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SILVA, JANAINA TEIXEIRA. Caracterizacdo citogenética de espécies e
variedades de bambu com potencial econémico no Nordeste brasileiro. 2007.
Orientador: Silmar Gonzaga Molica. Co-orientadores: Reginaldo de Carvalho e
Gérman H. G. Céspedes

RESUMO

Bambusa vulgaris € amplamente cultivada nos estados de Pernambuco,
Paraiba e Maranhéo, visando a producao de celulose com fibras mais longas
para fabricacdo de papel de alta qualidade para embalagens. O programa de
melhoramento das espécies de bambu na regido depende do estudo da
variabilidade citogenética para disponibilizar informagdes de seus potenciais
para manipulagdo genética. O presente trabalho teve por objetivo caracterizar
citogeneticamente, através de técnica convencional, bandeamento com
fluorocromos (CMA3; e DAPI) e com Nitrato de Prata (AgNO3), seis espécies de
bambu, sendo duas variedades com potencial econdmico para o Nordeste. Os
resultados obtidos mostraram semelhanga no numero cromossdémico de
Dendrocalamus giganteus (2n=64), D. strictus (2n=64), D. asper (2n=64),
Bambusa tuldoides (2n=64), como também para B. textilis (2n=72) e B. vulgaris
var. vittata (2n=72), tendo a ultima numero distinto de sua outra variedade B.
vulgaris var. vulgaris (2n=54). Os numeros basicos sugeridos variaram de x=8
a x=12 e o nivel de ploidia de hexaploide a octapldide. Em geral, as espécies
apresentaram elevado numero cromossOmico e cariotipo assimétrico. Os
nucleos interfasicos foram dos tipos semi-reticulado com presenca de alguns
cromocentros. A morfologia dos cromossomos para todas as espécies
analisadas variou de metacéntrico a submetacéntrico. A dupla coloragdo com
fluorocromos CMA; e DAPI evidenciou blocos CMA;*/DAPI™ na regi&o terminal
em cromossomos de todas as espécies analisadas. Nesta coloragdo, em
metafases, constricdes secundarias mostraram-se distendidas e evidenciaram
satélites nas espécies B. tuldoides e B. textilis, assim como, em D. asper e D.
giganteus. As demais espécies mostraram blocos que evidenciaram as RON’ s.
A coloragdo com AgNO3 mostrou a ocorréncia de apenas um grande nucléolo

ocupando grande parte do nucleo interfasico em todas as espécies.
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SILVA, JANAINA TEIXEIRA. Cytogenetic characterization of species and
varieties of bamboo with economic potential in the Brazilian Northeast. 2007.
Adviser: Silmar Gonzaga Molica. Comitte: Reginaldo de Carvalho and Gérman
H. G. Céspedes

ABSTRACT

Bambusa vulgaris is cultivated in Pernambuco, Paraiba and Maranhao states,
aiming at to the production of cellulose with longer staple fibres for manufacture
of high quality paper for packings. The improvement program of this and the too
much species of bamboo in the region depends on the study of the cytogenetic
variability to inform of its potentials for genetic manipulation. The present paper
characterized cytogenetically six species, with two varieties of bamboo with
economic potential for the Northeast of Brazil using conventional technique,
banding with fluorochromes (CMA; and DAPI) and Nitrate of Silver (AgNO3).
The results had not shown differences in the chromosomic number of the
species Dendrocalamus giganteus (2n=64), D. strictus (2n=64), D. asper
(2n=64) and Bambusa tuldoides (2n=64), as well as B. textilis (2n=72) and B.
vulgaris var. vittata (2n=72), however the last specie had distinct number of its
another variety B. vulgaris var. vulgaris (2n=54). The basic numbers ranges
from x=8 to x=12 and the level ploidy varied from hexaploid to octaploid. In
general, the species had presented high chromosomic number and had not
presented karyotype symmetrical. The structure of the interphase nucleus had
been semireticulated with presence of some chromocenteres. The morphology
of the chromosomes for all the analyzed species consist of metacentric and
submetacentric. The double coloration with fluorochromes CMA; and DAPI
evidenced blocks CMA3"/DAPI in the terminal region in chromosomes of all the
analyzed species. In this coloration, in metaphase, had revealed secondary
constrictions and had evidenced satellites in B. tuldoides, B. textilis, D. asper
and D. giganteus. The others species had evidenced NOR's (Nucleolar
Organization Regions). The coloration with AgNO3; showed the occurrence of
only one great nucleolar that occupies almost all part of the interphase nucleus

in all the species.

Vi
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1. INTRODUGAO

As espécies vegetais conhecidas como bambus pertencem a familia
Poaceae, uma das maiores entre as angiospermas, com cerca de mil espécies
subordinadas a aproximadamente 651 géneros, representados em muitas
regibes do mundo, sendo dividida em seis subfamilias (CLAYTON e
RENVOIZE, 1986). A subfamilia Bambusoideae destaca-se por conter espécies
ocorrentes na floresta tropical, estendendo-se até regides temperadas
(DAHLGREN et al., 1985).

A maioria das espécies de bambu esta distribuida nos continentes
Asiatico e Americano, nos quais sao componentes tipicos e bastante visiveis
da flora. Na América, em geral, tém porte herbaceo, ocorrendo freqientemente
na Mata Atlantica. As espécies mais conhecidas de bambu tém origem na Asia,
que é considerada o berco e o centro de biodiversidade (BERALDO, 2002).

Segundo Bonilla (1991), o bambu tem caracteristicas comercialmente
importantes como facilidade de reprodugédo, curta rotagao, alta longevidade e
alta produtividade, razdo pela qual tem sido intensamente usado para a
obtengdo de biomassa para extragcdo de celulose de fibras longas para
fabricagdo de papel de alta resisténcia. A maior produgao é obtida no Nordeste
do Brasil, em particular nos Estados de Pernambuco, Paraiba e Maranhao,
onde estdo os maiores plantios mundiais, usando Bambusa vulgaris. Em geral,
outros paises exploram basicamente populagdes naturais.

Em muitas espécies de bambu, cruzamentos podem ser inviaveis pelo
ciclo reprodutivo incerto. A floracdo pode ser ciclica, mas restrita as plantas
fisiologicamente maduras, em intervalos de 60 a 120 anos, ou floragdo Unica e
tardia, precedendo a morte da planta (FILGUEIRAS, 1988).

Devido a reprodugao sexual incerta, o melhoramento genético do bambu
é feito, em geral, por clonagem de individuos selecionados dentro da variagéo
genética natural de populacbes-base das melhores espécies e racgas
geograficas. O melhoramento posterior depende da manipulagdo de caracteres
uteis por poliploidizacdo dos cromossomos ou por fusdo de protoplastos

(hibridagdo somatica). Nesses casos, € importante contar com determinagdes
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citogenéticas, como o numero de cromossomos e, por extensao, do parentesco
filogenético entre ragas geograficas ou espécies (STEBBINS, 1971).

A citogenética é a especialidade que trata de observagdes que permitem
a caracterizagdo do material genético das células, em especial numero e
morfologia de cromossomos, durante fase reprodutiva especifica de células de
tecidos em crescimento, que sejam favoraveis a visualizagdo, em geral apices
radiculares (GUERRA, 1988). Assim, determinagbes cromossémicas,
estudadas pela citogenética, associadas a observacdo de caracteres
fenotipicos e da distribuicdo geografica, podem contribuir para taxonomia e
para o melhoramento genético.

O objetivo da pesquisa foi fornecer informagdes citogenéticas sobre seis
espécies de bambus, sendo duas variedades, utilizadas como importantes
culturas para a producido de papel e celulose no Nordeste do Brasil, com a
finalidade de caracterizacdo cromossémica intra e interespecifica além dos
niveis de ploidia desses acessos, para subsidiar futuros trabalhos de

taxonomia, evolugdo e melhoramento genético.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. IMPORTANCIA ECONOMICA DOS BAMBUS

O bambu tem acompanhado o desenvolvimento do ser humano desde o
principio do desenvolvimento tecnoldgico, sendo conhecido no oriente como
planta dos mil usos. Entre suas aplicacbes destacam-se a alimentagdo, uso
medicinal, producdo de cosmeéticos, fabricacdo de instrumentos musicais,
artesanatos, construgao civil, fabricacido de papel, combate a erosao, protecao
de margens de rios e reservatérios de agua do assoreamento, quebra-ventos,
recuperagcdo ambiental, entre outros. Além disso, € uma cultura ecoldgica, por
apresentar baixos impactos ambientais, podendo ser usada como protetor e
regenerador do solo (RAO et al., 1998).

A sua elevada utilidade se deve as suas excelentes caracteristicas
quimicas, mecanicas e fisicas, como por exemplo, alta resisténcia mecanica e
durabilidade dos colmos, tendo as vantagens do ciclo curto e da producéo de
colmos assexuadamente por muitos anos sem replantio (LITTLE e
WADSWORTH, 1964; BANIK, 1988).

Espécies de bambus ocorrem naturalmente em todos os continentes,
com excec¢ao da Europa, fornecendo matéria-prima de elevada importancia
particularmente nos paises asiaticos, em que faz parte de uma cultura milenar
e serve como fonte de renda para mais de um bilhdo de pessoas. Contudo, o
bambu ainda € pouco conhecido e divulgado na América Latina, pois paises
como Venezuela, Coldmbia, Peru e Costa Rica, que tém grandes areas
florestais de bambu, fazem pesquisas muito restritas a seu uso na producao
industrial e a sua exploragcao (HIDALGO-LOPEZ, 2003).

No Brasil, dentre as espécies comerciais introduzidas, destaca-se
Bambusa vulgaris, usada em reflorestamentos para a producéo de celulose de
fibra longa principalmente na regido Nordeste, chegando a ocupar de 35.000 a
40.000 ha (TOMAZELLO-FILHO e AZZINI, 1987). No estudo do potencial para
fornecimento de fibras longas para a produgao de papel Kraft pela industria
papeleira Bambusa vulgaris mostrou alto potencial devido a producéao de fibras
longas, em comparacao a Pinus elliotti (GOMIDE et al., 1982).
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Comparando cinco espécies/variedades de bambu (Bambusa vulgaris
var. vittata, B. vulgaris var. vulgaris, B. tuldoides, Dendrocalamus giganteus e
Guadua angustifolia) com madeira de eucalipto, para analise de produgédo e
caracterizagdo de carvado vegetal, Brito et al. (1987) observaram valores de
densidade aparente dos colmos de Bambusa tuldoides e B. vulgaris var. vittata

superiores aos da madeira de eucalipto.

2.2. TAXONOMIA DOS BAMBUS

Os bambus representam um dos grupos de monocotileddneas arboreas
semelhantes a dicotiledoneas em termos tamanho e tipo de ramificagdo, sendo
o Unico com gramineas arbéreas ocorrentes no mundo (CALDERON e
SODESTRON, 1980).

Estudando a familia Gramineae com base em caracteres vegetativos e
reprodutivos, Adanson (1763) dividiu-a em dois grupos gerais, Poae e Panica.
Brown (1814), baseado na estrutura da frutificagdo, conceituou esses dois
grupos em duas tribos chamando-as de Poaceae e Paniceae.

Posteriormente, Kunth (1815) apresentou uma lista de dez grupos dentro
da familia Gramineae, sendo o décimo os bambus, na primeira aparicdo no
sistema taxonémico, em que foram classificados como Gramina Bambusaceae.

Em Berlim, Link (1827) listou as plantas cultivadas, e, entre elas, estava
a cultivar Bambusa glaucescens, de origem oriental, com pequenas folhas e
ramos delgados, mas com grande poder de adaptagéao.

A partir de entdo, os bambus foram observados mais detalhadamente
por Nees (1829), com um experimento pioneiro no Brasil, que dividiu o grupo
dos bambus em dois, que sao os herbaceos e os arbéreos.

Posteriormente, Stebbins e Crampton (1961) langcaram um sistema de
classificagdo para as gramineas da América do Norte, em que bambus
herbaceos e arbdéreos misturavam-se, deixando a subfamilia Bambusaceae
bastante heterogénea. Isto elevou a subfamilia Bambusoideae, com sua
divisdo nos grupos: Bambuseae (incluindo o género Bambusa), Arundinariae

(incluindo o género Arundinaria) e Streptochaea.
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Os géneros arbéreos e herbaceos em relagao a morfologia morfologia e
anatomia sdo muito parecidos, sendo por isso, compreendidos na subfamilia
Bambusoideae (CALDERON e SODESTRON, 1980).

Bambus do tipo arboreo tém colmos lenhosos e caules segmentados
muito fortes, possui sistema radicular bem desenvolvido e complexo, com
florescimento em longos intervalos. Distribuem-se nas regides tropical e
subtropical, podendo desenvolver-se em regides frias e em altitudes superiores
a 4.500 m, em geral associados com plantas arboreas como as da floresta
tropical. Os bambus herbaceos sdo muitos pequenos e delicados, com colmos
que diferem dos arbdéreos e nao sobrevivem a baixas temperaturas e altitudes
maiores que 1.000 m (VERMAH e BAHADUR, 1980).

Atualmente a familia Poaceae possui sete subfamilias: Arundinoideae,
Bambusoideae, Centothecoideae, Chloridoideae, Panicoideae, Pooideae,
Stipoideae, sendo a Bambusoideae uma das mais importantes (CALDERON E
SODESTRON, 1980).

A subfamilia Bambusoideae esta dividida em tribos, levando-se em
conta caracteristicas da semente, anatomia das folhas, morfologia e numero
cromossémico. A tribo Bambusae, que inclui os bambus, foi agrupada na
subfamilia Bambusoideae quando estas caracteristicas dos seus componentes
foram comparadas com as caracteristicas dos componentes das outras tribos,
Panicoidae, Festucoidae e Choridoidae. (RAO, 2000).

Quanto ao tipo de crescimento, ha dois grupos de espécies de bambu:
entoucerantes (paquimorfos) e alastrantes (leptomorfos). Os primeiros
constituem a maioria das espécies tropicais e subtropicais, como as dos
géneros Bambusa, Dendrocalamus, Thyrsostachys e Guandua, todos
introduzidos da Asia, os quais se adaptam bem a temperaturas mais altas,

tendo um consideravel interesse para o Brasil (SALGADO, 1987).

2.3. MELHORAMENTO GENETICO DOS BAMBUS

O melhoramento genético é basicamente feito pela selecdo de espécies,
ecotipos e individuos reprodutivos, usados para producdo de clones ou

sementes, com o objetivo de obter caracteristicas uteis que atendam requisitos
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silviculturais, industriais ou comerciais relativos ao local de cultivo e ao uso das
plantas (WRIGHT, 1964).

As caracteristicas desejaveis em plantas de bambu para cultivo visando
producao de celulose relacionam-se com adaptabilidade das plantas ao clima e
ao solo, reduzindo o custo de produgcdo, com a qualidade das fibras
celuldsicas, avaliada principalmente pelo comprimento, e com a produtividade
em quantidade de biomassa, expressa pelo numero, altura, didmetro, e
particularmente, peso dos colmos (MAOYI, 1998).

Variagoes inter e intra-especificas sdo comuns entre bambus, mesmo a
maioria deles sendo considerada de propagacao vegetativa, ja que sementes
sdo raramente formadas (GUANG-ZHU e CHEN, 1987). Assim, a poliploidia
tem um efeito essencial na variabilidade genética do bambu. Guang-zhu (1987)
relatou que Bambusa variostriatus seria uma mutante natural, pois a espécie
apresentava um grande numero cromossémico de 2n = 96.

Mutantes espontaneos foram detectados em Bambusa vulgaris,
Bambusa bamboos, Oxytennthera abyssinica, Phyllostachys edulis e Guadua
angustifolia mostrando variagcbes morfoldégicas e na estrutura dos colmos
(VENKATHESH, 1992).

Mutagbes induzidas foram testadas, mas de maneira incerta. Ueda
(1960) nédo obteve sucesso induzindo mutagéo artificial em bambu, tratando
sementes de Phyllostachys reticulata e Bambusa bamboos com raios-X. Mas a
irradiacéo com raios gama de sementes de Dendrocalamus stricus produziu um
mutante artificial de floragdo rapida, porém as sementes foram inviaveis
(KAPOOR e SHARMA, 1992).

No caso do uso de melhoramento genético por fusdo de protoplastos,
para substituir a hibridagdo em espécies de reprodugcao assexual, o grau de
ploidia pode definir a possibilidade de éxito, pois a compatibilidade dos
genomas depende do pareamento dos cromossomos. A fusdo de protoplastos
pode ser bem sucedida se os numeros cromossémicos entre células a serem
fundidas forem idénticos, mas, se os numeros cromossémicos forem diferentes,
ha incompatibilidade na reproducado celular por meiose (FERREIRA et al.,
1998).

Hibridos interespecificos de Bambusa e hibridos intergenéricos entre

Bambusa, Dendrocalamus, Phyllostachys e outros tiveram boa vitalidade, bom
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potencial de reproducdo e boa adaptabilidade, sendo muito cultivados na
China. O crescimento de colmos fortes, a forma dos colmos, o tamanho de
fibras e a resisténcia ao frio dos hibridos foram analisados e alguns deles foram
cultivados em outros paises (GUANG-ZHU, 1997).

Hibridos naturais podem ocorrer quando acontecem florescimentos
simultaneos entre espécies diferentes de bambu numa mesma regiéo da india
(BANIK, 1996). Sementes de Dendrocalamus longispathus coletadas tinham
caracteres morfologicos de hibridos (HASAN, 1979).

Venkatraman (1937) nédo teve éxito ao hibridizar cana-de-agucar e
bambu, sendo que os estudos indicaram que a fertilizagdo dos gametas
ocorreu, mas o embrido e o endosperma nao se desenvolveram. Cruzamentos
entre clones de Saccharum officinarum, S. robustum e S. spontaneum, como
materiais femininos, e Bambusa arundinacea nao foram bem sucedidos, pois
foram evidenciadas, em um dos cruzamentos, anomalias no crescimento do
tubo do grao de pdlen, em outros dois houve fertilizagdo, mas o ovario se
desenvolveu apenas por 3 ou 4 dias e o embrido foi abortado. Usando a
Bambusa como material feminino, em 960 cruzamentos, apenas 4 sementes
foram produzidas, mas n&o ocorreu desenvolvimento de hipocétilo e depois de
4 dias apenas 5% dos floretes tiveram desenvolvimento embrionario normal, os
demais foram degenerados (RAO et al., 1967).

As variagdes genéticas entre populagdes ou espécies podem ser usadas
em melhoramento genético, por selegao, hibridagdo ou indugdo de mutagdes. A
adaptacao de individuos mutantes e de seus descendentes pode, ao longo do
espaco, dividir uma populagdo em subpopulagdes, que podem sofrer selegéo
contra combinacbes sexuais, sendo sexualmente isoladas como racas
geograficas, chamadas citétipos, que, de imediato ou ao longo do tempo,
podem evoluir a espécies (GUERRA, 1990).

Se a indugdo de mutagbes nao € viavel ou vantajosa para o
melhoramento genético, pode ser essencial a ampliagdo da colegcdo de
germoplasma, com base nas variedades ou espécies disponiveis, por meio da
introducdo e comparacéao in loco de novos individuos reprodutivos de outras
procedéncias geograficas ou de novas espécies, para se efetuar uma nova
selecdo (WRIGHT, 1964).
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2.4. ESTUDOS CITOGENETICOS EM PLANTAS SUPERIORES

Entre as especialidades da genética, a citogenética trata da
caracterizagdo do material genético celular, em especial numero e morfologia
cromossbmica, em fase reprodutiva especifica de células de tecidos em
crescimento e favoraveis a visualizagdo, como apices radiculares (GUERRA,
1988).

No contexto geral, as caracterizagbes carioldgicas, sejam classicas,
especializadas ou associadas a técnicas modernas de engenharia genética,
por detectarem polimorfismo citogenético, sdo importantes na definicdo de
variacdo dentro de uma espécie, ou seja, entre ragas geograficas, variedades,
ou entre espécies (HESLOP-HARRISSON e SCHWARZACHER, 1993).

No contexto especifico, segundo Guerra e Nogueira (1990), o uso mais
comum da citogenética € em estudos filogenéticos e taxonémicos, relacionando
determinagdes citogenéticas com caracteres vegetativos ou reprodutivos que
afetam a adaptacdo geografica e a evolugdo e com caracteres botanicos
usados na taxonomia vegetal.

A analise citogenética complementa o uso da similaridade morfologica
ou fisiolégica na taxonomia botanica (citotaxonomia), tendo a vantagem de o
cariotipo ser relativamente mais constante e definir mais o rumo evolutivo do
que a morfologia ou a fisiologia do vegetal devido a influéncia nestes do
ambiente (HESLOP-HARRISSON e SCHWARZACHER, 1993).

Alteracdes cromossOmicas estruturais, como delecdo, duplicagao,
inversdao e translocagdo, mudando a posicdo do gene em relagdo a
heterocromatina que inibe a leitura génica, podem alterar a expressao génica, a
recombinagcdo e o fluxo génico por cruzamento. Alteragdes do numero de
cromossomos podem isolar, de pronto, um polipléide e sua(s) espécie(s)
ancestral (is) (GUERRA, 1988).
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2.4.1. ANALISE CITOGENETICA CONVENCIONAL

Uma das técnicas citogenéticas comumente mais utilizadas é a
coloracéo convencional seguida de observagdao microscopica. Como o numero
e a estrutura dos cromossomos podem sofrer variacbes entre espécies,
variedades e individuos e a maioria das determinagées cromossémicas ¢é feita
em um ou em poucos individuos, salientando que a repeticdo da técnica
utilizada € um importante fator de seguranga. (GUERRA, 1986).

Um exemplo da contribuicdo da analise citogenética convencional na
deteccdo de alteracbes numéricas foi realizado por Nishikawa e Sato (2003),
em que espécies do género Erigeron (Asteraceae) exibiram numero diploide de
2n = 18 para E. miyabeanus, E. thunbergii subsp. glabratus e E. thunbergii
subsp. glabatrus f. kirigishiensis, enquanto a espécie E. thunbergii subsp.
glabratus var. heterotrichus diferenciou-se das demais apresentando individuos
com 2n = 18 e 2n = 27, sendo considerado um triploide baseado em x = 9.

Variagbes numeéricas sao observadas dentro e entre familias e géneros.
No caso da familia Oxalidaceae, destaca-se o trabalho de citogenética
desenvolvido por Azkue (2000) que, utilizando coloragdo convencional com
Feulgen, contribuiu na analise do curso evolutivo do grupo. As Oxalis sao
marcadas tanto por variagbes morfolégicas como numéricas. As espécies
encontram-se agrupadas em segdes subsidiadas principalmente por caracteres
morfolégicos, mas, citogeneticamente, apresentam seis diferentes numeros
basicos x = 5, 6, 7, 8, 9 e 11, sendo estes muito importantes nas relagdes
filogenéticas entre espécies. Com a descricdo dos caridtipos muitas secgdes
apresentaram caracteristicas proprias, destacando-se o numero basico, a
morfologia e o tamanho cromossémico ou ainda séries poliploides.

O género Cassia (Caesalpinoideae) destaca-se por variagbes numéricas
entre espécies, podendo ser considerado um grupo multibasico, com x = 6, 7,
8,9, 10, 11, 12, 13 e 14. Como a familia é descrita com x = 7, o género Cassia
também é considerado com x = 7, mas tendo amplas variacbes causadas por
disploidia. Durante o curso evolutivo, rearranjos cromossdmicos podem ter
tornado o caridtipo heterogéneo, sendo, portanto, primitivas as espécies dos
géneros Caesalpinia e Bauhinia, devido ao cariétipo bastante simétrico e de
morfologias similares (SOUZA e BENKO-ISEPPON, 2004).
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Os géneros Oplismenus, Elymus e Fetusca, da familia Poaceae, séo
cosmopolitas e tém sido bem estudados citologicamente. Analise convencional
feita por Murray e Ernst (2000), usando o corante Feulgen e orceina lacto-
acética mostrou grande variagdo no numero cromossémico de 2n = 28 até
2n=84 em Elymus, 2n = 14 até 2n = 70 para Fetusca, com algumas
aneuploidias relatadas. O género Oplismenus apresentou poliploidia e
variagoes inter e intraespecificas abundantes, com 2n = 18, 36, 54, 72, 90 para
X =9 e 2n = 20, 40, 60 para x = 10, e uma espécie apresentou 2n = 44,
aparentemente baseado em x = 11.

A analise convencional tem permitido varias observacgdes no decorrer do
ciclo mitético e divisdo meidtica. Nos nucleos interfasicos sdo evidentes regides
condensadas, denominadas heterocromaticas, e estruturas densas, conhecidas
como cromocentros. A partir da quantidade de eucromatina condensada os
nucleos interfasicos comportam-se em trés padrdes principais: arreticulado, no
qual a eucromatina se encontra descondensada e os cromocentros ficam
distintos; reticulado, se a maior parte da eucromatina se condensa; ou semi-
reticulado, onde as regides condensadas tanto sdo formadas por
heterocromatina como por eucromatina (GUERRA, 1985).

A forma da reorganizagao e condensacgao da cromatina nos periodos de
interfase até a metafase também sao uteis na avaliagao citogenética, indicando
a regidao onde se inicia condensacdo cromossémica (HAO et al., 1994). Em
bromelidceas, a prometafase mostrou condensagdo proximal, ou seja,
condensacgao proxima ao centrémero (GITAI et al.,, 2005). O género Senna
(Caesalpinoideae) destaca-se em relagéo ao padrao de condensagéo, pois tem
condensagao homogénea em toda extensdo cromossdmica, enquanto esta é
proximal na maioria dos vegetais (SOUZA e BENKO-ISEPPON, 2004).

2.4.2. BANDEAMENTO CROMOSSOMICO

Se a analise convencional ndo evidencia as possiveis variacoes existentes, em
caridtipos similares, técnicas citogenéticas mais refinadas sao essenciais
(SUMNER, 2003).

O bandeamento C é uma das técnicas na citogenética vegetal utilizada

para localizar regides de heterocromatina constitutiva e evidencia sua
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localizagdo em cada cromossomo (SCHWEIZER, 1976). Populagdes diploides
(2n = 10) e tetraploides (2n = 20) de Gibasis (Commelinaceae) apresentaram
altos niveis de variacbes heterocromaticas dentro e entre populagdes
(KENTON, 1987).

Em milho foi possivel identificar o padrao de bandas heterocromaticas
de dois parentais em uma variedade hibrida pela técnica de bandeamento C
(AGUIAR - PERECIN, 1985). No hibrido Triticale (trigo x centeio), o padréo de
bandas heterocromaticas peculiares a cada espécie parental auxiliou na
identificacdo dos cromossomos dos dois parentais (SEAL e BENNETT, 1982).

Outra técnica de bandeamento usada para se efetuar analise
citogenética fina em algumas espécies de dificil observagao € a coloragdo com
fluorocromos, que consiste na aplicagdo de corante fluorescente para
marcagao diferencial de segmentos cromossOmicos evidenciando possiveis
variagdes na estrutura e na composigao da cromatina ao longo dos bracgos.
Esta técnica se relaciona a heterocromatina constitutiva, e as variagdes
decorrentes desta coloragcdo sao diferengas em propriedades fisico-quimicas
da cromatina do cromossomo, que se apresentam na forma de segmentos
diferencialmente corados, denominados blocos (SCHWEIZER, 1976).

Os corantes fluorescentes base-especificos mais utilizados sédo o DAPI
(4’,6-diamidino-2-fenil-indol), que tem afinidade por regides do DNA ricas em
pares de bases A-T, e o CMA3 (Cromomicina As), que tem afinidade por pares
de bases G-C (SCHWEIZER, 1976). Esta dupla coloragdo permite uma
identificacado precisa de cromossomos, bem como na avaliagdo da composi¢cao
de DNA-satélite, o qual equivale a heterocromatina altamente repetitiva
(SUMNER, 1990).

Um bom exemplo do uso desses corantes fluorescentes como
ferramenta foi demonstrado por Guerra et al. (2000) em estudo do padrao
heterocromatico na subfamilia Aurantioideae. Por essa técnica de CMA/DAPI,
esses autores encontraram padroes de bandas distintas para as espécies
Murraya paniculata e M. koenigii, o suficiente para sugerirem a separagao em
dois géneros distintos.

Bortoleti (2003) verificou a ocorréncia de alta frequéncia de

heteromorfismo cromossdmico nos niveis intra e interpopulacional em Genipa
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americana, o0 que poderia ser explicado pela elevada afinidade de
heterocromatina CMA3", padréo de bandas ricas em G-C presente na espécie.

A coloracdo com nitrato de prata tem se mostrado uma técnica bastante
esclarecedora quando se procura determinar o numero maximo de regides
organizadoras (RON'’s) ativas para formagado dos nucléolos nas células. As
RON'’s podem se visualizadas nos cromossomos pela afinidade do AgNO; por
proteinas nucleolares. Nesta regido, estdo os genes de DNA ribossomais.
Através da coloracdo com nitrato de prata, portanto, € possivel verificar se
todos os sitios de DNAr sdo ativos numa célula, tanto pela deteccdo da RON,
quanto pelo numero de nucléolos corados nos nucleos interfasicos (PEDROSA
et al., 1997).

A citogenética molecular € a técnica usada mais frequentemente. O
processo consiste basicamente na desnaturagdo do acido nucléico alvo, seja
DNA ou RNA, e a sua hibridizagdo com uma sonda adequada. Esta sonda é
constituida por segmento de acido nucléico, previamente conhecido e marcado,
a qual permite reconhecimento e localizacdo de sequéncias especificas,
permitindo o reconhecimento de cromossomos ou genomas inteiros (LEITCH et
al., 1994).

Esta é uma das técnicas mais informativas e que gerou mais impacto na
citogenética nos ultimos anos. Desenvolvida por Gall e Pardue (1969), é
utilizada para localizar sequéncias de acidos nucléicos diferentemente sobre os
cromossomos. Esta técnica tem sido utilizada com muito sucesso em estudos
de espécies nativas bem como em espécies cultivadas, para fins de

melhoramento.

2.4.3. POLIPLOIDIA

A poliploidia é um evento relativamente comum e muito importante na
evolugdo de plantas superiores, podendo gerar ragas cromossOmicas distintas
em uma espécie ou gerar novas espécies, de imediato (SEGRAVES et al.,
1999; SCHIFINO-WITTMANN et al., 1999). Embora rara em animais e em
gimnospermas, a poliploidia ocorre em 30 a 35% das espécies angiospermas
(STEBBINS, 1971). Mais recentemente, constatou-se que a poliploidia ocorre
em 95% das pteridéfitas e 80% das angiospermas (LEITCH e BENNET, 1997).
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Assim, a variabilidade citogenética originada por poliploidia também
pode ser relacionada com a variagao morfolégica e adaptativa entre espécies,
ecotipos e individuos (WRIGHT, 1964).

A poliploidia é a alteragdo no numero do conjunto total de cromossomos,
como, por exemplo, para triploidia, tetraploidia, pentaploidia, hexaploidia,
septaploidia ou octaploidia. Como o numero gamético hapldide continua sendo
n e o numero somatico dipléide continua sendo 2n, o nivel relativo de ploidia &
indicado em relagdo ao numero basico de cromossomos (x), como triploida
(3x), a tetraploidia (4x), e assim por diante (SOLTIS e SOLTIS, 1995).

O polipléide origina-se por endomitose ou nao-redugdo cromossdémica
na meiose, resultando gameta com numero de cromossomos duplicado (2n), o
qual ao fecundar com gameta normal, gera um tripldide e, se fecundar com
gameta 2n, gera um tetrapldide. Desses polipléides, outros podem ser gerados,
por duplicagdo cromossdmica e, ou por hibridacdo (STEBBINS, 1971).

O efeito fenotipico da poliploidia, resultante do aumento do tamanho e
do volume celular, pode ser a elevagao de caracteres importantes para a
producao, podendo haver reflexo no aumento de varios érgados da planta, com
decorrente aumento do tamanho de fibras, folhas, flores, entre outros
SEGRAVES et al. (1999).

A poliploidia impar induz esterilidade, permitindo a geragcédo de frutos
sem sementes. O baixo nivel de fertilidade e a auséncia de sementes para
reprodugdo em algumas espécies sdo caracteristicas importantes em alguns
polipléides. Nos bambus, a poliploidia modifica o sistema reprodutivo,
causando tendéncias apomiticas e partenocarpicas, substituindo a reproducéao
sexual pela assexual. Devido a ampla distribuicao dos polipléides dentro desse
grupo, pode ser evidenciada a diferenciagao por estudos citogenéticos, em
metafases mitéticas, podendo-se identificar os autopolipléides e os
alopoliploides (RAO, 2000).

Devido a aptidao pela reprodugao assexual, o melhoramento genético
dos bambus, em geral, é feito por métodos alternativos, como indugéo de
mutacdes, como a poliploidizacdo, e fusdo de protoplastos de células
cultivadas in vitro. Estas técnicas sdo dependentes de determinagdes

citogenéticas, em particular do numero cromossdémico (FILGUEIRAS, 1988).
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Conforme as pesquisas desenvolvidas, o grau de ploidia varia muito
entre espécies do mesmo género, demonstrando que os dados citogenéticos
s&o importantes na revisao taxonémica (HEYWOOD, 1995).

D'Hont et al. (1998) demonstraram correspondéncia entre o nivel de
ploidia e o numero de sinais de DNA ribossdmico 5s e 45s, em trés espécies do

género Saccharum (Poaceae) por hibridizagao in situ.

2.5. ESTUDOS CITOGENETICOS EM BAMBUS

Citologicamente, os membros arbéreos da subfamilia Bambusoideae
possuem cromossomos pequenos, sao polipldides variando de tetraploides
(2n=48) a hexaplodides (2n=72) e os herbaceos sao dipldides (SORDESTRON,
1981).

Segundo Vermah e Bahadur (1980), espécies asiaticas de Bambusa em
geral sdo hexaploides, mas espécies tetrapldides também existem. Em geral,
0s numeros mais observados foram 48 e 72, ocorrendo espécies com 96.

Conforme Darlington e Wylie (1955), Ueda (1960) e Soderstron (1981),
entre espécies de porte arbéreo da subfamilia Bambusoideae, o numero basico
(x) mais comum € 12, sendo 2n = 36, 48, 72 e 96 cromossomos para triploides,
tetraplodides, hexaploides e octapléides, respectivamente (Tabela 1). Porém
Guang-Zhu (1987) relatou para as espécies arboreas o numero basico (x)
podendo ser 6, 8 ou 9. Em bambus herbaceos, o numero basico (x) mais
comum é 11, embora 7, 9, 10 ou 12 também ocorram (SODERSTRON, 1981).

Assim, é dificil definir o grau de ploidia em espécies de bambu, pois ha
grande diversidade no numero basico (x), elevado numero e reduzido tamanho
de cromossomos, resultando na necessidade de uso de técnicas mais
especificas de citogenética (BANIK, 1996).

Em bambus, os ancestrais dipléides ndo foram encontrados, tendo o
nivel dipldide sido encontrado em gramineas bambusoides ou bambus
herbaceos (BANIK, 1986). Assim, pode ser que as espécies de bambu tenham
evoluido por poliploidizagao, a partir de gramineas bambusoides dipléides, ja

que os polipldides podem se separar sexualmente de dipldides em apenas uma
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geragao. A evolugdo dos bambus também deve ter tido influéncia da hibridagéo
entre variedades ou espécies, constituindo a alopoliploidia (RAO, 2000).

Para Guang-zhu (1987), o fator responsavel pela poliploidia pode ser
geografico, pois 0 numero de cromossomos cresce gradualmente da zona
subtropical para a zona tropical, sendo esperado que, em regides frias, em
altas latitudes e grandes altitudes, 2n seja menor que 48.

Dependendo de tendéncias evolucionarias, a hibridacao entre poliploides
ocorre entre espécies proximas, largamente ou pouco correlacionadas ou até
mesmo entre géneros (STEBBINS, 1971). Para WRIGHT (1964), em geral, ha
mais chance de hibridacdo entre variedades da mesma espécie, ocorrendo
com frequéncia entre espécies do mesmo género e de habitats vizinhos.

Além da alta variagdo entre espécies de bambu, em observacdes
citogenéticas, tém sido constatados ecotipos geograficos ou variedades em
populacdes de varias espécies, em especial com diferentes niveis de ploidia
(MAOYI, 1995).

Contudo, tendéncias evolutivas ndo sao propriamente tracadas ou
determinadas em bambus e informagbes obtidas nesta linha ajudariam a
estreitar relacbes taxonOmicas e identificar o avanco para taxons superiores,

pois nao existem evidéncias de fésseis em bambus (RAO, 2000).
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Tabela 1. Espécies dos Géneros Bambusa e Dendrocalamus (Tribo Bambuseae), descritas citogeneticamente, com respectivos numeros
diploides, nivel de ploidia, origem e referéncia

Espécie Numero Nivel de ploidia Origem Referéncia
Diploide (2n)

Bambusa
B. amahussana 72 Hexapléide Oeste da india  Sarkar et al., 1977
B. arundinacea 70 india Parthasarthy, 1946

72 Hexaploide ~ Oeste daindia  Sarkar et al., 1977
B. arundinaceae var.orientalis 72 Hexaploide india Ghorai e Sharma, 1981
B. bambos 72 Jannaki Ammal, 1938
B. bicitricatus 64, 72 Hexapldide Zhang, 1985
B. chungii 64,72 Hexaploide Sul da China Zhang, 1985
B. dissemulator var.albinodia 64 Hexaploide Sul da China  Zhang, 1985
B. glauca 70 india Ghorai e Sharma, 1981
B. lapidea 52, 64 Sul da China  Zhang, 1985
B. lineata 72 Hexaploide india Ghorai e Sharma, 1981
B. multiplex 72 Hexaploide Japéo Uchikawa, 1935
B. nana 70 Hexapldide india Ghorai e Sharma, 1981

72 Japao Yakamaura, 1933



Silva, J. T. Caracterizagao citogenética de espécies e variedades de bambu com...

B.

B. vulgaris var.constrictinoda

I 0 0 0 0 W T I I IO IO T© ™ @

. hutans
. omeienses
. pevariabilis

. polymorpha

rutila

. Siamensis

. Sinospinosa
. Spinosa

. Stenoauritus

. textilis

tulda

. variostriatus
. ventricosa

. vulgaris

vulgaris var. aureovariegata

72
70
54, 64
72
64
70
64
72
68
64
70
96, 84
72
74
72
72
72, 66
72

Hexaploide
Hexaploide
Hexaploide

Hexapldide

Hexaploide

Hexaploide

Pentapldide

Hexaploide

Hexapldide

Hexaploide
Hexaploide
Hexapldide

Hexaploide

india

Sul da China

Sul da China

Myanmar

india
india

Sul da China
india

Sul da China

Sul da China
India

Sul da China
China
India
India
India
India

India

Ghorai e Sharma, 1981
Zhang, 1985

Zhang. 1985

Jannaki Ammal, 1945
Zhang, 1985

Ghorai e Sharma, 1981
Zhang, 1985

Ghorai e Sharma, 1981
Zhang, 1985
Guang-Zhu, 1987
Ghorai e Sharma, 1981
Zhang, 1985

Huang et al., 1988
Ghorai e Sharma, 1981
Sarkar et al., 1977
Jannaki Ammal, 1945
Ghorai e Sharma, 1981
Ghorai e Sharma, 1981

Dendrocalamus

26
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D. brandisii 72,74 Hexaploide Myanmar Jannaki Ammal, 1945
D. brandisii 72 india Ghori e Sharma, 1980

72 Hexapldide india Sobita Devi e Sharma, 1993
D. giganteus 72 Sri Lanka Gould e Soderstrom, 1974

72 Hexaploide Myanmar Jannaki Ammal, 1945

72 india Ghorai e Sharma, 1980

72 india Sobita Devi e Sharma, 1993
D. hamiltonii 70 Aneuploidia india Sobita Devi e Sharma, 1993
D. latiflorus 48 Sul da China  Zhang, 1985
D.longifimbriatus 56 Aneuploidia india Sobita Devi e Sharma, 1993
D.longispathus 70 Hexaplodide india Ghorai e Sharma, 1980

72 Myanmar Jannaki Ammal, 1945

48 Aneuploidia india Sobita Devi e Sharma, 1993
D. membranaceous 72 india Ghorai e Sharma, 1980

46 india Sobita Devi e Sharma, 1993
D. minor 72 Hexaploide Sul da China  Zhang, 1985
D. strictus 72 Hexapldide Richhario e Kotwal, 1940

70 India/Indonesia Parthasarthy, 1946

Fonte: International Network for Bamboo and Rattan (INBAR)
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RESUMO

Seis espécies, sendo duas variedades botanicas de bambu, pertencentes aos
géneros Bambusa Scherb e Dendrocalamus Nees, foram analisadas
citogeneticamente, quanto ao numero cromossdmico, estrutura do nucleo
interfasico, padrao de condensagao profasico, niumero maximo de nucléolos
formados e padrao de bandas heterocromaticas. Os numeros cromossdmicos
observados foram 2n=64 para as espécies Dendrocalamus giganteus, D.
strictus, D. asper e Bambusa tuldoides, 2n=72 para B. vulgaris var. vittata e B.
textilis e 2n=54 para B. vulgaris var. vulgaris, revelando uma variagado numeérica
intraespecifica no género Bambusa. Os cariétipos apresentaram-se, de um
modo geral, assimétricos e o padrao de condensacéao foi do tipo proximal. Os
nucleos interfasicos foram do tipo semi-reticulado e bastantes uniformes entre
as espécies analisadas. Em relagao a morfologia dos cromossomos, para todas
as espécies predominou os tipos metacéntricos e submetacéntricos. Na
coloragao com nitrato de prata, observou-se a ocorréncia de apenas um grande
nucléolo ocupando grande parte do nucleo interfasico em todos os materiais
analisados. Por outro lado, a coloragdo com fluorocromos evidenciou a
presenca de bandas CMA*/DAPI" mostrando um numero de sinais diferentes
entre as espécies analisadas. O numero de blocos CMA positivos variou de
trés a seis, tanto em células metafasicas como em nucleos interfasicos.

Palavras-chaves: Bambu, CMA/DAPI, Polipléides; Variagdo Numérica.
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INTRODUGCAO

A familia Poaceae € uma das maiores entre as angiospermas. Possui
cerca de 10.000 espécies, aproximadamente 651 géneros e encontra-se
dividida em seis subfamilias representadas em diversas regides fitogeograficas
no mundo (Clayton e Renvoize, 1986). A subfamilia Bambusoideae destaca-se
por conter espécies ocorrentes na floresta tropical estendendo-se até as
regides temperadas (Dahlgren et al.,1985).

As espécies da América ocorrem como variedades herbaceas que sao
encontradas na Mata Atlantica. Tanto na Asia quanto na América, espécies de
bambus s&o bastante comuns como componentes tipicos da flora. Apresentam
variadas aplicagdes, incluindo alimentagdo, uso medicinal, artesanato,
construcao, fabricacdo de papel, combate a erosdo, recuperagao ambiental,
industrias de cosméticos, entre outros, devido as suas excelentes
caracteristicas quimicas, mecénicas e fisicas (Banik, 1988).

No Brasil, as espécies mais conhecidas de bambu sdo de origem
asiatica (Beraldo, 2002). Segundo Tomazello-Filho e Azzini (1987), a espécie
que apresenta maior area de plantio € a Bambusa vulgaris, que se desenvolve,
principalmente, na Regido Nordeste, onde € utilizada para producédo de
celulose e papel, nos Estados de Pernambuco, Paraiba e Maranh&o. Com ciclo
de vida ainda pouco compreendido fica inviavel o melhoramento do bambu por
polinizacao artificial, pois muitas espécies de bambus morrem apds a primeira
e unica floragdo (Ghinkul, 1936). O florescimento também pode ser ciclico,
ocorrendo com longos intervalos, onde algumas espécies para estarem
fisiologicamente maduras precisam viver de 60 a 120 anos antes de florescer

(Filgueiras, 1988; Mcclure,1966).
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De acordo com estudos feitos por Darlington e Wylie (1955) e Ueda
(1960) na subfamilia Bambusoideae sao raras espécies dipléides, sendo todas
consideradas polipldides de niveis variaveis, com numero basico X=12, para
espécies de porte arboreo, havendo triploides, tetrapléides e hexapldoides com
2n=36, 48, 72, respectivamente. No grupo dos bambus herbaceos o numero
basico mais comum parece ser x=11, embora x=7, 9, 10 e 12 também tenham
sido relatados (Soderstron, 1981). Em geral, o numero total de cromossomos é
de 48, 74 ou até 96, decrescendo gradualmente da zona tropical para a zona
subtropical, sendo esperado que em regides frias, assim como em altas
latitudes e grandes altitudes 2n seja menor que 48 (Guang-Zhu, 1987).

Com base nestas informagdes o presente trabalho objetivou comparar
os caridtipos de sete espécies, sendo duas variedades botanicas, da colecéo
de bambus da Empresa Agrimex S.A., utilizando métodos de coloragéo
convencional e bandeamento CMA/DAPI com a finalidade de identificar
variabilidade cromossOmica intra e interrespecifica além dos niveis de ploidia

dos acessos.

MATERIAL E METODOS
Espécies e Variedades de Bambu Estudadas

As espécies e variedades estudadas, todas de porte arbéreo, compdem
a colecdo da Empresa Agrimex, em Goiana — PE: Bambusa textilis McClure,
Bambusa tuldoides Munro, Bambusa vulgaris var. vulgaris, Bambusa vulgaris
var. vittata Riviere & C. Riviere, Dendrocalamus asper (Schult. & Schult. F.)
Becker ex K. Heyne, Dendrocalamus giganteus Wall. Ex Munro e

Dendrocalamus strictus (Roxb.) Nees.



Silva, J. T. Caracterizagao citogenética de espécies e variedades de bambu com... 32

Coleta, Pré-tratamento, Fixacao, Digestao Enzimatica e Hidrdlise

A analise citogenética foi realizada seguindo a metodologia descrita por
Guerra e Lopes (2002), com modificagdes. As pontas das raizes foram pré-
tratadas com solugao de 8-hidroxiquinoleina (8HQ) a 2 mM, fixadas em Carnoy
(etanol: acido acético/ 3:1) e estocadas em freezer a -20° C. Em seguida, as
raizes foram digeridas com solugéo enzimatica (1% celulase / 10% pectinase),
por 3 horas e meia, em uma estufa a 37°C. Entao, foram hidrolisadas em HCI

5N, por 2 mim.

Preparagdo das Laminas, Coloragao Convencional com Giemsa

As células foram maceradas numa gota de acido acético 45%, sobre
ldamina de microscopia e imersa em nitrogénio liquido (gelo seco). Para
definicdo do cariétipo e caracterizagdo cromossémica, as laminas contendo o
tecido vegetal, foram coradas seguindo a metodologia de coloragao
convencional descrita por Guerra (1983) e Guerra e Lopes (2002). As laminas

foram montadas com uma gota de Entellan (MERK).

Bandeamento CMA e DAPI e Coloragao com Nitrato de Prata (AgNO3)

As metodologias utilizadas para as duas técnicas foram descritas por
Guerra e Lopes (2002), com modificagdes. Apods o envelhecimento por trés
dias, as laminas receberam 10uL de CMA3; (cromomicina A - 0,5 mg/ml) por 20
a 30 minutos. Em seguida foram montadas com 10uL de DAPI/glicerol (4°-6"-
Diamidino-2-Fenilindol). Envelhecendo por mais trés dias em temperatura

ambiente e em camara escura. A observacdo das laminas foi feita em
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microscopio com filtros de fluorescéncia (ultravioleta), com comprimento de
onda de 360-390 nm para DAPI e de 430-470 nm para CMAs.

Na analise de nucléolos, uma gota da solugéo corante de nitrato de prata
diluido em agua formicada (1:1) foi colocada em cada lamina, em estufa a
60 °C durante 15 minutos. Entdo foram montadas com Entellan (MERK) e

observadas cerca de 2.000 células para cada espécie.

Documentagao Fotografica e Caracterizagdo Cromossomica

As dez melhores células observadas nas laminas com coloragao
convencional e as células mais representativas da coloragdo com AgNO3; foram
fotografadas em fotomicroscépio Leitz DM, usando filme Fuji Asa 200 ou 100.

Para a coloragdo com fluorocromos foi utilizado o sistema de
fotomicroscopia, que consiste na observacdo das laminas em microscopio
Leica DMRB com camera Leica DC 300F acoplada, as imagens foram
passadas para o computador através do Programa IM 50. A nomenclatura da
morfologia cromossOmica seguiu Levan et al. (1964). As classificacbes de
nucleos interfasicos e padrdo de condensagdo seguiram as nomenclaturas
propostas por Guerra (1985) e Morawetz e Samuel (1988), respectivamente.

Para que pudessem ser feitas medicbes e analise cariomorfologica foi
utilizado o programa Image Tool - versdo 3, ampliando-se as imagens junto

com a barra de escala de 10um.
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RESULTADOS

As sete espécies de bambus estudadas no presente trabalho foram
consideradas polipléides e apresentaram variagdo numérica com os seguintes
nameros cromossOmicos: Dendrocalamus giganteus, D. strictus, D. asper e
Bambusa tuldoides (2n=64), B. vulgaris var. vittata e B. textilis (2n=72) e B.
vulgaris var. vulgaris (2n=54) (Figura 1). Em geral, o0 numero cromossOmico
mais comum é 2n=72. Os nucleos interfasicos foram do tipo semi-reticulado e
bastante uniforme entre as espécies (Figura 1h). O padrdo de condensagao
cromossOmica, observado em prometafases, foi do tipo proximal, ou seja,
condensacao inicial nas regides centroméricas e os teldmeros condensando
mais tardiamente. A determinagcdo do numero exato de satélites foi bastante
dificil, pela analise convencional, devido ao pequeno tamanho dos
cromossomos e a falta de distensdo das RON’s em prometafase e metafase.
Mesmo assim, alguns deles foram visualisados (Figuras 1 e 3d). Os cari6tipos
mostraram-se assimétricos, com cromossomos variando de 0,81 a 2,26 ym em
células prometafasicas e morfologia cromossémica de metacéntricos a
submetacéntricos. Uma clara visualizagdo do nivel assimétrico dos caridtipos
pode ser detectada em Bambusa tuldoides (Figura 2d).

Nas espécies do género Dendrocalamus, D. giganteus, D. strictus e D.
asper nao ocorreu variagdo numérica. As trés espécies analisadas
apresentaram 2n=64, com variagao apenas no tamanho dos cromossomos, de
0,89 a 2,02 um, 0,83 a 2,07 um e 0,75 a 2,03 uym, respectivamente. Em relacao
aos satélites, as espécies parecem apresentar de trés a seis satélites, porém

com melhor visualizacdo apenas pela coloracido com os fluorocromos.
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O género Bambusa mostrou variagdo numeérica entre as trés espécies
e também entre as duas variedades analisadas no presente trabalho. Bambusa
tuldoides apresentou 2n=64 cromossomos com tamanho variando de 0,81 a
2,25 ym, B. textilis e B. vulgaris var. vittata apresentaram 2n=72 com tamanhos
cromossOmicos de 0,88 a 2,05 um e de 0,89 a 2,26 um, respectivamente. B.
vulgaris var. vulgaris apresentou 2n=54, com tamanho cromossémico variando
de 0,87 a 2,21 ym. Foram vistos de quatro a seis satélites mas igualmente
pouco perceptiveis pela coloragao convencional.

A coloragdo com nitrato de prata revelou apenas um nucléolo por
nucleo em todas as espécies estudadas. De cada material foram coradas
quatro laminas pré-tratadas e quatro sem pré-tratamento obtendo-se 0 mesmo
resultado. Nao foi possivel evidenciar as RON’s marcadas e nem quantos
cromossomos estavam associados ao nucléolo, mas percebeu-se um volume
nucleolar ocupando grande parte do nucleo celular (Figura 1i).

A dupla coloragao com fluorocromos CMA e DAPI evidenciou blocos do
tipo CMA'/DAPI", na regido terminal em cromossomos de todas as espécies
analisadas, alguns claramente evidenciando satélites (Figura 3d).
Diferenciacdo em relagcdo ao numero de blocos CMA ocorreu de forma
interespecifica. Para as espécies de Bambusa (Figura 2), B. tuldoides
apresentou apenas trés blocos CMA", dois nas regides terminais do brago curto
de um par cromossémico e um terceiro bloco representando o satélite em
heterozigose (Figura 2d). Observou-se nas duas variedades de B. vulgaris,var.
vittata e var. vulgaris quatro blocos CMA" localizados na posigéo terminal do

braco curto de dois pares cromossdmicos (Figuras 2b e 2h). Bambusa textilis
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foi a unica espécie do género a apresentar seis marcagdes positivas para o
CMA no bracgo curto de trés de pares de cromossomos (Figura 2f).

As espécies do género Dendrocalamus apresentaram de trés a seis
blocos CMA™ (Figura 3). Em D. strictus e D. giganteus somente trés blocos
CMA positivos foram visualizados. Os satélites se apresentaram claramente
destacados nesta segunda espécie (Figura 3d). D. asper assim como B. textilis,
apresentou seis blocos de CMA" em trés pares cromossdmicos (Figura 3f).
Nenhuma banda DAPI* foi revelada. Considerou-se numa analise preliminar,
com o uso dos corantes fluorescentes base-especificos (AT/GC), que as
espécies analisadas sdo constituidas por uma pequena quantidade de

heterocromatina constitutiva e que esta possui riqueza de pares de base GC.

DISCUSSAO

Para as espécies de Bambusoideae estudadas, alguns numeros
cromossOmicos ja haviam sido descritos com excecédo para Dendrocalamus
asper e Bambusa tuldoides as quais nao tiveram seus numeros descritos
anteriormente. Mesmo tendo a maioria das espécies seus numeros descritos
previamente, ocorreram divergéncias entre esses registros e os resultados do
presente trabalho. Segundo Zhang (1985), por exemplo, Bambusa textilis
possui numero dipléide 2n=64, porém esta mesma espécie apresentou 2n=72
no presente trabalho.

Os géneros Bambusa e Dendrocalamus (subfamilia Bambusoideae) séo
considerados grupos multibasicos ou polifiléticos. As espécies de porte arbéreo
em geral, apresentam os numeros basicos x=6, 8, 9 e 10, embora o numero

basico mais frequente seja x=12. Todas as espécies arboreas sao
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consideradas polipléides, com niveis de ploidia varidveis. No grupo dos
bambus herbaceos o numero basico mais frequente € x=11, embora x=7, 9, 10
e 12 também tenham sido relatados (Soderstron, 1981). Para Guang-Zhu
(1987) o numero x=8 é derivado do x=9 devido a processo de aneuploidia.

O género Dendrocalamus nao apresentou variagdo cromossOmica
numérica em suas espécies. D. giganteus, D. strictus e D. asper apresentaram
numero dipldide 2n=64. Ao menos para D. giganteus, o numero encontrado
nao esta de acordo com dados da literatura. Rao et al. (1998) relatou o numero
2n=72 tanto para D. giganteus assim como para Bambusa vulgaris.
Dendrocalamus strictus foi descrito por Richharia e Kotwal (1940) como
hexapléide com 2n=72, no presente trabalho foi observado para esta espécie
2n=64. Isso sugere um nivel octaploide baseado em x=8. Dendrocalamos
asper apresentou igualmente o numero dipldide 2n=64 e nivel octapldide, ndo
sendo encontrados registros na literatura para esta espécie.

O género Bambusa apresentou variagdo numérica inter e intraespecifica.
Bambusa tuldoides apresentou numero dipléide 2n=64 e igualmente as
espécies de Dendrocalamus, foi considerada octaploide baseado em x=8. Nao
foi encontrado registro de numero cromossOmico para esta espécie na
literatura. Bambusa vulgaris var. vittata e B. textilis apresentaram 2n=72,
estavam concordando com o relato de RAO et al. (1998). Esse autor sugere a
condicdo hexapldéide para espécies que apresentam 2n=72 considerando o
numero basico x=12.

Por outro lado, no caso de B. textilis, os dados obtidos no presente
trabalho discordaram da descrigdo de Guang-Zhu (1987) o qual observou

2n=64, considerando a espécie um pentapldide baseado em x=12, com
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ocorréncia de aneuploidia, com formula cariotipica [5 x 12 +4]. Em relagdo ao
nivel de ploidia, os dados obtidos para B. vulgaris var. vittata ndo corroboram
com a literatura. Neste trabalho a mesma foi classificada como um provavel
octapldéide baseado em x=9, uma vez que a espécie B. vulgaris var. vulgaris
apresentou 2n=54 cromossomos sugerindo-se um nivel hexapldide com base
em x=9.

De acordo com Guang-Zhu (1987), a poliploidia esta diretamente
relacionada com a localizacdo geografica das populagdes, pois 0 numero
decresce gradualmente da zona tropical para a zona subtropical, sendo
esperado que em regides frias, assim como em altas latitudes e grandes
altitudes o numero diploide 2n seja menor que 48.

Makepeace (1981) analisou a espécie Hieracium pilosella, originaria da
Europa, e verificou que as populacdes locais apresentaram os numeros 2n=18,
2n=27 e 2n=36, dependendo do tipo de habitat. Populacbes introduzidas na
Nova Zelandia originaram individuos pentaploides com 2n=45. Similarmente,
as espécies analisadas neste trabalho podem ter sofrido poliploidia como
resposta genética para melhor adaptagcdo em diferentes habitats.

Observou-se, apds analise de dados da literatura, que uma mesma
espécie pode apresentar dois ou mais numeros cromossOmicos. Trabalhos
relataram erros de contagem devido a ocorréncia de constricdo secundaria
proximal distendida como observado por Guerra et al. (1997) em espécies de
Citrus. Pedrosa et al. (1999) analisaram a espécie Eugenia malaccensis e
encontraram uma grande constricdo do tipo proximal em um dos pares
cromossOémicos, evidenciando a possibilidade de registro dos satélites como

um par cromossdémico adicional. Porém, nas espécies de bambus analisadas
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os satélites observados sao de tamanho muito pequeno e 0os numeros
registrados de forma errbnea sao devido ao elevado numero e ao dificil
espalhamento dos cromossomos.

A localizagao da constricdo secundaria em espécies do género Lathyrus,
com ocorréncia na América do Sul e do Norte, foi utilizada como fator de
diversificacao cariotipica. Os satélites das espécies da América do Sul, devido
ao seu grande tamanho, foram denominados de macrossatélites, enquanto os
satélites das espécies da América do Norte apresentaram-se como
microssatélites (Seijo e Fernandez, 2003). De acordo com o tamanho, as
constricdes secundarias das espécies estudadas no presente trabalho foram do
tipo microssatélites.

O numero maximo de nucléolos e de regido organizadora de nucléolo
(RON) podem ser revelados por impregnagcdo por nitrato de prata,
evidenciando os sitios de DNA ribossémicos ativos. Apenas um unico nucléolo
por nucleo foi visto em todas as espécies analisadas, ocupando grande parte
do conteudo nuclear, sugerindo uma associagdo de todos os cromossomos
portadores de RON’s na formacdo do nucléolo unico e uma provavel super
expressao de genes organizadores de nucléolos. Gusméo (2004) encontrou em
Ricinus cummunis um volume nucleolar representando de 70 a 80% da area
nuclear. Sugerindo que a mamona como a espécie conhecida com o maior
nivel de expressao de genes ribossémicos.

Para os bambus nao foi encontrado na literatura, nenhum dado sobre
heterocromatina. Porém, no presente trabalho foram visualizados blocos
heterocromaticos ricos em GC em todas as espécies analisadas através da

técnica diferencial CMA/DAPI.
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Nas espécies B. vulgaris var. vittata (2n=72) e para B. vulgaris var.
vulgaris (2n=54), com base na coloragdo com o fluorocromo cromomicina
(CMA), observou-se quatro blocos CMA*/DAPI" no teldmero do brago curto de
dois pares cromossOmicos. Isso sugere que os blocos heterocromaticos
mantiveram-se nas duas variedades, mesmo ao longo do processo de
especiacdo. Em geral, as metafases com alto grau de condensacgao
apresentaram maior dificuldade para visualizagao dos blocos heterocromaticos
e sua localizacdo nos cromossomos como observado nestas duas variedades.

Como descrito por Vermah e Bahadur (1980), o nivel hexaploide
sugerido para as espécies do género Bambusa com base no numero x=12, foi
observado neste trabalho apenas para a espécie B. textilis que apresentou
2n=72. Esse resultado foi corroborado pelos dados da coloracédo diferencial
com fluorocromos, pela constatacéo de seis blocos CMA* /DAPI” em trés pares
de cromossomos.

As espécies Dendrocalamus strictus, D. giganteus, D. asper e Bambusa
tuldoides, com 2n=64, sdo possiveis octapléides com x=8 como numero basico.
Dendrocalamus strictus apresentou apenas trés blocos CMAs*, porém sem
uma evidencia clara de que eram satélites em virtude dos cromossomos nao
terem sido bem espalhados. Similarmente, D. giganteus mostrou trés blocos,
representando claramente os satélites.

Por outro lado, D. asper apresentou resultado semelhante a B. fextilis
com seis blocos CMA" e B. tuldoides mostrou trés blocos CMA positivos.
Através desses dados, pdde-se deduzir que essas espeécies evoluiram por
processo de poliploidizacdo com ocorréncia de eliminagdo de porcdes

heterocromaticas do genoma. Essa eliminagcdo parece nao ter ocorrido de
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forma uniforme nos dois géneros, uma vez que D. asper e B. textilis mostraram
um numero de marcagdes com CMA aparentemente estaveis.

A presenca de blocos CMA™ na regi&o terminal de alguns cromossomos,
em geral, esta relacionada com as regides organizadoras dos nucléolos
(RON’s), conforme observado por Guerra (2000) para a maioria das
angiospermas. A coloragao diferencial com fluorocromos base-especificos tem
se mostrado bastante informativa quanto a caracterizagdo cromossémica de
diversas espécies cultivadas. Carvalho et al. (2005) e Cornélio et al. (2003)
analisaram diversas espécies e hibridos do género Citrus com os fluorocromos
CMA e DAPI, distinguindo e caracterizando cada espécie através da
localizagdo das regides heterocromaticas CMA positivas as quais, revelaram
um padrédo de bandas espécie-especifico.

Desse modo, considerando que apesar de polipldides e de possuirem
elevado numero cromossémico, as espécies de bambu apresentam pouca
quantidade de heterocromatina constitutiva em seus cariétipos com riqueza de
pares de base GC. Divergéncias genéticas, entre espécies, ainda tém que ser
estudadas nos bambus, sendo que a diversidade genética intraespecifica € o
principal bloco de construgao na evolugao por especiagao (RAO, 2000).

Provavelmente, divergéncias de numero, morfologia cromossémica e de
satélites podem ser suficientes para provocar incompatibilidades genético-
fisiologicas que ocorrem em eventos pods-zigoéticos, a exemplo das dificuldades
encontradas para obtengdo de hibridos férteis e interseccionais no género
Arachis devido a esterilidade apresentada pela maioria dos descendentes

(Stalker, 1997).
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A caracterizagdo genética de diferentes acessos de bancos de
germoplasma constitui-se em importante fonte de dados para melhoristas, uma
vez que permite um melhor gerenciamento do “pool” génico, bem como uma
selecdo mais eficiente dos recursos genéticos, facilitando a deteccao da real
variabilidade genética para fins de melhoramento convencional ou com fins
biotecnolégicos, bem como de conservagao (Benko-Iseppon, 2001). Com isso,
€ relevante ressaltar a existéncia de lacunas a serem preenchidas, no que diz
respeito aos estudos genéticos dos bambus, sendo que novas contribuicdes
podem aumentar a eficacia das estratégias em programas de melhoramento e

na taxonomia das espécies.
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Figura 1. Metafases coradas com Giemsa. (a) Dendrocalamus asper, 2n=64; (b)
D. giganteus, 2n=64;(c) D. strictus, 2n=64; (d) Bambusa textillis, 2n=72; (e) B.
tuldoides, 2n=64; (f) B. vulgaris var. vittata, 2n=72 e (g) B. vulgaris var. vulgaris,
2n=54. Em (h) nucleos interfasicos do tipo semi-reticulado e (i) coloragdo com
Nitrato de Prata mostrando um nucléolo por nucleo. Setas apontam provaveis



Silva, J. T. Caracterizagao citogenética de espécies e variedades de bambu com... 44

Figura 2. Coloracado com fluorocromos DAPI (a, c, e, g) e CMA (b, d, f, h) em
cromossomos de Bambusa. B. vulgaris var. vittata (a, b); B. vulgaris var.
vulgaris (g, h) mostrando quatro blocos CMA™; B. tuldoides (c, d) evidenciando
trés blocos CMA™; B. textillis (e, f) com seis blocos corados com CMA. Setas
apontam blocos de CMA". Barra corresponde a 10um.
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Figura 3. Coloragdo com fluorocromos DAPI (a, c, e) e CMA (b, d, f).
Dendrocalamus strictus (a, b) e D. giganteus (c, d), ambas com trés blocos
CMA?, sendo trés satélites na espécie D. giganteus. D. asper (e, f) mostrando
seis blocos CMA", dois blocos pequenos, dois blocos maiores e dois satélites
evidenciados. Setas indicando blocos de CMA" e satélites. Barra corresponde

a 10pm.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM (September 4, 2005)
LEM Software,
http://dir.niehs.nih.gov/dirbb/weinbergdfiles/hybrid_design.htm

g) Tables each table must start on a new page. A concise title should be
provided above the table. Tables must be numbered consecutively in Arabic
numerals. Each column must have a title in the box head. Footnotes typed
directly below the table should be indicated in lowercase superscript numbers.

h) Figures must be numbered consecutively in Arabic numerals. Legends
should be typed on a separate sheet. A set of original illustrations of the highest
quality must be provided in glossy paper. If you have created figures
electronically submit them also as hard copies. Scanned figures should not be
submitted. Images should be in TIFF or JPEG format and provided in separate
files. Figures in Word format cannot be published. Journal quality reproduction
will require grayscale and color at resolution yielding 300 dpi. Authors should
submit bitmapped line art at resolution yielding 600—-1200 dpi. These resolutions
refer to the output size of the file; if it is anticipated that images will be enlarged
or reduced, the resolutions should be adjusted accordingly. ldentify each
illustration by affixing on the back a label containing: the number of the figure,
the name of the first author and an arrow indicating top of illustration.
lllustrations supplied on disks must follow instructions in item 2 (Submission
package). Color illustration can be accepted, but authors are asked to defray
the cost. For costs of color figures, check with the Editorial Office.

i) Nomenclature should adhere to current international standards.

j) Sequences may appear in text or in figure. DNA, RNA and protein
sequences equal to or greater than 50 units must be entered into public
databases. The accession number must be provided and released to the
general public together with publication of the article. Long sequences requiring
more than two pages to reproduce will not be published unless the Editorial
decision is that the publication is necessary. Complete mtDNA sequence will
not be published.

k) Data acces s: reference should be made to availability of detailed data and
materials used for reported studies.

I) Ethical issues: Reports of experiments on live vertebrates must include a
brief statement that the institutional review board approved the work. For
experiments involving human subjects, authors must also include a statement
that informed consent was obtained from all subjects. If photos or any other
identifiable data are included, a copy of the signed consent must accompany
the manuscript.

3.2 Short Communications present brief observations that do not warrant full-
length articles. They should not be considered preliminary communications.
They should be 15 or fewer typed pages in double spaced 12-point type,
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including literature cited. They should include an Abstract no longer than five
percent of the paper’s length and no further subdivision with introduction,
material and methods, results and discussion in a single section. Up to two
tables and two figures may be submitted. The title page and reference section
format is that of full-length article.

3.3 Letters to the Editor relate or respond to recent published items in the
journal. Discussions of political, social and ethical issues of interest to
geneticists are also welcome in this form.

3.4 Review Articles are welcome.
3.5 Book Review s: publishers are invited to submit books on Genetics,
Evolution and related disciplines, for review in the journal. Aspiring reviewers

may propose writing a review.

3.6 History, Story and Memories accounts on historical aspects of Genetics
relating to Brazil.

4. Proofs: Page proofs will be sent to the corresponding author. Changes made
to page proofs, apart from printer’s errors, will be charged to the authors. Notes
added in proof require Editorial approval.

5. Reprints are free of charge and provided as a pdf-file.



