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RESUMO

O clado Mimosoide pertence atualmente a subfamilia Caesalpinioideae e familia
Leguminosae, a qual apresenta aproximadamente 770 géneros e 19.500 espécies, sendo a
terceira maior familia das fanerégamas. O objetivo do trabalho foi realizar uma caracterizacéo
cromossémica, palinoldgica e molecular em representantes da tribo Ingeae e situa-los num
contexto evolutivo através de uma reconstrucdo citogenética comparada. Neste trabalho foram
analisadas caracteristicas polinicas de 60 espécies pertencentes a treze géneros do Clado
Mimosoide, e utilizados dados citomoleculares de 54 espécies na reconstrucdo do ndmero
cromossémico ancestral. Para a analise polinica o material floral foi hidratado pela técnica da
acetolise, sendo posteriormente mensurados, descritos e fotografados em microscopio optico.
Dados quantitativos foram submetidos a tratamento estatistico descritivo. Para caracterizagéo
citogenética e molecular, foram empregadas técnicas de colocara¢do com fluorocromos CMA
e DAPI e analise filogenética, com base em marcadores moleculares disponiveis nos bancos de
dados publicos, por inferéncia Bayesiana na qual foi utilizada para reconstru¢do do nimero
cromossémico ancestral pelo ChromEvol. Na analise polinica confirmou-se a presenca de
poliades entre as espécies variando entre 16, 20, 24, 28 e 32 grdos de pdélen constituindo as
diferentes unidades de dispersdo, resultando em heterogeneidade inter e intragenérica. Foi
possivel caracterizar e diferenciar muitas das espécies mediante os dados quantitativos e
qualitativos pelo nimero de graos de pélen por unidade de dispersdo, forma, simetria e tamanho
das poliades. Os dados obtidos serviram para diferenciar e corroborar na classificacdo da
maioria dos diferentes tdxons e no estudo da taxonomia desta tribo. A caracterizacdo
cromossdmica mostrou que 0 nimero e o padrdao de distribuicdo das bandas CMA* foram
diferentes entre as espécies de Calliandra sect. Androcallis tendo inclusive mais bandas do que
0 observado na se¢do Microcallis. Essencialmente na secdo Androcallis o nUmero de bandas
CMA* ndo esteve associado ao nivel de ploidia. Indicios de inversdao foram observados em
algumas espécies. A reconstrucédo filogenética indicou que 0 nimero cromossdémico ancestral
para a tribo Ingeae € n = 13 e n = 8 como numero ancestral para o género Calliandra. O evento
citogenético mais frequente foi o ganho cromossémico, porém, constatou-se que a poliploidia

foi também um evento muito recorrente para diversificagdo do grupo.

PALAVRAS-CHAVE: Citogenética Comparada - Clado Mimosoide — NUmero Bésico —
Poliades.



ABSTRACT

The Mimosoid clade currently belongs to the subfamily Caesalpinioideae and family
Leguminosae (formerly Fabaceae), which presents approximately 770 genera and 19,500
species, being the third largest family of phanerogams. The objective of the work was to
perform the chromosomal and palynological characterization of representatives of the Ingeae
tribe and situate them in an evolutionary context through a comparative cytogenetic
reconstruction. In this work, pollen characteristics of 60 species of thirteen genera of Clad
Mimosoid and 54 species in the reconstruction of the ancestral chromosome number were
analyzed. For the pollen analysis the floral material was hydrated by the technique of acetolysis,
and subsequently measured, described, photomicrographs under an optical microscope (M.O.).
Quantitative data were submitted to descriptive statistical treatment. For cytogenetic
characterization, placement techniques were used with CMA and DAPI fluorochromes and
phylogenetic analysis by Bayesian inference in which it was used to reconstruct the ancestral
chromosome number by ChromEvol. In the pollen analysis the presence of pollen agglomerates
between the species ranging from 16, 20, 24, 28 and 32 pollen grains constituting the different
dispersion units was confirmed, resulting in heterogeneity both among the genera and in the
same genus. It was possible to characterize and differentiate many species through quantitative
and qualitative data by the number of pollen grains per unit of dispersion, shape, symmetry and
size of poles. The data obtained was useful to differentiate and corroborate in the classification
of most of the different taxa and in taxonomy studies of this tribe. The chromosomal
characterization showed that the number and distribution pattern of the CMA * bands were
different among the Calliandra species in the Androcallis section, with even more bands than
the Microcallis section. Essentially in the Androcallis section the number of CMA * bands was
not associated with the level of ploidy. Signs of inversion were observed in some species.
Reconstruction indicates that the ancestral chromosome number for the Ingeae tribe isn = 13.
The Calliandra genus presented an ancestral number n = 8. The most frequent event was the
chromosomal gain, however, the duplication presented the highest net balance of

diversification.

Key words: Comparative Cytogenetics — Clado Mimosoid - Basic Number - Polyades.



1. INTRODUCAO

A tribo Ingeae Benth. esta circunscrita na segunda maior subfamilia Cesalpinooide
Adams., Mimosoideae (Lewis et al., 2005). Esta subfamilia compreende quatro tribos
(Mimoseae Bronn., Mimozygantheae Burkart., Acacieae Dumort. e Ingeae Benth.), cerca de
3.270 espécies e 82 géneros (Lewis et al. 2005), com centros de maior diversidade localizados
na América tropical, Africa, Asia e Australia (Elias 1981). No Brasil, é representada por
aproximadamente 37 géneros, dos quais Mimosa (ca. 346 spp.) e Inga (ca. 129 spp.) séo 0s mais
representativos, correspondendo quase 50% dos representantes (Lima et al. 2014).

Muitas espécies da tribo Ingeae sdo usadas de diversas formas, como ornamentacdo,
farmacos e alimentacdo. Espécies como as dos géneros Cojoba Britton & Rose, Falcataria
(Nielsen) Barneby & Grimes, Macrosamanea Britton & Killip, Pithecellobium Mart. e
Samanea Merrill., apresentam dentre suas principais caracteristicas a presenca de humerosos
estames com filetes unidos em tubo além de frutos com vérias adaptagdes aos diferentes agentes
dispersores (Van der Pijl 1972). Estudos sobre o grupo sustentam que suas espécies se limitam
a florestas umidas, sendo muitas delas tipicas de florestas secundarias e de terras
periodicamente alagadas ou mal drenadas (Barneby 1998).

O numero de espécies de Ingeae varia de acordo com o autor, devido & sobreposicao de
caracteres morfoldgicos, variabilidades morfoldgicas; presenca de complexos de espécies e a
ocorréncia des endémicas. Atualmente séo reconhecidos cerca de 36 géneros e 951 especies
(Lewis; Rico Arce, 2005; Azani et al., 2017).

Muitos cientistas utilizam métodos baseados em sistematica filogenética para entender
melhor os processos evolutivos, aprimorando estimativas de biodiversidade e permitindo um
melhor estabelecimento de estratégias de conservacdo das espécies (Lopes; Ho, 2015). A
Citogenética é uma ferramenta Gtil em pesquisas da sistematica e da evolucdo das plantas,
podendo auxiliar os estudos classicos de taxonomia morfologica compilando dados
filogenéticos com intuito de um melhor entendimento da evolugdo de grupos taxonémicos.

A maioria das analises citogenéticas anteriores em Ingeae € restrita a contagem de
cromossomos, com apenas algumas descri¢cdes cariomorfologicas e meiose. O grupo apresenta
grande variabilidade no numero cromossdémico, devido a presenca de poliploides, podendo ser
encontrada espécies com 2n = 16 até 2n = 104 em acessos poliploides de espécies do género
Albizia Durazz (CCDB, 2017). No entanto, hd ainda uma expressiva caréncia, envolvendo
espécies globalmente. Ha registros de dados citogenéticos para apenas 7% das espécies, sendo
escassos estudos incluindo analises cariotipicas mais refinadas, com descri¢des da morfologia

cromossdmica bem como auséncia de registros de bandeamento cromossémico.



Com o intuito de dar subsidio a um melhor entendimento sobre as tendéncias evolutivas
e as relacdes taxonémicas e genéticas de Ingeae, o presente estudo objetivou caracterizar
citogeneticamente especies desta tribo. Assim, foram geradas novas informacdes em nivel
citogenético, como numero, morfologia e bandeamento cromossémico. Paralelo a isso, foram
utilizados marcadores moleculares para construcdo filogenética dessas espécies e analise
citogenética comparativa, para obtencdo de uma analise mais precisa dos mecanismos de

evolucdo cariotipica (citofilogenia) do grupo.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Familia Leguminosae Adans.

Leguminosae Adans. é a terceira maior familia de plantas com flores, atualmente
compreendendo cerca de 19.500 espécies distribuidas em aproximadamente 750 géneros com
distribuicdo cosmopolita (Lewis et al., 2005). E a principal familia no Brasil, com cerca de 210
géneros e 2.694 espécies (Forzza et al. 2010). Esta presente nos diversos ecossistemas no Brasil,
em especial na Floresta Atlantica, onde possui elevada representatividade entre os elementos
do estrato arboreo (Lima et al. 2009). E um dos grupos mais economicamente importantes de
plantas, depois de Poaceae (Wojciechowski et al., 2004). Muitas de suas espécies sdo utilizadas
para 0s mais diversos fins: alimentacdo humana e animal; melhoramento do solo através da
fixacdo de nitrogénio; medicinais, farmacoldgicos; para fabricacdo de bebidas e combustivel
biodiesel; indUstria madeireira, para fabricagao de moveis, construgdes de casas e ornamentacao
(Lewis et al. 2005; Lavin et al., 2005).

Apesar de ser considerada monofilética, as leguminosas apresentam uma taxonomia
complexa, com muitos taxa apresentando problemas na delimitacdo ao nivel de géneros
(Bentham 1875; Polhill & Raven, 1981; Polhill 1994). A familia tem sido sustentada em
diferentes estudos filogenéticos como monofilética baseados em dados morfolégicos (Chappil
1995; Tucker & Douglas 1994) e moleculares (Chase et al. 1993; Kass & Wink 1996; Doyle et
al. 1997, 2000; Soltis et al. 2000; Kajita et al. 2001; Persson 2001; Wojciechowski et al. 2004,
Judd & Olmstead 2004).

Anélises moleculares com base no gene plastidial matK, realizadas por Wojciechowski
et al. (2004), sustentam o monofiletismo das subfamilias Papilionoideae e Mimosoideae
(excluindo Dinizia Ducke). Caesalpinioideae, se manteve parafilética corroborando estudos
anteriores (Bruneau et al 2000, 2001; Herendeen et al. 2003). Sistematicos de Leguminosae
concordam que Mimosoideae divergiu de dentro de Caesalpinioideae, apresentando uma
relacdo irma com a tribo Caesalpinieae (Elias, 1981; Doyle et al., 1997; Clarke et al., 2000).

Apesar de monofilética, a sistematica de Mimosoideae tem estado em fluxo (Clarke et al.,
2000). A subfamilia era dividida anteriormente em cinco tribos: Mimoseae Bronn,
Mimozygantheae Burkart, Acacieae Dumort, Ingeae Benth., e Parkieae Benth. (Elias, 1981).
Esta Gltima agora esta incluida em Mimoseae, restando as quatro tribos (Lewis et al., 2005).
Baseado em analises filogenéticas moleculares, percebe-se a necessidade de uma revisao
completa no sistema tribal de Mimosoideae, sendo as tribos atuais polifiléticas ou parafiléticas
(Luckow et al., 2003; Miller, 2008). Ademais, as Mimosoideae apresentam uma baixa taxa de

variacdo nucleotidica para os genes matK e rbcL (Lavin et al., 2005). Isso pode fundamentar os



grupos fracamente sustentados nas recentes filogenias (Luckow et al. 2003; Miller et al. 2003).
Para Lavin et al. (2005), isso ocorre devido a recente diversificagdo (15- 40Ma) e a extin¢do de

muitos taxa no inicio do Terciario.

2.1.1 Tribo Ingeae Benth.

A subfamilia Mimosoideae apresenta cerca de 3.273 espécies classificadas em 82
géneros, com distribuicdo tropical e subtropical, principalmente, em regides aridas e semi-
aridas e temperadas (Lewis et al. 2005). Difere morfologicamente das demais leguminosas por
apresentar folhas geralmente bipinadas, corola com prefloracdo valvar, flores pequenas,
actinomorfas, agrupadas em espigas, glomérulos, racemos ou umbelas. Desde 2010, uma
sintese da riqueza da subfamilia vem sendo elaborada na flora brasileira, até 0 momento, 0s
dados da Lista das Espécies da Flora do Brasil (Lima et al. 2010) sdo: 34 géneros e 760 espécies,
dos quais 480 sdo endémicas. Mimosa L., com 323 espécies (Dutra & Morim 2010), e Inga
Mill., com 127 espécies (Garcia & Fernandes 2010). Apesar dos avancos nos estudos
filogenéticos da subfamilia, muitas relacdes inter e intratribais ndo estdo totalmente
esclarecidas, principalmente na falta de um consenso sobre 0 monofiletismo de varios taxons.
As afinidades entre os géneros da tribo Ingeae ainda necessitam de estudos moleculares mais
completos que incluam taxons recentemente descritos ou reintegrados a tribo, e que
contemplem espécies, além do auxilio de outras areas como a citogenética, bioquimica,
biogeografia, entre outros.

Das espécies de Mimosoideae, Bentham (1875) definiu e colocou todas as espécies de
Mimosoideae com estames numerosos e monadelfos na tribo Ingeae, abrangendo 15 géneros e
408 espécies. Posteriormente, outros géneros foram descritos, baseados em caracteres
reprodutivos e carpoldgicos, os quais quando ausentes, dificultava a identificacdo dos taxons
propiciando determinacdes erroneas. Destes 35 géneros, Hutchinson (1964) reconheceu apenas
16 e sinonimizou 20 em Pithecellobium Mart. Depois disso, diversas alteragcdes genéricas dos
taxons neotropicais da tribo Ingeae ocorreram (ver Barneby & Grimes 1996, 1997; Luckow et
al. 2003; Lewis et al. 2005). Atualmente a tribo compreende 36 géneros, sendo 24
exclusivamente neotropicais, com 935 a 966 espécies (Lewis & Rico-Arce 2005).

Ingeae foi dividida em dois grupos com relagéo ao tipo da folha: um com folhas pinadas,
incluindo apenas o género Inga, e outro com folhas bipinadas, comuns aos demais géneros
(Romero, 2005). As espécies de Ingeae podem ser encontradas em florestas da Africa, Asia-
Australia, América Central e por toda a América do Sul. No Brasil, a bacia Amaz6nica é o
maior centro de diversidade da tribo, com Inga sendo 0 género mais ocorrente, alem disso,

Ingeae tem registro em todos os sete biomas brasileiros (Ducke 1943; Lima et al. 2010).



2.2 CITOGENETICA DA TRIBO INGAE BENTH.

Os estudos citogenéticos em Ingeae se resumem, praticamente, a citogenética classica, e se
baseiam na contagem do ndmero cromossdémico e na meiose, e 0s dados ndo sdo para todas as
espécies (Tabela 1). Goldblatt, (1981a) indicou como nimero cromossdmico bésico para todos 0s
géneros de Ingeae x = 13, exceto para Calliandra sensu stricto. Varias espécies distribuidas nas
sers. Nitidae, Macrophyllae e Racemosae tendo n = 8; C. calothyrsus (Goldblatt, 198l b) e outros
membros do ser. Racemosae apresentando n = 11; e o poliploide C. pittieri indicando n = 16
(Shibata, 1962).

Para as contagens realizadas até 0 momento, cerca de 7% de todas as espécies para a tribo, 0s
ndmeros cromossémicos variam de 2n = 16 até 2n = 52 em acessos poliploides de Inga mil (CCDB,
2017). A poliploidia é um fendmeno bastante comum, ocorrendo em espécies como: Inga laurina
(Sw.) Willd, Albizia policephala (Benth.) Killip. Uma melhor caracterizacdo citogenética desses
cariétipos poderia ser dada por uma analise baseada em métodos convencionais mais apurada e
ampliagdo no numero de espécies, além de bandeamento cromossémico e hibridizagdo in situ

fluorescente.

Tabela 1 - Ndmero cromossémicos minimos e maximos registrados para os géneros da tribo Ingeae.
Chromosome Counts Database (CCDB) até 2017.1.

N° spp. com contagem

Géneros N° spp. - 2n
cromossémica

Abarema Pittier 53 1 13 -
Albizia Durazz 149 25 13 26 — 104
Archdendron F. Muell 101 2 - 26
Archidendropisis I.C. Nielsen 13 0 - -
Blanchetiodendron Barneby & Grimes 1 0 - -
Calliandra Benth. 196 10 8 16 — 32
Cathormion Hassk 5 0 - -
Cedrelinga Ducke 1 0 - -
Chloroleucon Benth. 14 1 13 26
Cojoba Britton & Rose 22 0 - -
Ebenopsis Britton & Rose 3 0 - -
Enterolobium Mart. 13 4 13 26
Faidherbia A. Chev. 1 1 13 26
Falcataria (I.C. Nielsen) Barneby & 1 13 26
J.W. Grimes
Guinetia L. Rico & M. Sousa 1 0 - -
Havardia Small 7 1 13 26
Hesperalbizia Barneby & J. W. Grimes 1 1 13 26

Inga Mill 391 18 13 26 - 52



Leucochloron Barneby & J. W. Grimes 5 0 - -
Lysiloma Benth. 11 3 13 26
Painteria Britton & Rose 4 0 - -
Pararchidendron I.C.Nielsen 3 0 - -
Paraserianthes I.C.Nielsen 4 1 13 26
Pithecellobium Mart. 80 4 13 26
Pseudosamanea Harms 1 0 - -
Samanea Benth. 5 1 13 26 — 52
Serianthes Benth. 8 0 - -
Sphinga Barneby & J.W. Grimes 3 1 13 26
Thailentadopsis Kosterm 2 0 - -
Wallaceodendron Koord 1 1 13 26
Zapoteca H.M. Hern 21 8 13 26
Zygia P. Browne 65 0 - -
Total 1188 84

2.2.1 Citogenética comparativa

Nas ultimas décadas do século passado, pesquisadores de Botanica sistematica iniciaram
estudos com caracteres morfoldgicos como base de dados para analises cladisticas. Com 0s
avancos da tecnologia envolvendo o DNA e a bioinformatica, foi possivel aprimorar estas
técnicas para o desenvolvimento de arvores filogenéticas. Trabalhos com filogenia e dados
morfoldgicos sdo bastantes comuns e ajudaram a elucidar problemas taxonémicos.

Chappill (1995) foi o responsavel pelo primeiro estudo filogenético na familia
Leguminosae, usando apenas dados morfolédgicos. Ao longo da década de 90 foram realizados
diversos estudos com caracteres moleculares na familia, afim de entender as rel¢cdes de
parentesco (ver Chase et al. 1993; Kass & Wink 1996; Doyle et al. 1997, 2000; Soltis et al.
2000; Kajita et al. 2001; Persson 2001; Wojciechowski et al. 2004, Judd & Olmstead 2004 e
Lewis et al., 2005).

Mais recentemente, o uso da filogenia molecular compilado ao uso de dados citogénicos
tem se tornado uma fonte de informagdes evolutivas importantes para entender 0s grupos de
plantas. O nimero cromossdémico € comumente utilizado nas andlises citotaxonémicas e pode
apontar caracteristicas plesiomérficas de um grande clado recorrente que surgiu
independentemente em distintos clados (homoplasias) ou novidades evolutivas restritas a um
clado (sinapomorfia) ou a uma Unica espécie (autapomorfia). Assim, a interpretacdo dos
caracteres cromossomicos num contexto filogenético através de métodos filogenéticos
comparativos foi denominado citofilogenia (Guerra, comunicagdo pessoal; Schultheis, 2001,
Hansen et al., 2006; Wood et al., 2009; Mayrose et al., 2010; Cusimano et al., 2012; Glick e
Mayrose, 2014).



23 UTILIZACAO DA PALINOLOGIA NA CARACTERIZACAO E
DIFERENCIACAO DE ESPECIES NA TRIBO INGEAE BENTH.

A diversidade biologica da Tribo Ingeae € ampla quando comparada com outros
grupos taxondmicos, possibilitando a realizacdo de inventarios floristicos para a identificacéo
de inimeras espécies, assim como a realizacdo de estudos voltados a diferenciacdo entre as
mesmas. Desta forma, estudos palinoldgicos sdo importantes na busca da caracterizacdo dos
diferentes taxons (Buril et al., 2010; Freitas Cruz et al., 2017; Santos & Roméao, 2008; Taisma,
2013).

Estudos demonstram existir para a Tribo Ingeae caracteristicas polinicas em que
formam agrupamentos em suas unidades de dispersdo que podem ser desde monades a tétrades
ou poliades, sendo estas poliades compostas por 8, 12, 16 ou 32 grdos de pblen, em que o tipo
poliade se apresenta como a principal unidade de dispersdo de reproducdo da espécie (Guinet,
1981).

Além dos atributos numéricos de suas unidades de dispersdo, as quais apresentam
bastante heterogeneidade, existentes para os diversos taxons da Tribo Ingeae, ha também a
possibilidade da investigacdo da coleta de dados com finalidade de diferenciar géneros e
espécies ser efetuada com caracteristicas do tamanho da unidade de disperséo, sua forma,
padrdo e da ornamentacdo de sua superficie externa (exina) sendo, portanto, caracteres
colaborativos na taxonomia destas e de outras espécies de angiospermas (Barth & Melhem,
1988).

Neste trabalho foi realizado uma adaptacdo a técnica Air Drying desenvolvida por
Carvalho e Saraiva (1993) com intuito de otimizar a producdo de laminas para estudos
citogenéticos de maneira mais eficiente e produtiva. Somado a isso, foram obtidos dados
palinologicos que auxiliam para a taxonomia do grupo, também foi realizado um estudo das
relagbes evolutivas para espécies da tribo Ingeae Benth., através de uma anélise

citofilogenética, afim de contribuir para a taxonomia do grupo.
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RESUMO

Eeste artigo desenvolveu uma metodologia simplificada, de baixo custo e elevada
produtividade quanto a preparacdo de laminas citogeneéticas. Inicialmente desenvolvida e
ajustada para o género Inga, a técnica se mostrou eficiente para diversas outras epécies de
angiospermas, onde a partir de tecidos meristematicos radiculares combinados com a
metodologia desenvolvida, os resultados com coloracdo convencional e CMA/DAPI foram

apresentados com bastante éxito.

Palavra-Chave: Air Drying — Citogenética Vegetal - SteamDrop.
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INTRODUCAO

As dificuldades existentes na prepara¢do cromossdmica para as analises citogenéticas
principalmente em vegetais, requer a utilizacdo de protocolos mais eficientes e capazes de
proporcionar resultados satisfatérios que garantam uma boa observacéo, avaliacdo e descri¢do
dos cromossomos de um determinado organismo. Ter um protocolo eficiente € um passo
fundamental para todas e quaisquer técnicas citogenéticas, uma vez que cromossomos bem
espalhados e morfologicamente intactos garantem uma analise mais confiavél. Diversas
técnicas de preparacdo cromossdmicas em plantas foram adaptadas a partir das preparacfes
desenvolvidas para animais ao longo dos anos, e se tratando de cromossomos de plantas, a
presenca da parede celular e o tipo de caridtipo nimero e tamanho dos cromossomos séo as
maiores dificuldades encontradas (CARVALHO; SARAIVA, 1993; GUERRA; SOUZA, 2002;
MURATA, 1983; PIINACKER; FERWERDA, 1984; RAYBURN; GOLG, 1982; SCHULZ-
SCHAEFFER, 1980). Ha trés métodos principais de preparagdo cromossdmica em plantas:
esmagamento (squashing), espalhamento (Air Drying) e gotejamento (SteamDrop) (KIROV et
al., 2014).

A técnica de esmagamento (BELLING, 1921; GUERRA; SOUZA, 2002; SCHULZ-
SCHAEFFER, 1980) é umas das mais utilizadas até os dias atuais por diversos pesquisadores
da &rea devido a facilidade de aplicacdo e por ter sido esta a primeira metodologia utilizada para
estudos citogenéticos em plantas. As variacdes subsequentes desta, alteracdo concentracfes e
tipos de corates, mas ndo o procedimento em si. Outras técnicas desenvolvidas posteriormente
foram criadas com intuito de corar diferencialmente e longitudinalmente partes especificas dos
cromossomos (bandeamentos), porém muitas vezes utilizam o mesmo procedimento da técnica
de esmagamento. A técnica de esmagamnto amplamente utilizada, acarreta problemas na
qualidade do material citogenético, como perda ou fragmentacdo de cromossomos, durante o
processo de esmagamento ou durante a remocao da laminula a baixas temperaturas de N2 e
ruptura da parede celular devido a pressao aplicada de forma inadequada (RAYBURN; GOLG,
1982, PHILLIPS; WANG, 1984). Além disso, muitas vezes ha dificuldade de espalhar os
cromossomos no mesmo plano de foco devido ao grande acumulo de células e tecidos residuais
durante o procedimento (GOULD, 1984). A técnica de secagem ao ar foi desenvolvida
primeiramente por Rothfels; Siminovitch (1958), resultando em avancos na citogenética de
mamiferos e humanos. Mais tarde, pesquisadores (CARVALHO; SARAIVA, 1993,
MURATA, 1983; PIINACKER; FERWERDA, 1984; RAYBURN; GOLG, 1982) apontaram a
importancia de adaptar esta técnica para materiais vegetais. Este método é mais apropriado para
as plantas com pequenos cromossomos (KIROV et al., 2014). A técnica da gotejamento seguida

da evaporacdo natural da por¢éo liquida tem a vantagem de aparesentar um bom espalhamento
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dos cromossomos, contudo, apresenta um indice muito baixo de metafases devido a perda de
células durante o processo de separacao, além de danos sob tratamento hipoténico (AMBROS;
MATZKE; MATZKE, 1986; ANAMTHWAT-JONSSON, 2003; ANDRAS et al., 1999;
CARVALHO; SARAIVA, 1993; GEBER; SCHWEIZER, 1988; KATO et al., 2006; KATO;
LAMB; BIRCHLER, 2004; KIROV et al.,, 2014; MOURAS et al.,, 1987; MOURAS;
SALESSES; LUTZ, 1978; MURATA, 1983; KIROV et al., 2014).

Sabe-se que a producdo de laminas citogenéticas de plantas demanda muito tempo e ja
foi considerado um trabalho ‘“artesanal” por exigir muito cuidado e delicadeza na sua
preparacdo. Além disso, os diversos métodos devem ser testados para cada tipo vegetal
estudado devido as particularidades da espécie e da técnica escolhida. No geral, o preparo de
células metafasicas mitdticas depende de trés fases importantes: 1. Pré-tratamento - blogueio
das células até a fase de metafase com um antimitético, impedindo a formacdo do fuso
acromatico, por dissolucgdo da tubulina, permitindo um maior espalhamento dos cromossomos;
2. Fixacdo - as células sdo fixadas em solucdo Carnoy (3:1 v/v alcool: acido acético), para
eliminar restos celulares e citoplasmaticos; 3. Espalhamento cromossémico, que pode ser de
diversos métodos (SHARMA; SHARMA, 1980). Este passo € crucial porque permite que 0s
cromossomos fiquem suficientemente separados na lamina, para uma boa visualizacdo e
suficientemente proximos, para ndo haver mistura de cromossomos de células contiguas. Apés
a preparacdo da lamina a Técnica de Coloracdo a ser empregada ira depender do estudo a ser
realizado e do tipo de informacéo buscada.

A maioria dos procedimentos para a obtencdo desses cromossomos geralmente s&o
técnicas trabalhosas que, muitas vezes, dispendem de tempo e envolvem materiais de custo
elevados como gelo seco ou nitrogénio liquido. Portanto, as alteracBes propostas para o
protocolo otimizado e com base nos resultados obtidos constitui o objetivo principal deste
trabalho, onde ha adaptaces as técnicas citogenéticas de Air Dryinge e Steam Drop com intuito
de otimizar/simplificar o preparo de laminas para estudos citogenéticos em plantas, reduzindo
0 tempo na bancada e custos com reagentes, a0 mesmo tempo em que aumenta o nimero de
laminas com excelente espalhamento dos cromossomos tanto para representantes do género

Inga como para outras espécies aqui estudadas.

MATERIAL E METODOS
Os passos basicos na confecgdo de laminas citogenéticas em plantas, normalmente na fase
de metafase mitética, incluem pré-tratamento, fixacdo, maceracao, espalhamento e coloracéo.

Abaixo, estes passos sdo indicados por numerais romanos.
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Material Vegetal

Meristemas radiculares de tamanhos variados foram colhidos a partir de sementes,
plantulas e/ou estacas de 49 espécies pertencentes a 21 géneros. A escolha foi baseada nas
caracteristicas de tamanho dos cromossomos, variagdes da heterocromatina e niveis de ploidias
(Tabela 1).

Pré-tratamento

Todas as espécies foram pré-tratadas com 1mL do antimitético 8HQ (8-
hidroxiquinoleina 0,002M), 1ml para cada tubo Eppendorff (1,5 mL), tampados e colocados a
temperatura de aproximadamente 17°C, por tempo variando entre trés e cinco horas,

dependendo da caracteristica de cada espécie (Tabela 2).

Fixacao do Material

Foram testados quatro tipos de solucGes de fixacdo entre etanol, metanol, cloroférmio e
acido acetico (Tabela 2). Ap6s o pré-tratamento, as raizes foram transferidas para tubos
Eppendorff (1,5 mL) contendo solucéo fixadora (metanol + acido acético) 3:1v/v e mantidos a
temperatura ambiente por cerca de uma hora. Apo6s este procedimento a solugdo foi trocada por
uma nova solugéo fixadora de mesma concentracdo e mantida a temperatura ambiente por no
minimo seis horas, posteriormente foram armazenadas em freezer a -20°C, até 0 momento da

preparacdo das laminas.

Preparacio “sopa meristematica” por digestdo enzimatica
A mistura de enzima estoque, Celulase Onozuka R-10 (Trichoderma viride) 2% e
Pectinase Sigma-Aldrich (Aspergillus niger) 20%, foi preparado em tampéo citrico 0,1 M
(pH4.8). As concentragfes da mistura de incubacdo e tempo de trabalho da enzima para as
diferentes espécies foram em média 2h e 30 min. Este tempo foi ultrapassado quando as raizes
eram muito grossas.
A preparagdo da “sopa meristematica” por digestdo enzimatica seguiu 0s seguintes
passos:
I.  Lavagem das raizes fixadas em agua destilada durante 10-30 min.;
Il. Isolamento da parte contendo o meristema radicular com auxilio de bisturi; e
transferéncia para tubo Eppendorff. Cada tubo recebeu cerca de cinco meristemas;
1. Adicdo da solucdo enzimatica (Celulase 2%:Pectinase 20%) o suficiente para cobrir
0 material;

IV.  Incubagdo do material em estufa a 37°C por no minimo 2h e 30min;



VI.

VII.
VIII.

Remocgdo do excesso de enzima cuidadosamente com auxilio de uma pipeta
monocanal;

Adicéo de 50pL da mesma solucgéo fixadora preparada na hora, para diluir o restante
da enzima presente no material;

Remocdo do excesso de fixador cuidadosamente com uma pipeta;

Adicdo de 100puL da mesma solucdo fixadora para o eppendorff, mantido
devidamente fechado;

Em seguida os tubos com meristemas foram levados para o agitador (\Vortex) para
obter dissociacdo celular, transformando as raizes em uma sopa de células

meristematicas.

Preparacio das laminas pela técnica da “Sopa Meristematica”

Para o preparo das laminas, foi adaptada a metodologia descrita por Carvalho e Saraiva

(1993), com o diferencial da sopa meristematica.

Colocar 10uL da sopa meristematica, com o auxilio de uma pipeta, em cada ldamina, o
numero de ldminas dependera da quantidade de solucdo no Eppendorff;

Mergulhar as laminas em solugio de Acido acético 45% e remover rapidamente, cerca
de 2 segs.;

Secar completamente, de preferéncia numa estufa a cerca de 55°C, o que leva em torno
de 10 a 15 min.

Coloracédo CMA/DAPI

A coloracdo CMA/DAPI seguiu o protocolo descrito por (GUERRA; SOUZA, 2002)

com pequenas adapitagdes.

V.
V.
VI.
VII.

VIII.

Reservar as laminas recém-confeccionadas por no minimo 48 horas;

Adicionar 7uL de DAPI (1ug /mL) sobre a area da ldmina contendo o material;

Cobrir com uma laminula (de preferéncia 18x18mm), lembrando de manter a lamina
no escuro por 30 min.;

Remover a laminula com um jato de a4gua destilada;

Secar com jato de ar;

Adicionar 7 uL de CMA (1pg /ml);

Cobrir com uma laminula (de preferéncia 18x18mm), lembrando de manter a lamina
no escuro por 1h;

Remover a laminula com um jato de agua destilada;

Secar com jato de ar;
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X.  Adicionar 10ul de meio de montagem glicerol/Mcllvaine pH 7,0, contendo 2,5 mM de
MgCI2 (1:1, viv);
XIl.  Cobrir com uma laminula de tamanho maior que a escolhida para corar (usamos
20x20mm), lembrando de manter a lamina guardada no escuro.
Obs. As laminas coradas com estes fluorocromos devem ser armazenas ao abrigo da luz por no
minimo 48 horas antes de serem analisadas ao microscopio, para que haja estabilidade

destes corantes com 0S Cromossomos.

Fotodocumentacéo

As melhores células foram fotografadas com camera digital DC 345FX acoplada a um
microscopio Leica DM2500. Os comandos de brilho e contraste foram melhorados no programa
Adobe Photoshop CS5. Para a contagem dos cromossomos foram analisadas um numero

minimo de cinco células.

RESULTADOS

Eeste artigo descreve um procedimento que ignora a necessidade de esmagamento e
remocao de laminula e o uso de nitrogénio liquido, o que comumente é utilizado na maioria dos
protocolos para preparacdo de laminas na citogenética vegetal. Este método foi baseado em
técnicas como arrasto com secagem ao ar e gotejamento. A adaptacdo dessas técnicas gerou
figuras mitoticas de alta qualidade para prometafase e metafase (Fig. I). Os cromossomos foram
bem separados, o que facilitou a contagem, além de apresentar uma morfologia bem preservada,
com as constrigdes primarias e secundarias ficando evidentes e as bordas claramente
delimitadas, inclusive em cariétipo pequeno (Fig. I, G). Percebe-se, ainda, um fundo
citoplasmatico limpo e sem residuos, além de cromossomos no mesmo plano de foco. Uma lista
das principais vantagens e desvantagens encontra-se na Tabela 5.

Os cromossomos apresentaram um alto contraste com a coloragdo CMA/DAPI (Figura
I1) permitindo fazer uma contagem do ndmero cromossdmico e das bandas com alta precisdo
(Tabela 4). A diversidade cariotipica ndo foi um empecilno para a técnica da sopa
meristematica. Cromossomos grandes, pequenos, bimodais, com grande ou baixo ndmero
cromossémico, presenca de muita ou pouca heterocromatina, estdo bem representados nas
figuras Il. A técnica da sopa meristematica se mostrou bastante promissora ao ser utilizada em
diferentes géneros pertencentes a varias familias a qual apresentou resultados satisfatorios e
potencial de aplicabilidade para diversas espécies vegetais (Tabela 1). Ndo sendo necessario
mostrar as células de todas as especies testadas, pois replicariam as diversidades cromossémicas

demonstradas aqui.
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A solucéo fixadora com o melhor efeito no espalhamento dos cromossomos e com alto
indice mitotico foi o de nimero 3 (Tab. 2 e 3) elaborado com metanol e acido acético (3:1), isso
pode ser explicado com base nas suas propriedades fisicas de dilatacdo da solu¢do. Mudancas
no comprimento dos cromossomos ndo foram observadas analogamente a outras técnicas. O
efeito deste fixador na preparacao das laminas por sopa meristematica pode ser visualizado na

Figura .

DISCUSSAO

A metodologia proposta possibilitou inicialmente a analise dos cari6tipos de espécies do
género Inga, o que demonstrou diferencas cromossdmicas numeéricas e estruturais. Estas
variacdes cromossdmicas sdo também relatadas na literatura para as espécies deste género aqui
estudadas (HANSON, 1995).

Os cromossomos do género Inga sdo normalmente muito pequenos e com ndmero
cromossémico que pode variar de poucos a muitos (2n = 26 e 52) dificultando a preparacao das
amostras a serem analisadas. Dessa forma, ao desenvolvermos um procedimento em laboratério
capaz de preparar cerca de 50 laminas, ou mais, usual para diversas espécies em até 3 minutos,
com o uso da sopa meristematica, alcancamos uma maior amplitude dos resultados esperados.
Com essa técnica, o tempo do pesquisador é otimizado na etapa de confec¢do das laminas.
Ajustes no tempo do tratamento enzimatico foram, as vezes, necessarios para diferentes
espécies, devido ao tamanho das raizes, textura e quantidade de células meristematicas. Uma
orientacdo € cortar o meristema quando este for muito grande. Em média, o tempo minimo na
enzima para todas as espécies testadas foi de 2h e 30 min. Apesar de existir a possibilidade dos
cromossomos serem danificados pelo tratamento enzimatico, devido a atividade de nuclease /
protease (MURATA, 1983), testes com enzima em camara Umida acondicionada na geladeira
de um dia para o outro (cerca de 24h) obteveram resultados similares e com dissociacéo celular
mais rapida. Segundo (EVANS; COCKING, 1977), esta atividade da enzima € influenciada
pelas caracteristicas osméticas da solucdo enzimatica.

O sucesso do procedimento depende principalmente de dois fatores, a saber, um preé-
tratamento perfeito e a fixagdo do material, pois as demais etapas sdo simples. No geral, podem-
se obter laminas com células com nlcleos interfasicos, em préfase, em prometafase e metafases
completas e destas pelo menos metade sdo bem espalhadas com apenas um ou alguns
cromossomos sobrepostos. A obtencdo de células livres e intactas sé foi possivel devido a etapa
do Vortex (item 2.4, 1X), na qual ocorre o desprendimento das células por vibracdo. As céelulas

em suspensdo asseguram tanto a dispersdo adequada de metéfases (isto é, poucas células
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sobrepostas nas ldminas) quanto uma boa propagacdo de cromossomos individuais dentro de
uma célula (RAYBURN; GOLG, 1982).

Sabe-se que o0 ajuste das fases da divisdo cromossdémica esta relacionado ao inibidor
mitotico usado, nste caso foi o 8-hidroxiquinolina durante 2-6 horas, podendo mudar o
resultado, com base na concentracdo do inibidor, no tempo de tratamento ou ambos
(RAYBURN; GOLG, 1982). Infelizmente, um protocolo de pré-tratamento ndo é universal e
por isso ndo pode ser usado para todos os organismos. Neste caso, 0s protocolos de pré-
tratamento devem ser otimizados para cada grupo, caso nao funcione com o sugerido aqui.

Para fixagdo de cromossomos metafasicos mitoticos, geralmente é suficiente apenas
alcool e acido acético. O efeito no espalhamento dos cromossomos com o fixador elaborado
com metanol pode ser explicado principalmente com base na sua volatilidade, que é a simples
relacdo das pressdes de vapor (PV) e da Densidade de Vapor (DV) das substancias na mistura.
A volatilidade esté relacionada a facilidade da substancia de vaporizar-se, ou seja, passar do
estado liquido ao estado de vapor, ja a PV é uma medida da tendéncia de evaporacdo de um
liquido (FELTRE, 2005; MACHADO; MORTIMER, 2005). O metanol apresenta maior PV e
menor DV em relagdo ao etanol, proporcionando uma maior volatilidade e maior area de
dissipacdo, estimulando o espalhamento cromossémico. Apesar de o cloroférmio apresentar
maior volatilidade, ele é usado como agente desnaturante das proteinas contidas na extragdo do
DNA, (ver por exemplo DOYLE; DOYLE, 1987) , por isso nao foi possivel obter um 6timo
resultado quando testado.

Depois da evaporacdo do metanol, as laminas sdo mergulhadas em &cido acético 45%
(item 2.5, II), proporcionando: (1) a reidratacdo da célula; (2) a retirada de residuos
remanescentes nas laminas; (3) facilitacdo do espalhamento das células; e (4) limpeza e
clareamento do citoplasma. O tratamento com acido acético 45% néo pode ser demorado, pois
apesar de remover contaminantes celulares, danifica significativamente as estruturas
cromossomicas (SUGIYAMA et al., 2004). A etapa de aquecimento na estufa provavelmente
permite melhorar o espalhamento cromossdmico, e fixa-los a lamina. Assim, as células mantém
suas posicoes.

Dentre outros beneficios do procedimento estdo a possibilidade de armazenar as laminas
por tempo indefinido, aplicar técnicas de coloracdo diferencial para exibicdo de bandas
cromossémicas, e a preparacdo de ldminas permanentes. O padrdo de bandas CMA/DAPI
obtido com a técnica da sopa meristematica mostrou-se semelhante ao alcancado em espécies
ja relatadas anteriormente com o uso de outras técnicas. Sendo o maior diferencial a praticidade

e 0 baixo custo.
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CONCLUSAO

As informacdes obtidas aqui levaram ao aprimoramento de técnicas anteriores, como de
Air Drying e SteamDrop, para otimizar o estudo cromossomico em Inga. A eficicia do método
permitiu o desenvolvimento da “sopa meristematica” para espécies de outras 11 familias de
plantas, com preparacdo de laminas citogenéticas de alta qualidade para diversos tipos de
cariotipos e que podem ser tratados e / ou corados para produzir padrBes de bandas diferenciais.
Em regra, basta dizer que as concentracdes, tempos, temperaturas, no geral, toda a metodologia
sugerida aqui, foi empiricamente 6tima para a preparacao cromossdmica, a partir do meristema
radicular, das 49 espécies de 21 géneros testados.

As vantagens e distingbes do nosso método da "sopa meristematica” em relacdo aos
métodos anteriormente desenvolvidos sdo: (1) ndo ha necessidade de esmagamento e remocao
de laminula com gelo seco ou nitrogénio; (2) ndo ha quebra da membrana plasmatica antes da
fixacdo a l1dmina; (3) as células sdo pré-amolecidas e dissociadas uma das outras, sem sua
ruptura; (4) o fixador com metanol espalha as células e cromossomos nas laminas; (5) lavagem
com acido acético permite limpar o citoplasma e, em parte, separar as células e espalhar os
cromossomos; (6) procedimento pratico e de baixo custo com resultados garantindo bom
contraste e definicdo de cromossomos; (7) pouco tempo para producdo de laminas em grande

quantidade.
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APENDICES

Tabelas

Tabela 1 — Lista do numero de todos os géneros e familias testados
com a técnica da sopa meristematica.

Familia Género N° de Espécies
Apocynaceae

Hancornia Gomes. 1
Fabaceae

Calliandra Benth. 14

Inga Mill. 4

Hymenaea L. 1
Cannaceae

Canna L. 1

Cucurbitaceae

Citrullus Schrad. Ex Eckl. & Zeyh. 1

Cucumis L. 2

Lagenaria Ser. 1

Luffa Mill. 1
Apiaceae

Eryngium L. 1
Convolvulaceae

Ipomoea L. 2

Merremia Dennst. ex Enddll. 2
Euphorbiaceae

Jatropha L. 1

Manihot Mill. 9
Cactaceae

Melocactus Link & Otto. 1
Asparagaceae

Sansevieria Thumb. 1

Agave L. 1
Malvaceae

Abelmoschus Medk. 1
Xanthorrhoeaceae

Aloe L. 1
Bignoniaceae

Tabebuia Gomes ex DC. 2

Handroanthus Mattos. 1

Total 12 21 49

Tabela 2 - Tipos de solucgdes fixadoras testadas para preparacdo da técnica da sopa meristematica.

Tipos de

Materiais

fixador Etanol Metanol Cloroférmio  Acido Acético Proporgdo  Resultado
Fixador 1 X X (3:1) Ruim
Fixador 2 X X X (3:1:1) Ruim
Fixador 3 X X (3:1) Otimo
Fixador 4 X X X (3:1:1) Ruim
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Tabela 3 - Principais caracteristicas fisicas das substancias utilizadas nos testes
das solugbes fixadoras, envolvidas na sua volatilidade. Dados em:
http://sistemasinter.cetesb.sp.gov.br

Densidade de Vapor Pressdo de Vapor

Caracteristicas

(ar=1) (mm Hg)
Metanol 1,1 g/cm3 100 mmHg A 21,2 °C
Etanol 1,6 g/cm3 60 mmHg A 26 °C
Cloroformio 4,1 glcm3 200 mm Hg A 25,9 °C
Acido acético N&o Pertinente 20 mm Hg A 29,9°C

Tabela 4 - Nameros cromossdmicos (2n); Numero de bandas CMA/DAPI; Nivel de ploidia sugerido
de espécies, obtidos com o presente protocolo otimizado.

ESPECIE 2n N° de bandas CMA/DAPI  Nivel de ploidia
Calliandra depauperata Benth. 32 4 CMA+/DAPI- 4x
Calliandra ulei Harms 16 6 CMA+/DAPI- 2X
Canna indica L. 18 4 CMA+/DAPI- 2X
Citrullus lanatus (Thumb.) Matsum. & Nakai. 22 4 CMA+/DAPI- 2X
Eringium foetidum L. 16 2 CMA+/DAPI- 2X
Cucumis anguria L. 24 4 CMA+/ DAPI- 2X
Cucumis melo L. 24 4 CMA+/ DAPI- 2X
Ipomoea bahiensis Willd. Ex Roem. & Schult. 30 6 CMA+/DAPI- 2X
Ipomoea hederifolia L. 30 12 CMA+/DAPI- 2X
Jatropha sp. 22 2 CMA+/ DAPI- 2X
Lagenaria vulgaris Ser. 22 4 CMA+/DAPI- 2X
Luffa cylindrica (L.) M. Roem. 26 4 CMA+/DAPI- 2X
Melocactus zehntneri (Britton & Rose) Luettzelb. 44 4 CMA+/DAPI- 2X
Merremia aegyptia (L.) Urb. 30 4 CMA+/DAPI- 2X
Merremia cissoides (Lam.) Hallier F. 30 10 CMA+/DAPI- 2X
Manihot esculenta Crantz. 36 6 CMA+/DAPI- 2X
Manihot reflexifolia P. Carvalho & M. Martins 36 10 CMA+/DAPI- 2X
Sansevieria trifascia Prain. 40 4 CMA+/DAPI- 2X
Manihot reniformis Pohl. 36 10 CMA+/DAPI- 2X
Inga capitata Desv. 52 4 CMA+/DAPI- 4x
Inga laurina (Sw.) Willdd. 26 2 CMA+/ DAPI- 2X
Inga ingoides (Rich). 26 2 CMA+/ DAPI- 2X

Inga striata Benth. 26 2 CMA+/ DAPI- 2X




Tabela 5 — Principais vantagens e desvantagens observadas para a técnica da sopa
meristematica.

Vantagens Desvantagens
Eliminacdo do esmagamento e remogdo Necessita de um bom pré-tratamento e
da laminula fixacdo
Rapidez na confeccéo das laminas A fixagdo deve ser com metanol e &cido

acetico preparados na hora

N&o necessita de grande quantidade de O metanol pode ser perigoso se ingerido,
material (meristema) se em contato com a pele ou inalado
Melhor aproveitamento de células em

metéafase
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Figuras
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Figura | - Figura esquematica do espalhamento da sopa meristematica na lamina e sua
volatilidade no tempo médio de cinco segundos. A- Solucao fixadora com Metanol/Acido
aceético 3:1(v/v) e B- Solucéo fixadora com Etanol/Acido acético 3:1 (v/v).
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Figura Il - Células metafésicas coradas com CMA (amarelo) / DAPI (azul). A - Canna indica, 2n =
18; B - Citrullus lanatus, 2n = 22; C - Cucumis melo, 2n = 24; D - Cucumis anguria, 2n = 24; E -
Eringium foetidum, 2n = 16; F - Inga capitata, 2n =52; G - Inga laurina, 2n = 26; H - Inga ingoides,
2n = 26; | - Inga striata, 2n = 26; J - Ipomoea bahiensis, 2n = 30; K - Ipomoea hederifolia, 2n = 30;
L - Luffa Cylindrica, 2n = 26; M - Lagenaria vulgaris, 2n = 22; N - Merremia aegyptia, 2n = 30; O -
Merremia cissoides, 2n = 30; P - Manihot reniformis, 2n = 36. Todas as barras tém valor de 10um.
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RESUMO

Neste trabalho foram analisadas caracteristicas polinicas de 40 espécies pertencentes a dez
géneros do Clado Mimosoide: Abarema Pittier, Albizia Durazz, Cedrelinga Ducke,
Chloroleucon (Benth.) Britton & Rose, Enterolobium Mart., Hydrochorea Barneby & J. W.
Grimes, Inga Mill., Leucochloron Barbenby & J.W.Grimes, Pithecellobium Mart. e Zygia P.
Browne. O material analisado foi coletado a partir do acervo do herbario PEUFR da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). O boté&o floral foi hidratado e o material
polinico analisado pela técnica de acetolise, sendo posteriormente mensurados, descritos,
fotografados em microscopio Optico e os dados quantitativos submetidos a tratamentos
estatisticos descritivo. Foi confirmada a presenca de diferentes aglomerados polinicos entre as
espécies analisadas contendo 16, 20, 24, 28 e 32 grdos de po6len formando as diferentes unidades
de dispersdo, apresentando heterogeneidade tanto entre 0os géneros quanto entre as espécies de
um mesmo género para a maioria das amostras. Foi possivel caracterizar e diferenciar muitas
das espécies mediante os dados quantitativos e qualitativos pelo nimero de grdos de pdlen por
unidade de dispersao, forma, simetria e tamanho das poliades. Para os dados quantitativos foi
possivel determinar as maiores poliades, onde a espécie Inga blanchetiana Benth., pertencente
a secédo Longiflorae (Benth.) T. D. Penn. apresentou a maior, com 187,5 x 150 pum, assim como
a maior variacdo ocorreu para a se¢do Inga Benth. do mesmo género com poliades apresentando
diametros que variaram de 130 a 172,5 um. Os dados obtidos constituem importante parametro
de diferenciacdo entre os tdxons, corroborando com estudos da taxonomia desta tribo.

Palavras chaves: Clado Mimosoide, Palinologia, Semi-Arido, Caatinga.
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INTRODUCAO

Considerada como a terceira maior familia no grupo das fanerégamas, Leguminosae
apresenta aproximadamente 770 géneros e 19.500 espécies (Lewis et al., 2005, 2013; LPWG
2013a), distribuindo-se principalmente pelas regides tropicais, também ocorrendo em menor
nimero em areas de clima temperado. Atualmente esta dividida em seis subfamilias:
Detarioideae, Cercidoideae, Duparquetioideae, Dialioideae, Papilionoideae e
Caesalpinioideae (LPWG, 2017). Conforme Giulietti et al. (2005), no Brasil estima-se a
ocorréncia de 176 géneros e 3.200 espécies de Leguminosae. Esta familia ocupa os diferentes
tipos vegetacionais brasileiros, sendo a mais numerosa em espécies, com predominancia nas
regides fitogeograficas da Amazénia e Caatinga, onde na regido do semi-arido nordestino
estima-se ocorrer 570 espécies (QUEIROZ et al., 2006).

De acordo com a nova classificacdo proposta por Legume Phylogeny Working Group
(LPWG,2017), Mimosoideae deixa de ser uma subfamilia de Leguminosae e passa a ocupar 0
Clado denominado Mimosoide dentro da subfamilia Caesalpinioideae. Atribui-se a este Clado
todos os géneros pertencentes anteriormente a subfamilia Mimosoideae, com aproximadamente
mais de 3.270 espécies distribuidas em 78 géneros com maior ocorréncia em regides tropicais
e subtropicais (LEWIS et al., 2005). No territorio brasileiro avalia-se ocorrer 35 géneros e 818
espécies para esse Clado (BFG, 2015), sendo este abrangendo quatro tribos: Acacieae Dumort.,
Ingeae Benth., Mimoseae Bronn e Mimozygantheae Burkart tratadas por Lewis et al., 2005. A
tribo Ingeae é formada por aproximadamente 966 espécies compondo 36 géneros (LEWIS;
RICO ARCE 2005), onde no Brasil avalia-se ocorrer 16 géneros e 300 espécies (LIMA et al.,
2010). Dentre os géneros existentes nesta tribo, Inga é o mais representativo com
aproximadamente 300 espécies arbdreas (VIEIRA, 1997) e este mesmo género é subdividido
em 14 secdes (PENNINGTON, 1997).

O Clado Mimosoide apresenta caracteristicas polinicas em que formam agrupamentos
que podem ser monades, tétrades ou poliades em que o tipo poliade se apresenta como a
principal unidade de dispersdo para este grupo, possibilitando determinar padrdes exclusivos
para diferentes taxons (GUINET, 1981). Para Salgado-Labouriau (1973), os grdos de polen
apresentam caracteres unicos, que se caracterizam em grande diversidade nos estudos
taxondmicos, morfoldgicos e paleoboténicos, devido a variacdo morfoldgica destas unidades
de dispersdo. O estudo morfologico dos grdos de polen possibilita a descri¢do de toda sua
sequéncia com a unidade polinica, polaridade, simetria, tamanho, forma, abertura e textura da
parede (BARTH & MELHEM, 1988).

Diversos estudos relatam a importancia da caracterizacdo e diferenciacdo das

estruturas polinicas como base na identificagdo e agrupamentos de determinados tdxons, com
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isto favorecendo um melhor conhecimento da diversidade vegetal existente nos mais diversos
ambientes. Desta forma, citam-se varios trabalhos reralizados em especial para a ttribo Ingeae.

Santos & Romaéo (2008) pesquisaram a morfologia do pdlen de 21 espécies do género
Calliandra ocorrentes na Chapada Diamantina da regido Nordeste do Brasil e obtiveram
resultados satisfatorios quanto a classificagdo e o agrupamento de diferentes espécies. Taisma
(2013) analisou a composic¢édo polinica de 52 espécies do género Inga, conseguindo identificar
diferencas entre as espécies, tanto no nimero de graos formadores das unidades de dispersao
quanto nas diferentes formas dessas estruturas. Com a finalidade de estabelecer similaridades e
diferengas, Leython & Ruiz-Zapata (2013) descreveram as caracteristicas polinicas de 13
espécies do género Calliandra, pertencente a tribo Ingeae e ocorrentes na Venezuela, sendo
possivel criar uma chave de identificacdo a partir dos dados palinolégicos dessas espécies. Ja
Freitas Cruz et al. (2017) estudaram as caracteristicas palinoldgicas de 14 taxons para as tribos
Ingeae e Mimoseae e concluiram ser possivel separar a maioria dessas espécies por meio das
estruturas polinicas.

O presente trabalho teve como objetivo analisar e caracterizar as estruturas polinicas
de espécies da tribo Ingeae, com énfase no género Inga, todas ocorrentes em area de caatinga,
Nordeste do Brasil, com a finalidade de identificar padrdes caracteristicos das estruturas dos
grdos de podlen capazes de contribuir para um melhor conhecimento de caracteristicas

necessarias aos estudos taxonémicos das espécies estudadas.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal

Foram coletadas amostras de material reprodutivo de 60 espécies lenhosas de 13
géneros do clado Mimosoide e da tribo Ingeae pertencentes ao acervo do herbario PEUFR da
UFRPE e da Embrapa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA) conforme descrito na
(Tabela 1).

A partir do material reprodutivo foram realizadas as analises polinicas, pelo método
da acetolise, iniciando com a técnica de hidratacdo dos botdes florais com solugdo de agua e
glicerina (95:1) (SANTOS & ROMAO, 2008), seguida da técnica de acetdlise conforme
descrito por ERDTMAN (1952). Apos a acetélise foram feitas as montagens das laminas (n =
3 para cada espécie), com gelatina glicerinada e posteriormente realizadas as medidas dos graos
de pdlen (poliade — unidade de dispersdo) (n = 25 poliades por lamina) sob microscopia Optica
(M.O) e fotografados em fotomicroscopio Leica modelo MD 2.500. A classificacéo e descricédo

da morfologia polinica ocorreram mediante metodologia de Punt et al. (2007). Os gréos de
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polen foram medidos até sete dias apds a preparacdo das laminas conforme SALGADO-
LABOURIAU (1973).

As andlises de estatistica descritiva dos dados observados nos grdos de polen das
diferentes espécies estudadas ocorreu com o auxilio do software BioEstat versdo 5.3 (AYRES
et al. 2007), no qual foram utilizadas 25 medigdes de diferentes poliades de cada espécie para

o diametro maior, menor e a mediana utilizada como padrao para a espécie.

RESULTADOS

Todas as estruturas polinicas das espécies estudadas sdo caracterizadas em sua unidade
de dispersdo como poliade, isto é, apresentando nimero superior a quatro graos de pélen por

unidade de dispersao.

1. Género Abarema Pittier - Abarema cochleata (Willd.) Barneby & JWGrimes (Fig. 1A),
Abarema cochlicarpos (Gomes) Barneby & JWGrimes (Fig. 1B), Abarema filamentosa
(Benth.) Pittier (Fig. 1C), Abarema langsdorffii Benth e Abbarema turbbinata (Benth.)
Baarnebby & J.W. Grimes.

As espécies deste género apresentam unidade de dispersdo em poliade acalimada,
sendo com forma eliptica para A. cochleata e A. cochiliacarpos e circular para A. filamentosa.
A. langssdorffii e Abarema tturbinata. Para A. cochleata foram observados 30 graos de pélen
formando a poliade sendo 16 na regido central (8 em cada um dos dois planos) e 14 na regido
periférica. A poliade é considerada muito grande, isopolar, subprolato apresentando tamanho
médio de 107,5 x 92,5 um. A espécie A. cochiliacarpos apresentou uma formacéo da poliade
com 24 grédos, sendo 12 na regido central (6 em cada plano) e 12 na regido periférica. Esta
poliade é considerada muito grande, isopolar, subprolato com tamanho médio de 105 x 82,5
um. Ja as espécies A. filamentosa, A. langsdorffii e A. turbinata foram as que apresentaram o
menor nimero de grdos de pdlen na formacao de sua poliade com 16 grdos, 8 na regido central
(4 para cada plano) e 8 na regido periférica. A poliade dde A. filamenntosa sendo considerada
muito grande, isopolar, prolato esferoidal, com tamanho médio de 100 x 90 um, enquanto que
A. langsdorffii e A. turbinata ffoi observado ocorréncia de poliadde grande, isopollar, prolato
essferoidal e tamannho méedio dde suas poliadess de 92,5 x 87,5 e 95 x 90 pm

rrespectivamentte (Tabela 2).
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2. Género Albizia Durazz - Albizia lebeck (L.) Benth. (Fig. 1D), Albizia pedicellaris (Dc.) L.
Rico (Fig. 1E), Albizia polycephala (Benth.) Killip (Fig. 1F), Albizia saman (Jacq.) Merr. (Fig.
1G), Albizia subdimediata (Spling.) Barneby & JWGrimes (Fig. 1H).

Para 0 género Albizia foram observadas a ocorréncia de poliades acalimadas em suas
unidades de dispersdo com forma circular para as espécies A. lebeck, A. pedicellaris, A.
polycephala e A. subdimediata compostas por 16 graos de pélen, sendo 8 graos centrais (4 em
cada um dos planos) e 8 gréos periféricos. Suas poliades sdo consideradas grandes, isopolares,
prolato esferoidal com tamanho médio de 80 x 75, 87,5 x 80, 80 x 72,5 e 62,5 x 60 um
respectivamente. Ja a espécie A. saman apresentou poliade com forma eliptica composta por 32
grdos de polen, sendo 16 centrais (8 para cada um dos dois planos) e 16 periféricos. A poliade
foi considerada muito grande, isopolar, subprolato, com tamanho médio de 125 x 107,5 um
(Tabela 2).

3. Género Calliandra Bentham

Secdo Androcallis Barneby — C. bella Benth. (Fig. 2A), C. brevipes Benth. (Fig. 2B), C.
longipes Benth., C. parvifolia (Hook. & Arn.) Speg. (Fig. 2C), C. surinamensis Benth. (Fig.
2D), C. squarosa Benth., C. tweedii Benth., C. virgata Benth.

As espécies da se¢do Androcallis do género Calliandra apresentam sua unidade de
dispersdo em uma poliade na forma eliptica, formada por 8 graos, sendo 2 grdos centrais e 8
grdos periféericos em plano uniplanar. Todas as poliades deste grupo aqui estudadas sao
consideradas muito grandes. A maior poliade dentre as espécies analisadas foi observada para
C. surinamensis com 187,5 x 110 um e a menor em C. parvifolia com 132,5 x 87,5.

Secdo Monticola E.R. Souza & L.P. Queiroz - Calliandra bahiana var erythematosa
Barneby (Fig. 2E), Calliandra elegans Renvoize (Fig. 2G), Calliandra lintea Barneby(Fig. 2F),
Calliandra mucugeana Renvoize (Fig. 21), Calliandra sincorana Harms (Fig. 2H).

As espécies da secdo Monticola do género Calliandra apresentam como a principal
diferenca entre as demais se¢des deste género a presenca do apéndice na regido apical de sua
poliade. Todas apresentam forma eliptica, formada por 8 gréos, sendo 2 gréos centrais e 8 graos
periféricos em plano uniplanar e sdo consideradas de muito grandes a gigantes. A maior poliade
foi observada na espécie C. bahiana var erythematosa com 240 x 125 pm e a menor em C.

sincorana com 187,5 x 105 pm.

4. Género Cedrelinga Duckkee - Cedrelinga cateniformis (Ducke) Ducke (Fig. 11).
A especie C. cateniformis apresenta como unidade de dispersao uma poliade acalimada

e com forma eliptica, formada por 28 grdos, sendo 16 centrais (8 em cada plano) e 12
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periféricos, a poliade é considerada grande, isopolar, subprolato e apresenta tamanho médio de
97,5 x 75 um (Tabela 2).

5. Género Chloroleucon (Benth) Bbriton & Rose - Chloroleucon dumosum (Benth.) GPLewis
(Fig. 2A), Chloroleucon foliolosum (Benth.) GPLewis (Fig. 2B), Chloroleucon mangense
(Jacq.) Britton & Rose (Fig. 2C).

As espécies do género Chloroleucon aqui estudadas apresentam sua unidade de
dispersdo em poliade calimada, com forma eliptica para todas. Para C. dumosum foram
observados 28 graos de polen formando a poliade sendo 16 na regido central (8 em cada um
dos planos) e 12 na regido periférica. A poliade é considerada grande, isopolar, subprolato com
tamanho médio de 80 x 67,5 um. A espécie C. foliolosum apresentou uma formacéao da poliade
com 32 grdos, sendo 16 na regido central (8 para cada plano) e 16 na regido periférica, a poliade
é considerada grande, isopolar, subprolato com tamanho médio de 80 x 67,5 um. Ja a espécie
C. mangense foi a que apresentou 0 menor numero de graos de polen na formacéo de sua poliade
para este género com 24 grdos, 12 na regido central (6 em cada um dos dois planos) e 12 na
regido periférica, a poliade é considerada grande, isopolar, subprolato, o tamanho médio de 80
X 70 um (Tabela 2).

6. Género Enterolobium Martt — E. contortisiliguum (Vell.) Morong. (Fig. 2D), E.
gummiferum J. F. Macbr., E. maximmum Ducke, E. schomburgkii Benth., e E. timbova Mart..

Para o género Enterolobium foram observadas a ocorréncia de poliades calimadas em
suas unidades de dispersdo com forma eliptica para as cinco espécies estudadas. E.
contortisiliquum e E. timbova apresentam suas poliades compostas por 32 gréos de polen, sendo
16 gréos centrais (8 em cada um dos planos) e 16 periféricos. Suas poliades sdo consideradas
grandes, isopolares, prolato esferoidal para E. contortisiliquum e subprolato para E. timbova, o
tamanho médio das poliades foram de 90 x 80 e 82,5 x 70 um respectivamente (Tabela 2).

Ja as espécies E. gummiferum, E. maximum e E. schomburgkii apresentam suas
poliades compostas por 28 gréos de pdlen, sendo 16 graos centrais (8 em cada um dos planos)
e 12 grdos periféricos, suas poliades sdo consideradas grandes, isopolares, prolato esferoidal
para a primeira espécie e subprolato para as duas Ultimas. O tamanho médio das poliades foi de
92,5 x 85 um para E. gummiferum, 87,5 x 75 um para E. maximum e de 97,5 x 82,5 um para E.
schomburgkii. (Tabela 2).
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7. Género Hydrochorea Barneby & J. W. Grimes — H. corymbosa (Rich.) Barneby &
JWGrimes (Fig. 2E).

A espécie H. corymbosa apresenta como unidade de dispersdo uma poliade acalimada
e com forma eliptica, formada por 28 gréos, sendo 16 grdos centrais (8 para cada um dos dois
planos) e 12 periféricos, a poliade é considerada grande, isopolar, prolato esferoidal com
tamanho médio de 72,5 x 65 um (Tabela 2).

8. Género Leucochloron Barbenby & J.W.Grimes — L. incuriale (Vell.) Barneby &
JWGrimes.

A unidade de dispersdo de L. incuriale apresenta uma poliade acalimada e com forma
eliptica, formada por 24 graos, sendo 12 grdos centrais (6 por plano) e 12 periféricos. A poliade

é considerada grande, isopolar, subprolato e possui tamanho médio de 110 x 95 um (Tabela 2).

9. Género Pithecellobium Mart — P. albicaule Britton & Rose (Fig. 2F), P. diversifolium
Benth.(Fig. 2G), P. dulce (Roxb.) Benth. (Fig. 2H).

Nas espécies do género Pithecellobium foram observadas a ocorréncia de poliades
acalimadas em suas unidades de dispersdo com forma eliptica para P. albicaule e circular para
P. diversifolium e P. dulce. A poliade da espécie P. albicaule é composta por 28 graos de pdlen,
sendo 16 grdos centrais (8 para cada plano) e 12 periféricos, suas poliades sdo consideradas
grandes, isopolares, subprolato com tamanho medio de 105,5 x 87,5 um. Nas espécies P.
diversifolium e P. Dulce as poliades sdo compostas por 16 graos, sendo 8 grdos centrais (4 para
cada um dos dois planos) e 8 periféricos, as poliades sdo consideradas grandes, isopolares,

prolato esferoidal e tamanho médio de 77,5 x 72,5 e 67,5 x 65 um respectivamente (Tabela 2).

10. Género Samanea (DC.) Merr. - Samanea tubulosa (Benth.) Barneby & J.W.Grimes.

A espécie S. tubulosa apresenta uma poliade como unidade de disperséo, calimada e
com forma eliptica, formada por 30 grdos, sendo 16 grdos centrais (8 por plano) e 14 grdos
periféricos, a poliade é considerada muito grande, isopolar, subprolato, o tamanho médio de
125 x 107,5 um (Tabela 2).

11. Género Zapoteca H. M. Hern. - Z apoteca portoricensis var. portoricensis (Jacqg.)
H.M.Hern.
Na espécie Z. portoricensis var. portoricensis foi observada a ocorréncia de uma

poliade calimada com forma circular, formada por 16 gréos de pélen, sendo 8 gréos centrais (4

38



em cada um dos dois planos) e 8 grdos periféricos, sua poliade é consideradas muito grande,

isopolar, prolato esferoidal, o tamanho médio de 117,5 x 112,5 um (Tabela 2).

12. Género Zygia P. Browne - Zygia cauliflora (Willd.) Killip e Zygia racemosa (Ducke)
Barneby & Grimes (Fig. 21).

A unidade de dispersdo de Z. racemosa apresenta uma poliade acalimada e com forma
circular, formada por 16 grdos, sendo 8 gréos centrais (4 em cada plano) e 8 graos periféricos
sendo considerada grande, isopolar, prolato esferoidal e tamanho médio de 75 x 67,5 pum.
Enquaanto que Z. cauliflora apresenta poliade acalimada com forma eliptica, formada por 30
grdos, sendo 16 graos centrais (8 em cada plano) e 14 gréos periféricos, a poliade é considerada

muito grande, isopolar, subprolato, o tamanho médio de 100 x 87,5 um. (Tabela 2).

13. Género Inga Mill.

Secdo Bourgonia Benth. - Inga Alba (Sw.) Willd. (Fig. 3A), Inga cylindrica (Vell.) Mart., Inga
laurina (Sw.) Willd. (Fig 3B), Inga pezizifera Benth., Inga semialata Willd. (Fig. 3C).

Para a se¢do Bourgonia foram observadas a ocorréncia de poliades acalimadas em suas
unidades de dispersdo com forma circular para as espécies I. Alba, I. laurina, I. pezizifera e I.
semialata. Essas apresentaram poliades compostas por 16 graos de pélen, sendo 8 graos centrais
(4 em cada um dos dois planos) e 8 periféricos. Suas poliades sdo consideradas grandes,
isopolares, prolato esferoidal com tamanho médio de 77,5 x 75, 87,5 x 77,5, 67,5 x 62,5 e 70 X
65 um respectivamente (Tabela 2). A espécie I. cylindrica foi a Gnica desta se¢do a apresentar
poliade de forma eliptica, acalimada, composta por 28 gréos de pdlen, sendo 16 graos centrais
(8 em cada um dos dois planos) e 12 graos periféericos, suas poliades sdo consideradas grandes,

isopolares, prolato esferoidal, o tamanho médio de 92,5 x 85 um (Tabela 2).

Secao Inga Benth. - Inga edulis Mart. (Fig. 3D), Inga ingoides (Rico) Willd. (Fig 3E), Inga
pilosula (Rich.) J.F.Macbr., Inga subnuda Benth. (Fig. 3F), Inga uruguensis Hook. & Arn. (Fig.
3G), Inga vera subsp. Affins (DC.) T.D. Penn. (Fig 3H), Inga vera Willd. (Fig. 3I).

As unidades de dispersdo polinica das espécies da secdo Inga sdo formadas de poliades
acalimadas em forma circular para I. pilosula e I. uruguensis, as demais espécies estudadas
apresentam forma eliptica. As poliades das espécies I. edulis e I. subnuda sdo composta por 32
grdos de pdlen, sendo 16 graos centrais (8 em cada plano) e 16 graos periféricos e 28 gréos de
polen, sendo 16 grdos centrais (8 em cada plano) e 12 gréos periféricos. Suas poliades séo

consideradas muito grandes, isopolares, prolato, o tamanho médio das poliades foram de 172,5
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x 122,5 e 157,5 x 112,5 um respectivamente. As espécies I. ingoides, 1. vera e |. vera subsp.
Affinis apresentam poliades formadas por 20 graos de pélen, sendo 10 graos centrais (5 em cada
plano) e 10 periféricos para as duas primeiras e 24 graos de polen, sendo 12 graos centrais (6
em cada plano) e 12 gréos periféricos, isopolares, muito grandes, subprolato de 162,5 x 135,
150 x 125 e 157,5 x 122,5 um respectivamente. A espécie 1. pilosula apresentou uma formacéo
com 20 grdos de podlen na sua unidade de dispersdo com distribuicdo similar as citadas
anteriormente com o0 mesmo numero de gréos por poliade, sendo também considerada muito
grande, no entanto, sua forma é definida como Prolato esferoidal e o tamanho médio de 120 x
112,5 um. J4 a espécie I. uruguensis apresentou na formacdao de sua poliade 16 gréos de pdlen,
sendo 8 grdos centrais (4 em cada plano) e 8 graos periféricos, isopolares, muito grandes,

prolato esferoidal, o tamanho médio de 130 x 125 um (Tabela 2).

Secdo Psedinga Benth. - Inga capitata Desv. (Fig. 4A), Inga dysantha Benth. (Fig. 4B), Inga
disticha Benth., Inga leiocalycina Benth. (Fig. 4C), Inga maritima Benth., Inga ruiziana G.
Don., Inga salzmanniana Benth., Inga stipularis DC., Inga velutina Willd. e Inga vulpina Mart.
ex Benth.

Em Inga sect. Psedinga foram observadas a ocorréncia de poliades acalimadas em suas
unidades de dispersdo com forma eliptica para as espécies |. dysantha, |. capitata, I.
leiocalycina, I. maritima e I. ruiziana, sendo que a primeira espécie apresenta sua poliade
formada por 24 gréos de pélen, sendo 12 gréos centrais (6 em cada um dos dois planos) e 12
graos periféricos, as demais com poliades compostas por 16 grdos de pélen, sendo 8 gréos
centrais (4 para cada plano) e 8 periféricos, isopolares, muito grandes para as duas primeiras e
grandes para as trés ultimas, subprolato. O tamanho médio das poliades foram de 180 x 145,
112,5x 95, 92,5 x 82,5, 92,5 x 80 e 87,5 x 72,5 um respectivamente. As espécies I. disticha, .
salzmanniana e I. stipularis apresentam forma circular, acalimadas, com poliades compostas
por 16 grdos de polen, com 8 grdos centrais (4 em cada um dos dois planos) e 8 graos
periféricos, isopolares, muito grandes, prolato esferoidal, o tamanho médio de 137,5 x 127,5,
135 x 125 e 100 x 92,5 um respectivamente. Ja as espécies I. velutina e 1. vulpina sdo formadas
por poliades compostas por 30 grdos de polen, sendo 16 grédos centrais (8 para cada plano) e 14
graos periféricos, eliptica, acalimadas, isopolares, gigante e prolato para a primeira e muito
grande e subprolato para a segunda, o tamanho médio de 235 x 167,5 e 175 x 145 pm

respectivamente (Tabela 2).

Secdo Longiflorae (Benth.) T. D. Penn. - Inga blanchetiana Benth. (Fig. 4D), Inga
cayennensis Benth. (Fig. 4E) e Inga rubiginosa (Rich.) DC.
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Nesta secdo foi constatada a ocorréncia de poliades acalimadas, com forma eliptica,
onde a espécie |. blanchetiana apresenta sua poliade formada por 32 gréos de polen, sendo 16
grdos centrais (8 em cada plano) e 16 graos periféricos muito grande, isopolar, subprolato e
tamanho médio de 187,5 x 150 um. J& I. cayennensis e I. rubiginosa apressentaraam poliades
compostas por 30 grdos de pdlen, sendo 16 graos centrais (8 em cada um dos dois planos) e 14
grdos periféricos, isopolares, muito grande e subprolato para a primeira e gigante e prolato para

a segunda, com tamanho médio de 165 x 137,5 e 202,5 x 140 um respectivamente (Tabela 2).

Secao Leptinga Benth. - Inga flagelliformis (Vell.) Mart (Fig. 4E), Inga heterophylla Willd.,
Inga sellowiana Benth. (Fig 4G).

Para Inga sect. Leptinga foram observadas a ocorréncia de poliades acalimadas em
suas unidades de dispersdao com forma circular para as trés espécies estudadas. 1. flagelliformis,
I. heterophylla e I. sellowiana apresentaram suas poliades compostas por 16 grdos de pélen,
sendo 8 grados centrais (4 em cada plano) e 8 grdos periféricos, suas poliades sdo consideradas
grandes, isopolares, prolato esferoidal, o tamanho médio de 87,5 x 85, 77,5 x 70 e 75 x 67,5

pm respectivamente (Tabela 2).

Secao Tetragonae Benth. - Inga striata Benth. (Fig. 4H).

Pertencente a Inga sect. Tetragonae a espécie l. striata apresenta uma poliade
acalimada e com forma eliptica, formada por 30 grdos, sendo 16 gréos centrais (8 em cada um
dos dois planos) e 14 grdos periféricos, a poliade é considerada muito grande, isopolar,

subprolato, apresentando tamanho médio de 157,5 x 122,5 um (Tabela 2).

Secdo Multijugae Pennington - Inga thibaudiana Dc. (Fig. 41).

A espécie |. thibaudiana pertence a sect. Multijugae, possuindo uma unidade de
dispersdo em poliade acalimada e com forma eliptica, composta por 30 grdos, sendo 16 graos
centrais (8 em cada plano) e 14 grdos periféricos, a poliade € considerada muito grande,

isopolar, prolato e tamanho médio de 157,5 x 117,5 um (Tabela 2).

Secao Spectabiliss Pennington - Inga splendens Benth.

Para Inga sect. Spectabilis foi observada a ocorréncia da espécie I. splendens
apresentando forma eliptica, acalimada, composta por 28 graos, sendo 16 grdos centrais (8 em
cada plano) e 12 graos periféricos, a poliade é considerada muito grande, isopolar, prolato, o
tamanho médio de 162,5 x 110 um (Tabela 2).
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DISCUSSAO

Os resultados encontrados nas analises polinicas das espécies estudadas dos diferentes
géneros da tribo Ingeae confirmam que a unidade de dispersdo mais comumente encontrada
para a subfamilia Mimosoideae € a poliade, confirmando o observado por Erdtman (1952).

As estruturas palinolégicas observadas para as espécies dos diferentes géneros
estudados permitem estabelecer dois tipos de agrupamento, mediante estas serem considderadas
como poliades calimadas e acalimadas. Esta caracteristica também foi proposta por Hernandez
(1986) para a maioria dos géneros desta tribo, confirmando o propostto para 0s géneros
Calliandra, Chloroleucon e Enterolobium que sdo formadas por poliades calimadas conforme
descrito por SOUSA, (2007); SANTOS & ROMAO (2008); BURIL, et.al (2010). O evento da
presenca de poliade com estratificacdo calimada retrata ser este carater distinto na diferenciacédo
entre alguns géneros na subfamilia Mimosoideae em relacdo ao carater de poliade com
estratificacdo acalimada (VAN CAMPO & GUINET, 1961). Portanto, este carater possibilita
diferenciar e agrupar taxonomicamente determinados géneros dentro da tribo Ingeae.

As espécies Chloroleucon dumosum, Chloroleucon foliolosum e Enterolobium
contortisiliqum pertencentes a tribo Ingeae foram analisadas por Buril et al. (2010), sendo
verificado que as trés espécies apresentam poliades caracterizadas como grandes, calimadas,
elipticas e constituidas por 32 grdos de pélen, sendo C. foliolosum ligeiramente maior que C.
dumosum. Os dados obtidos para estas trés espécies neste trabalho corroboram com o descrito
pelo referido autor com exce¢do do nimero de grdos de polen observados na unidade de
dispersdo da espécie C. dumosum que foram de 28 graos de p6len. O mesmo valor numérico de
32 gréos foi encontrado na poliade de E. timbova sugerindo homogeneidade desta caracteristica
entre os dois taxons deste género. Ja o numero de grdos encontrados para a poliade de C.
mangense foi de 24 unidades, demonstrando haver heterogeneidade entre as espécies deste
género, com isto, possibilitando a diferenciacdo destes td&xons por meio de seus padrdes
polinicos.

Os dados obtidos para Pithecelobium diversifolium também corroboram com os
encontrados por Buril et al. (2010) para as caracteristicas de tamanho, numero de gréos e
estrutura da poliade. Pithecellobium dulce apresenta semelhancas para os caracteres descritos
anteriormente, no entanto, para P. albicaule os valores numéricos encontrados diferenciam a
espécie das demais, sendo esta composta por 28 grdos formando sua poliade e de maior
tamanho, possibilitando haver critérios de diferenciacdo entre os membros deste género.

Na analise numeérica dos gréos de polen que formam as diversas poliades de onze dos

treze géneros e de sete das oitos se¢Oes de Inga investigadas neste estudo apresentaram e
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confirmam a existéncia de poliades com nimero superior a 16 grdos, sendo que as espécies do
género Calliandra sdo as Unicas com poliades compostas por 8 gréos e distribuicdo uniplanar,
demonstrando haver uma heterogeneidade para essa caracteristica entre os diferentes géneros e
entre espécies de um mesmo género. Deste modo, estes resultados corroboram com o proposto
por Van Campo & Guinet (19610; Guinet (1969); (1981); Sorsa (1969) para este Clado, em
especial para tribo Ingeae, possibilitando ser a descricdo palinolégica um atributo eficiente na
diferenciacéo de taxons deste grupo.

O género Inga foi 0 que apresentou 0 maior nimero de taxons analisados para esse
estudo, sendo um total de ttrinta espécies e uma variedade, distribuidos em oito se¢des. Na
caracterizacdo das unidades de dispersdo nestas espécies foi possivel observar a
heterogeneidade no nimero de graos por poliade, o valor constatado variou em 16, 20, 24, 28
e 32 grdos entre as espécies analisadas. Estudando a estrutura polinica de 52 espécies
venezuelanas de Inga, Taisma (2013) relatou a existéncia de variagdo em nimero de graos nas
diferentes poliades entre as espécies de 16 a 40 graos. Nesse estudo o autor analisou as espécies
Inga alba e Inga laurina verificando terem poliades formadas por 16 gréos de pélen cada uma,
ja para as especies Inga cayennensis com variacdo 28 a 32 por poliade, Inga leiocalycina com
24, Inga edulis com 34 e Inga thibaudiana com 32 grdos, este valores estdo iguais ou proximos
aos obtidos nas andlises destas espécies para esse trabalho com excecdo de Inga leiocalycina
na qual so foi observada a ocorréncia de apenas 16 graos de pdlen por poliade. Os valores
relativos ao tamanho das poliades obtidos para a Venezuela diferem dos encontrados para as
espécies da regido Nordeste do Brasil. Isto pode ser explicado por se tratar de erro de
identificacdo ou da variacdo ambiental entre os dois ecossistemas, fato que necessita ser melhor
investigado.

Freitas Cruz et al. (2017) descreveram 14 taxa da subfamilia Mimosoideae ocorrentes
na Floresta Atlantica no estado do Rio de Janeiro, Brasil, para as tribos Ingeae e Mimoseae,
dentre elas Inga laurina, Inga maritima e Albizia polycephala constatando a ocorréncia de
poliades acalimadas e com nimero igual a 16 gréos de p6len na formacéo destas poliades. Estes
dados confirmam os observados no presente trabalho para as mesmas espécies ocorrentes na
regido nordeste do Brasil. Os dados obtidos por estes autores relatam a ndo possibilidade de
diferenciar as espécies de Inga quanto ao nimero de grdos por poliade, o que também foi
detectado no presente trabalho quando compara-se 0 nimero de grdos de polen para a secao
Bourgonia da qual faz parte Inga laurina e outras duas espécies aqui mostradas. Entretanto,
para Inga maritima a qual pertence a secdo Psedinga foi possivel constatar a existéncia de outras
trés espécies com o mesmo numero de gréos na poliade e uma espécie, Inga dysantha com 24

grdos compondo sua poliade, diferenciando-se das demais espécies da mesma secéo do género,
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demonstrando ser a utilizagao desta ferramenta promissora na diferenciacdo de tdxons a nivel
infragenérico.

A contribuicdo da caracterizagdo por meio de diversos atributos observados nas
estruturas polinicas de diferentes espécies e principalmente das pertencentes a tribo Ingeae
possibilitaram definir padrbes especificos para cada género ou espécie. Desta forma, o estudo
dos palinomorfos representa mais um subsidio na definicdo taxonémica de espécies muito
proximas. Por se tratar de um método classico relativamente de baixo custo na confeccéo dos
resultados palinoldgicos, principalmente com o uso da microscopia 6ptica, o estudo polinico
mais amplo dos diferentes taxons podera contribuir para melhor classificagdo das espécies.
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APENDICES

Figuras

Figura I. Poliades de espécies pertencentes a tribo Ingeae. (A) Abarema cochleata (Willd.)
Barneby & JWGrimes, (B) Abarema cochlicarpos (Gomes) Barneby & JWGrimes, (C)
Abarema langsdorffi Benth.; (D) Albizia lebeck (L.) Benth., (E) Abarema turbinata (Benth.)
Barneby & J.W.Grimes, (F) Albizia polycephala (Benth.) Killip, (G) Albizia saman (Jacq.)

Merr., (H) Albizia subdimediata (Spling.) Barneby & JWGrimes; (1) Cedrelinga cateniformis
(Ducke) Ducke (todas as barras séo iguais a 50um).
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Figura Il. Poliades de espécies pertencentes a tribo Ingeae. (A) Calliandra bella Benth., (B)
Calliandra brevipes Benth., (C) Calliandra parvifolia (Hook. & Arn.) Speg.; (D) Calliandra
surinamensis Benth., (E) Calliandra bahiana var erythematosa Barneby, (F) Calliandra lintea
Barneby, (G) Calliandra elegans Renvoize, (H) Calliandra sincorana Harms e (I) Calliandra
mucugeana Renvoize. (todas as barras séo iguais a 50pm).
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Figura Ill. Poliades de espécies pertencentes a tribo Ingeae. (A) Chloroleucon dumosum
(Benth.) GPLewis, (B) Chloroleucon foliolosum (Benth.) GPLewis, (C) Chloroleucon
mangense (Jacg.) Britton & Rose; (D) Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong.; (E)
Hydrochorea corymbosa (Rich.) Barneby & JWGrimes; (F) Pithecellobium albicaule Britton
& Rose, (G) Pithecellobium diversifolium Benth., (H) Zygia cauliflora (Willd.) killip., e (I)
Zapoteca portoricensis var. portoricensis (Jacg.) H.M.Hern (todas as barras sdo iguais a 50um).
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Figura IV. Poliades de espécies pertencentes a tribo Ingeae, do género Inga: se¢do Bourgonia:
(A) Inga cylinddrica (Vell.) Mart., (B) Inga pezizifera Benth., (C) Inga semialata Willd. e secéo
Inga: (D) Inga edulis Mart., (E) Inga pilosula (Rico) J.F.Macbr., (F) Inga subnuda Benth., (G)

Inga uruguensis Hook. & Arn., (H) Inga vera subsp. Affins (DC.) T.D.Penn., (1) Inga vera
Willd. (todas as barras sdo iguais a 5S0um).
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Figura V. Poliades de espécies pertencentes a tribo Ingeae, do género Inga: se¢do Psedinga:
(A) Inga capitata Desv., (B) Inga dysantha Benth., (C) Inga vulpina Mart. Ex Benth. ; secdo
Longiflorae: (D) Inga rubiginosa (Rich) DC., (E) Inga cayennensis Benth.; segéo Leptinga: (F)
Inga flagelliformis (Vell.) Mart., (G) Inga sellowiana Benth.; secdo Tetragonae: (H) Inga striata
Benth. e secdo Multijugae: (1) Inga thibaudiana Dc.. (todas as barras sdo iguais a 50um).
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Tabela 1. Lista de espécies da tribo Ingeae utilizadas para a caracterizagdo palinolégica e seus
respectivos nimero de registro do herbario PEUFR / UFRPE e da Embrapa Pernambucana de Pesquisa

Agropeccudria IPA.

Género

Espécies

Registro

Abarema Pittier

Abarema cochleata (Willd.) Barneby & JWGrimes
Abarema cochlicarpos (Gomes) Barneby & JWGrimes
Abarema filamentosa (Benth.) Pittier

Abarema langsdorffii Benth

Abarema turbinata (Benth.) Barneby & J.W.Grimes

PEUFR-32895

PEUFR-28312

PEUFR-44123
IPA-29301
IPA-15504

Albizia Durazz

Albizia lebeck (L.) Benth.
Albizia pedicellaris (Dc.) L. Rico
Albizia polycephala (Benth.) Killip

PEUFR-12431
PEUFR-53909
PEUFR-19659

Albizia saman (Jacq.) Merr. PEUFR-4203
Albizia subdimediata (Spling.) Barneby & JWGrimes PEUFR-39660
Calliandra Bentham Calliandra bella Benth. IPA-15518
Calliandra brevipes Benth. IPA-66540
Calliandra longipes Benth. IPA-17593
Calliandra parvifolia (Hook. & Arn.) Speg. IPA-16511
Calliandra surinamensis Benth. IPA-52727
Calliandra squarosa Benth. IPA-23714
Calliandra tweedii Benth. IPA-23723
Calliandra virgata Benth. IPA-20455
Calliandra bahiana var erythematosa Barneby IPA-32455
Calliandra elegans Renvoize IPA-32980
Calliandra lintea Barneby IPA-64815
Calliandra mucugeana Renvoize IPA-32442
Calliandra sincorana Harms IPA-49982
Cedrelinga Ducke Cedrelinga cateniformis (Ducke) Ducke PEUFR-14899
Chloroleucon (Benth.) Chloroleucon dumosum (Benth.) GPLewis. PEUFR-8585

Britton & Rose

Chloroleucon foliolosum (Benth.) GPLewis
Chloroleucon mangense (Jacq.) Britton & Rose

PEUFR-22063
PEUFR-15702

Enterolobium Mart.

Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong.
Enterolobium gummiferum J.F.Macbr.
Enterolobium maximum Ducke
Enterolobium schomburgkii Benth.
Enterolobium timbova Mart.

PEUFR-34008
IPA-81835
IPA-737
IPA-8379
PEUFR-8649

Hydrochorea Barneby & J.
W. Grimes

Hydrochorea corymbosa (Rich.) Barneby & JWGrimes

PEUFR-31951

Inga Mill.

Inga alba (Sw.) Willd.

Inga blanchetiana Benth.
Inga capitata Desv.

Inga cayennensis Benth.
Inga cylindrica (Vell.) Mart.
Inga dysantha Benth.

Inga disticha Benth.

Inga edulis Mart.

Inga flagelliformis (Vell.) Mart
Inga heterophylla Willd.
Inga ingoides (Rico) Willd.
Inga laurina (Sw.) Willd.
Inga leiocalycina Benth.

PEUFR-35344
PEUFR-42321
PEUFR-26271

PEUFR-2242

IPA-20972
PEUFR-42271
IPA-7510
PEUFR-46797
PEUFR-26374
IPA-645
PEUFR-26269
PEUFR-28988
PEUFR-14888

52



Inga maritima Benth.

Inga pezizifera Benth.

Inga pilosula (Rich.) J.F.Macbr.
Inga ruiziana G. Don.

Inga rubiginosa (Rich.) DC.
Inga salzmanniana Benth.
Inga sellowiana Benth.

Inga semialata Willd.

Inga splendens Benth.

Inga stipularis DC.

Inga striata Benth.

Inga subnuda Benth.

Inga thibaudiana Dc.

Inga uruguensis Hook. & Arn.

PEUFR-695
IPA-8411
IPA-651
PEUFR-12274
IPA-7511
IPA-73717
PEUFR-172
PEUFR-53174
IPA-7517
IPA-7528
PEUFR-34014
PEUFR-18349
PEUFR-53899
PEUFR-39829

Inga velutina Willd. IPA-5947
Inga vera Subsp. affinis (Willd.) J. Leon PEUFR-28983
Inga vera Willd. PEUFR-6953
Inga vulpina Mart. ex Benth. IPA-14968
Leucochloron Barbenby & Leucochloron incuriale (Vell.) Barneby & JWGrimes PEUFR-174

J.W.Grimes

Pithecellobium Mart.

Pithecellobium albicaule Britton & Rose
Pithecellobium diversifolium Benth.
Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth.

PEUFR-14977
PEUFR-14198
PEUFR-52211

Samanea Samanea tubulosa (Benth.) Barneby & J.W.Grimes IPA-1603
Zapoteca Zapoteca portoricensis var. portoricensis IPA-48657
Zygia P. Browne Zygia cauliflora (Willd.) Killip IPA-15444

Zygia racemosa (Ducke) Barneby & Grimes

PEUFR-34787
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Tabela 2. Medidas dos tamanhos das poliades, niUmero de graos por poliades e padrdo da poliade das espécies da Tribo Ingae ocorrentes na regido
Nordeste do Brasil. Dados de tamanho em pm para as poliades.

Taxon da Tribo Ingeae Benth Poliade NG P NGc NGp Padréo da Poliade
Comprimento (pm) Largura (pm)

Abarema Pittier

Abarema cochleata (Willd.) Barneby & JWGrimes 105 107,5 1125 92,5 92,5 102,5 30 16 14 Subprolato
Abarema cochlicarpos (Gomes) Barneby & 87,5 105 122,5 70 82,5 92,5 24 12 12 Subprolato
JWGrimes
Abarema filamentosa (Benth.) Pittier 92,5 100 115 75 90 100 16 8 8 Prolato
Abarema langsdorffii Benth 87,5 92,5 100 71,5 87,5 92,5 16 8 8 Prolato esferoidal
Abarema turbinata (Benth.) Barneby & J.W.Grimes 87,5 95 105 80 90 100 16 8 8 Prolato esferoidal
Albizia Durazz
Albizia lebeck (L.) Benth. 70 80 85 67,5 75 82,5 16 8 8 Prolato esferoidal
Albizia pedicellaris (Dc.) L. Rico 85 87,5 95 77,5 80 87,5 16 8 8 Prolato esferoidal
Albizia polycephala (Benth.) Killip 75 80 85 65 72,5 82,5 16 8 8 Prolato esferoidal
Albizia saman (Jacg.) Merr. 117,5 125 145 95 107,5 125 32 16 16 Subprolato
Albizia subdimediata (Spling.) Barneby & JWGrimes 57,5 62,5 70 55 60 67,5 16 8 8 Prolato esferoidal
Calliandra Bentham
Secdo Androcallis Barneby
Calliandra bella Benth. 155 172,5 202,5 107,5 120 132,5 8 2 6 Elipsoide
Calliandra brevipes Benth. 152,5 182,5 200 87,5 110 112,5 8 2 6 Elipsoide
Calliandra longipes Benth. 137,5 167,5 177,5 90 95 105 8 2 6 Ellipsoide
Calliandra parvifolia (Hook. & Arn.) Speg. 125 132,5 150 75 87,5 97,5 8 2 6 Elipsdide
Calliandra surinamensis Benth. 170 187,5 232,5 100 110 130 8 2 6 Elipsdide
Calliandra squarosa Benth. 160 182,5 202,5 100 112,5 125 8 2 6 Elipséide
Calliandra tweedii Benth. 172,5 180 187,5 105 110 122,5 8 2 6 Elipsdide
Calliandra virgata Benth. 167,5 180 190 95 107,5 117,5 8 2 6 Elipséide
Secdo Monticola E.R. Souza & L.P. Queiroz
Calliandra bahiana var erythematosa Barneby 220 240 250 112,5 125 132,5 8 2 6 Elipsoide
Calliandra elegans Renvoize 190 202,5 220 90 100 1125 8 2 6 Elipsoide
Calliandra lintea Barneby 215 237,5 260 100 112,5 132,5 8 2 6 Elipsdide
Calliandra mucugeana Renvoize 197,5 225 245 92,5 105 1175 8 2 6 Elipsdide



Calliandra sincorana Harms
Cedrelinga Ducke
Cedrelinga cateniformis (Ducke) Ducke
Chloroleucon (Benth.) Britton & Rose
Chloroleucon dumosum (Benth.) GPLewis
Chloroleucon foliolosum (Benth.) GPLewis
Chloroleucon mangense (Jacq.) Britton & Rose
Enterolobium Mart.
Enterolobium contortisiliguum (Vell.) Morong.
Enterolobium gummiferum J.F.Macbr.
Enterolobium maximum Ducke
Enterolobium schomburgkii Benth
Enterolobium timbova Mart.
Hydrochorea Barneby & J. W. Grimes

Hydrochorea corymbosa (Rich.) Barneby &
JWGrimes
Inga Mill.

Secéo Bourgonia Bentham
Inga Alba (Sw.) Willd.
Inga cylindrica (Vell.) Mart.
Inga laurina (Sw.) Willd.
Inga pezizifera Benth.

Inga semialata Willd.
Secéo Longiflorae Pennington
Inga blanchetiana Benth.

Inga cayennensis Benth.

Inga rubiginosa (Rich.) DC.
Secéo Psedinga Bentham

Inga capitata Desv.

Inga dysantha Benth.

Inga disticha Benth.

Inga leiocalycina Benth.

Inga maritima Benth.

Inga ruiziana G. Don.

167,5

92,5

70
77,5
75

80
82,5
75
87,5
75

65

75
85
75
62,5
65

147,5
145
192,5

92,5
155
125
80
80
82,5

1887,5

97,5

80
85
80

90
92,5
87,5
97,5
82,5

72,5

77,5
92,5
87,5
67,5
70

187,5
165
202,5

112,5
180
137,5
92,5
92,5
87,5

202,5

102,5

87,5
100
95

105
100
95
105
87,5

82,5

87,5
97,5
100
72,5
75

212,5
200
230

120
205
152,5
102,5
102,5
92,5

100

72,5

62,5
65
62,5

67,5
75
70
75

67,5

57,5

62,5
80
75
60
60

125
112,5
125

87,5
137,5
107,5

67,5

72,5

67,5

105

77,5

67,5
75
70

80
85
75
82,5
70

65

75
85
77,5
62,5
65

150
137,5
140

95
145
127,5
82,5
80
72,5

117,5

85

75
87,5
77,5

92,5
87,5
82,5
97,5
75

72,5

85
92,5
87,5

70

70

175
162,5
157,5

105
162,5
142,5

87,5

110

80

8

28

28
32
24

32
28
28
28
32

28

16
28
16
16
16

32
30
30

16
24
16
16
16
16

16

16
16
12

16
16
16
16
16

16

0O 0O 00

12

12
16
12

16
12
12
12
16

12

o 00 0O

Elipséide
Subprolato

Subprolato
Subprolato
Subprolato

Prolato esferoidal
Prolato esferoidal
Subprolato
Subprolato
Subprolato

Prolato esferoidal

Prolato esferoidal
Prolato esferoidal
Prolato esferoidal
Prolato esferoidal
Prolato esferoidal

Subprolato
Subprolato
Prolato

Subprolato
Subprolato
Prolato esferoidal
Subprolato
Subprolato
Subprolato
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Inga salzmanniana Benth.

Inga stipularis DC.

Inga velutina Willd.

Inga vulpina Mart. ex Benth.
Secéo Inga Leodn

Inga edulis Mart.

Inga ingoides (Rico) Willd.

Inga pilosula (Rich.) J.F.Macbr.

Inga subnuda Benth.

Inga uruguensis Hook. & Arn.

Inga vera Willd.

Inga vera Subsp.affinis (DC.) T. D. Penn.
Secéo Leptiinga Bentham

Inga flagelliformis (Vell.) Mart

Inga heterophylla Willd.

Inga sellowiana Benth.
Secao Tetragonae Pennington

Inga striata Benth.
Secdo Multijugae Pennington

Inga thibaudiana Dc.
Secdo Spectabilis Pennigton

Inga splendens Benth.
Leucochloron Barbenby & J.W.Grimes

Leucochloron incuriale (Vell.) Barneby & JWGrimes
Pithecellobium Mart.

Pithecellobium albicaule Britton & Rose

Pithecellobium diversifolium Benth.

Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth.
Samanea (DC.) Merr.

Samanea tubulosa (Benth.) Barneby & J.W.Grimes
Zapoteca H. M. Hern.

Zapoteca portoricensis var. portoricensis
Zygia P. Browne

Zygia cauliflora (Willd.) Killip

125
92,5
192
155

145
145
112,5
137,5
122,5
132,5
137,5
85
70
62,5
147,5
137,5
137,5
105
95
70
65
1125
100

90

135
100
235
175

172,5
162,5
120
157,5
130
157,5
150
87,5
77,5
75
157,5
157,5
162,5
110
105,5
77,5
67,5
125
117,5

100

145

110

250
192,5

200
162,5
150
175
137,5
175
180
92,5
87,5
82,5
175
172,5
192,5
120
112,5
90
80
137,5
125

112,5

115
87,5
140
125

100
100
100
100
100
100
112,5
75
62,5
60
105
110
100
90
72,5
65
57,5
100
100

75

125
92,5
167,5

145

122,5
135
112,5
112,5
125
122,5
125
85
70
67,5
122,5
117,5
110
95
87,5
72,5
65
107,5
112,5

87,5

137,5
102,5
1887,5
162,5

140
1475
115
132,5
132,5
132,5
140
90
80
80
145
132,5
127,5
105
95
82,5
70
120
1175

105

16
16
30
30

32
20
20
28
16
20
24
16
16
16
30
30
28
24
28
16
16
30
16

30

16
16

20
10
10
16

10
12

16

16

16

12

16

16

16

14
14

12
10
10
12

10
12

(o]

14

14

12

12

12

14

14

Prolato esferoidal
Prolato esferoidal
Prolato
Subprolato

Prolato
Subprolato
Prolato esferoidal
Prolato
Prolato esferoidal
Subprolato
Subprolato
Prolato esferoidal
Prolato esferoidal
Prolato esferoidal
Subprolato
Prolato
Prolato
Subprolato
Subprolato
Prolato esferoidal
Prolato esferoidal
Subprolato

Prolato esferoidal

Subprolato
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Zygia racemosa (Ducke) Barneby & Grimes

67,5

75

87,5

62,5

67,5

75

16

8

Prolato esferoidal
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Resumo
A tribo Ingeae é um importante grupo de dentro da Caesalpinioideae, porém pouco

explorado citogeneticamente, além disso apresenta grande complexidade filogenética.
Objetivando caracterizar cromossomicamente seus individuos e situa-los num contexto
evolutivo foi realizada uma andlise citogenatica comparativa. Para tanto, foram empregadas
técnicas de colocaragdo com fluorocromos CMA e DAPI e andlise filogenética por inferéncia
Bayesiana na qual foi utilizada para reconstrugdo do nimero cromossémico ancestral pelo
ChromEvol. O nimero e padrao de distribuicdo das bandas CMA™ foram diferentes entre as
espécies de Calliandra secdo Androcallis tendo inclusive mais bandas do que a secdo
Microcallis. Essencialmente na se¢do Androcallis 0 nimero de bandas CMA™ ndo apresentou
associacdo ao nivel de ploidia. A reconstrucdo indica que o nimero cromossémico ancestral
para a tribo Ingeae é n = 13. O género Calliandra apresentou nimero ancestral n = 8. O evento
inferido com maior frequéncia foi o ganho cromossémico, porém, a duplicacdo apresentou o
maior saldo liquido de diversificagao.

Palavras-chave: ChromEvol, CMA/DAPI, Ingeae, diploidiza¢do, Caesalpinioideae
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Introducéo

As radiacBes evolutivas sdo comuns em muitas linhagens de plantas (Hughes e
Atchison, 2015; Hughes et al., 2015), principalmente em florestas tropicais e neotropicais
(Nicholls et al. 2015). Evidéncias, principalmente filogenéticas, sugerem que as radiacOes
recentes sdo responsavel por parte da riqueza das espécies (ver Hughes e Atchison, 2015;
Hughes et al., 2015; Nicholls et al. 2015). Contudo, as linhagens que se irradiam rapidamente
dificultam o estabelecimento de uma filogenia bem resolvida e apoiada, tornando-se um desafio
(por exemplo, Hughes e Eastwood, 2006; Kursar et al., 2009; Fior et al., 2013). Ademais, as
trajetorias de rapida diversificacdo de espécies através do tempo e do espacgo e 0s mecanismos
e processos evolutivos subjacentes permanecem pouco compreendidas (Nicholls et al. 2015),
necessitando de estudos complementares.

Para produzir um conjunto de dados maiores, muitos estudos recentes estdo usando
outros pardmetros para subsidia-los. A variabilidade cromossdmica observada em diversos
grupos de plantas com relagdo ao nimero cromossdmico, seu numero bésico, coloragdo
diferencial, localizacdo da sequéncia DNAr, entre outros podem ser bastante informativas e
vem se mostrando potencial na elucidagéo das relacGes filogenéticas e taxondmicas em grupos
de plantas. Recentemente, Marinho et al. (2019) mostrou que a baixa resolucao filogenética
entre as familias Anacampserotaceae, Cactaceae, Portulacaceae e Talinaceae (clado ACPT de
Cactineae) se deve a uma divergéncia desse clado num curto espaco de tempo, e que cada uma
dessas familias pode ser caracterizada por ndmeros cromossomicos basicos e eventos de
evolucdo cariotipica exclusivos. Mostrando, a importancia dessas sinapomorfias cariotipicas
como apoio para melhorar o entendimento de grupos filogeneticamente complexos.

A tribo Ingeae € um importante grupo dentro do clado Mimosoide recentemente
circunscrito na subfamilia Caesalpinioideae (AZANI et al., 2017). Representantes da familia
Fabaceae geralmente sdo relacionados a importancia econdmica de culturas importantes
(LEWIS; RICO ARCE, 2005). Atualmente programas como o The Legume Phylogeny
Working Group (LPWG) tem se empenhado em estimular a pesquisa para aumentar o repertorio
do conhecimento da filogenia e evolucdo das leguminosas (AZANI et al., 2017; BRUNEAU et
al., 2013).

Neste contexto, a citogenética oferece um leque de possibilidades no que concerne a
investigacdo evolutiva por meio principalmente de caracterizacdo cromossémica, a fim de
identificar alteracbes numeéricas e estruturais que sdo protagonistas do processo evolutivo
principalmente das angiospermas. Neste estudo, investigamos a variacdo cariotipica em
representantes da tribo Ingeae baseado em anélises citogenéticas comparativas. Foram

realizadas novas contagens de cromossomos e realizada dupla coloracdo de CMA / DAPI em
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espécies de Calliandra Benth. Os dados citomoleculares foram analisados baseando-se em uma

analise filogenética, a fim compreender o processo de evolugéo cariotipica na tribo Ingeae.

Material e métodos
Preparacdo e coloracao de laminas com CMA e DAPI

Pontas de raizes contendo tecido meristemético foram coletas e pré-tratadas com 8-
hidroxiquinoleina (8-HQ) 2mM, por 4 horas a 18 °C, em seguida as raizes fixadas em Solucéo
fixadora metanol /acido acético glacial 3:1 (v/v) por 24 horas e estocadas em freezer a -20 °C.

O preparo de laminas foi realizado inicialmente pela técnica de esmagamento proposto
por (GUERRA; SOUZA, 2002) com pequenos ajustes.

Para a coloragdo com fluorocromos cromomicina A (CMA) e o 4’,6-diamido-2-
fenilindol (DAPI) foi adotada a metodologia de Schweizer e Ambros (1994). As laminas foram
envelhecidas por trés dias a temperatura ambiente e, posteriormente, coradas com CMA a 0,5
mg/mL, por 60 minutos e posteriormente coradas com DAPI 2 pg/ml por 30 minutos e,

finalmente, montadas em tamp&o Mcllvaine-glicerol (1:1).

Alinhamento das sequéncias e andlise filogenética

A analise contou com 57 especies dentre as quais 54 compdem o grupo interno e 3 0
grupo externo (Tabela 1). Para andlise foi gerada uma matriz 4995 caracteres. Para analise
filogenética, foram escolhidos quatro marcadores sendo trés plastidiais (rpl32, rbcL e matK) e
um nuclear (ITS1-5.8S-1TS2). As buscas das sequéncias foram realizadas através do algoritmo
busca BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) na plataforma do NCBI (National Center
for Biotechnology Information) selecionando-se as com maior score. As sequéncias foram
alinhadas através do MUSCLE (EDGAR, 2004). O modelo de evolugao de sequéncia melhor
suportado foi determinado para cada locus de forma independente usando o programa
jModelTest v2.1.10(DARRIBA et al., 2012), onde os modelos evolutivos foram: TIM1+I+G
para ITS1-5.8S-1TS2, TVM+G para matK, TVM para rpL32 e TPM2uf+I para o rbcL. Como
esses modelos ndo foram encontrados no MrBayes, utilizouse 0 modelo GTR na inferéncia
Bayesiana que ¢ o modelo mais comum usado para filogenia, foi executada utilizando-se o
MrBayes 3.2.6 (HUELSENBECK; RONQUIST, 2001) em que a analise foi realizada por
10.000.000 de geracGes, amostrando a cada 350 arvores. Os primeiros 25% das arvores
amostradas foram descartados como burn-in, 20.000 arvores foram resgatas e selecionada a
melhor topologia. A visualizacdo e edicdo das arvores foram feitas no FigTree v1.4.3
(http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Reconstrucéo ancestral e inferéncia de mudancas no nimero de cromossomos
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Os nameros cromossémicos das espécies da tribo Ingeae foram obtidos da literatura
(Tabela 1). As contagens cromossdmicas foram consideradas nos casos em que foi possivel
confirmar as contagens de cromossomos a partir de microfotografias. As espécies que
apresentaram mais de um citétipo, apenas o menor nimero de cromossomos para cada espécie
foi usado na reconstrucdo do numero haploide ancestral. Utilizamos o ChromEvol 2.0 para
reconstruir o nimero cromossémico haploide ancestral e para determinar em quais pontos e
quantas vezes os niveis de ploidia mudaram ao longo da filogenia (GLICK; MAYROSE, 2014).
O programa usa oito modelos, que assumem diferentes tipos de transi¢cGes entre 0s nimeros
cromossémicos: ganho (referido como fissdes), perda (referida como fuséo), poliploidizacéo e
semi-poliploidizacdo. O melhor encaixe modelo foi avaliado usando a AIC (Critério de
Informacéo de Akaike). Os modelos que incluiram semi-poliploidizacdo foram excluidos, pois

este modelo assume que espécies teriam cariotipos 2n = 3x, 0 que ndo ocorre.

Resultados

Nossos resultados indicam que o provavel nimero cromossémico ancestral da tribo
Ingeae € n = 13. A reconstrucdo do ChromEvol indica que trés eventos ocorreram em Ingeae,
com uma frequéncia de ganho (disploidia ascendente por fissdo), perda (disploidia descendente
por fusdo) e duplicacdo (poliploidizacdo) iguais a 9, 7 e 6.5, respectivamente. O ganho
cromossémico foi o evento de maior frequéncia, porém a duplicacdo foi o que melhor se
distribuiu, tendo ocorrido em cinco linhagens concentradas apenas nos ramos terminais. As
fusbes igualmente ocorreram em cinco momentos, porém estdo presentes nos ramos mais
internos originando o clado Calliandra (n = 13 — fusao — n = 9), seguindo duas outras fusdes
(n =9 — fusdo — n = 8), em que uma originou o clado com as se¢Ges Calliandra e
Septentronales e o clado com as se¢do Microcaliis e Androcallis (Figura 1).

No género Calliandra houveram cinco eventos importantes, disploidia ascendente (n
= 8 — fusdo — n = 11) originando C. physocalyx na secdo Calliandra. Na se¢do Microcallis,
uma duplicacdo foi responsavel por originar C. depauperata (n = 8 — duplicacdo — n = 16).
Na secdo Androcallis, C. pittieri foi originado por duplicacdo (n = 8 — duplicagdo — n = 16),
C. sessillis por outro lado originou-se de dois eventos de duplicagdo consecutivos (n = 8 —
duplicagdo — n =16 — duplica¢do — n = 32). Calliandra dysantha originou-se de disploidia
ascendente seguida de duas duplicacGes consecutivas (n =8 — fissdo — n = 10 — duplicagao
— n =20 — duplicagdo — n = 40).

Os demais géneros da tribo Ingeae, apresentaram-se constante com n = 13, indicando
que eventos de variacdo cromossdmica ancestrais sdo quase exclusivos ao género Calliandra,
exceto por Albizia polycephala (n = 13 — duplicagdo — n = 26) (Figura 1). Ainda que ndo

sejam observadas variagdes nos ancestrais dos demais géneros, contagens cromossomicas na

62



Tribo apresentam grande variacdo no nivel de ploidia, desde citétipos tetrapldide (Inga laurina,
2n = 4x = 52), octaploide (Albizia polyphylla, 2n = 8x = 104) e decaploide (C. dysantha, 2n =
10x = 80).

O ndmero cromossdmico e o padrdo de distribuicdo de bandas CMA™ sdo mostrados
na tabela 1 e figura 1, respectivamente. O nimero de bandas e distribuicdo de CMA™ ndo
estiveram relacionados ao nivel de ploidia entre as espécies da secdo Androcallis. Espécies
aparentadas como em C. dysantha (2n = 10x = 80, 10 CMA") e C. macrocalyx (2n = 2x = 16, 8
CMAY") apresentaram caracteristicas cariol6gicas bastante distintas. No entanto, houveram
similaridades entre nimero e distribuicdo de bandas CMA* entre C. ulei, C. humbellifera, C.
arrisii e C. riparia (2n = 2x = 16, 6 CMA"). Calliandra sessillis (2n = 4x = 32, 4 CMA")
apresenta 0 mesmo nimero de bandas que C. macrocalyx, porém esta apresenta banda CMA™*
no braco longo de apenas um par cromossomico, enquanto C. sessillis possui todas as bandas
no braco longo. Na secdo Microcallis, C. depauperata (2n = 4x = 32) e C. leptododa (2n = 2x
= 16) apresentam ambas 4 sinais de CMA", porém localizados em C. depauperata apenas nos
bracos longos, enquanto que em C. leptopoda se encontra no braco longo de um par

cromossémico e outra no brago curto.

Discussao

A filogenia da tribo Ingeae mostra-se bastatanete desafiadora. Segundo Lavin et al.
(2005), as Mimosoideae apresentam uma baixa taxa de variagdo nucleotidica para 0s genes
matK e rbcL, o que pode explicar os grupos fracamente sustentados nos recentes estudos
filogenéticos (LUCKOW et al. 2003; MILLER et al. 2003), mesmo com analises filogenética
com quatro marcadores (plastidiais: rpl32, rbcL e matK, e nuclear: ITS1-5.8S-ITS2) o grupo
ainda apresenta muitas politonias e duvidas a respeito de sua histdria evolutiva. Evidéncias
fosseis e os dados moleculares combinados apontam essa baixa variagdo nucleotidica como
resultado da recente diversificacdo (15- 40Ma) e a extingdo de muitos dos seus taxons no inicio
do Terciario (LAVIN et al. 2005).

Os registros para 0 numero cromossémico da tribo Ingeae sdo poucos em relacdo ao
ao seu numero de espécies. O numero basico ancestral inferido para Ingeae foi n = 13 e se
manteve nos diversos géneros da tribo, , indicando estabilidade cariotipica, com excessdo de
Calliandra com n =9 (maior probabilidade). Pode-se observar que, no geral, a evolucdo do
nimero cromossdmico foi mais intensa neste género, indicando que eventos de variacdo
cromossOmica ancestrais sao quase exclusivos a ele, ou mesmo pela caréncia de registros para
mais espécies. Em Albizia polycephala o nimero cromossémico é resultado de uma duplicagéo,

mas mateve seu niimero basico ancestral n = 13.
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Apesar de n = 9 ter sido apontada como a maior probabilidade da reconstrucao ancestral
para o clado Calliandra (indicado pela seta, figura 1), o n = 8 (segunda maior probabilidade) e
parece mais proximo do que é observado na natureza, visto que a maior parte dos representantes
do género sdo multiplos de n = 8. A diferenca na probabilidade desses numeros basicos
ancestrais foi muito pequena e deve ter sido originada devido Calliandra physocaliyx
H.M.Hern. & M.Sousa da secdo Calliandra que apresenta n = 11, diferentemente das outras
espécies do género. Essa espécia ao que aparenta, € endémica de uma regido do Meéxico (GBIF
2019) podendo ter passado por recente processo de especiagdo. Nesse sentindo, o ChromEvol
deve ser usado ndo apenas para investigar estados ancestrais, mas também para interpretar 0s
eventos responsaveis pelas mudancas no numero de cromossomos ao longo das
filogenias(COSTA et al., 2017). Além do nimero cromossdémico béasico diferenciado dos
demais géneros da tribo, Calliandra apresenta outras caracteristicas peculiares em reala¢do a
tribo Ingeae e, até mesmo, em relacdo as demais Mimosoideae. Enquanto a maioria das
Mimosoideae apresentam prefloracao valvar e iniciacdo simultanea, Calliandra tem sépalas
com prefloracdo imbricada e iniciacdo unidirecional; além de estames com iniciacao helicoidal
diferentemente dos com iniciacdo simultdnea nas demais Mimosoideae (PRENNER 2004,
2005).

Apesar de n = 9 ter sido apontada como a maior probabilidade da reconstrucdo ancestral
para o clado Calliandra (indicado pela seta, figura 1), o n = 8 (segunda maior probabilidade) e
parece mais proximo do que é observado na natureza, visto que a maior parte dos representantes
do género sdo mdaltiplos de n = 8. A diferenca na probabilidade desses nimeros basicos
ancestrais foi muito pequena e deve ter sido originada devido Calliandra physocaliyx
H.M.Hern. & M.Sousa da secdo Calliandra que apresenta n = 11, diferentemente das outras
espécies do género. Essa espécia ao que aparenta, € endémica de uma regido do México (GBIF
2019) podendo ter passado por recente processo de especia¢do. Nesse sentindo, o ChromEvol
deve ser usado ndo apenas para investigar estados ancestrais, mas também para interpretar 0s
eventos responsaveis pelas mudancas no numero de cromossomos ao longo das
filogenias(COSTA et al., 2017). Além do nimero cromossdémico basico diferenciado dos
demais géneros da tribo, Calliandra apresenta outras caracteristicas peculiares em reala¢do a
tribo Ingeae e, até mesmo, em relacdo as demais Mimosoideae. Enquanto a maioria das
Mimosoideae apresentam prefloracao valvar e iniciacdo simultanea, Calliandra tem sépalas
com prefloracdo imbricada e iniciacdo unidirecional; além de estames com iniciacao helicoidal
diferentemente dos com iniciacdo simultdnea nas demais Mimosoideae (PRENNER 2004,
2005).
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Os principais eventos de variacdo cromossémica (fissdes e duplicacdes) foram
observados em ramos terminais, isso também foi observado em outros grupos de plantas
(CORREIA-DA-SILVA et al. 2014; MOTA et al. 2016; MARINHO et al. 2019). As fissdes
sdo mais frequentes, no entanto, elas se concentraram principalmente em C. dysantha
(frequéncia de fissdo, 8/9). Ja a duplicacdo apresentou-se distribuida em cinco ramos originando
4 espécies em Calliandra e uma em Albizia (frequéncia de duplicacéo, 6/7), apresentando um
maior origem de novas espécies. Por outro lado, as fusGes ocorreram em ramos internos,
contribuindo principalmente na formagdo do clado Calliandra (n = 13 — fusdao — n = 8),
indicando que eventos de fusdo sdo neutros em relagcdo aos processos de diversificacdo de longo
prazo, ndo aumentando ou diminuindo substancialmente 0s processos de
especiacdo(ESCUDERO et al., 2014).

Apenas os dados do padrdo de bandas CMA™ ndo representa um parametro eficiente
para diferenciacao de espécies na secdo Androcallis devido a presenca de quatro espécies com
mesmo padrdo, mas pode ser usado para diferenciar outras espécies na mesma Secao.
Naturalmente era de se esperar que espécies poliploides apresentassem numeros de bandas
CMA proporcionais ao nivel de ploidia, porém em Calliandra todos os poliploides analisados
apresentaram numero de bandas sem correspondéncia com nivel de ploidia quando comparado
com especies diploides aparentadas, como por exemplo, C. depauperata e C. leptopoda.
Durante o processo evolutivo, principalmente nas angiospermas, genes duplicados sdo muitas
vezes eliminados no processo de diploidizacdo pos-duplicacdo (GARSMEUR et al., 2014;
MANDAKOVA; LYSAK, 2018), onde ha frequentes eventos de rearranjos cromossdémicos
com inversoes e translocaces (MANDAKOVA; LYSAK, 2008). Este cenario de é observado
entre C. depauperata e C. leptopoda, em que possivelmente ocorreu uma inverséo.

A diploidizacdo e consequentemente rearranjos cromossomicos sd@o geralmente
observados em espécies que sofreram duplicacdo precoce (MANDAKOVA; LYSAK, 2008;
SOUZA et al., 2016), assim o padrdo de bandas ndo foi efetivo em mostrar evidéncias de
rearranjos ainda que em Calliandra, varias especies sejam derivadas de duplicacéo recente (<
5Ma) (DE SOUZA et al., 2013). Em Phaseolus vulgaris foram observadas poucas inversoes
quando comparado com P. lunatus, que provavelmente alteraram a posi¢do do centrémero,
onde as principais diferencas cariotipicas foram associadas a fracdo de DNA repetitiva. Em
muitos grupos sdo observadas tendéncia a reducdo do genoma (PUTTICK; CLARK;
DONOGHUE, 2015) que reflete a diploidizacdo em curso, com a reducdo do nimero de
cromossomos e reducdo do nimero de bandas CMA (COSTA et al., 2017).
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APENDICES
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Figura I: Reconstrucdo do numero cromossomico para as espécies da Tribo Ingeae inferida através do

ChromEvol 2.0. Gréficos de pizza representam as probabilidades dos nimeros cromossdémicos inferidos, onde

0s numeros indicam o ndimero cromossomico haploide que apresentam maior probabilidade; As formas

geométricas nos ramos indicam
descendente); tridngulo = perda (d

dois eventos possiveis de acordo ¢

0s eventos evolutivos que ocorreram; Quadrado = perda (disploidia
isploidia descendente) e circulo = duplicacdo (poliploidia), representam os
om o modelo evolutivo escolhido, inferido com uma expectativa > 0.5. Os

idiogramas a direita indicam o nimero e posicdo das bandas CMA*. A soma dos eventos individuais e o

nimero total de eventos sdo explicados na insercéo.
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Tabela 1: Espécies utilizadas na arvore, com o registro do nimero cromossémico encontrado na literatura par valores de n, 2n e outros citotipo,
seguido dos autores. (** = espécies utilizadas como grupo externo), (* = registros de nimeros de bandas CMA+ , dados obtidos na presente

pesquisa).

Espécies utilizadas na Arvore 2n Referéncia CMA+
Acacia tenuifolia (L.) Britton & Rose faled E.C.X.R. Santos et al. 2012

Albizia julibrissin (Roxb.) Prain 26 Yeh, M. S., H. YUASA & F. Maekawa. 1986.

Albizia lebbeck Benth 26 Tixier 1965, Mehra 1976

Albizia policephala (Benth.) Killip 52 Fedorov, 1974, Atchison 1951, Darlington, 1955
Albizia zygia (DC.) J.F.Macbr. 26 Cavel957

Calliandra depauperata Benth 32 Autor 4*
Calliandra dysantha Benth. 80 Autor 10*
Calliandra eriophylla Benth 16 Maekawa. 1986.

Calliandra haematocephala Hassk 16 Atchison 1951; Kumari. 1979

Calliandra harrisii (Lindl.) Benth. 16 Autor 6*
Calliandra houstoniana (Mill.) Standl. 16 Kumar, 1987; Sunita. 1980.

Calliandra leptopoda Benth. 16 Autor 4*
Calliandra macrocalyx Harms 16 Autor 8*
Calliandra magdalenae (DC.) Benth 16 (22) Goldblatt, 1984; Goldblatt & Johnson, 1991,
Calliandra physocalyx H.Hern & M. Sousa 22 Sanchez. 1988.

Calliandra pittieri Standl. 32 Shibata 1962; Fedorov, 1974;

Calliandra riparia Pittier 16 Autor 6*
Calliandra sessilis Benth. 64 Autor 8*
Calliandra surinamensis Benth 16 Kumar, 1987; Kumari & Sunita, 1980

Calliandra tergemina (L.) Benth 16 Hernandez, 1986

Calliandra tweedii Benth. 16 Kumari. 1979; Bir & Kumari 1978.

Calliandra ulei Harms 16 Autor 6*
Calliandra umbellifera Benth 16 Autor 6*
Cloroleucon tenuiflorum (Benth.) Barneby & J.W.Grimes 26 Fedorov, 1974; Darlington, 1955

Enterolobium contortisiliguum (Vell.) Morong 26 Cannon, 2015 Darlington, 1955

Enterolobium gummiferum (Mart.) J.F.Macbr. 26 BANDEL 1974.

Falcataria moluccana (Mig.) Barneby & J.W.Grimes 26 Huang. 1989
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Hesperalbizia occidentalis (Brandegee) Barneby &
J.W.Grime

Inga densiflora Benth

Inga edulis Mart

Inga feuilleei DC.

Inga heterophylla Willd

Inga laurina (Sw.) Willd

Inga leiocalycina Benth

Inga oerstediana Benth

Inga paterno Harms

Inga punctata Willd

Inga sapindoides Willd.

Inga sertulifera DC.

Inga spectabilis (\VVahl.) Willd.

Inga umbellifera (\VVahl) DC.

Lysiloma divaricatum (Jacg.) J.F.Macbr.

Lysiloma latisiliquum (L.) Benth.

Paraserianthes lophantha (Willd.) 1.C.Nielsen
Pithecellobium dulce (Roxb.) Benth

Pithecellobium unguis-cati (L.) Benth

Senegalia bahiensis ((Benth) Seigler & Ebinger *x
Senegalia riparia (Kunth) Britton & Rose **
Shinga acatlensis (Benth.) Barneby & J.W.Grimes
Wallaceodendron celebicum Koord.

Zapoteca alinae H.M.Hern.

Zapoteca formosa (Kunth) H.M.Hern.

Zapoteca portoricensis (Jacq.) H.M.Hern.

Zapoteca tetragona (Willd.) H. Hern.

13

13

13
13
13
13
13

22

26

26
26

26
*26 (52)
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26

26
26
26
26
26
26

Rico 1992.

Hanson, 1995.

Shibata, 1962; Hanson, 1995.
Teppner, 1998; Shibata 1962.
Hanson, L. 1995

*Autor, Hanson, 1995.
Hanson, 1995.

Hanson, 1995.

Hanson, 1995.

Hanson, 1995.

Hanson, 1995

Hanson, 1995.

Hanson, 1995.

Hanson, 1995

Darlington, 1955
Jarolimova. 1994.

Kumar, 1987 ; Fedorov, 1974
Cannon, 2015, Kumar, 1987
Maekawa. 1986

E.C.X.R. Santos et al. 2012
E.C.X.R. Santos et al. 2012
Rico 1992, Cannon, 2015
Cannon 2015, Goldblatt 1981

Cannon, 2015; Hernandez 1989.

Hernandez,1986
Husaini. 1982; Hernandez 1989.
Hernandez 1989
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