, asiaticas e parte das espécies neotropicais) e Paryphosphaera,
(demais espécies neotropicais). Ja Ducke (1949), em um estudo com énfase nas
espécies neotropicais, descreveu cinco espécies novas e prop6s a divisdo do género
em quatro secfes, mantendo as secdes Paryphosphaera e Euparkia, e incluiu duas
novas sec¢les, Platyparkia e Sphaeroparkia. Posteriormente, Hopkins (1986) prop6s
uma nova divisdo para o género com base nos tipos funcionais das flores e seus
arranjos na inflorescéncia reconhecendo, assim, as trés secdes Sphaeroparkia,

Platyparkia e Parkia.

Na secdo Sphaeroparkia, neotropical, Hopkins (1986) incluiu as espécies de
inflorescéncias formadas inteiramente por flores férteis e auséncia de flores secretoras
de néctar, morfologicamente distintas ou estéreis. Ja a secdo Platyparkia consiste em
apenas trés espécies neotropicais bastante similares morfologicamente. As duas
espécies florestais, P. pendula e P. paraenses, que possuem vagens deiscentes,
diferem no tamanho dos foliolos e na disposi¢cdo dos capitulos. Ja a espécie do
Cerrado, P. platycephala, difere-se de ambas por apresentar frutos indeiscentes e
vagens volumosas e inflorescéncia composta, com dois tipos de flores em suas
inflorescéncias, flores férteis e nectariferas. Por fim, na secdo Parkia, agrupou-se as
espécies com inflorescéncias contendo os trés tipos de flores: férteis, nectariferas e

flores neutras formando estaminddios.

Oliveira (2015) inferiu acerca das relacdes filogenéticas para 22 espécies de
Parkia a partir de trés regides cloroplastidiais (trnH-psbA, trnQ-rps16 e trnL). De
acordo com o autor, a classificacdo infragenérica de Parkia divide-se nas secdes
monofilléticas Platyparkia e Sphaeroparkia, e a secao parafiléetica Parkia.

Recentemente, Oliveira (2020) estudou a biogeografia do género através de uma
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filogenia molecular datada construida a partir de uma ampla amostragem em analises
de sequéncias dos genes plastidiais matK, trnL, rps16-trnQ e psbA-trnH e do DNA
nuclear ribossomal ITS/18S/26S. Os resultados gerados por esse trabalho dividiram
0 género, portanto, em cinco clados com caracteristicas distintas, sendo: Clado 1,
Neotropical (seccdo Sphaeroparkia); Clado 2, Neotropical (seccéo Platyparkia); Clado
3, Neotropical (seccao Parkia); Clado 4, Indo-Pacific (seccdo Parkia); e Clado 5,
Africa-Madagascar (seccéo Parkia). No clado 2 ocorreu a insercéo de P. paraenses,
juntamente realocada com P. pendula e P. platycephala na se¢éo Platyparkia (Figura
2).
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Figura 2. Arvore consenso de regra-majoritaria (A) e filograma (B) derivado de analise
Bayesiana baseada em sequéncias de DNA plastidial matK, trnL, psbA-trnH e rps16-trnQ e
regido nuclear ITS/18S/26S, mostrando a relacédo entre 30 espécies de Parkia, divido em
cinco clados, e 16 grupos externos. Os nimeros correspondem a Probabilidade Posterior
(PP) Bayesiana e os Valores de Bootstrap da ML. Asteriscos correspondem a cada valor
BS que néo foi recuperado. Adaptado de: Oliveira (2020).

2.2.1.1.2 Consideracdes evolutivas e biogeografia

O género Parkia é polinizado por diferentes grupos distantemente relacionados
de morcegos em diferentes regiées. No Velho Mundo, as espécies sdo polinizadas
pelos morcegos da familia Pteropodidade (subordem Megachrioptera) (BAKER e
HARRIS, 1957) e, no Novo Mundo, por morcegos da familia Phyllostomidae
(subordem Microchiroptera) (HOPKINS, 1984). Esses morcegos sao distantemente
relacionados entre si, sugerindo que a quiropterofilia teria evoluido de maneira
independente nas linhagens Neotropicais e Paleotropicais do género (OLIVEIRA,
2020)

Luckow e Hopkins (1995) inferiram a possibilidade de uma origem Neotropical
para Parkia e discutiram possiveis teorias para uma disjuncao intercontinental do
género, incluindo a possibilidade de uma distribuicdo Gondwanica durante o Cretaceo
tardio. Entretanto, os registros fésseis indicam que 0s primeiros representantes de
Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae surgiram entre 39 a 59 Ma (milhdes
de anos) na América do Norte, Europa e Africa (HERENDEEN e DILCHER, 1992;
HERENDEEN et al., 1992, LAVIN, 2005), excluindo, assim, a hipétese de uma origem

Gondwanica.

De acordo com Lavin et al. (2004), a distribuicdo dessa familia tem como for¢ca
predominante a dispersao por grandes distancias. Em estudos filogenéticos de grupos
Pantropicais similares (SIMON et al., 2011), filogenias geograficamente estruturadas
tém sido relatadas, com provavel dispersdo transoceanica entre as regides
Meotropical e Paleotropical. Estudos filogenéticos recentes também indicam que a
familia Leguminosae sofreu uma rapida diversificacao, aproximadamente 60 Ma atras,

durante o Terciario (LAVIN et., 2005). As primeiras linhagens de mimosoides devem
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ter se diversificado h&a cerca de 50 Ma. Ja o clado formado por membros do grupo
Piptadenia, que constitui 0 género mais proximamente relacionado com Parkia, tem

datacao aproximada de 45 Ma.

Oliveira (2020) demonstrou que a geografia € a principal responsavel pela da
estrutura filogenética de Parkia e as estimativas de divergéncia de tempo e
reconstrucao da area ancestral sugerem uma origem Neotropical para o género e uma
idade do ancestral comum de todas as espécies de um clado (crown age”) de 18,49
Ma. A dispersdo a partir dos Neotropicos para os paleotropicos explica a sua

distribuicdo Pantropical, com grande irradiacdo nos Neotropicos.

Durante a histéria evolutiva de Pakia, ocorreram pelo menos dois eventos de
dispersdo para a Mata Atlantica na costa do Brasil que envolveram ou originaram a
espécie P. bahiae (~4,47 Ma) e P. pendula (hd 1,73 Ma) (OLIVEIRA, 2020).
Atualmente, uma barreira climéatica formada pelos biomas Cerrado e Caatinga separa
a floresta amazonica da costa atlantica (CHENG et al., 2013). Entretanto, pelo menos
duas conexdes entre essas duas florestas foram estabelecidas em épocas diferentes
desde o Terciario, por meio de florestas ribeirinhas no Brasil Central e da bacia do rio
Parana ao longo da costa Atlantica. Ja eventos de disperséo para o cerrado no Centro-
Oeste ocorreram pelo menos duas vezes, com P. cachimbaensis (~4,47 Ma) e P.

platycephala (3,05 Ma).
2.2.1.1.3 A espécie Parkia platycephala Benth.

Parkia platycephala, popularmente conhecida como faveira, visgueiro ou fava-
de-bolota, € uma espécie de ampla distribuicdo nas regies Nordeste e Norte do
Brasil, com ocorréncia no Cerrado e em areas de transicdo Cerrado/Caatinga, Floresta
Amazobnica e Mata Atlantica (COSTA et al., 2011; LORENZI, 2013; GOMES et al.,
2019). A espécie possui porte arbéreo, podendo atingir entre oito e 18 metros de
altura, com tronco curto e cilindrico (Figura 2a), apresentando casca rugosa e
descamante (LORENZI, 2013). As folhas sdo duplamente compostas bipinadas
(Figura 2b), medindo de 10-12 centimetros de comprimento, com inflorescéncia em
capitulos globosos sobre pedunculo pendentes (LORENZI, 2013) (Figura 2c). Suas
flores estdo divididas em dois tipos de acordo com as suas inser¢gdes nos capitulos
globosos: flores do apice do capitulo, funcionalmente masculinas e produtoras de

néctar; e as flores da periferia, hermafroditas e com os graos de pélen agrupados em
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estruturas polinicas (COSTA et al., 2011; OLIVEIRA, 2015). Essa espécie apresenta
antese noturna, na qual as flores permanecem receptivas por uma noite e, ao
amanhecer, entram em processo de pds-antese, com néctar produzido pelas flores
centrais (COSTA et al., 2011).

Figura 3: a leguminosa P. platycephala eu suas partes anatbmicas. a- porte arbdreo de P.

platycephala. b- folhas compostas bipinadas de P. platycepha. c- inflorescéncia de P. platycepha.
d- agens de P. platycepha. Fotografias: MERCADANTE, 2011

A reproducdo dessa espécie ocorre, anualmente, com abscisdo tardia das
folhas na seca apds a reproducdo. Além disso, os eventos reprodutivos, como o
periodo de floracao, frutificacdo e dispersdo dos diasporos também ocorrem durante
o periodo da seca (BULHAO e FIGUEIREDO, 2002).0s principais polinizadores de P.
platycephala sdo os morcegos e abelhas, sendo os morcegos classificados como
agente polinizador efetivo. A espécie também é visitada por pequenos insetos, como
vespas, moscas e mariposas, que atuam como pilhadores de néctar e gréos de pélen
(COSTA et al,, 2011). Além disso, quiropterofilia, melitofilia e entomofilia foram
previamente relatadas (HOPKINS, 1984; SANTOS- FILHO et al., 2016). Uma
caracteristica relevante é o seu mecanismo de autoincompatibilidade (COSTA et al.,
2011), fato que favorece a sua reproducao cruzada.
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O fruto de P. platycephala é achatado, glabro e frequentemente enrolado, de
10-22 cm de comprimento e pode conter cerca de 28-38 sementes por fruto,
organizadas no seu interior em duas fileiras (LORENZI, 2013) (Figura 2d). A producéo
anual dos seus frutos é de 1208 kg/ha, sendo variavel entre arvores, concentrando-se
principalmente no periodo de Setembro a Novembro correspondendo, assim, a uma
producdo média de 26 kg/ ano por planta (ALVES et al., 2007). A espécie apresenta
frutos indeiscentes, geralmente produzidos durante a seca, entre os meses de Agosto
a Outubro, periodo de dispersao de seus diasporos (BULHAO; FIGUEIREDO, 2002).

A dispersdo das sementes acontece de forma primariamente autocoérica
(PILON et al., 2015), disseminadas principalmente por animais domeésticos
(ruminantes) que se alimentam de suas vagens (LORENZI, 2013).As sementes da
espécie possuem formato eliptico, com coloracdo marrom e pleurograma bem visivel,
variando de 7,30 a 9,29 mm por comprimento, 4,20 a 5,60 mm por largura e 2,70 a
3,63 por espessura (CARDOSO et al., 2017).

P. platycephala apresenta um grande potencial ecoldgico, paisagistico,
energético e nutricional. Também se destaca, ecologicamente, por sua importancia
para os programas de restauracdo florestal, ja que é uma espécie facilitadora
(CABRAL, 2017), fixadora de nitrogénio (LORENZI, 2013) e, geralmente, utilizada no

reflorestamento de areas degradadas como adubacao verde (BEZERRA et al., 2009).

Além disso, a espécie apresenta potencial nutritivo devido ao alto teor proteico
dos seus frutos, bastante utilizados na suplementacdo alimentar de ruminantes,
pratica comum no estado do Piaui na época de estiagem (ALVES et al.,, 2007,
ARAUJO et al., 2019). Estudos recentes indicam que P. platycephala pode ser usada
para substituir até 100% do milho na dieta de cabras em lactacdo, sem causar
mudancas significativas na salde animal, no comportamento alimentar ou nos
parametros fisioldgicos (BATISTA et al., 2020). Além do seu potencial nutritivo, a
espécie pode ainda ser utilizada para fins paisagisticos e madeireiro, sendo sua
madeira Gtil na fabricacdo de caixas, tabuados para divisdes internas em pequenas
construcdes, forros, confeccdo de brinquedos, bem como para lenha e carvao
(LORENZI, 2013).

Compreender a distribuicdo da biodiversidade vegetal do Cerrado brasileiro,

especialmente de leguminosas negligenciadas e pouco exploradas como P.
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platycephala, é importante, portanto, para fornecer subsidios para futuras pesquisas
agrondmicas, genéticas e populacionais dessas espécies, bem como auxiliar na
conservacao dos recursos genéticos dessas leguminosas bioldgica e ecologicamente

importantes no Brasil e no mundo.

2.3 CITOGENETICA VEGETAL
2.3.1 Citogenética classica

A citogenética € uma importante ferramenta na caracterizacédo da diversidade
dos recursos genéticos vegetais, permitindo a analise do niamero, a morfologia e do
tamanho dos cromossomos, além da relagéo entre bragos cromossémicos, presenca
de constricdo secundéaria, quantidade de heterocromatina e polimorfismos de
sequéncias. Essas informacdes sdo essenciais para uma comparacao intra- e
interespecifica, possibilitando identificar polimorfismos entre o0s individuos
(MOSCONE et al., 1996). Esses dados citogenéticos, associados a outras
abordagens, tém se mostrado importantes no reconhecimento de citétipos, variedades
e hibridos (MIRZAIE-NODOUSHAN et al., 2006), assim como na compreensao das
relaces filogenéticas entre e dentro grupos (GUERRA, 2000, VAN-LUME, 2017
SUCRE, 2020; TANG, 2019; PATIL, 2019; VIRUEL, 2021).

Estudos citogenéticos visando a caracterizacdo de espécies vegetais podem
ser realizados por técnicas de citogenética classica baseadas na coloracéo
convencional e coloracao diferencial (Guerra, 2002). Enquanto a técnica convencional
permite uma coloracdo mais rapida e bem definida dos cromossomos, a coloracao
diferencial € mais vantajosa por permitir uma analise mais detalhada do cari6tipo,
principalmente em grupos de plantas que ndo apresentam variacdo no nimero e na
morfologia cromossdmica (BARROS-SILVA & GUERRA, 2009; OLIVEIRA et al.,
2015).

A citogenética convencional permite identificar o tipo de nucleo interfasico, o
padrdao de condensacéo profasico, bem como o tamanho, nimero e morfologia dos
cromossomos analisados. Somado a isso, com a utilizacdo de softwares de
parametros morfométricos, é possivel determinar mais facilmente diferencas na

formula cariotipica, comprimento do lote haploide, comprimento dos bracos
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cromossOémicos e comprimento total de cromossomos e, assim, determinar, por
exemplo, diferencas entre espécies de um mesmo género e entre representantes de
uma mesma espécie (MIRZAIE-NODOUSHAN et al., 2006)

Ja a coloracado diferencial € mais vantajosa por permitir uma analise mais
detalhada do cariotipo, principalmente em grupos de plantas que ndo apresentam
variagdo no numero e na morfologia cromossémica (Barros-Silva & Guerra, 2009;
Oliveira et al., 2015). Existem dois tipos de cromatina distintas quanto ao seu
comportamento durante o ciclo celular e sua compactacéo, assim como sua presenca
de regibes génicas e expressividade: eucromatina e heterocromatina. Enquanto a
primeira apresenta um ciclo de condensas&o-descondensacgdo paralelo ao ciclo
celular, a heterocromatina geralmente mantém-se condensada durante todo o ciclo.
Essa ultima divide-se, ainda, em heterocromatina facultativa e heterocromatina
constitutiva (HC) (GUERRA 2000).

A HC concentra-se em blocos cromossomicos e distribui-se preferencialmente
nas regides proximais ou terminais dos cromossomos, € em torno da constricao
secundaria. Além disso, aparece em ambos 0s cromossomos homologos, na mesma
posicdo e com 0 mesmo tamanho. Genes estruturais, excepcionalmente, tém sido
localizados nesse tipo de heterocromatina (GUERRA, 1988; ZHAO, 2019; VAN
STEENSEL, 2017).

De acordo com Guerra (2000), a comparacgao dos padrdes de bandas HC de
diferentes espécies leva em consideracdo 0s seguintes aspectos: 1) HC nao ser
homogénea, variando qualitativa e quantitativamente entre as espécies; 2) dentro de
cada espécie, o polimorfismo para o nimero e tamanho das bandas € frequente; 3) a
guantidade de HC varia independentemente da quantidade de eucromatina ou do
conteldo de DNA nuclear; 4) tanto a HC quanto a eucromatina podem sofrer
mudancas em um tempo relativamente curto; e 6) espécies muito diferentes podem
apresentar diferengas simultaneas no niumero cromossémico, tamanho e morfologia,
assim como na quantidade, composicao e distribuicdo de HC. Além disso, para Guerra
(2000), o sentido funcional e evolutivo da HC pode n&o ser o mesmo para todas as
espécies, e um padrdo Unico de distribuicdo para todas as angiospermas pode nao
existir, apresentando apenas padrées de tendéncias e preferéncias para diferentes

genomas e arquiteturas cromossomicas.
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Os primeiros estudos relacionados aos padrdes de distribuicdo da HC nos
cromossomos foram realizados por Heiitz (1933). Sem cada espécie, a HC parece ser
distribuida ndo-aleatoriamente nas regifes proximais, intersticiais e terminais. Em
Vicia faba L. por exemplo, o autor constatou que a distribuicio de HC era
preferencialmente intersticial, enquanto em Allium cepa L., a distribuicdo foi
preferencialmente terminal. Mais tarde, Loidl et al. (1983) identificaram blocos de
heterocromatina distribuidos nos bragos de diferentes cromossomos a uma distancia
igual a partir do centromero (BENNET, 1982), sendo observada uma distribui¢cao

proximal dos blocos de HC em diferentes pares de cromossomos.

Essas regifes de blocos heterocromaticos despertaram o interesse de diversos
pesquisadores quanto a dindmica da HC, na sua organizagéo dentro do genoma e na
sua distribuicdo ao longo do comprimento cromossdmico. Como as técnicas de
coloracdo convencional disponiveis ndo permitiram detectar regides diferenciais de
heterocromatina, novas técnicas citogenéticas surgiram, permitindo analisar a

distribuicdo analise dessas regides ao longo dos cromossomos.

Nesse contexto, o bandeamento C permite localizar precisamente as regides
cromossOmicas formadas por bandas de HC, que ficam mais fortemente coradas em
relacdo ao restante do cromossomo (GUERRA b, 1988). A partir desse bandeamento,
€ possivel realizar a caracterizacao cariotipica das espécies, variedades e citétipos de
interesse, relatar o padrao de bandeamento C em cario6tipos classicos e explorar as
tendéncias evolutivas, visando aumentar o conhecimento das pesquisas genéticas

entre os taxons cultivados e silvestres (MOSCONE et al., 1993).

Outra técnica diferencial muito utilizada em estudos citogenéticos, que detecta
regides ricas em heterocromatina, é o bandeamento através dos fluorocromos CMA e
DAPI. Essa técnica utiliza corantes fluorescentes como CMA3 (Cromomicina A3) e
DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) para localizar as regiées cromossémicas ricas em
pares bases GC e AT, respectivamente, fornecendo, assim, marcas efetivas de
identificacdo  cromossOmica, além de relevar seus padrbes de distribuicdo
caracteristicos (SHE e JIANG 2015; SHE et al. 2015, 2017; TANG et al. 2019).

Outra informacdo valiosa para anélise da comparagdo cromossomo-evolutiva

7z

entre espécies € fornecida pela coloracdo por nitrato de prata das regides
organizadoras de nucléolo (AgNOR) (VIEIRA et al. 1990; GOODPSTURE e BLOOM,
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1975). Essa técnica tem sido um dos principais métodos utilizados para corar RONs
ativas em cromossomos mitéticos (SUMNER, 1990). Em muitas espécies, nem todas
as RONs séo coradas com a técnica, indicando claramente que nem todos os sitios

de RONs permanecem transcricionalmente ativos em intérfase.

2.3.2 Citogenética molecular

No inicio da década de 70, com o advento da técnica de FISH (Fluorescent In
Situ Hybridization; Hibridizac&o In Situ fluorescente), deu-se inicio a uma nova era da
citogenética molecular (GALL e PARDUE, 1969; SPEICHER et al., 1996). A FISH foi
aplicada, pela primeira vez em plantas, por Schwarzacher et al. (1989). Essa técnica,
que substituiu as sondas previamente marcadas por métodos radioativos, permitiu a
utilizacdo de sondas especificas marcadas com fluorescéncia para hibridizar in situ,
isto €, no sitio de localizacdo das regides especificas de interesse no cromossomo
(O’CONNOR, 2008). Atualmente, os alvos da FISH incluem os territorios dos nucleos
interfasicos, cromossomos mitoticos e meioticos, além de fibras estendidas de DNA.
Ainda, a FISH possibilita a andlise dos padrdes de distribuicdo de sequéncias
repetitivas no genoma de determinada espécie, bem como a determinacao da origem
do genoma em hibridos interespecificos, por meio da técnica de GISH (Genomic In
Situ Hybridization; Hibridizacdo Genbmica In Situ) usando o DNA gendmico dos
parentais como sondas para FISH (JIANG e GILL, 2006; OMHIDO et al., 2010;
HESLOP-HARRISON e SCHWARZACHER, 2011).

As sequéncias de DNA comumente utilizadas como sondas em FISH sdao: DNA
altamente repetitivo em tandem, como os sitios de DNA ribossomais (DNAr) 5 e 35S;
sequéncias centroméricas; teloméricas; repetitivas dispersas, como o0s elementos
transponiveis; e sequéncias repetitivas e coOpia-Unica inseridas em vetores, como
plasmideos, cosmideos, Cromossomos Artificiais de Leveduras (YACS) e de Bactérias
(BACs) (GUERRA, 2004; JIANG e GILL, 2006; revisado por MARTINS et al. 2020).

A FISH baseia-se nas propriedades de desnaturacdo, complementaridade e
renaturacdo do DNA. Quando em fita simples, a sonda ira hibridizar mais rapidamente
no DNA-alvo, permitindo com que sejam localizadas regides especificas do
cromossomo de interesse (GUERRA, 2004).
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Devido a sua abundancia e organizacdo molecular especifica, regides
codificadoras evolutivamente conservadas ligadas a espacadores intergénicos
variariaveis (IGS), os DNAr 5 e 35S sao amplamente utilizados em estudos de
taxonomia vegetal e de evolugdo (VOLKOV et al. 2017, GALIAN et al. 2012). O
mapeamento de sequéncias repetitivas de DNA 5s e 35S por meio de FISH nao
somente pode gerar marcacfes Uteis para a identificacdo dos cromossomos como
também pode fornecer uma informacdo valiosa nas relagdes evolutivas entre as
espécies relacionadas (MAGAGHEH et al., 2019). Até o momento, 0 niUmero e a
posicdo dos loci de DNAr foi determinado em mais de 1.600 cariétipos de espécies de
plantas através da FISH (GARCIA et al., 2014). Esses estudos mostraram que 0
namero e a posi¢do desses DNAr séo caracteristicos de uma determinada espécie ou
género, sendo utilizados em estudos de ancestralidade, evolugdo e mapeamento
comparativo entre espécies (HAMON et al. 2009; ROBLEDO et al. 2009; WOLNY AND
HASTEROK 2009; SHE et al. 2015; LI et al. 2016; MARAGHEH et al. 2019).

Volkok et al. (2017), por exemplo, utilizando sondas de DNAr 5 e 35S em Atropa
belladonna L. (Solanaceae), observaram a presenca de trés pares de loci de rDNA
35S em diferentes cromossomos, presumidamente herdados dos ancestrais diploides
e tetraploides da espécie. Além disso, por meio da coloracdo cromossémica com
AgNOR, apenas quatro dos seis sitios de rDNA 35S sao transcricionalmente ativos
em A. belladona, indicando efeito de dominancia nucleolar. A presenca do DNAr 5S
em dois pares de cromossomos nessas espécies permitiram a inferéncia de uma

heranca uniparental advinda do progenitor tetraploide.

2.3.3 Citogenética de plantas do Cerrado

Andlises citomoleculares baseadas em estudos comparativos das distribuicées
de bandas de heterocromatina, sitios de DNAr e tamanhos do genoma tém contribuido
para um melhor entendimento da evolugdo cariotipica de grupos de plantas
relacionadas (MORENO et al. 2015; SOUZA et al. 2015; BANIAGA et al. 2016).
Entretanto, em espécies do Cerrado, esses estudos ainda permanecem escassos e
pouco descritos (GLICK E MAY- ROSE 2014; SUDA et al. 2015; SILVEIRA et al.
2016).



31

Nas ultimas décadas, tem sido observado um aumento do interesse pela
gendmica e genética das espécies do Cerrado (SOUZA et al. 2016). A maior parte dos
dados citogenéticos disponiveis abrangem apenas 0 numero cromossémico
(PERUZZI e BEDINI 2014; RICE et al. 2015). Em contraste, a FISH tem se destacado
como uma técnica promissora para uma analise citomolecular mais detalhada no
genoma de espécies vegetais desse bioma (ROA, GUERRA, 2012; GARCIA et al.
2014b; ROA e GUERRA, 2015)

Roa e Guerra (2017), relataram que 702 (16,8%) espécies analisadas do
Cerrado ndo possuiam quaisquer dados citogenéticos, sendo cerca de 500 delas com
pelo menos um acesso coletado no Brasil. Dentre os géneros de uma Unica espécie
analisados, 70% n&o apresentaram informag&o citogenética. Os géneros Hyptis Jacq.,
(Lamiaceae), Stachytarpheta Vahl, (Verbenaceae), Microlicia D. Don,
(Melastomataceae), Leiothrix Ruhland, (Eriocaulaceae) e Ditassa R. Br.,
(Apocynaceae) sdo considerados oOrfdos. Apesar de estarem entre os 50 mais
diversos do Cerrado, ndo apresentam quaisquer informacdes acerca do numero de
cromossomos dentre as espécies distribuidas no Cerrado. A nivel de familia,
Eriocaulaceae (Monocots - Commelinids), Lamiaceae, Apocynaceae (eudicots-
Superasterids-Asterids-Lamiids), Polygalaceae (eudicots-Superrosids-Fabids) e
Lauraceae (Magnoliids) também s&o pouco estudados.

Além disso, Roa e Guerra (2017) também constataram que, para as familias
mais ricas e mais bem amostradas, os conjuntos cromossomicos diploides foram:
Oxalidaceae 2n = 12; Lythraceae 2n = 30; Sapindaceae 2n = 24; Solanaceae 2n = 24;
Cyperaceae 2n = 10; Poaceae 2n = 20; Asteraceae 2n = 18; e Leguminosae 2n = 26.
A nivel de género, Paspalum L. (Poaceae), Cuphea P.Browne (Lythraceae) e

Rhynchospora Vahl, (Cyperaceae) estéo entre os mais bem estudados.

Quanto ao clado Mimosoid, os estudos citogenéticos sdo ainda mais escassos,
concentrando-se apenas na tribo Ingeae. Os estudos nessa tribo geralmente
restringem-se a contagem do numero cromossémico dos diferentes taxons
analisados, sem que haja uma melhor analise nos dados cariotipicos ou a utilizacéo
de caracterizagbes mais amplas da morfologia cromossémica e de métodos mais
avancados de bandeamento cromossémico (SANTOS et al., 2019). Goldblatt (1981a)

determinou o numero basico x = 13 para a tribo Ingeae, exceto para 0 género
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Calliandra (x = 8), posteriormente confirmado por Poggio (2008), que identificou

namero diploide atipico para Calliandra, com 2n = 2x = 16.

Figueiredo et al. (2014) realizaram estudos com 13 espécies de seis se¢des
pertencentes a Inga por meio da técnica citogenética convencional, a fim de
determinar os diferentes niumeros cromossdmicos e constataram a presenca de
variacdo nos padrfes cariotipicos quanto ao nivel de ploidia entre as espécies
estudadas, com o numero basico de x = 13, demonstrando haver a ocorréncia eventos
de poliploidia na caracterizacdo evolutiva do género com 2n = 2x = 26 (diploides), 2n
= 4x = 52 (tetraploides) e 2n = 8x = 104 (octaploides). J& o género Albizia, também
pertencente a tribo Ingeae, apresenta poliploidia, enquanto o género Samanea
apresenta espécies diploides e tetraploides, semelhante ao encontrado em Inga
(Santos et al., 2019).

2.3.1.1 Citogenética do género Parkia

Os estudos citogenéticos para o género Parkia limitam-se a contagem de
nameros cromossémicos por coloracao convencional por Giemsa e, para algumas das
espécies, 0s Unicos trabalhos realizados para a contagem de cromossomos sao
antigos, podendo haver artefados durante o processo de contagem. De acordo com
Hopkins (1986), as primeiras contagens para P. biglobosa e P. bicolor, ambas
provenientes do continente africano, determinam um conjunto cromossomico de 2n =
24, enquanto para a espécie asiatica P. biglandulosa, é relatado um conjunto 2n = 26.
Estudos mais recentes, como o de Barella e Karsburg (2007), determinaram o nimero
cromossOmico para P. pendula de 2n= 22. Apesar da importancia do género, algumas
espécies de Parkia permanecem sem informacfes citogenéticas, dentre elas a

espécie P. platycephala.
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3 MATERIAIS E METODO

3.1 Origem dos acessos

As sementes de P. platycephala foram coletadas no PNSC (04° 02’ - 08’S e 41°
40’ - 45'W, Teresina-Piaui, Brasil) e em localidades proximas ao parque, em areas
sob a influéncia das vegetacdes de Caatinga e Cerrado (Figura 4). De todos os
acessos coletados, 10 foram utilizados no presente trabalho. Os acessos coletados
foram nomeados utilizando as iniciais de P. platycephala (PP) e enumerados de
acordo com a sua localizacdo: os acessos coletados nas proximidades do PNSC
foram enumerados com inicial “1” (PP 105, PP 119, PP 114, PP 118 e PP 130); ja os
acessos coletados no interior do PNSC foram enumerados com inical “2” (PP 201, PP
215 e PP 221). Ainda, os acessos EBP 01 e EBP 07, provenientes do Banco Ativo de
Forrageiras Nativas da Embrapa Meio Norte (Embrapa Meio-Norte, Teresina-Pl),

também foram utilizados para fins de comparacao.
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Figura 4. Locais de coleta dos acessos de P. platycephala. Mapa superior a direita: mapa do
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Brasil. Mapa central a direita indica o local amostrado da coleta. Mapa ampliado a esquerda
indica os locais de coleta, agrupados em duas populac¢des: 1. Populagédo préxima ao PNSC
(circulos em amarelo) e 2. Populacdo dentro do PNSC (circulos em branco). Linhas tracejadas

em verde indicam os limites do PNSC.



34

3.2 Caracterizacao citogenética

3.2.1 Obtencéo das raizes, pré-tratamento e fixacdo das células

Sementes de 10 acessos de P. platycephala foram escarificadas
mecanicamente por corte com tesoura na regiao oposta ao hilo e, posteriormente,
foram postas para germinar em placas de Petri sobre papel filtro esterilizado e
umedecido diariamente com &agua destilada. Ao atingirem cerca de 1 cm de
comprimento, as radiculas foram coletadas e pré-tratadas com PDB (1,4 -
diclorobenzeno) por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, as raizes foram
fixadas em solucao Carnoy (3 metanol absoluto: 1 acido acético glacial, v/v) durante
24 horas e, depois, estocadas em freezer a -20°C para posterior uso.

3.2.2 Preparo de laminas e bandeamento com fluorocromos CMA e DAPI

As laminas foram confeccionadas segundo o protocolo de Carvalho e Saraiva
(1993), com pequenas modificacdes. As laminas, digeridas com solucdo enzimatica
composta por Celulase 2% (Onozuka R-10) e Pectinase 20% (Sigma-Aldrich). De
acordo com o protocolo de Guerra (2000), as laminas foram coradas com 10 pL de
CMA (0,1 mg/ml) e mantidas no escuro em camara Umida por uma 1 e 30 minutos.
Em seguida, as laminas foram lavadas com jatos de agua destilada e secas com
bomba de ar. Posteriormente, as laminas foram coradas com 10 uL DAPI (2 pg/ml)

por 1 hora, lavadas, secas e montadas em tampao Mcllvaine-glicerol (1:1 v/v).

3.2.3 Captura e processamento de imagens

As melhores metafases dos 10 acessos de P. platycephala foram capturadas
em microscopio Optico de epifluorescéncia Leica DM2500 com camera digital
DFC345Fx acoplada, no Laboratério de Citogenética Vegetal da UFPI. Para a
mensuragao cromossOmica de cada acesso analisado, foram utilizadas imagens das
cinco melhores metafases. O tamanho dos cromossomos foi determinado por meio do
programa Micromeasure 3.3, complementado pelo Microsoft Excel 2010. O idiograma
foi desenhado no programa Corel DRAW X7. Com os cariétipos mensurados, foi
possivel determinar os valores de: comprimento total cromossémico (CTC) e sua
média (CMC); comprimento total do lote haploide de cromatina (CTLH), obtido pela
somatoria do cariétipo haploide; comprimento do brago longo (BL), curto (BC) e da

razao entre os bragos longo e curto (r) de cada par cromossoémico.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os acessos de P. platycephala avaliados apresentaram niimero cromossémico
basico 2n = 26. O mesmo numero cromossdmico é encontrado em outras espécies do
género, como P. discolor e P. biglandulosa (Hopkins, 1986). Os cromossomos de P.
platycephala s&o pequenos, similares e de morfologias meta- e submetacéntrica.
Entre os acessos analisados, foram observadas trés férmulas cariotipicas (FC): 10M
+ 3SM (PP 221, 130, 118, 105 e EBP 07); 9M + 4SM (PP 215 e EBP 01); e 8M + 5SM
(PP 201,114, 109). A descri¢do cariotipica e os parametros morfométricos dos 10
acessos de P. platycephala analisados estéo detalhadamente descritos na Tabela 1.

Entre os acessos, o comprimento dos cromossomos variou de 0,59 um (PP
118) a 2,55 pm (PP 201), sendo os acessos PP 118 e PP 201 com menor e maior
tamanho cromossoémico, respectivamente. PP118 apresenta os menores tamanhos
cromossOmicos, com intervalo cromossémico (ITC) de 0,59 — 1,39 um. Esse acesso
também possui 0 menor comprimento médio dos cromossomos (CMC), de 0,90 um.
Ainda, PP 118 apresentou o menor comprimento total cromossémico (CTC), de 20,98
MM e, consequentemente, menor comprimento total do lote haploide (CTLH), de 10,49
um. Ja PP 114 foi o acesso que apresentou maiores CMC (1,23 um), CTC (32,10 um)

e CTLH (16,05 um). Ambos os acessos foram coletados nas proximidades do PSNC.
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Tabela 1. Nimero cromossémico diploide (2n), intervalo do tamanho cromossdémico (ITC), média da razdo entre os bracos do cromossomo (r), férmula

cariotipica (FC), comprimento total cromossémico (CTC), comprimento médio cromossdmico (CMC), comprimento total do lote haploide (CTLH) e nimero de

bandas CMA/DAPI dos acessos de P. platycephala pertencentes ao banco do Laboratério de Recursos Genéticos e Sementes da Universidade Federal do

Piaui. CMA** representa bandas CMA mais fortemente coradas; CMA* representara bandas CMA coradas; e DAPI- representa bandas AT reduzidas. Em azul

claro, acessos coletados nas proximidades do PNSC; em rosa, acessos coletados no PNSC; e em verde, acessos provenientes da Embrapa Meio-Norte.

Acesso 2n ITC r FC CTC CMC CTLH CMA/DAPI

PP 105 26 0,72-1,72 1,51 3SM + 10M 25,41 0,98 12,70 2 CMA*'DAPI- e 4 CMA*/DAPI°
PP 109 26 0,82 -1,60 1,57 5SM + 8M 27,12 1,04 13,56 2 CMA™/DAPI" e 10 CMA*/DAPI°
PP 114 26 0,88 —2,23 1,56 5SM + 8M 32,10 1,23 16,05 2 CMA*'DAPI- e 8 CMA*/DAPI°
PP 118 26 0,59 -1,39 1,38 3SM + 10M 20,98 0,81 10,49 2 CMA™/DAPI

PP 130 26 0,66 — 1,49 1,42 3SM + 10M 23,45 0,90 11,73 10 CMA*/DAPI- e 12 CMA*/DAPI°
PP 201 26 0,69 — 2,55 1,73 5SM + 8M 28,04 1,08 14,02 10 CMA*™/DAPI e 2 CMA*/DAPI°
PP 215 26 0,77-1,91 1,77 4SM + OM 28,10 1,08 14,05 6 CMA*™/DAPI" e 2 CMA*/DAPI
PP 221 26 0,66 — 1,50 1,45 3SM + 10M 22,87 0,88 11,44 4 CMA™/DAPI- e 6 CMA*/DAPI°
EBP 01 26 0,74-1,51 1,50 4SM + 9M 25,80 0,99 12,90 6 CMA™/DAPI- e 6 CMA*/DAPI°
EBP 07 26 0,75-1,35 1,36 3SM + 10M 28,65 1,10 14,33 10 CMA*/DAPI- e 10 CMA'/DAPI°
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O comprimento dos cromossomos de P. platycephala assemelha-se a dados
previamente relatados para P. pendula e para espécies relacionadas. De acordo com
Barella e Karsburg (2007) o comprimento dos cromossomos de P. pendula (Willd.)
Benth. ex Walp. variou entre 0,44 e 1,43 um e, em Dinizia excelsa Ducke., entre 0,53
e 1,22 ym. Cromossomos mitéticos com tamanho reduzido (< 2,0 um) tém sido
observados em outras espécies da familia Leguminosae. Em espécies da subfamilia
Caesalpinoideae, clado Mimosoid, como Pithecellobium dulce (2n = 26), o tamanho
dos cromossomos variou entre 1,57 a 2,06 um (TAPIA-PASTRANA & GOMEZ-
ACEVEDO, 2005). Nas leguminosas V. angularis (Willd.) Ohshi & H. Ohashi e Vignha
unguiculata (L.) Walp., pertencentes a subfamilia Papilonoideae e clado Phaseoloid,
ambas com 2n = 22, o tamanho cromossoémico observado foi de 1,19-2,6 um e 1,05—
1,96 um, respectivamente (JOSEPH e BOUWKAMP,1978; ZHENG et al., 1991).

Dentro do género, Hopkins (1986) observou variagdo no numero cromossémico
de espécies de Parkia. Parkia bicolor e P. biglobosa apresentaram, por exemplo,
reducdo no numero cromossémico (2n = 24). JA4 para P. pendula, espécie que
compartilha a mesma secéo infragenérica (secéo Platyparkya) com P. platycephala,
Barella e Karsburg (2007) identificaram um conjunto cromossémico 2n = 22. De
acordo com os autores, essa diferenca pode estar relacionada a ocorréncia de
rearranjos cromossémicos relacionados a disploidia durante a evolucao

cromossdmica do género.

Devido a limitacdo de dados genéticos, gendmicos e citogenéticos das
espécies de Parkia, ndo € possivel, contudo, inferir acerca do processo evolutivo
dentro da secédo Platyparkia. Possivelmente, rearranjos cromossdmicos ocasionaram
a reducdo do numero cromossdmico de P. pendula (disploidia descendente), ou o
aumento do de cromossomos na formagéo e evolugao de P. platycephala (disploidia
ascendente). Apesar da ocorréncia de rearranjos relacionados aos possiveis eventos
de disploidia, essas espécies mantiveram suas similaridades genéticas e fenotipicas,
apresentando poucas diferencas morfologicas, sendo a deiscéncia da vagem uma das

principais caracteristicas divergentes.

Variagdo no numero cromossémico dentro de espécies de Parkia também tem
sido relatada. Ao analisarem o conteudo de DNA nuclear de P. biglobosa, espécie
endémica do continente Africano, Uyoh et al. (2011) observaram divergéncias



38

intraespecificas quanto ao niumero cromossdmico em acessos coletados de diferentes
localidades. Em Indi-abeb (area de governo local de Obudu) e em Sankwala (area de
governo local de Obanliku), os acessos de P. biglobosa apresentaram 2n = 22
cromossomos. Ja acessos coletados em Bafin (area de governo local de Boki)
apresentaram 2n = 24. Além disso, nUmeros cromossdmicos 2n = 24 e 2n = 26 ja
foram reportados para P. biglobosa (SINA e TROARE, 2002), evidenciando disploidia
intraespecifica. Portanto, esses resultados indicam que o processo evolutivo das
espécies de Parkia é recente e esta curso. Esses estudos tém contribuido para a

discusséo acerca do numero cromossdémico basico do género Parkia.

A fim de expandir o conhecimento acerca do cariotipo de P. platycephala (2n =
26), nos realizamos a técnica de dupla coloracdo com fluorocromos CMA e DAPI.
Nossos resultados permitiram obter informacdes sobre o padrdo de distribuicdo da da
heterocromatina constitutiva (HC) encontrada entre os acessos analisados. Em todos
0s acessos, foi possivel identificar pelo menos duas bandas CMA positivas (ricas em
GC) no cariétipo de P. platycephala (Figuras 6 e 7). Essas bandas foram visualizadas
como blocos maiores terminais (representados por setas, Figuras 6 e 7) fortemente
corados com CMA (CMA**/DAPI’), distendidos em um par de cromossomos que,
provavelmente, sdo correspondentes a sitios que cerceiam regides organizadoras de
nucléolos (RONs). Também foi possivel identificar a ocorréncia de bandas menores

variaveis entre os acessos analisados (Tabela 1).

Bandas equilocais, que ocorrem na mesma localizagdo em pelo menos 80%
dos cromossomos do caribtipo, tendem a ser menos comuns em espécies com
cromossomos pequenos (GUERRA, 2000). Apesar do tamanho cromossémico
reduzido, P. platycephala apresentou bandas HC localizadas predominantemente nas
regibes pericentroméricas a maioria dos cromossomos. Dados semelhantes séo
observados em Phaseolus vulgaris (subfamilia Papilonoideae, clado Phaseoloid), em
gue bandas HC estéo distribuidas nas regides pericentroméricas dos cromossomos

dessa espécie (Pedrosa-Harand et al., 2009; Fonséca et al., 2010).
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Figura 5. Cromossomos metafasicos mitoticos dos acessos de P. platycephala
evidenciados por meio de dupla coloragdo por DAPI (azul) e CMA (amarelo). Os

nameros dos acessos (coletados nas proximidades do PNSC) estdo indicados a
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esquerda. Setas indicam os blocos de RONs distendidas, cabecas de seta maiores

indicam blocos CMA** e cabecas de seta menores indicam blocos CMA*. Barra=5 um.
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Figura 6. Cromossomos metafasicos mitéticos dos acessos de P. platycephala
evidenciados por meio de dupla coloracdo por DAPI (azul) e CMA (amarelo). Os
nameros dos acessos estdo indicados a esquerda (coletados no PNSC e oriundos da
Embrapa Meio-Norte). Setas indicam os blocos de RONSs distendidas cabegas de seta
maiores indicam blocos CMA** e cabecas de seta menores indicam blocos CMA*. Barra
=5pum.

A distribuicdo (Tabela 1, Figuras 5 e 6) e a porcentagem (Tabela 2) de bandas
de HC CMA* variaram entre os acessos de P. platycephala analisados. O acesso PP
118, previamente descrito como menor comprimento cromossémico, também
apresentou menor numero de bandas CMA®* (seis bandas), além da menor
porcentagem de HC no seu genoma (5,2%). Os acessos PP 130 e EBP 07
apresentaram os maiores numeros de bandas CMA*. O acesso PP 130 apresentou
um par de bandas terminais, provavelmente correspondentes as RONSs, dois pares de
bandas CMA*DAPI- e os outros sete pares de bandas proximais pericentroméricas
CMA*/DAPI®. J4 0 acesso EBP 07 apresentou 1 par terminal de CMA*DAPI- (provavel
RON), mais quatro pares CMA*“DAPI- de maior tamanho ao longo do cromossomo e

cinco pares CMA*/DAPI° distribuidas nas regides pericentroméricas.

O acesso PP 118 apresentou menor numero de bandas, sendo possivel
identificar apenas um par de bandas terminais CMA*DAPI- correspondentes a RON.
Portanto, houve divergéncia quanto ao padrao de distribuicdo dos blocos de HC CMA*
presentes no genoma dos acessos estudados.
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O caridtipo de cada acesso analisado, bem como seu padrdo de distribuicdo e
porcentagem de HC em cada par cromossOmico, esta esquematicamente
representado na figura 7.
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Figura 7. Idiogramas representando o tamanho, morfologia e distribuicdo de blocos de HC em cada par
cromossémico no caridtipo dos acessos de P. platycephala analisados. Os acessos estdo identificados na
margem superior a esquerda dos idiogramas. Em azul, representagdo esquematica dos cromossomos
pseudocorados em DAPI e, em amarelo, os blocos de CMA. Centrémeros estéo representados por X.
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Quanto a porcentagem de HC presente nos acessos avaliados, o acesso PP
221 destacou-se por apresentar uma maior porcentagem (15,2%) de HC em seu
genoma, com um par bandas de bandas terminais CMA**/DAPI- (RON), 3 pares
CMA**/DAPI- de bandas pericentroméricas e mais seis pares CMA*/DAPI°, além de
pequenas bandas CMA* de dificil identificacdo. Apesar de ndo ser 0 acesso com o
maior nimero de bandas CMA, PP 221 apresentou bandas maiores quando
comparado aos demais acessos. Ja PP 118 foi o acesso que apresentou uma menor
porcentagem de HC e, consequentemente, um menor niumero de bandas CMA, com
5,2% e 2 bandas 2 CMA**/DAPI-, respectivamente.

Tabela 2. Porcentagem de HC presente no cari6tipo dos acessos de P. platycephala.

Nome de identificagdo Origem %Het.
PP 105 Proxima ao PNSC 7,2%
PP 109 Proxima ao PNSC 5,4%
PP 114 Proxima ao PNSC 10,1%
PP 118 Proxima ao PNSC 5,2%
PP 130 Proxima ao PNSC 6%
PP 201 PNSC 10%
PP 215 PNSC 7,6%
PP 221 PNSC 15,2%
EBP 01 EMBRAPA MEIO-NORTE 7,9%
EBP 07 EMBRAPA MEIO-NORTE 10,2%

De acordo com Guerra (2000), a analise da distribuicdo dos padrbes de
heterocromatina no conjunto cromossémico de angiospermas €, em geral, limitada
pela variabilidade particularmente alta de HC. Em um estudo com 10 géneros do grupo
Caesalpinia (Arquita, Balsamocarpon, Biancaea, Caesalpinia sensu stricto,
Cenostigma, Coulteria, Paubrasilia, Erythrostemon, Guilandina e Libidibia), Van Lume
et al. (2017) demonstraram grandes varia¢cdes numeéricas e posicionais de bandas
heterocromaticas no cariotipo de diferentes espécies pertencentes aos géneros em
questdo. Foram identificados trés padrdes distintos de heterocromatina proximal
(CMA*/DAPI~, CMAY/DAPI- e CMA’/DAPI*) nos taxons estudados e variabilidade de

5,2% a 15,2% na quantidade de heterocromatina em cada cariétipo.
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Trabalhos prévios sugeriram que a heterocromatina rica em GC nesses
géneros é bastante dinAmica e sofre amplificacdes/ desamplificagbes frequentes
(MENDES et al., 2011; FONSECA e PEDROSA-HARAND, 2013; PAULA, 2020).
Essa dinamicidade, relatada por Van Lume et al. (2017), também pode ser observada
no presente trabalho. NOs observamos variacdes intraespecificas quanto no nimero
de bandas CMA* nos cariotipos de P. platycephala analisados. Quando comparados
a dados previamente publicados, nossos resultados também indicam diferencas

interespecificas dentro do clado Mimosoid. N&o foram identificadas bandas DAPI*.

Souza et al. (2020), ao avaliar a relacao das varia¢des climaticas com tamanho
do genoma das plantas do grupo Caesalpinia, apontam que o meio ambiente tem
contribuido para a diversidade de tamanhos de genomas relatados para esse grupo.
Embora os mecanismos genéticos relacionados ao aumento ou diminuicdo no
tamanho do genoma em um gradiente latitudinal ndo sejam claros, os autores
sugerem que, ap0s a origem do grupo (~55,9 Ma), a fragmentacdo do Bioma
Suculenta levou a formacé&o de pequenas populacdes, semelhantes a ilhas, que foram
sujeitas a deriva genética. Isso levou, por sua vez, a mudancas drasticas e rapidas

nas fracdes repetitivas do DNA, correlacionadas com as variaveis de temperatura.

Tendo em vista a abrangéncia do grupo Caesalpinia, a porcentagem de
heterocromatina tem sido associada a suas diferencas ambientais (VAN LUME et al,
2017; MATA- SUCRE et al. 2020). Mata-Sucre et al. (2020), por exemplo, ao
analisarem os padrdes de distribuicdo de sequéncias repetitivas no genoma de
espécies dos géneros Coulteria, Erythrostemon, Libidibia, Mezoneuron, Pomaria e
Tara, observaram uma maior quantidade de elementos Ty3-Gypsy. A distribuicdo
desses elementos foi correspondente a distrubicdo dos blocos HC CMA*, ja que
ambos se localizaram majoritariamente nas regides pericentromeéricas nas espécies
estudada (SUCRE, 2020). Ainda, os autores investigaram os padroes de
bandeamento CMA/DAPI de 14 espécies de ampla abrangéncia geografica do grupo
e observaram que, apesar da variabilidade heterocroméatica observada, os géneros
Cenostigma e Libidibia (ambos com bandas CMA*) e o subclado Coulteria +Tara (com
bandas CMAP) destacaram-se por apresentar uma estabilidade quanto aos padrdes
de bandas CMA/DAPI.
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De acordo com os autores, os dados biogeograficos parecem correlacionar-se
com o padréo de distribuicdo de bandas heterocromaticas. Grupos de cariétipo estavel
tendem a compartilhar uma distribuicdo de bioma semelhante, em contraste com as
espécies pertencentes a géneros com maior polimorfismo de bandas de HC como,
por exemplo, Eritrostemon. Assim, géneros que apresentam estabilidade cariotipica
quanto ao padrao de bandas CMA surgem devido a sua distribuicdo em biomas que
mostram um forte conservadorismo filogenético. Em contraste, espécies distribuidas
em dois ou mais biomas (GAGNON et al. 2019), apresentaram bandas polimorficas
ou nenhuma banda heterocromatica. Os autores relacionam a estabilidade
heterocromética em Cenostigma, Libidibia e Coulteria e Tara ao seu tempo de
divergéncia relativamente recente (~17 Ma) em comparacéo ao grupo de Caesalpinia,
que surgiu ha ~55 Ma (GAGNON et al. 2019).

Segundo Oliveira (2020), que estimou o tempo de divergéncia do género Parkia
utilizando marcadores moleculares cloroplastidiais matK, trnL, rps16-trnQ e psbA-trnH
e DNA ribossomal ITS/18S/26S, sugeriu que o ancestral comum mais recente do
género e de grupos externos de géneros proximos como Mimosa, Piptadenia e
Anadenanthera surgiu ha ~46 Ma. Ainda, os autores sugerem que 0 momento da
separacao entre os clados Neotropicais que incluem P. platycephalta, P. pendula e P.
paraenses e entre o clado de P. velutina, P. multijuga e P. ulei ocorreu ha ~9,8 Ma.
Parkia é considerado, portanto, um género de divergéncia relativamente recente.
Espécies de diferentes géneros que crescem simpatricamente podem apresentar
padroes semelhantes de heterocromatina, sugerindo que a variabilidade
heterocromatica pode ser influenciada pelas condi¢cdes ambientais (ACOSTA et al.,
2016). No entanto, ainda ndo ha evidéncias suficientes para afirmar que estas

alteracdes sdo adaptativas.

A relacdo entre caridtipos e condi¢cbes ambientais, no entanto, permanecem
incipientes, com poucos estudos demonstrando essas associa¢des (PASCOE, 2006).
O mecanismo genético que levaria ao acumulo/ declinio de heterocromatina em uma
espécie de determinado ambiente ainda permanece indefinido. Como a maior
proporcdo da fragdo repetitiva no genoma de angiospermas € composta de DNA
repetitivo em tandem ou disperso, como sitios de DNA ribossomal e elementos
transponiveis, respectivamente (HESLOP-HARRISON e SCHWARZACHER, 2011),

essas sequéncias poderiam explicar a diversidade heterocromatica observada dentro
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das espécies de P. platycephala analisadas bem como em grupos relacionados. Para
as espécies pouco exploradas do género Parkia e tAxons proximamente relacionados,
estudos envolvendo uma investigacdo mais detalhada da composi¢ao, distribuicéo e
padrdo de sequéncias repetitivas de DNA utilizando DNA altamente repetitivo em
tandem, como DNA ribossomal 5 e 35S, regibes centroméricas e teloméricas como
sondas para FISH s@o necessarios. Ainda, estudos citogenéticos comparativos
adicionais utilizando BACs (Cromossomos Artificiais de Bactéricas) poderdo auxiliar
na inferéncia acerca dos principais mecanismos carioevolutivos relacionados a

divergéncia dentro desse grupo de leguminosas economicamente importantes.
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5 CONCLUSOES

O bandeamento com fluorocromos CMA/DAPI permitiu realizar, pela primeira
vez em P.platycephala, uma analise de distribuicdo de HC nos cromossomos dessa
espécie, contribuindo para uma melhor compreenséo do cariétipo dessa leguminosa

de importancia nacional.

A técnica de CMA/DAPI confirmou a presenca de HC rica em GC em todos os
acessos de faveira analisados, com um par de CMA fortemente marcado e
correspondente a RON, bem como polimorfismo quando ao nimero de bandas
heterocromaticas entre os acessos analisados, com bandas CMA predominantemente

localizadas nas regifes proximais.
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