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COMPORTAMENTO MEIOTICO E FERTILIDADE DO POLEN EM ESPECIES
DE LEUCAENA BENTHAM (LEGUMINOSAE/MIMOSOIDEAE)’

Autora: Tatiana Boff
Orientadora: Maria Teresa Schifino-Wittmann

RESUMO

Comportamento meiético e fertilidade do pdien foram estudados em
um total de 49 acessos de 14 taxa do género Leucaena, ieguminosas arboreas
fixadoras de nifrogénio nativas da América Centrai. As dipidides L.
macrophylla, L. pulverulenta, L. retusa, L. salvadorensis, L. shannonii e L.
frichandra apresentaram pareamento cromossémico reguiar, preferenciaimente
em bivalentes, mas quadrivaientes e outras anormaiidades foram observados
em frequéncias variadas. Nas tetrapidides L. confertifiora, L. diversifoiia, L.
involucrata, L. leucocephaia, L. pallida e no hibrido L. x sponfanea a
associagao cromossémica mais comum também foram bivaientes, mas
quadrivaientes e outras anormalidades foram observadas em frequéncias
variadas. O acesso L. ? hybrid apreseniou predominantemente varias
irreguiaridades, como univalentes, muitivaientes e aderéncias cromossomicas.
Nas espécies dipidides a ocorréncia de quadrivaientes pode apoiar sua origem
paleopolipldide. A presenca de quadrivalentes nas espécies polipioides apoia
uma origem alotetrapioide “segmentar”, mas a autopoiipioidia com subsequente
diploidizagdo n&o pode ser totaimente descartada. O indice meidtico foi
superior a 80% na maioria dos acessos, refietindo a reguiaridade meidtica. A
fertilidade do polen variou de 71 a 98%, com algumas excecoes. A presenca de
até 19% de diades e friades e de macropdiens em espécies dipioides e
tetrapioides (até de 7% em L. frichandra) demonstram que gametas nao
reduzidos n@o s&o raros em Leucaena. Estes resultados apresentam peia
primeira vez uma analise meidtica detaihada e abrangente para [eucaena e
demonstram como a citogenética classica pode fornecer dados importantes
para estudos taxondmicos, evoiutivos e no meihoramento de plantas.

' Dissertagdo de Mestrado em Zootecnia — Plantas Forrageiras, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federai do Rio Grande do Sul, Porto Aiegre, RS,
Brasii. (160p). Fevereiro, 2002.
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MEIOTIC BEHAVIOR AND POLLEN FERTILITY IN SPECIES OF LEUCAENA
BENTHAM (LEGUMINOSAE/MIMOSCIDEAE)

Author: Tatiana Boff
Adviser: Maria Teresa Schifino-Wittmann

ABSTRACT

accessions of 14 taxa of the Central American nitrogen fixing muitipurpose tree
genus Leucaena. The diploid L. macrophyila, L. pulverulenta, L. retusa, L.
salvadorensis, L. shannonii and L. trichandra presented regular chromosome
pairing, mostiy in bivaients, but quadrivaients and other abnormalities were
observed in varying frequencies. In tetrapioid L. confertifiora, L. diversifolia, L.
involucrata, L. leucocephala, L. paliida and the hybrid L. x spontanea bivalents
were also the most common chromosome associations, but quadrivalents and
others abnormaiities were observed in varying frequencies. The L. 7 hybrid
accession presented a predominance of several irreguiarities, such as univalents,
muitivaients and chromosome stickiness. In dipioid species the commom
occurrence of quadrivaients couid support their paleopoiyploid origin. The
presence of quadrivaients in poiypioid species supports a segmentai aiiotetrapioid
origin, but autopolypioidy with subsequent dipiodization cannot be ruled out.
Meiotic indexes were mostly over 80% reflecting the rather reguiar meiotic
behavior. Pollen fertility ranged from 71 to 98%, with some exceptions. The
presence of up to 19% dyads and triads and of “giant” poiien grains in diploid and
tetraploid species (up to 7% in L. trichandra) shows that unreduced gametes are
not uncommon in Leucaena. These resuits present for the first time a detailed and
comprehensive meiotic analysis for these Leucaena species and show how
ciassical cyiogenetics may generate important daia to be used in taxonomy,
evolutionary studies and plant breeding.

'Master of Science dissertation in Forage Science, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federai do Rio Grande do Sui, Porto Aiegre, RS, Brazii. (160p).
February, 2002.
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1. INTRODUCAO

A caracterizacao de germopiasma atraves de estudos reprodutivos,
fenoiogicos, citogenéticos e morfoidgicos, enire outros, € essenciai para o
desenvolvimento de programas de meihoramento genetico assim como para
taxonomia e genética. Neste sentido, a citogenética tem um papeli
importantissimo.

Entre as inumeras informagdes geradas peios estudos citogenéticos,
as mais relevantes para o melhoramento de piantas, s@o nivel de ploidia,
numero cromossomico, reguiaridade do comportamento meiético e fertilidade
dos gametas. A citogenética também fornece informacdes importantes a
taxonomia e para estudos evolutivos.

O género Leucaena Bentham (Leguminosae/Mimosoideae) € nativo
da America Central e compreende 22 espécies de arvores e arbustos fixadores
de nitrogénio. A maioria das espécies s&o arvores de muitipias utilidades, que
podem ser exploradas para producdo de forragem, producdo de aiimento,
adubo verde, produgcado de madeira, controie da erosdo.

Como ieguminosas forrageiras, as espécies de Leucaena podem ser
utilizadas em sistemas siivopastoris trazendo inumeros beneficios, entre eies
pode-se citar a protegéo que as arvores fornecem ao solo evitando a eroséo, a

lixiviacdo e a compactacao. Nos periodos de baixa disponibilidade de aiimento,



podem servir como um banco de proteinas permanente para alimentacdo do
gado.

A grande utiiizacdo de Leucaena ocorre principaimente na regiao dos
tropicos e subtropicos, sendo as espécies mais utilizadas, L. leucocephala e,
atuaimente, L. diversifolia e L. paiiida. Nas regides de clima temperado e de
soios acidos, a utilizacdo destas espécies € dificultada pela suscetibilidade ao
frio e pela sensibilidade a acidez do socio, sendo necessario um processo de
selecao para adaptacao a estes aspectos.

Tendo em vista a importancia econémica e a grande diversidade de
germoplasma, Leucaena tem sido ampiamente estudada, mas poucos sao 0s
estudos referentes a citogenética do género.

Leucaena tem sido estudada citogeneticamente, em trabaihos
isolados, desde 1960. Somente em 2000, foi compietada a contagem dos
numeros cromossomicos para todas as espécies. No entanto, uma grande
lacuna se mantinha quanto ao comportamento meiético, uma vez que as
informagoes existentes eram para poucas especies e para aigumas popuiagoes
hibridas.

Portanto, este frabaiho teve por objetivo estudar o comportamento
meiotico e estimar a fertiidade dos gréos de podien em uma coiecdo de
germopiasma de espécies de Leucaena, visando reunir um conjunto de
informagdes importantes para estudos taxonémicos e evoiutivos do género,

assim como para subsidiar futuros trabaihos de seie¢cao e meihoramento.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Citogenética e meihoramento: consideragdes gerais

O meihoramento genético de piantas é a arte e a ciéncia de
meihorar plantas em beneficio do homem. Como arte, depende da intuicéo e
das experiéncias passadas que s&o Unicas de cada individuo. Como ciéncia, o
meihoramento depende dos conhecimentos de agronomia, dos principios da
genetica e de oufras ciéncias correilatas como a botanica, bioquimica,
estatistica e fisiologia (Poehiman, 1965).

O sucesso de um programa de meihoramento genético depende,
entre outros aspectos, da realizagcao iniciai de estudos basicos de
caracterizagdo dos recursos genéticos disponiveis. Para que haja
meihoramento, € imprescindivel que haja variabilidade genética e que se crie
um banco de germopiasma. Segundo Migiani (1998), germopiasma & todo o
conjunto genético de uma espécie, que em uma coiecdo (banco de
germoplasma) servem como fonte genética a ser utilizada por melhoristas.

A caracterizagdo de germopiasma pode ser realizada de diversas
maneiras, como por exempio, através de anaiises morfoiodgicas, agronémicas,
bioguimicas e genéticas. Dentro da genética, a citogenética € uma ferramenta

de grande importéncia para caracterizar a variabilidade.



A citogenética compreende todo e qualquer estudo relativo ao
cromossomo isoiado ou em conjunto, condensado ou distendido, no que diz
respeito a morfologia, organizacdo, fungéo e repiicacdo, bem como na sua
variagao e evoiugao (Guerra, 1988).

Segundo Stebbins (1971), as diferencas cromossomicas refietem
diferencas na origem da variagdo genética, e muitas vezes, no contetido génico
dos individuos.

Singh (1993) considera a citogenética como uma ciéncia hibrida que
combina citologia (estudo dos cromossomos e outros componentes celuiares) e
genética (estudo da heranga) e, que inciui manipuiacdo dos cromossomos
(técnicas de coloragdo cromossémica), fungdo e movimento dos cromossomos
(mitose e meiose), numero e estrutura dos cromossomos (anaiise do cariétipo).

Considerada por muito tempo como uma ciéncia basica e
uitrapassada por meihoristas de piantas, a citogenética passou a ser
reconhecida ap6s o desenvolvimento, na década de 80, de técnicas
sofisticadas como GiSH (Genomic in sifu Hibridization) e FiSH (Fiuorescence in
situ Hibridization), que permitiiam monitorar a transferéncia de genes de
interesse intra e interespecifica (Sybenga, 1998).

Entre as informagbes geradas peia citogenética, as referentes ao
numero cromossomico sdo as mais ampiamente conhecidas. Por exempio,
uma listagem atuaiizada dos numeros cromossémicos citados na literatura
pode ser encontrada no index Piant Chromosome Number (http:// mobot.
bot.org/w3t/search/ipcn.htmi). No entanto, estudos mais detalhados de

comportamento meidtico e avaliagdes de fertiidade de poien sdo reduzidos



para a maioria das plantas existentes quando comparadas as plantas de
interesse econémico, como o arroz, aveia, centeio, miiho e trigo, que tem sido
ampliamente analisadas citogeneticamente.

De acordo com Hanna (1980) estas informagdes basicas geradas
peia citogenética tem contribuido e continuardo contribuindo diretamente para
0 meihoramento de piantas.

O conhecimento gerado peia citogenética tem uma importancia
crucial para um programa de melhoramento: ajuda a seiecionar os materiais
adequados e a manter uma monitoragdo constante, reveiando possiveis
alteragbes na fertilidade dos individuos. De acordo com Sybenga (1998), a
citogenética possui duas funcdes principais no meihoramento de plantas:
primeiro, gerar informagbes e, segundo, fornecer métodos para manipuiacdo
genética. As informagoes citogenéticas importantes ao melhorista, s&o aqueias
ja existentes sobre o materiai que esta sendo trabalhado, sobre a metodoiogia
que sera utilizada durante o trabaiho e, principaimente, as novas informacdes
que irao surgindo ao iongo do projeto. Técnicas de manipuiagao genética, ndo
envolvendo transgenia, como a transferéncia intra e interespecifca de genes e
envolvem diretamente a citogenética.

A citogenética também possui um papel importante nos estudos
evoiutivos e taxondmicos. A comparagdo de caracteristicas citogenéticas e
morfoidgicas pode, em muitos casos, ser empregada para auxiiiar nos

problemas de classificagéo e identificagdo taxonémicas bem como auxiliar na



compreensao da evolugdo de determinados grupos (Stuessy, 1990; Schifino-
Wittmann, 2000a).

Atuaimente, com o desenvoivimento da citogenética moiecuiar,
técnicas mais refinadas como a hibridizagéo in situ, estdo sendo empregadas
mais ampiamente, permitindo, em muitos casos, identificar alteracées
cromossOmicas e 0s mecanismos envolvidos nos processos de especiagio
(Benett ef al., 1992; Benett, 1995).

Para espécies arbdreas, as informagdes citogenéticas sao
relativamente limitadas quando comparadas as informagdes existentes para
outras cuituras de interesse. A diferenga basica reside no fato de que em
espécies cultivadas, os estudos envoivendo cicios de mitose e meiose podem
ser conduzidos em um curto periodo (um ano), enquanto que em piantas
arboreas estes estudos sdo mais limitados devido a longa fase entre os
estadios de juveniiidade/maturidade. Um outro probiema é o tamanho fisico das
arvores, que dificulta a condugdo de estudos que requerem grandes amostras,
principaimente no caso de meiose. Peia maior facilidade, os estudos de mitose
dominam as pesquisas citogenéticas em arbéreas quando comparados aos
estudos meidticos (Schiarbaum, 2000).

As Gimnospermas sdo O grupo vegetai mais estudado
citogeneticamente entre as arvores, principaimente o grupo das coniferas e a
famiiia das pinaceas. Os estudos em geral visam determinar o numero
cromossOmico e o caridtipo utilizando técnicas convencionais (Muratova,
1997a; Muratova et al., 2000) ou técnicas de citogenética moiecuiar (Lubaretz

et al., 1996, Hizume & Kondo, 2000).



Entretanto, muitas ouiras espécies arboreas tem sido estudadas
como é o caso de Leucaena e a maioria dos trabalhos foi realizada com o uso
de {écnicas convencionais de citogenética, objetivando informagdes como
numero cromossémico e comportamento meidtico (Gonzaies ef al., 1967; Pan
& Brewbaker, 1988; Freitas ef al., 1988;1991; Paiomino et a/., 1995; Cardoso et
al., 2000; Schifino-Wittmann et al.,, 2000b). Somente um estudo preiiminar foi
conduzido utilizando tecnicas molecuiares com Leucaena, que devido aos
pequenos cromossomos nao sao material adequado para execucao destas
tecnicas (Hartman et al.,, 2000). Outros géneros como Prosopis e Citrus tem
sido, também, ampiamente estudados (Cavaicante et ai., 2000).

Schiarbaum (2000) comentou que a descoberta e a confirmagao da
natureza tripidide de Popuilus tremuia por Nieison-Ehie e Muntzing, em 1936,
foi em evento marcante para a citogenetica de arboreas, pois caracterizou-se
por ser o primeiro exempio do potenciai das informagdes citogenéticas no
melhoramento de arbdreas. Apos este estudo, 0s programas de meihoramento
envoivendo a manipuiagdo do nivei de pioidia, passaram a ciassificar os
estudos citogenéticos de arboreas como basicos e aplicados.

Os estudos basicos compreendem descrigdo do numero e morfologia
dos cromossomos com coloragdo convencional, metodologias de
bandeamento, estudos meidticos, citotaxonomia e citogenética molecuiar
envolvendo sondas moieculares e mapeamento génico. Como exempios citam-
se os trabaihos de Muratova (1997b) que estudou os cromossomos nucleoiares

em aigumas espécies de Pinus e Larix, e Mochalova (1997) que estudou a

citogenética de espécies e hibridos de Prunus siberianas.



Os estudos aplicados conduzidos com cromossomos buscam
detectar gendtipos superiores, manipuiar o nivel de ploidia para gerar genoétipos
superiores e ou anfidipidides e estudos correiacionando frequéncias de
aberracdes cromossémicas com polui¢gdo (Schiarbaum, 2000). Borzan et al.
(1997) utilizaram a citogenética para investigar o nivel de ploidia de alguns
clones de saigueiro em reiagdo a producao em testes a campo. Butorina et al.
(1997) verificaram os efeitos da irradiacdo acidental da usina nuclear de
Chernobyi no comportamento citogenético de espécies arbdreas de Finus
sylvestris, Quercus robur e Betula pendula, encontrando uma correlagéo

positiva entre os efeitos da irradiagao e as anormaiidades citogeneéticas.

2.2 - O género Leucaena

2.2.1 — Utilizagao de Leucaena

Atuaimente a sigia MPTS (Multi Purpose Tree Species — Espécies de
Muitipios Propositos) € utilizada para designar espécies que se destinam a
usos muitiplos, ou seja, que apresentam um potencial de manejo ampio e
flexivei, como €& o caso de [eucaena. O cuitivo destas espéecies € com
finalidade comercial, mas pode ser também ecologicamente adequado em um
sistema de uso multiplo da terra. As MPTS sao componentes vitais dos
sistemas agrofiorestais e o sucesso do sistema, como uma opcdo de uso viavel
da terra, depende da exploragado do potencial destas espécies (Nair, 1993).

Avaliar e identificar espécies de muitipios usos tem por finalidade
selecionar germopiasmas promissores que expressem caracteristicas

vantajosas e que propiciem um aumento de produtividade sem o aumento de



custos. Varios estudos realizados em diferentes partes do mundo visam
identificar, selecionar e melhorar espécies de muitipios usos com a
necessidade de aumentar o conhecimento acerca da diversidade genética e do
potencial a ser explorado nestas espécies (Nair, 1993).

Espécies do género Leucaena se encaixam perfeitamente na
descricac de MPTS. A importancia economica das espécies de Leucaena para
a conservagdo do solo, adubo verde, forragem, alimento humano e produgéo
de pequenos artefatos € bem conhecida e documentada (Brewbaker, 1987b;
Shelton & Jones, 1995; Hughes, 1998a) . Na Ameérica Central, existem
evidéncias de cuitivo e transporte peio homem ha mais de 2000 anos (Harris ef
al., 1996) e, provaveimente de exploracdo das espécies como fonte de
aiimento peios povos indigenas peio menos nos uitimos 700 anos (Hughes,
1998b).
utilizadas nos sistemas agrofiorestais em fungéo da aita qualidade da forragem
e do rapido rebrote (Brewbaker e Sorensson, 1994). Por ser uma espécie de
dispersao pantropical L. leucocephala representa um excelente germopiasma
para ser utilizado em programas de meihoramento, uma vez que apresenta
uma muitiplicidade de usos, crescimento e rebrote rapidos e qualidade
excepcional de forragem. Aiém disto, possui uma grande capacidade de
hibridagdo com aigumas outras espécies do género, como por exemplo com L.
diversifoiia, formando progénies férieis (Freitas ef al., 1988; 1991).

Shelton & Jones (1995) comentaram que pela extensa

adaptabilidade ambientai e peia grande variedade de usos demonsirados peias
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espécies, Leucaena parece possuir uma combinacao de atributos sem paraieio

em outras espécies.

2.2.2 - Origem e distribui¢cao

[eucaena Benth € um género americano de arvores e arbustos
tropicais e subtropicais de multiproposito (Figura 1 e 2). Compreende 22
especies, seis taxa infraespecificos e dois hibridos determinados (Hughes,
1998a).

Todas as especies sao nativas do Novo Mundo, apesar de L.
leucocephaia e, em menor escaia, L. diversifolia serem atuaimente cuitivadas
pantropicalmente e naturalizadas em muitas areas (Hughes & Styies, 1989;
Hughes, 1998a). Evidéncias etnobotanicas sugerem que L. feucocephaia tenha
sofrido influéncia antrépica em sua origem, tendo surgido apos o cuitivo
conjunto de uma ou ambas espécies progenitoras ievando a formagcao de um
anfidipidide (Hughes & Harris, 1995; Harris et al., 1996).

A interferéncia humana é de grande importancia no processo de
distribuicdo das espécies do género, principaimente peios processos de
domesticagao indigena. A maioria das espécies sao cultivadas e suas
sementes distribuidas por todo o centro-sui do México. Esta acdo antropica
reflete nos niveis de diversidade genetica nas populagdes, que provaveimente
apresentam uma consideravel diminuicdo em relagdo as popuiacdes naturais
(Hughes ef ali., 1995). Para L. Jeucocephala, a espécie mais cuitivada do

género, a agdo anfropica acarretou um estreitamento da base genética (Harris

et al., 1994b).
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FIGURA 2 — Aspecto geral de espécies de Leucaena no campo.
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A grande diversidade de espécies estd no Mexico (17 especies,
sendo 10 endémicas) e no norte da América Central (9 espécies, sendo 4
endémicas). A diversidade decresce progressivamente tanto para o norte
quanto para o sul, com duas espécies nativas no Texas (EUA) — L. pulverulenta
e L. refusa , que € o limite norte do género e uma no Peru (L. trichodes), que é
o iimite sui (Harris ef ai., 1994a; Hughes, 1998D).

Conhecidas tipicamente peia formacao de arvores de pequeno a
médio porte, as espécies de Leucaena desenvoivem-se geraimenie em
florestas tropicais sazonalmente secas, € com menor frequéncia, em habitats
subtropicais frio ou temperado. Distribuem-se entre os 40° de iatitude Norte
aproximadamente e os 2500 metros de aititude. Esta amplitude geogréfica
indica a diversidade de ciimas e de regimes de temperatura, aos quais estas

espécies estdo submetidas (Hughes, 1993a).

2.2.3—- Sistematica e taxonomia de Leucaena

Sistematica e taxonomia sdo dois termos que podem ser
intercambiados, pois sdo utilizados para se referir a ciéncia da descoberta,
descricdo, biologia comparativa e classificagdo das espécies. A taxonomia
avaiia a organizacao e a historia da diversidade, fornecendo dados de quantas
espécies existem, onde estas espécies ocorrem, que caracteristicas eias
possuem, enquanto que a sistematica investiga como eias estdo reiacionadas
(Hughes, 1998a e c).

Para Leucaena, a taxonomia assume um papei extremamente

importante, uma vez que um ciaro conhecimento, documentagao e preservagao
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da diversidade das espécies, principalmente dos parentes selvagens das
espécies cultivadas, mantém uma fonte de diversidade genética.

A histéria taxonomica de Leucaena € bastante controvertida e
complexa, no que diz respeito ao numero de espécies ja estabelecido —
variando de 10 a 39 . Esta compiexidade esta relacionada a diversos fatores
que dificuitam a deiimitagdo das espécies como a grande diversidade presente
no género, a interferéncia humana no processo de domesticagao, a presenca
de poiipioidia e as diferentes abordagens utilizadas para delimitar as espécies
(Zarate, 1994; Harris, 1995; Hughes, 1998b).

O género Leucaena foi primeiramente descrito por Bentham em
1842, que estabeleceu quatro espécies e, posteriormente seis em 1846, e nove
espécies em 1875. Depois de Bentham, Briton e Rose, Brewbaker, Zarate,
Harris e Hughes estudaram a taxonomia do género e propuseram suas
ciassificagdes, cada um com diferentes abordagens para a deiimitagao das
especies.

Apos a revisdo de Bentham, em 1975, diversas expioracdes a campo
ievaram a descricao de novas supostas espécies, 0 que ievou a revisao feita
por Standiey em 1922. que reconheceu 15 especies.

Britton e Rose (1928), propuseram 39 espécies para o género,
baseados em caracteres quantitativos para deiimitagao das espécies (folha,
folidiuios, pilosidade. dimensdes da vagem, por exempio). No entanto, estas
caracteristicas utiiizadas sao insuficientes para deiimitar espécies, uma vez que
apresentam um padrdo de variag&o continuo entre as espécies e popuiagoes

da mesma especie.



Brewbaker reaiizou a primeira tentativa de diminuir este numero de
espécies, utilizando a observagé@o do material em cuitivo e a hibridagao
interespecifica para deiimitagdo das espécies. Estes estudos reduziram O
numero de 39 para 10 (Brewbaker, 1987a) e, a medida que novas espécies
eram observadas, este numero aumentou graduaimente para 16.

Zarate (1994), trabaihando com espécies mexicanas, utiiizou o nivei
subespecifico para delimitar as espécies. Segundo o autor, a utilizagéo deste
critério se justifica devido “a uma frequente ocorréncia de hibridagao
interespecifica e especiac¢ao incipiente, do tipo aiopatrica, em Leucaena’,
atribuida a compiexa historia biogeografica da regiao.

Zarate (1994), sugeriu a divis&o do género em duas grandes
seccdes: Macrophyiia e Leucaena. A secéo Macrophyiia, compreende especies
com foihas grandes e poucos foliolos por folha, sendo a espécie tipica L.
macrophyila. A se¢ao Leucaena, tipificada por L. leucocephaia, compreende as
espécies com foliolos pequenos € muitos folioios por folha.

Harris et al. (1994a) propuseram a primeira hipotese de ciassificacao
baseada na analise de DNA de cioropiasto (cpDNA) para delimitar as especies.
O DNA de cloropiasto é herdado maternaimente em Leucaena e permite inferir
sobre as relacbes entre espécies, a origem das espécies poiipidides e 0
parentesco entre os hibridos. A partir da anaiise dos dados de cpDNA o género
ficou divido em trés grandes grupos.

Hughes (1998b) estabeleceu as relacoes entre as espécies através
da andlise ciadistica de 29 caracteres morfologicos, propondo 22 espécies, seis

taxa infraespecifico e dois hibridos interespecificos (Tabeia 1).
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TABELA 1 — Relacg&o das espécies do género Leucaena com base na
classificacdo atuai de Hughes (1998a).

Espécies reconhecidas e
autores

Taxa infraespecificos
reconhecidos

Sinénimos

L. colfinsii Britton & Rose

subsp. collinsii

subsp. zacapana C. E. Hughes

L. esculenta (Sessé & Moc. ex
DC))

Benth. subsp. colinsii {Britton
& Rose)

S. Zarate

L. confertifiora S. Zarate

var. confertifiora

var. adenotheloidea (S. Zatare)
C. E. Hughes

L. confeitifiora S. Zérate
subsp. adenotheloidea S.
Zarate

L. cuspidata Standiey

L. cuspidata Standiey subsp.
jacalensis S. Zarate

L. diversifolia (Schitdl.) Benth.

L. diversifoiia (Schitdi.j Benth.
subsp. diversifolia sensu Pan
(1988)

. brachycarpa Urban

. laxifoiia Urban

L. esculenta (Sessé & Moc. ex
DC.) Benih.

. confusa Britton & Rose
. doyiei Britton & Rose

~rler

L. greggii S. Waison

L. involucrafa S. Zarate

L. lanceolata S. Watson

var. lanceolata

var. sousae (S. Zarate) C. E
Hughes

. microcarpa Rose

. brandegeei Britton & Rose
. cruziana Britton & Rose
palmeri Britton & Rose

. pubescens Britton & Rose
. purpusii Britton & Rose

. sinaloensis Britton & Rose
. sonorensis Britton & Rose
. nitens M. E. Jones

. lanceolata S. Watson subsp.
sousae S. Zarate

i il B ] el il i

L. lempirana C. E. Hughes

L. leucocephala (Lam) de Wit.

subsp. feucocephala

subsp. glabrata (Rose)
S. Zarate

L. glauca (Willd.) Benth.
L. latisiliqua sensu Gillis &
Stearn

L. leucocephala (Lam) de Wit.

subsp. ixtahuacana C. E.
Hughes

L. macrophylla Benth.

subsp. macrophylla

subsp. istmensis C. E. Hughes

L. macrocarpa Rose

L. houghii Britton & Rose

L. nelsonii Britton & Rose

L. macrophyila Benth. subsp.
nelsonii (Britton & Rose) S.
Zarate

L. magnifica (C. E. Hughes)
C. E. Hughes

L. shannonii J.D. Smith subsp.
magnifica C. E. Hughes

L. matudae (S. Zarate) C. E.
Hughes

L. esculenta (Sessé & Moc. ex
DC. Benth. subsp. matudae
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Espécies reconhecidas e
autores

Taxa infraespecificos
reconhecidos

Sinénimos

L. mutticapitufata Schery

L. paliida Britton & Rose

L. dugesiana Britton & Rose

L. oaxacana Brition & Rose

L. panicuiata Britton & Rose

L. escufenta (Sessé & Moc. ex
DC.) Benth. subsp. panicuiata
(Britton & Rose) S. Zarate

L. pueblana Britton & Rose

L. puiveruienta (Schiidi.) Benin.

L. retusa Benth.

Acacia sabeana Buchiey

L. salvadorensis Standiey ex
Britton & Rose

L. shannonii J.D. Smith

L. trichandra (Zucc.) Urban

L. stenocarpa Urban

L. diversifolia (Schitdl.) Benth.
subsp. stenocarpa (Urban) S.
Zarate

L. guatemalensis Britton &
Rose

L. revoluta Britton & Rose

L. standleyi Britton & Rose
Acacia albanensis Britton &
Rose

L. irichodes (Jacq.) Benth.

L. canescens Benth.

L. pseudotrichodes (DC.)
Britton & Rose

L. colombiana Britton & Killip
L. bolivarensis Britton & Killip
L. trichodes (Jacq.) Benth. var.
acutifolia Macbride




Para delimitar as espécies Hughes (1998b), utilizou o conceito
filogenético de espécie, onde as caractieristicas e estados de caracteristicas
sdo definidos com base na variagdo quantitativa da morfoiogia e as espécies
sdo diferenciadas quando apresentam combinagdes unicas ou constantes
dessas caracteristicas ou estados de caracteristicas.

Para diferenciar subespécies e variedades, foram utilizados
caracteres quantitativos (variagédo nas folhas e vagens) que apresentam uma
variagdo continua dentro e entre as espécies e n3o servem como uma base
clara para delimitar espécies, mas sao bem apropriados para deiimitacbes em
nivel infraespecifico. Segundo Hughes (1998c), a ciassificacdo subespécie foi
utilizada quando as entidades eram distinguidas por caracteristicas
correiacionadas com a geografia, enquanto que variedade foi utilizada quando
as entidades eram distinguidas por caracteristicas n&o correiacionadas com a
geografia, ou quando os Iimites geograficos das variantes sdo pouco
conhecidos. Atualmente, a classificagdo proposta por Hughes (1998b), é a mais

ampiamente aceita.

2.2.4 — Citogenética

2.2.4.1 — Namero cromossémico e meiose

Apesar da importancia econdémica do género, os estudos
citogenéticos em Leucaena nao sao muito freqientes, ja que o pequeno
tamanho (ca. 1um) e o grande numero (52-112) dos cromossomos Nao Sao

fatores estimulantes.
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Os primeiros reiatos referentes a citogenética do género datam das
décadas de 30 e 40, com informagbes sobre o numero cromossdmico de
poucas espeécies (Tjio, 1948). Atuaimente, sdo conhecidos dois numeros
cromossomicos basicos (x=26 e x=28) e dois niveis de pioidia — dipidide e
tetrapioide — e dentro de cada nivel ha dois numeros cromossdmicos basicos:
2n=2x=52; 2n=2x=56, 2Zn=4x=104, 2n=4x=112 (Gonzaies ef al, 1967;
Hutton,1981; Pan & Brewbaker, 1988; Freitas et al., 1991: Sorensson &
Brewbaker, 1994; Palomino ef al, 1995, Cardoso et ai., 20C0: Schifino-
Wiitmann ef al., 2000b).

A maioria das especies de Leucaena é dipidide, sendo reconhecidas
cinco especies tetraploides e uma delas, L. involucrata, tendo sido
recentemente identificada (Hughes, 1998b; Schifino-Wittmann ef ai., 2000b).

Gonzaies ef al. (1967) realizaram estudos citogenéticos em
Leucaena encontrando para L. ianceolata, L. frichodes e “L. stenocarpa’,
2n=2x=52; para L. leucocephala, L. glabrata e L. esculenta 2n=4x=104; L.
puiveruienta Zn=2x=56; L. puiveruienta x L. leucocephaia, 2n=80. Avaiiando a
meiose, relataram comportamento meidtico reguiar para cinco das espécies
estudadas, sendo que L. frichodes e “L. stenocarpa” nao foram analisadas; e
para o hibrido entre L. pulverulenta x L. leucocephala, foi verificada a presenca
de 26 bivaientes (ii) e 28 univaientes ().

Pan & Brewbaker (1988), anaiisaram a citoiogia de 11 espécies e
uma subespécie e discutiram as reiagdes filogenéticas e o0 modo de especiacdo
no género. As analises indicaram que seis espécies e uma subespécie

apresentaram n=26 (numero gamético), sendo consideradas dipidides. Entre
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as espécies encontram-se L. esculenta, L. lanceoiata, L. macrophylia, L.
shannoni, L. trichodes e L. diversifolia ssp. ftrichandra. Excepto para L.
lanceolata, para todas as espécies 0s nNUMeros cromossomicos somaticos
representaram contagens criginais. L. coliinsii apresentou n=26 diferindo do
numero encontrado por Hutton (1981) n=52. Neste caso, os autores sugeriram
que a arvore anaiisada era um hibrido ou que ccorreu um erro de anaiise. L.
retusa e L. puiverulenta apresentaram n=28, sendo este numero unico no
género. L. diversifolia ssp. diversifoiia, L. leucocephaia e L. pailida
apresentaram n=52, sendo consideradas espécies tetrapioides.

Quanto as anadlises meidticas, Pan & Brewbaker (1988), reiataram
que todas as espécies anaiisadas (dipidides e tetrapioides) — apresentaram
meiose reguiar com formacdo de bivaientes em metafase i e segregacgao
normal. Os autores sugerem que esta natureza meidtica reguiar nas espécies
tetrapidides € um indicio de origem aiopoiipiéide ou anfidipidide e que a
formacdo de bivalentes ocorre devido a um pareamento autosindético.
Estudando aigumas F1 hibridas, os autores reiatam que as progénies
resultantes do cruzamento entre espécies com igual nivei de picidia (L.
diversifoiia ssp. trichandra x L. shannonii, L. diversifoiia ssp trichandra x L.
lanceolata e L. diverisfolia ssp. diversifolia x L. leucocephala) apresentaram
somente formac&o de bivaientes em diacinese e metafase I. Ja a F1 fripidide
resuitante do cruzamento entre L. /anceolata (2x) e L. leucocephala (4x),
apresentou probiemas na meiose, com presenga de univaientes e segregagao

anormal em anafase | e telofase |
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Os resultados deste trabalho foram importantes pois permitiram aos
autores, discutir as relacbes evolutivas do género. Pan & Brewbaker (1988),
sugeriram que:
1°) de acordo com os dados de numero cromossdémico basico, a maioria das
espécies é dipldide, com n=26; as espécies com n=28 podem ter derivado das
espécies com n=26 ou de um ancestrai com n=14; que as espécies poiipidides
podem ter surgido por aiopolipioidia (L. leucocephala e L. pallida) ou
autopolipioidia (L. diversifoiia ssp. diversifoiia) e que haveriam dois numeros
cromossomicos basicos x=13 e x=14;
2°) que 0s mecanismos de isolamento no género ndo inciuem barreiras para
hibridacdo interespecifica, sendo mais provavel que os mecanismos de
diferenciacdo das espécies inciuam barreiras geograficas, ecoidgicas e,
principaimente, polipioidia.

Freitas et al. (1988) analisaram 0 numero cromossomico e O
comportamento meidtico em algumas espécies e hibridos selecionados para
toierancia a soios acidos. As contagens cromossomicas foram realizadas para
L. leucocephala. L. diversifolia (dipiéide e tetrapidide), L. pulverulenta e para
progénies F1, F2 e F3 hibridos de L. leucocephaia x L. diversifoiia (2x), e para
F1 hibrida de L. leucocephaia x L. diversifolia (4x), L. leucocephala x L.
esculenta e L. ieucocephala x L. shannonii.

Uma variac&o intraespecifica no nimero cromossémico foi detectada
em L. leucocephaia. L. diversifolia e seus hibridos provaveimente devido a

hibridagdo naturai, o que também poderia expliicar o alto nimero cromossomico
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(2n=90) encontrado para uma planta de L. pulverulenia normaimente com
2n=56.

Segundo Freitas ef al. (1988), a meiose foi considerada reguiar, com
preferencial formacdo de bivalentes em metafase |, para maioria das espécies
e hibridos. Essa reguiaridade meiotica foi refietida nos aitos indices meioticos
(acima de 90%) e na alta fertiidade do poien (de 96 a 100%). Quanto a
fertiidade dos hibridos, as progénies derivadas de cruzamentos entre L.
leucocephaia x L. diversifoiia foram todas férteis, enquanto que os hibridos de
L. leucocephala x L. esculenta e L. leucocephaia x L. shannonii, apresentaram-
se parciaimente estéreis. Os autores comentam que esta esteriiidade pode
envoiver probiemas de germinacdo do grdo de podien ou incompatibilidade
embrido-endosperma. Cabe salientar que medida da fertilidade das piantas foi
baseada através da estimativa do indice meidtico e da fertilidade dos gréos de
poien.

A reguiaridade meidtica dos hibridos de L. feucocephala x L.
diversifolia, segundo Freitas et al. (1988), pode ser expiicada de duas formas:
19) peio fato das duas espécies possuirem cromossomos similares e
homélogos, permitindo que ocorra pareamento entre homeodiogos intra e
interespecifico. Neste caso, sugere-se que exista um forte mecanismo de
controie genético do pareamento (so II), pois conforme seria esperado, nao
ocorreram associagdes muitipias;

23) os cromossomos das duas espécies sdo incompativeis e nao pareiam,
ocorrendo somente pareamento intraespecifico, neste caso, n&o ocorreria

sobrecruzamento entre os cromossomos das duas espécies e 0s genes de
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cada espécie presentes em um cromossomo em particular poderiam ser
transmitidos aos seus hibridos como um bioco Unico. Este fato tem importantes
impiicagbes tedricas e praticas para o meihoramento de plantas, ja que
algumas caracteristicas que vdo ser meihoradas irdo ser transmitidas junto com
outras.

Freitas ef al. (1991) estudando o numero cromossdmico € a meiose
de hibridos entre L. leucocephala x L. diversifolia, ambas tetrapidides e com
Zn=4x=104 cromossomos, encontrou para a maioria dos individuos hibridos
2n=104, uma variacao de 86 a 103 cromossomos. A meiose foi considerada
reguiar, com preferenciai formacao de bivaientes nas 183 piantas anaiisadas.
Esta preferenciai formacéo de bivaientes sugere que exista um forie controie
do pareamenio nas espécies, pois, considerando a faciiidade de cruzamento,
as duas espécies devem possuir homeoiogia e seria de esperar a formacao de
associagoes muitipias. No entanto, este nao foi o caso.

Palomino ef al (1995) realizaram estudos citogenéticos com
espécies de Leucaena presentes no México e reiataram que dos sete taxa
estudados quatro eram dipidides com 2n=56 cromossomos (L. diversifolia, L.
trichandra, L. lanceoiata ssp. lanceoiata e L. lanceoiata ssp. sousae). Dois taxa
eram tetrapioides com 2n=112 ( L. confertiflora ssp. adenotheloidea e L.
esculenta ssp. paniculata). L. escuienta ssp. esculenta apresentou os dois
niveis de ploidia, um acesso com 2n=52 e outro acesso com 2n=112.

Os resuitados deste trabaiho sdo um pouco controversos por

apresentarem numeros cromossomicos diferentes para espécies anteriormente
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analisadas, como por exempio para L. ianceolata, e ndo terem sido
confirmados em trabaihos detalhados posteriores.

Os trabaihos citados referentes a citogenética de Leucaena nao
conseguiram preencher as lacunas existentes quanto ao numero
cromossémico no género pois as contagens referiam-se normaimente a poucas
piantas por espécie e os estudos meidticos foram reaiizados somente em
aigumas espécies e popuiagbes hibridas. Recentemente, o numero
cromossomico foi determinado para todas as espécies (Cardosc ef ai., 2000;
Schifno-Wittmann ef al., 2000b).

Schifino-Wittmann ef al. (2000b) conduziram o primeiro estudo
citogenético para maioria das espécies de Leucaena e para populagbes destas
espécies. As contagens cromossdmicas foram reaiizadas para 51 acessos,
fornecendo um novo panorama citogenético para o género descrito abaixo:

a) 2n=2x=52 = L. coilinsii ssp. collinsii, L. esculenta, L. janceolata var.
janceolata e var. sousae, L. magnifica, L. pueblana, L. shannonii e L.
trichandra;

b) 2n=2x=56 =L. coliinsii ssp. zacapana, L. greggi, L. macrophylla ssp.
istmensis e L. matudae;

c) 2n=4x=104 = L. confertifiora var. conferiifiora e var. adenotheloidea, L.
diversifolia, L. leucocephala ssp. leucocephala e ssp. glabrata, L. paiiidae L. X
spontanea;

d) 2n=4x=112 = L. confertifiora var. adenotheloidea, L. involucrata e L. paliida.

Os resultados obtidos por Schifino-Wittmann ef al. (2000b)

apresentam varias contribuigbes para a taxonomia e evoiugdo do grupo.
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Primeiramente, foi confirmada a existéncia de mais uma espécie tefraplodide no
género (L. involucrata). A variabilidade interespecifica e intrapopuiacionali,
guanto ao numero cromossdmico, encontrada em aigumas espécies de
Leucaena (L. pallida, L. collinsii, L. confertifiora, L. macrophylla e L trichandra),
confirmam a complexidade da evolucdo e especiagdo no género, e também
apoiam a possibiiidade de origens multipias de alguns taxa.

Cardoso ef al. (2000) estudaram o numero cromossdmico de 52
individuos de 14 taxa de Leucaena e publicaram peia primeira veéz 0 numero
cromossoémico para L. lempirana (2n=52 e 56) e L. cuspidata (2n=52). Neste
mesmo frabaiho, foi encontrada uma variabiiidade intraespecifica para L.
lempirana, L. macrophylla e L. shannonii e também foi identificada uma
popuiacao dipioide de L. pallida.

Schifino-Wittmann ef al. (2000b) e Cardoso ef al. (2000),
compietaram os estudos de contagem cromossOmica para a maior parte das
espécies (Tabeia 2). Analisados conjuntamente estes dados permitem realizar
inferéncias sobre a variabilidade intra e interespecifica e sua consequéncias
para taxonomia. Para L coiiinsii ssp. collinsii (uma populacao) e para ssp.
zacapana (duas populagbes), foram encontrados dois numeros
cromossomicos, 2n=52 e 2n=56, respectivamente. Variacao semelhante foi
enconfrada para L. macrophylla ssp. istmensis com 2n= 52 e ssp. macrophyila
2n=56. Estas diferencas no numero cromossémico podem refietir uma relagéo
com a delimitagdo de subespécies. As populacbes destas espécies foram

coletadas na forma de “buik” (varios individuos), iogo pode-se presumir de
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Tabela 2 — Numeros cromossomicos de Leucaena determinados por Schifino-

Wittmann ef ai.(2000b) e Cardoso ef a/.(2000).

Espécies Schifino-Wittmann et al. (2000b) Cardoso et al. (2000)
L. coffinsii subsp. collinsii 52
L. collinsii subsp. zacapana 56
L. confertiflora var. confertifiora 104
L. confertiflora var. adenotheloidea 104 e 112
L. cuspidate 52
L. diversifolia 104
L. esculenta 52
L. greggii 56
L. involucrate 112 112
i. ianceolata var. lanceoiata 52 52
L. fanceclata var. sousae 52
L. lempirana 52 e 58
L. leucocephala ssp. leucocephala 104
L. leucocephala ssp. glabrata 104
L. macrophyiia ssp. isimensis 52 e 56 52
L. macrophylla ssp. macrophylia 56
L. magnifica 52
L. matudae 56
L. pallida 104 e 112 56
L. puebiana 52 e 56
L. pulverulenta 56
L. retusa 52
L. salvadorensis 56
L. shannonii 52 52 e 56
L. trichandra 52 e 104
L. trichodes 56
L. x spontanea 104
L. ? hybrid >100 112
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acordo com Schifino-Wittmann ef al. (2000b) e Cardoso ef al. (2000), que estas
variacoes refietem diferengas taxondémicas. Ainda, a existéncia de numeros
cromossomicos basicos diferentes em um taxon e principaimente a existéncia
de numeros cromossémicos basicos diferentes em varios taxa, por exemplo L.
coliinsii (2n=52 e 56) e L. confertifiora (2n=104 e 112), apdiam um complexo
padréo de evoiugao no género.

Hartman et ai. (2000) reaiizaram um primeiro trabaiho preiiminar com
citogenética molecular em Leucaena utilizando a técnica de FISH
(Fiourescence in situ Hibridization) juntamente com dados citogenéticos
classicos e estimativa de tamanho do genoma. Os autores encontraram, em L.
jeucocephala, um par de cromossomos sub-metacéntricos morfoiogicamente
distintos de todos os outros cromossomos e verificaram que este mesmo par
ocorre em L. janceolata — um possivel progenitor paterno de L. feucocephaia.
Quanto ao tamanho do genoma foi verificado um tamanho modal de 1.5-2.0 pg
e também, que o valor 2C de L. feucocephala € a soma dos valores de L.
janceoiata e L. puiveruienta (o possivel progenitor materno). O aito vaior 2C
(2.29 pg) confirmou a natureza polipidide de L. involucrata.

Para L. leucocephala, a espécie aivo deste estudo com FISH,
Hartman et al. (2000) encontraram a presenca de seis maiores sitios e dois
menores sitios de genes ribossomais 5.8, 18 e 25s e sugerem que estas
informacdes possam ser utiiizadas para verificar 0s possiveis progenitores de
L. leucocephaia e de outras espécies de Leucaena € para detectar quaiquer

mudanca no cariotipo em futuros trabaihos.



Além disso, os autores sugerem que sejam reaiizados futuros
trabalhos com a tecnica de Genomic in sifu Hybridization (GISH), onde o
conjunto de cromossomos dos possiveis progenitores sejam marcados e
usados como sondas, procurando esciarecer as relagbes de parentesco entre

as espeécies e fornecer novos “insights” sobre a evoiugao do género.

2.2.4.Z — Espécies tetrapidides: possiveis origens

O numero cromossomico fornece um tipo de dado especial (nivei de
ploidia) quando as espécies dentro do género possuem conjuntos muaitipios de
cromossomos - polipidides (Hughes, 1998a). Como ja citado, Leucaena &€ um
género que possui atuaimente cinco espécies tetrapidides: L. confertifiora, L.
diversifolia, L. leucocephala, L. paliida e L. invoiucrata (Gonzaies et al., 1967,
Pan & Brewbaker, 1988; Freitas ef a/., 1991; Paiomino ef al,, 1995, Hughes
1998b; Cardoso ef al., 2000; Schifino-Wittmann ef a/., 2000b).

Sabe-se que a maioria das piantas superiores sao polipioides
(Stebbins, 1971), com estimativa de 95% das pteriddfitas e 80% das
angiospermas (Leitch & Bennett, 1997). Stebbins (1971) apontou que a
poliploidia foi o evento citogenético mais importante na evolugao das piantas
superiores. Segundo Leitch & Bennett (1997), a polipioidia teve um papel
importante na evoiugcdo das piantas superiores, sendo a alopoliploidia mais
comum que a autopoiipioidia em piantas, e muitas das espécies
economicamente importantes sdo polipidides, como o trigo, o aigodao, o café, a

alfafa entre outras.
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Dados recentes sugerem que a formagao de polipidides € um evento
comum e recorrente na natureza, sendo que as espécies polipioides teriam
surgido varias vezes durante a evoiugdo, e a maioria dos polipidides teriam
muitipias origens (Soltis ef al.,, 1995; Leicht & Bennet, 1997, Segraves et al.
1999; Soitis & Soitis, 1999).

Na natureza, os polipidides podem conter varias copias de um unico
genoma ou de dois ou mais genomas distintos, sendo chamados de
autopolipidides e aiopoiipidides, respectivamente. A formagdo das espécies
polipidides se da, preferenciaimente, atravées da fusao de gametas
citologicamente ndo reduzidos (Harian & De Wet, 1975; Ramsey & Schemske,
1298; Schifino-Wittmann & Dail’Agnoi, 2001).

No caso de Leucaena, a origem das espécies polipidides permanece
sem solucdo, mas para trés das cinco espécies conhecidas, as evidéncias de
cpDNA sugerem que elas tenham se originado por aiopolipioidia (Hughes,
1998a), apos a hibridagdo entre duas espécies dipioides.

Para solucionar a questdo sobre a origem das espécies polipidides
do género, pesquisadores tem utilizado técnicas mais avangadas como a
anaiise moiecuiar de DNA de cioroplasto (cpDNA), cuja heranga, no género, €
materna. Neste caso, as espécies tetraploides aparecem como especies irmas
de seus progenitores maternos (Harris et ai., 1994a).

As supostas origens dos tetrapldides de Leucaena estdo baseadas
principaimente em dados provenientes de anaiises molecuiares (Harris et al.,
1994a). O progenitor materno de L. Jeucocephala €& provavelmente L.

puiveruienta ou uma espécie com cpDNA do tipo dela, segundo Harris ef al.
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(1994a). O progenitor masculino permanece desconhecido, mas dados
morfologicos sugerem que L. feucocephala seja um hibrido entre uma especie
com foliolos grandes e uma espécie com foiiolos pequenos (L. puiverulenta).
Hughes (1998a), sugeriu que pela distribuicdo de L. pulverulenta no México os
provaveis progenitores mascuiinos sejam L. /anceolata ou L. macrophyila, pois
s30 as Unicas espécies que ocorrem na mesma area e possuem foiiolos
grandes. Devido & baixa cruzabilidade de L. macrophyila, € muito provavel que
o progenitor masculino seja L. fanceolata.

No caso de L. diversifolia, foi sugerida origem autotetrapidide
derivada de L. frichandra (Pan & Brewbaker, 1988). No entanto, as analises de
cpDNA indicam que estas duas espécies possuem genomas de cloroplasto
muito distintos para ser sugerida origem autotetrapidide. Foi entao proposta
uma origem aiotetrapidide, sendo sugerido como progenitor feminino L.
puiverulenta (Harris et al. 1994a) e como progenitor masculino L. trichandra
(definido por analises morfoidgicas).

Pan & Brewbaker (1988) sugeriram para L. paliida origem
alotetrapidide proveniente da hibridac@o entre L. esculenta e L. trichandra. No
entanto dados recentes sugerem que L. puebiana seja o progenitor materno
(Hughes, 1998b; Harris ef al., 1994a).

A origem dos tetraploides L. confertifiora e L. involucrata permanece
desconhecida (Hughes, 1998b).

Um individuo tetrapidide (2n=104) foi encontrado em duas

populacées de L. trichandra (Cardoso et al., 2000; Schifino-Wittmann et al.,



2000b), o que poderia ser resultado de uma poliploidizagédo espontanea,
sugerindo que a autopoiipioidia possa ser um processo comum em Leucaena.
Schifino-Wittmann ef al. (2000b) e Cardoso et ai. (2000) sugeriram
mdltiplas origens para L. confertifiora (2n=4x=104 e 112) e L. pallida
(2n=4x=104 e 112) com base nos dados citogenéticos de numero
cromossomico. isto esta de acordo com a tendéncia atuai de aceitar-se que a
polipioidia em plantas & um fendmeno muiltipio e recorrente (Soltis e Soiltis,

1999).

2.2.5 — Modos de reprodugao e hibridagao

A maioria das espécies de Leucaena possui modo de reproduco ja
determinado, o que ndo acontece para espécies pouco estudadas como L.
confertifiora, L. cuspidata, L. lempirana e L. pueblana (Hughes 1998a).

Fazendo um breve resumo dos modos de reprodugdo das espeécies
de Leucaena tem-se:
- espécies de fecundagdo cruzada predominante: L. collinsii, L. diversifolia,
L. esculenta, L. greggii, L. lanceolata, L. macrophylla, L. matudae, L.
muiticapitulata, L. pallida, L. pulverulenta, L. retusa, L. salvadorensis, L.
shannonii, L. trichandra e L. trichodes, algumas delas autoférteis.
- espécie de autofecundacgao: L. leucocephala.

Diversos trabalhos reveiam a existéncia de hibridos espontaneos
entre espécies de Leucaena (Gonzaies et al, 1967, Brewbaker, 1988; entre
outros), entretanto, o registro mais comum no mundo todo tem sido de hibridos

espontaneos enire L. leucocephaia e L. diversifolia, conhecido como L. X
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spontanea e de hibridos entre L. leucocephala e L. esculenta, conhecido como
L. x mixtec (Hughes, 1998a).

Sorensson e Brewbaker (1994) reaiizando estudos de cruzabilidade
relatam que existem poucas barreiras genéticas para hibridagao em Leucaena,
sendo que as barreiras existentes séo tipicamente geograficas, remetendo a
uma especiacdo alopatrica. Segundo Sorensson (1995), a alta
intercompatibilidade entre as espécies tetrapidides permite que estas espécies
sejam consideradas como um “pool génico primario” nos programas de
melhoramento via hibridacdo artificial. Hughes (1998a) comentou que este e
um mecanismo significante na histéria evolutiva de Leucaena, principalmente
peia presenca de dois niveis de pioidia, pela eievada cruzabilidade das
espécies e pela ocorréncia de hibridos naturais.

A origem hibrida foi proposta para trés das cinco especies
tetraploides conhecidas - L. diversifolia, L. pallida e L. leucocephala (Harris et
al., 1994a; Hughes, 1998a), ratificando a importancia da hibridagao como um
mecanismo atuante no processo de especiagao no género.

Um outro fator que favorece fortemente a hibridacéo é a interferéncia
humana no processo de domesticagdo das espécies. O transporte das
espécies para regides fora do seu habitat nativo, tem permitido a quebra das
barreiras reprodutivas (geograficas) facilitando o contato entre espécies
diferentes e o surgimento de hibridos naturais (Hughes e Harris, 1994).

Programas de melhoramento de Leucaena tém focalizado este
potencial de formagdo de hibridos espontaneos pela facilidade que oferecem

para transferéncia de genes entre as espécies e para o desenvolvimento de



hibridos com caracteristicas de interesse. No entanto, hibridos espontaneos,
assim como quaiquer outra pianta introduzida fora de seu habitat nativo,
representam um risco a vegetagdo nativa, podendo-se fransformar em
espécies invasoras ou contaminar 0s recursos genéticos (Hughes, 1988a).
Maiores detalhes sobre o processo de hibridagéo e sobre os hibridos

existentes podem ser obtidos em Hughes (1998a).

2.2.6 — Estudos com Leucaena no Departamento de Piantas
Forrageiras e Agrometeoroiogia da UFRGS

Desde 1984, o Departamento de Plantas Forrageiras e
Agrometeoroiogia da Facuidade de Agronomia da UFRGS (DPFA-UFRGS),
reaiiza estudos citogenéticos, agronémicos e fenoiogicos de espécies €
hibridos de Leucaena. Os primeiros estudos foram conduzidos por Freitas et al.
(1988), que analisaram citogeneticamente material proveniente de cruzamentos
entre L. leucocephala e L. diversifolia (dipioide e tetraploide), reaiizados no
Centro Internacionai de Agricuitura Tropical (CIAT), em Calii, na Colombia,
através da colaboracdo com o Dr. E. Mark Hutton.

Das sementes provenientes deste cruzamento, foi estabelecida, em
1987, uma populacdo de hibridos entre L. jeucocephala e L. diversifolia
tetrapldide na Estagdo Experimental Agrondmica da UFRGS (EEA-UFRGS). A
partir do estabelecimento desta populagéo e de suas progénies em 1993,
diversos estudos foram conduzidos (Freitas, ef al., 1991; 1995; 1999, Simioni,
1996: Simioni et ai., 1998; 1999; Sarmento, 1999; Schifino-Wittmann, 1997,

2000: Schifino-Wittmann & Simioni, 1998; Schifino-Wittmann et al. 1997; 1999),
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investigando caracteristicas citogenéticas, florais, morfoidgicas, padroes de
isoenzimas, rendimento de matéria seca, quaiidade de forragem, taxa de
rebrote e toierancia ao frio, que permitiram a selecao de aiguns materiais. Este
conjunto de dados, além de reunir informagdes basicas importantes,
demonstrou o bom potencial de hibridos de Leucaena como espécies
forrageiras no Rio Grande do Sui (Schifino-Wittmann, 2000).

Em 1996, uma colegdo de 78 acessos de 22 taxa de Leucaena foi
estabelecida da EEA-UFRGS, com 0 objetivo de caracterizar 0
desenvolvimento das espécies nas condi¢oes ambientais do Rio Grande do Sul
(Kaminski, 1998). As sementes utilizadas foram enviadas peio Oxford Forestry
Institute (OFI), Reino Unido, que iniciou sua colec&o de sementes em meados
de 1980, ja que muitas espéecies novas haviam sido descobertas na Guatemaia
e Honduras e muitas dessas estavam ameacadas de descaracterizagao ou
extingdo (Hughes & Harris, 1995).

Através de um intercambio informal com © grupo de pesquisadores
do OFI, que realizam coletas e desenvoivem estudos em taxonomia e biologia
moiecular, e coordenam experimentos a campo em nivei mundial, o grupo de
melhoramento do DPFA recebeu material para analise citogenética e para
observacgdo sobre o comportamento deste germoplasma nas condi¢bes do Rio
Grande do Sul.

Kaminski (1998) e Kaminski et al. (2000), verificaram a grande
variabilidade intraespecifica e interespecifica na duracao e no inicio do periodo
vegetativo, de florescimento, de frutificacdo e maturagéo das vagens entre os

acessos e espécies de Leucaena da colegao do OFI, que foi plantada na EEA-
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UFRGS e que continua sendo mantida. Estes estudos identificaram alguns
materiais com potenciai forrageiro, quanto a taxa de crescimento.

Atuaimente, as pesquisas com Leucaena no DPFA continuam
somente na area da citogenética, com estudos sobre o comportamento
meidtico e analise da fertilidade dos graos de pdlen, ja que as determinagoes
de numero cromossdmico foram completadas para todas as espécies (Schifino-
Wittmann et al. 2000b; Cardoso et al. 2000).

No entanto, muitos outros trabaihos poderiam ser reaiizados
futuramente com esta colegdo mantida na EEA-UFRGS, como por exemplo,
investigagcdes na area de polinizacdo, de produgdo de sementes, de nutricao
animal e outros trabalhos avaliando 0 germoplasma apos seis anos de

estabeiecimento nas condigdes do Estado.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material utilizado

Em 1996, uma coiegdo de 78 acessos de 22 espécies de Leucaena
provenientes do Oxford Forestry Institute (OFI), foi estabelecida na Estagdo
Experimentai da Agronomia (EEA) — UFRGS, num delineamento de 3 biocos
casualizados (Tabela 3, Figura 3). Para maiores detalhes sobre o material
consuitar Kaminski (1998).

A EEA-UFRGS situa-se na regiao fisiografica da Depressao Central aos
30° 0522 de latitude S e 51°39°08” de longitude W, com clima subtropical Umido

(Cfa). Os nomes cientificos seguem a ciassificagdo de Hughes (1998a).

3.2 Métodos

3.2.1 - Coieta, fixacdo e estocagem do material

Para analise da meiose e da fertilidade do poien, as inflorescéncias
jovens em varios estadios de desenvolvimento foram coietadas, durante 1998,
1999, 2000 e 2001 (Figura 4). Como a colecdo esta constituida de diferentes

especies de Leucaena com diferentes épocas de florescimento, a coieta do



TABELA 3 — Relagao do material utilizado para analise neste experimento.

Classificacao Numero de Identificagdo (OFI)
L. collinsii ssp. zacapana 56/88
L. collinsii ssp. zacapana 57/88
L collinsii ssp. collinsii 45/85
L. collinsii ssp. collinsii 51/88
L. confertiflora var. adenotheloidea 119/92
L. confertifiora var. adenctheloidea 87/94
L. cuspidata 83/94
L. diversifolia 45/87
L. diversifoiia 46/87
L. diversifolia 01/90
L. diversifolia 82/92
L. diversifolia 83/92
L. diversifoiia 126/92
L. diversifolia 104/94
L. diversifolia 105/94
L. diversifolia 106/94
L. diversifoiia 107/94
L. esculenta 47187
L. esculenta 48/87
L. greggii 82/87
L. ? hibrido 52/87
L. involucrata 87192
L. lanceolata var. lanceolata 43/85
L. lanceolata var. lanceolata 44/85
L. fanceolata var. ianceolata 90/92
L. lanceolata var. lanceolata 134/92
L. lanceolata var. sousae 50/87
L. lanceolata var. sousae 51/87
L. lempirana 05/91
L. lempirana 06/91
L. leucocephala ssp. glabrata 19/81
L. leucocephala ssp. glabrata 32/88
L. leucocephala ssp. glabrata 44/88
L. leucocephala ssp. glabrata 45/88
L. leucocephala ssp. glabrata 145/91
L. leucocephala ssp. glabrata 34/92
L. leucocephaia ssp. glabrata 92/92
L. leucocephala ssp. glabrata 95/92




TABELA 3 - Continuacgao.

Classificagdo Numero de Identificagdo (OFI)
L. leucocephala ssp. glabrata 121/92
L. leucocephala ssp. glabrata 136/92
L. leucocephala ssp. glabrata 139/92
L. leucocephala ssp. glabrata o 30/93
L. leucocephala ssp. glabrata 102/94
L. leucocephala ssp. leucocephala 133/92
L. leucocephala ssp. leucocephala 147192
L. macrophylla ssp. macrophylla 55/88
L. macrophyiia ssp. istmensis 47/85
L. macrophylla ssp. istmensis 39/89
L. magnifica 19/84
L. magnifica 58/88
L. matudae 49/87
L. multicapitulata 81/87
L. multicapitulata 86/87
L. pallida 78/92
L. paliida 79/92
L. pulverulenta 22/86
L. pulverulenta 83/87
L. pulverulenta 84/87
L. retusa 23/86
L. salvadorensis 17/86
L. salvadorensis 34/88
L. salvadorensis 07/91
L. shannonii 26/84
L. shannonii 141/92
L. shannonii 135/92
L. shannonii 53/187
L. trichandra 35/88
L. tnchabdra 53/88
L. tnchandra 03/91
L. tnchandra 04/91
L. fnchandra 126/92
L. trichandra 128/92
L. trichandra 131/92
L. trichandra 137/92
L. trichandra 140/92
L. trichodes 02/86
L. trichodes 61/88
L. xspontanea 98/94




FIGURA 4 — Inflorescéncias de Leucaena — fases de desenvolvimento.
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material foi realizada nas diferentes estacdes do ano, sendo raro coletar no
invemo. As coletas foram realizadas, preferenciaimente, pela manha e as
inflorescéncias foram coletadas e analisadas de cada planta individualmente,
procurando-se coletar o maior numero possivel de plantas por acesso. Apds, as
inflorescéncias foram fixadas, ainda no campo, em solugao 6:3:1
(etanol:cioroformio:acido acéfico) e deixadas por 24 horas em temperatura
ambiente. O material foi entdo fransferido para alcool 70% e armazenado em

congelador até a preparacdo das laminas (Figura 5).

3.2.2 - Preparo das laminas

As Iaminas foram preparadas com flores retiradas das inflorescéncias
coletadas. De cada flor eram separadas somente as anteras sobre as quais era
colocado, através de um conta-gotas, o corante carmim propidénico (Figura 6). A
partir deste momento, as anteras eram esmagadas na [amina, cobertas com
laminuia, pressionadas, e em seguida batidas com a extremidade basal de uma
agulha histolégica para obter um bom espalhamento das células e dos
cromossomos. Cabe salientar que para a boa observacio de graos-de-pdlen e de
tetrades n2o realizava-se a pressao para evitar o rompimento das tétrades e da
parede do grao-de-pdien. Apds terminada a confecgao da [amina, esta era selada
com luto — uma mistura de breu e cera de abelha na propor¢ao 1:1, identificada e

guardada para posterior observacao ao microscopio. Laminas para analise de



FIGURA 6 — Separagao das estruturas desejadas para preparacao da
lamina.

40
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meiose eram analisadas em, no maximo, dois dias apds o preparo, enquanto que
as laminas de grao-de-pdlen eram analisadas no mesmo dia ou no dia seguinte.
As laminas até andlise e apds esta, ficaram guardadas na geladeira em caixas

especiais.

3.2.3 — Analise do comportamento meiético

Estudos do comportamento meiotico foram realizados em células mae
de pdlen em diferentes fases para caracterizacéo citogenética da populagéo. Para
cada individuo foi analisado o maior numero de células possiveis, em todas as
fases da meiose. Especial atengdo foi dada a diacinese e metéfase | para
observacdo das associagdes cromossémicas. A ocorréncia de univalentes (1),
bivalentes (il), frivaientes (Iil), quadrivalentes (IV) e muitivalentes era registrada.
Quando as células apresentavam todos os seus cromossomos em associagbes
bivalentes eram consideradas como normais ou de comportamento reguiar. Em
anafase e telofase I, observou-se a disjungdo dos cromossomos e sua migracao
para poios, registrando-se também células que apresentavam cromossomos
retardatarios, pontes e disjungdo irregular. Em anafase e teléfase II, também se
observou a disjuncdo dos cromossomos e possiveis irregularidades. As analises
foram realizadas diretamente em microscopios dpticos ou em microscopio optico
acoplado com camera digital e com auxilio de um programa de captacdo de

imagens (Sistema Digital de Imagens - SDI), que permitia um aumento
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consideravel da célula. A documentacdo das fases foi realizada através de

desenhos, fotomicrografias e imagens digitais.

3.2.4 - Estudo das tetrades

Como complementagdo a analise de meiose, Love (1949) sugeriu a
utilizacao de indice meiético, que representa a percentagem de quartetos de pdlen
normais, como indicador de regularidade meidtica. O indice meidtico foi calculado,
conforme descrito por Love (1949), dividindo-se 0 numero de tetrades normais
pelo numero total de tétrades observadas vezes 100. As tétrades foram
consideradas normais quando apresentavam quatro micrésporos de tamanho igual
€ anormais aquelas com numero de células diferentes de quatro e/ou com
tamanhos desiguais. Para cada individuo foram analisadas duas I&minas, sendo
contadas aleatoriamente por lamina, 200 tefrades, totalizando 400 tetrades por

individuo.

3.2.5 - Estudo de graos de pélen

A viabilidade do podlen foi estimada de acordo com a capacidade de
coloragao dos graos com carmim propidnico. Foram considerados viaveis os graos
que se apresentaram corados, de tamanho normal, com 3 poros e com intina e
exina bem diferenciadas.

Para cada individuo foram analisadas trés iaminas, sendo contados por

lamina 200 graos aleatoriamente, totalizando 600 gréos por individuo. Durante a
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analise eram regisfrados graos de polen corados (viaveis), parciaimente corados
(parciaimente viaveis), vazios (inviaveis), macro € micropolens corados e vazios.
O percentual de graos de pdlen viaveis foi estimado, dividindo-se o numero de

graos corados pelo total de graos observados vezes 100.

3.2.6 - Anadlise dos dados

Como para pesquisas em citogenética, a analise dos dados é mais
descritiva do que estatistica, a comparagao da viabilidade dos graos de polen e do
indice meiédtico foram realizados céiculos de média e amplitude de variagdo. A
analise do comportamento meidtico foi realizada com auxilio de tabelas,
comparando-se as configuragdes e disjungdes observadas entre diferentes plantas

€ acessos.



4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

4.1. Comportamento meiotico

A investigagdo do comportamento meidtico nas espécies de
Leucaena foi dificuitada peio pequeno tamanho dos cromossomos, que,
também, frequentemente encontravam-se sobrepostos, e em muitos casos,
peia grande quantidade de gordura no Citopiasma, que prejudicava a
visuaiizagdo dos cromossomos. Um outro probiema foi determinar o tamanho
ideal das infiorescéncias, fiores e anteras em que se encontravam as fases
meidticas, pois as plantas analisadas apresentavam uma grande variacdo enire
individuos dentro do mesmo acesso e espécie, o que prejudicava o fiuxo
continuo do trabalho.

Todas as andiises do pareamento cromossémico foram reaiizadas
em diacinese e metafase | peia maior faciiidade de visuaiizagdo dos
Cromossomos e das associagbes que estes apresentavam. Em anafase | e i,
foi observada a disjungio e registradas, quando ocorria, a presenca de pontes
Ou cromossomos retardatarios, faciimente identificados. Quanto & segregacao
dos cromossomos nesta fase, a contagem foi prejudicada peio tamanho e peia
frequente sobreposicdo dos cromossomos. As outras fases da meiose foram

somente registradas para meihor documentar toda a divisao meidtica.



Cabe salientar, que em muitas células em diacinese efou metafase |
a presenca de associacbes muitiplas era evidente, no entanto, tornava-se
dificil identificar quantos cromossomos estavam associados e qual era a
configurag&o apresentada, pelas razdes ja citadas.

A Tabela 4 apresenta os resultados da analise meidtica para 13
espécies e 43 acessos. Nesta tabela, os resultados dos individuos foram
agrupados por acesso. Para as espécies L. macrophylla, L. retusa, L.
salvadorensis, L. confertiffora, L. involucrata e L. ? hybrid foram analisados
somente um acesso. No Apéndice 1 enconfram-se as andlises detalhadas
realizadas para cada individuo. Num primeiro momento, o comportamento
meidtico das espécies de Leucaena sera apresentado e discutido

separadamente para as espécies dipldides e tetrapidides.

4.1.1. Comportamento meiético das espécies dipldides

As espécies dipidides analisadas foram L. macrophylla, L.
pulverulenta, L. retusa, L. salvadorensis, L. shannonii e L. trichandra, como
apresentado na Tabela 4. A maioria das espécies apresentaram
comportamento meidtico regular, com predominante formacdo de bivalentes.
Entretanto, outros tipos de associagdes foram observadas em freqGéncias
variaveis.

L. macrophyila, acesso 55/88, apresentou varias anormalidades,
incluindo I, il, IV, multivalentes em 97,6% das células, bem como presenca de

aderéncias entre os cromossomos. As Figuras 7 e 8 apresentam células com
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FIGURA 7- Metafases | de L. macrophyila 55/88 (a) seta indicando multivalente
(b) irregularidades, como multivalentes (seta maior) e separacao
precoce de cromatides(seta menor) . (Escala 10um)
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FIGURA 8 — L. macrophylla 55/88 (a) metafase | b) diacinese, demonstrando as
associacoes quadrivalentes (setas). (Escala 10um)
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estas irreguiaridades. Pan & Brewbaker (1988) estudando um acesso desta
espécie verificou somente presenca de bivalentes.

A analise de trés acessos de L. pulverulenta (22/86, 83/87, 84/87)
indica que esta espécie apresenta um comportamento meiotico
predominantemente regular, com preferencial formagao de bivalentes (Figura
9), embora a presenga de associagoes IV tenha sido verificada em 16,4% das
céluias analisadas em diacinese e metafase | (Tabela 4). Meiose regular para
poucos individuos (1 a 2) de L. puiveruienta também foi verificada por Gonzaies
et al (1967), Pan & Brewbaker (1988) e Freitas ef al. (1988) somente com
formagao de bivalentes.

Em L. retusa, acesso 23/86, verificou-se a preferencial formagao de
bivaientes, mas a presenga de algumas associagdes do tipo IV foi encontrada
em 39,3% das céiuias analisadas, como pode ser verificado na Tabela 4. Pan
& Brewbaker (1988) analisando dois acessos desta espécie reiataram somente
associagdes do tipo bivaiente. A Figura 10 apresenta céiulas meiodticas de L.
retusa.

Para L. salvadorensis, acesso 17/86, esta foi a primeira analise
meidtica realizada. De acordo com a Tabela 4, a presenca de [V foi verificada
em 62,5% das células analisadas em diacinese e metafase |. As analises deste
acesso revelaram a presenga de aproximadamente 50l (Figura 11). Este
resuitado € intrigante, pois L. salvadorensis tem 2n=56 cromossomos (Cardoso
ef al., 2000), sendo que esperava-se a formag¢ao de 28li, o que nao ocorreu.
Somente duas plantas, até o primeiro ano de coieta (1999) haviam sobrevivido,

porém somente uma das plantas apresentou inflorescéncias com estadios
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FIGURA 9- Celulas meicticas de L. pulverulenta (a) metafase | do acesso 84/87,
apresentando separacao precoce de cromatides (seta) (b) metafase I
do acesso 83/87. (Escala 10um)
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FIGURA 10- L. retusa 23/86 (a) metéfase | (b) diacinese. (Escala 10um)
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meidticos, a qual foi analisada. Este 2n maior que 100 pode ser resuitado da
troca de sementes, o que é dificii, pois segundo Kaminski (1998), esta pianta &
L. saivadorensis tipo ou estamos frente a um polipidide natural. Schifino-
Wittmann ef al. (2000b) também observaram aiguns poiipldides em L.
trichandra, espécie normaimente dipidide.

O comportamento meidtico de L. shannonii, foi estudado nos acessos
26/84, 135/92 e 141/92 e as Figuras 12, 13 e 14 apresentam aigumas céiuias
enconiradas. Para o acesso 26/84 a meiose pode ser considerada irreguiar
ndo tanto pela presenca de associagées do tipo IV e ill na maioria das células
em metéfase | (63,2%) (Tabela 4 e Apéndice 1), mas peia frequente separagao
precoce de cromatides observadas ja em metafase I. Também foi verificada a
presenca de cromossomos retardatarios em anafase i. O acesso 135/92
também apresentou uma aita freqiiéncia (60%) de associacées do tipo lii e IV
em metafase | e a presenca de pontes em anafase i. A anaiise de trés
individucs do acesso 141/92 indicou que este acesso apresenta meiose
reguiar, com preferenciai formacdo de bivalentes. No entanto, um individuo
(Apéndice 1) apresentou 28Il em metafase I, diferenciando-se dos outros
individuos do mesmo acesso que apresentaram 26il. A frequente presenca de
outras associagées que nao bivalentes diferencia-se dos resultados de Pan &
Brewbaker (1988), que para dois acessos da mesma espécie encontrou

somente formacdo de cromossomos bivaientes.
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FIGURA 12— L. shannonii 26/84 (a) metafase |, apresentando multivalentes
(seta), (b) teléfase |, com cromossomos retardatarios (setas).

(Escala 10um)
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FIGURA 13— Metafases | irregulares de L. shannonii 141/92, apresentando
multivalentes e outras associagdes nao identificadas (setas).

(Escala 10um)



FIGURA 14 — Anafases | irregulares de L. shannonii (a) acesso 141/92
(b) acesso 135/92. (Escala 10um)
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Neste trabalho, os sete acessos analisados de L. trichandra
apresentaram preferencial formacdo de bivaientes (em 92,7% das céiulas
analisadas) (Tabeia 4), no entanto, mesmo com baixa frequéncia, em aiguns
acessos, foi verificada a presenca de associagbes do tipo V. Aigumas fases
meioticas de L. frichandra podem ser visualizadas nas Figuras 15, 16 e 17.
Gonzéaies ef al. (1967), Freitas ef al. (1988) e Pan & Brewbaker (1988)
estudando a meiose desta espécie, também, verificaram reguiaridade meidtica,
com formacéo de 26ii. Com exceg¢do do trabainho de Pan & Brewbaker (1988),
que analisaram 13 acessos de L. frichandra, os demais autores analisaram
poucos individuos (entre 1 e 4).

Os dados aqui apresentados, pela primeira vez mostram que a
ocorréncia de IV € maior do que a esperada, o que representa possivei origem
paieopolipidide destas espécies, ou seja, que as especies consideradas
dipldides sao, na verdade, remanescentes de um ciclo de poiipioidizacao
anterior. Goldbiatt (1981) sugeriu para a subfamilia Mimosoideae um baixo
numero cromossomico basico (x=14), o que nao & verificado nas espécies de
Leucaena que possuem dois numeros basicos x=26 e x=28, que sao
praticamente o dobro do apresentado para a maioria das espeécies do grupo.
Este aito numero basico observado no género, refor¢a a hipétese de que as
espécies dipldides possam ser polipidides antigos que ao longo da histéria
evoiutiva sofreram inumeras aiteragées no genoma e hoje se comportam como
diploides. Sttebins (1971) comenta que muitas eslpécies vegetais consideradas

dipldides sdo na verdade, poliipldides antigos.
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FIGURA “ 3 - Pazuitenos de L. trichandra 138/92. (Escala 10um)
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FIGURA 16— Metafases | de L. trichandra apresentando irregularidades como
associagbes muiltiplas (setas) (a) acesso 35/88 (b) acesso
138/92. (Escala 10umj)
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FIGURA 17 — L. trichandra 131/92 (a) diacinese, apresentando 2 nucléolos

b) metéafase Il. (Escala 10um)
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4.1.2. Comportamento meidtico das espécies tetrapldides e

hibridos

As espécies tetrapidides estudadas foram L. confertilfora, L.
diversifolia, L. involucrata, L. Ileucecophala glabrata, L. Ileucocephala
leucocephala, L. pallida e os hibridos L. x sponfanea e L. ? hybrid. Para a
maioria das espécies o comportamento meiotico pode ser considerado regular,
com preferencial formagdo de bivaientes. No entanto, uma frequéncia
consideravel de associagdes do tipo quadrivalentes foi observada e peia
primeira vez reportada.

L. confertiflora, acesso 119/92, apresentou 56I1 em 78,3% das
células analisadas, podendo ser considerada meioticamente estavel
Entretanto, 21,7% das céiulas anaiisadas em metafase | apresentaram
associagdes do tipo IV, il e aiguns | em uma mesma céiula. A Figura 18
demonstra aigumas céiuilas metafasicas desta espécie. Para esta L.
confertiflora, estes sdo os primeiros dados referentes a meiose e poder&o
auxiiiar em futuras investigagoes sobre a origem da espécie.

Os nove acessos estudados de L. diversifolia (Tabela 4, Figuras 19,
20, 21, 22 e 23) indicam que esta espécie apresenta comportamento meidtico
regular, com formacéo predominante (91,9%) de 52Ii em diacinese e metafase
i. Alguns acessos apresentaram I, iil, IV e alguns muitivalentes, indicando que
existe alguma homologia entre os genomas das espécies progenitoras. Os
resuitados encontrados discordam dos obtidos por Freitas ef al. (1988), que
estudando cinco individuos desta espécie encontrou somente formacao de

bivalentes. A presenca de quadrivaientes foi verificada ocasionalmente por Pan
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FIGURA 18 — L. confertiflora 119/92. (a) e (b) mostram metafases |, com
sobreposicdo dos cromossomos e citoplasma gorduroso.

(Escala 10um)
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FIGURA 18- L. diversifolia 45/87 (a) diacinese (b) metafase |, apresentando
somente bivalentes. (Escala 10um)
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FIGURA 20- L. diversifolia 83/92 (a) metafase | (b) diacinese.(Escala 10um)



FIGURA 21— L. diversifolia 82/92 (a) diacinese (b) préfase Il. (Escala 10um)
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FIGURA 22 — Metafases | regulares de L. diversifolia 105/94. (Escala 10um)
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FIGURA 23- L. diversifolia {a) acesso 01/90 - metafase | (b) acesso 106/94 -
diacinese. (Escala 10um)
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& Brewbaker (1988), que estudaram doze de L. diversifolia, sugerindo que a
especie possa ter surgido por autopoliploidia. No entanto, analises de cpDNA e
morfoidgicas indicam que esta espécie € um aiopolipioide, cujas espécies
progenitoras sejam possiveimente L. pulverulenta e L. frichandra (Hughes,
1998c). Neste caso, a presenga de quadrivalentes sugere uma homologia entre
0s genomas dos progenitores ou que tenham ocorrido fransiocagoes.

L. invoiucrata, acesso 87/92, apresentou em 55% das ceiulas
analisadas, em metafase I, configuragdes do ftipo I, lii, IV e ouiras nao
identificadas, além de bivalentes (Figuras 24 e 25). Estas sdo as primeiras
informacdes sobre o comportamento meiodtico dessa espéecie.

Entre as espécies tetrapldides, L. leucocephala € mais estudada
citogeneticamente (Gonzaies ef ai., 1967, Freitas ef al, 1988, Pan e
Brewbaker, 1988). Neste trabalho, foram estudados onze acessos de L.
leucocephala ssp. glabrata e um acesso da subespécie jeucocephaia (Tabeia
4).

Para L. I glabrata os resuitados indicam que 0s acessos
pertencentes a esta subespécie apresentam preferencial formacdo de
bivaientes (em 83% das céiulas), mas com presenca variavel de quadrivaientes
e/ou multivalentes. Nos acessos 19/81 e 32/88 foram observadas as maiores
frequéncias de associagbes do tipo IV (Tabeia 4). Em L. /. leucocephala
133/92, o0 mesmo comportamento foi observado. Estes resultados encontrados
para L. leucocephala discordam dos dados enconirados por Gonzales et al.

(1967), Freitas et al. (1988) e Pan & Brewbaker (1988), que estudaram a



FIGURA 24— L. involucrata 87/92 (a) anafase | regular (b) metéfase | regular.
(Escala 10um)



FIGURA 25— L. involucrata 87/92 (a) diacinese (b) metafase I. (Escala 10um)
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meiose desta espécie (entre 1 e 5 individuos) e encontraram somente
formagao de bivaientes.

Neste trabalho, das 327 céluias em diacinese ou metafase |
analisadas para a espécie L. leucocephala, 47 células (cerca de 14,36%)
apresentaram quadrivaientes efou muitivalentes. A presenca destas
configuracdbes pode refletir associacbes entre os genomas das espécies
progenitoras, j& que dados de cpDNA confirmam origem aiopoiipidide de L.
leucocephala (Harris et al., 1994a; Hughes, 1998c). As Figuras 26, 27, 28, 29,
30 e 31 caracterizam o comportamento meiotico desta especie.

L. paliida apresentou comportamento meidtico regular, sendo
predominante associagdes do tipo bivaientes, em diacinese e metafase I, no
acesso 78/92 (Tabela 4, Figuras 32 e 33). No entanto, a presenca de
quadrivaientes foi verificada em 57% das céiuias analisadas do acesso 79/92.
L. paliida é considerada um aiotetrapldide (Hughes et a/., 1994a), neste caso 0s
IV encontrados seriam resuitado de pareamento homediogo entre os genomas
progenitores. Origem alopolipidide ja havia sido sugerida & espécie por Pan &
Brewbaker (1988), que estudando trés acessos observaram apenas formagao
de bivalentes.

Para L. x spontanea, acesso 98/94, a formacdo de SZ2ii foi
encontrada na maioria das células. Entretanto, foi verificada a presenca de 1 a
2 quadrivaientes em 22% das céiuias analisadas e, também a presenca de
multivaientes em 16% das células analisadas (Tabela 4, Figuras 34 e 395).
Freitas ef al. (1988; 1991) estudando a meiose de hibridos artificiais entre L.

leucocephala e L. diversifolia verificaram pareamento muito regular com
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formacgao preferencial de bivalentes. No entanto, frequéncias variaveis de |, lil
e IV foram registradas. Pan & Brewbaker (1988) também estudando hibridos
artificiais entre L. leucocephala e L. diversifolia verificaram, em metéafase |,
somente formagéo de bivaientes.

L. ? hybrid, acesso 52/87, apresentou varias irregularidades (Tabeia
4, Apéndice 1). Todas as células anaiisadas apresentaram a formag&o de
bivalentes, quadrivaientes, trivaientes, univalentes e muitivaientes com
frequéncia variavel de cada configuracdo (Figura 36). Além destes tipos de
irreguiaridade, em aigumas céluias os cromossomos pareciam estar separados
em dois grupos (Figura 37). Também foi verificada a presenga de aderéncia
entre 0s cromossomos bem como separacdo precoce de cromatides ja em
metafase I. Em varias células em diacinese foi verificada a fissao dos nuciéolos
como pede ser visto na Figura 38.

Para as espécies tetrapioides estudadas, os dados aqui
apresentados mostram a frequente ocorréncia de quadrivalentes em metéafase
i. Estes dados apdiam a teoria de que os polipldides se originaram por
alopolipioidia sendo resultado da hibridacéo entre duas espécies com algum
grau de similaridade, podendo ser considerados como aiopolipioides
segmentares. Segundo Guerra (1988), este € o caso mais frequente na
evolucdo, ja que a hibridagdo € mais comum entre subespécie ou espécies

muito proximas.
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FIGURA 26— Metafases Il de L. /. glabrata 34/92

. (Escala 10um)
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FIGURA 27— L. | glabrata 32/88 (a) telofase Il (b) diacinese. (Escala 10um)
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FIGURA 28— Metéfases | de L. | glabrata 32/88, com associacbes
multivalentes (setas). (Escala 10um)
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FIGURA 29— Metafases | de L. . glabrata 19/81 (a) quadrivalentes tipicos
(setas) (b) varias irregularidades (seta). (Escala 10um)
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FIGURA 30— Metafases | de L. /. glabrata (a) acesso 19/81 (b) acesso 145/91.

(Escala 10um)
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FIGURA 31— Metéafases | regulares de L. I. glabrata 92/22. (Escala 10 um)
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FIGURA 33— Diacinese de L. pallida 79/92. (Escala 10um)
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FIGURA 34— L. x spontanea 98/94 (a) diacinese (b) anafase | regular. (Escala
10um)
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FIGURA 35— Metafases | de L. x spontanea 98/94 irregulares apresentando (a)

multivalentes (setas) (b) separacgao precoce de cromatides (seta).
(Escala 10um)
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FIGURA 36- Metafases de L. ? hybrid demonstrando algumas associacoes

(setas). (Escala 10um)



FIGURA 37- Diacinese de L. ? hybrid demonstrando possivel separagao
dos genomas. {Escala 10um)

87
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FIGURA 38- Diacinese de L. ? hybrid demonstrando a fisséc dos nucleolos.
{(Escala 10um)
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4.2. indice meiético

Na Tabeia 5 estao apresentados os resuitados observados em 193
piantas, de 14 espécies para o estudo de tétrade. O totai de céiuias
observadas neste estadio foi 77200 . De cada pianta foram analisadas duas
laminas, sendo contadas aleatoriamente por iamina, 200 tetrades, totalizando
400 tetrades por individuo.

A maioria das piantas mostraram indice meidtico entre 85-98%,
apresentando tétrades com quatro microsporos normais, conforme Figura 39 e
40. Estes resuitados se assemeiham com os valores encontrados por Freitas
ef al. (1988; 1991) para hibridos artificiais entre L. leucocephala x L. diversifolia,
L. leucocephala x L. trichandra, L. leucocephala x L. esculenta, L. leucocephala
x L. shannonii e para L. leucocephala, L. diversifolia, L. frichandra e L.
pulveruienta, para os quais o indice meiético ficou acima dos 90%.

Na fase de tétrade, a presenca de diades e triades fol observada
com freqiéncia entre 0,5 e 10% na maioria dos acessos analisados (Tabela 5,
Figura 41). A presenca de céiuias com mais de quatro microcitos também foi
observada (Figura 42). Detalhes da analise individual podem ser encontrados
no Apéndice 2.

A presenca de diades entre os quartetos € um indicativo da formagéo
de gametas nao reduzidos. Triades e outros numeros s&o indicativos da
formacao de gametas com numero cromossémico diferenciado e estas sao

apresentadas como irreguiaridades (Yan ef al. 1997).
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TABELA 5 — Determinacao do indice meidtico em espécies e acessos de Leucaena.

Espécies Acessos Numero de Indice Limites de = Média de
Individuos Meidtico Variagao Diade +
(%) Triades (%)

L. confertiflora 87194 01 93,7 — 3,3
119/92 01 88,0 = 3,0
L. diversifolia 45/87 03 925 88.7<-96.7 6,6
46/87 04 91,1 89,5¢>92 2 7,0
01/90 05 84,9 77,5>89,5 10,1
82/92 02 88,1 88,04>88,2 7,6
83/92 05 89,9 88,0<>93,2 71
126192 02 85,3 84,0->86,7 9,1
104/94 02 94 1 87,06>91,2 41
105/94 04 87,7 81,2¢>93,5 6.0
106/94 03 92,0 90,2¢593,7 59
107794 03 88,2 87,0>91,2 8,5
L. involucrata 87/92 02 92.1 94,2<>100 5,3
L. leucocephala  19/81 03 88,5 85,0>91,5 6,7
glabrata 32/88 07 88,2 83,7917 7,0
44/88 04 89,3 88,2¢>89,7 6,8
45/88 07 92,1 88,5¢>94.5 54
145/91 06 88,3 83,590,5 7,8
34/92 03 89,2 87,0592,0 6,6
92/92 o7 88,1 84,2¢590,7 7.5
95192 03 89,7 87,0925 6,0
121792 04 89,4 88,2¢>91,2 6,8
136/92 05 90,6 89,5<>92,5 6,4
139/92 02 88,9 86,2¢>91,7 7,2
30/93 06 89,5 87,7910 6,9
L. leucocephala 133/92 09 98.9 95.0¢»>99.5 1.8
leucocephala 147/92 02 93,8 Q7 2¢>98 2 1.3
L. pallida 78192 06 97.8 95.0599,5 1.6
79192 05 97,5 95,5¢>99,7 1.9
L. cuspidata 83/94 01 95,1 — 0.5
L. ianceoiata 43/85 03 96,1 91,7¢>99,0 3,2
44/85 01 96,0 —— 4,0
L. pulverulenta  83/87 10 98,4 95,7<>100 0,9
84/87 06 98,5 94 7100 0,9
22i86 03 98,2 97,6<599.2 1,4
L. retusa 23/86 01 98,7 — 1.3




91

TABELA 5 — Continuacao.

Espécies Acessos Numero de Indice Limites de = Média de
Individuos Meidtico Variacdo Diade +
(%) Triades (%)
L. salvadorensis 17186 01 735 — 19,0
L. shannonii 26/84 03 86,5 85,2<>88,5 9,1
135/92 01 85,0 e 9,7
141/92 04 93,8 81,2<>96,5 94
L. trichandra 35/88 08 95,6 90,5¢>99.2 3.7
53/88 03 93,3 90,7«+>95,5 4,3
03/91 12 95,3 94 297,7 3,8
128/92 02 98,6 97,7<>99,5 1,4
131792 02 96,2 94 797,7 2,4
137192 03 g7 88,7<93,7 2,5
138/92 02 g7,9 97,7<>98,0 22
L. x spontanea 98/94 02 96,6 95,097.7 2,6

L. hybrid ? 52/87 01 65,0 — 20,0




FIGURA 39— Tétrades normais de L. feucocephala glabrata 145/91.

(Escala 10um)

FIGURA 40— Tétrade de L. lanceolata 43/85.(Escala 10um)
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FIGURA 42 — Tétrade com mais de 4 micrésporos em L. pallida

78/22. (Escala 10um)
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Para L. hybrid 52/87, foi encontrado o menor indice meidtico da
popuiacdo estudada (65%) provaveimente refietindo as irreguiaridades
meioticas apresentadas.

Os indices meiodticos na popuiagdo estudada foram em geral aitos,
sendo que 124 plantas das 193 estudadas apresentaram indices superiores a
90%. indicando que estas piantas sdo meioticamente estaveis (Love, 1949).
Em geral, o comportamento meidtico das espécie foi refietido no indice
meidtico. E comparando-se espécies dipidides e tetrapioides, observa-se que a

maioria das diploides apresentaram indice meiético médio superior a 90%.
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4.3. Graos de polen

Na Tabeia 6 estdo apresentados os resuitados obtidos em 14
espécies, 49 acessos e 325 individuos, quanto a analise da fertilidade do paien.

Para esta andlise os graos foram ciassificados em viaveis, quando
compietamente corados; parciaimente vidveis, quando apresentavam alguma
coioracdo e inviaveis, quando ndo havia sinais de corante (Figura 43). O
numero de grées de poien observado para o estudo do pélen da coiegao foi de
195000. Detaihes da analise individual sdo apresentados no Apéndice 3.

Outros tipos de anormalidades observadas, além de graos nao
corados, foram poiens maiores (Figura 44) e pdiens de tamanho menor, que
apresentaram-se corados ou ndo, sendo que a presenca de graos menores
nao foi devido ao estadio de desenvoivimentc das anteras, pois fez-se iaminas
com apenas uma antera e verificou-se a presenca de pdien menores.

A maioria das piantas anaiisadas apresentaram vaiores médios de
viabilidade entre 70 e 99%. Estes dados estéo de acordo com o encontrado
para hibridos artificiais entre L. jeucocephala x L. diversifolia, para os quais 0s
valores variaram entre 70 e 97% (Freitas ef al, 1991). No entanto, estes
resuitados diferem um pouco do encontrado por Freitas et ai. (1988), que
verificaram viabiiidade do pdéien superior a 90% para todos os individuos
anaiisados dos cruzamentos entre L. jeucocephaia x L. diversifolia, L.
leucocephala x L. esculenta, L. leucocephala x L. shannonii, e para as espécies
L. leucocephala, L. diversifolia e L. pulverulenta. E provavel, que esta diferenca

tenha ocorrido devido aos diferentes nimeros de individuos analisados e
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TABELA 6 - Estimativa da fertilidade do polen em espécies e acessos de [eucaena.

Espécies Acessos Numero de Média Limites de Macropdlen
Individuos Fertilidade Variacao Limites de
(%) Variacao
L. confertiflora 87194 01 87,0 — s
119/92 01 69,0 — —
L. diversifolia  45/87 05 87,3 70,2933 —
46/87 07 1.2 51,3<>80,0 —
01/90 09 74,8 65,2<>82,8 -
82/92 04 80,9 73,5863 0,0 0,2
83/92 12 74,2 57,8835 —
126/92 05 61,2 53,2>74.0 —
104/94 07 77,1 72,5<>80,8 00«02
105/94 14 77,6 65,2¢>93,3 02«07
106/94 12 80,4 59,6<»86,0 0010
107/94 05 54 7 42 34630 —
L. involucrata  87/92 04 89,1 86.8¢>92.0 —
L. leucocephala 19/81 05 71,2 50,0742 —
glabrata 32/88 11 79,1 67,3<>89,0 —
44/88 09 77,4 67,7875 —
45/88 13 82,7 77,8<>887 —
145/91 11 82,0 76,7877 0,013
34/92 07 76,8 71,2817 —
92/92 11 80,4 7425843 08«12
95/92 08 78,7 68,5¢>84,7 —
121/92 07 746 43,84>86,8 S
136/92 09 85,1 81,2¢<>88,2 —
139/92 03 L2 65,7>84,3 -
30/93 11 82,9 79,5880 —
L. leucocephala 133/92 13 91.4 79,8¢399,2 0.0 0,2
leucocephala  147/92 07 86,2 75,8947 —
L. pallida 78/92 09 94,1 85,8¢>98,2 0,01.0
79/92 12 91,6 84,0977 —
L. cuspidata 83/94 01 97.8 — =
L. ianceoiata  43/85 03 92.5 87,3¢>97,7 0,2« 0,5
44785 02 7.2 58,096,3 0015
L. pulverulenta  83/87 10 a7.9 96,8<>98,7 —
84/87 10 97,9 96,0>99,0 0,065 0,2
22/86 04 93,3 7924987 0005

L. retusa 23/86 01 98,8 — 0,0> 0,2
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TABELA 6 — Continuacao.

Espécies Acessos Numerode  Meédia Limites de = Macropdlen
Individuos Fertilidade Variagéo Limites de
(%) Variacéo
L. salvadorensis  17/86 02 71,2 57,0853 —
L. shannonii 26/84 05 5.3 77,86>88,7 —
135/92 02 741 66,3<>81,8 —
141/92 07 85,7 78,0>96,0 —
L. trichandra 35/88 06 92,7 88,8¢>97,7 0,8 7,0
53/88 04 82,8 728902 0,0+ 0,2
03/91 14 90,6 77,3965 0,2+ 6,3
128/92 07 84,9 736982 00402
131/92 0z 91,8 90,8928 0002
137192 03 82,1 753890 00«06
138/92 02 93,9 9027955 0008
L. xspontanea 98/94 05 89.5 84,2982 -

L. ? hybrid 52187 03 49,1 27,082,7 —




FIGURA 43—~ Graos de polen de L. . glabrata 32/88: viavel e
inviavel.(Escala 10um)

FIGURA 44— Macropdlen (seta) de L. trichandra 35/88.
(Escala 10um)
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porque o materiai analisado por Freitas ef al. (1988) ja havia sido submetido a
um processo de selecado, visando maior producéo de forragem e sementes.

Schifino-Wittmann et ai. (2000b) anaiisando a fertilidade do polen em
espécies e acessos dipioides e tetrapidides, encontraram fertilidade acima de
90% para a maioria dos acessos, no entanto, baixos indices de fertilidade
foram encontrados em aiguns individuos de L. jeucocephala giabrata (1,5 a
68%) e L. trichandra (14%).

A percentagem de grdos de poien viaveis variou bastante entre os
acessos de L. diversifolia, sendo a freqiiéncia méaxima de gréos de poien
normais de 87,3% para o acesso 45/87 e frequéncia minima de 54,2% para o
acesso 107/94. A maior variacdo entre individuos do mesmo acesso foi
observada em L. ianceoiata 44/85; L. safvadorensfs 17/86: L. leucocephaia
giabrata 121/92, 19/81; L. diversifolia 46187, 83/92, 126192, 106/94, e L. hybrid
52/87.

O baixo percentual de grdos de polen normais observado em L.
hybrid (49,1%), reflete as irregularidades apresentadas no comportamento
meiético e também o baixo indice meidtico. Estas irreguiaridades implicam em
problemas na fertilidade do individuo, podendo afetar a producao de sementes.

Em L. diversifoiia 83/92, os dois individuos que apresentaram medias
de viabilidade mais baixas (Apéndice 3), foram os dois individuos coletados
apbs periodos de temperaturas mais baixas (maio de 2000), indicando que
possa haver alguma influéncia de fatores ambientais na formagao dos gréos de

polen.
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Em L. jeucocephala glabrata 139/92 dois individuos apresentaram
graos de poien corados, mas com a presencga de quatro poros diferenciando-se
da morfologia observada na maioria dos gréos (3 poros). Freitas (1990)
analisando hibridos entre L. jeucocephala x L. diversifolia observou que a
presenca de grdos com quatro poros foi comum em varios individuos,
apresentando-se corados ou nao, de tamanho normai ou na forma de
macropolens. A presenca de graos de pélen com quatro poros foi verificada em
tetrapidides induzidos de Trifolium riograndense (Schifino & Moraes Fernandes,
1987).

Em L. frichandra 128/92 dois individuos apresentaram quantidade
reduzida de poien por l&mina, sendo somados nas trés laminas para cada
individuo 493 e 534 graos de poien.

Os acessos de L. frichandra foram os que apresentaram as maiores
frequéncias de macropolens, em torno de 6 a 7%. Nas oufras espécies a
freqiéncia foi reiativamente baixa entre 0,2 e 3,5%. Estes dados se
assemelham aos encontrados por Schifino-Wittmann ef al. (2000b) que
registraram frequéncia semeihante para um acesso de L. frichandra (12%) e
verificaram também para a maioria das espécies baixas frequéncias (0,0 a

4,5%).



4.4. Anadlise conjunta da meiose das espécies anaiisadas de
Leucaena e considera¢oes sobre impiicagdes evoiutivas

A Tabela 7 apresenta uma sintese dos dados citogenéticos das
espécies de Leucaena analisadas. Os resuitados encontrados para a meiose
permitem sugerir sobre a influéncia da poiipioidia na origem destas espécies,
principaimente peia frequente presenca de associagdes quadrivaientes tanto
nas especies dipidides como nas tetrapioides.
um papel importantissimo na histéria evoiutiva de Leucaena. Das 22 espécies
atuaimente reconhecidas, cinco sdo poiipidides L. diversifoiia, L. leucocephaia,
L. confertiflora, L. palida e L. involucrata (Gonzaies ef al., 1967: Pan &
Brewbaker, 1988; Cardoso ef al., 2000; Schifino-Wittmann ef aj., 2000b). Para
L. diversifolia, L. leucocephala e L. paiiida evidéncias moiecuiares (Harris ef al..
1994a) sugerem uma origem aiopoiipidide. Anaiisando o comportamenio
meidtico destas espécies, observou-se com frequéncia a presenca de
associagdes cromossomicas do tipo quadrivaiente (Tabeia 7).

Segundo Stebbins (1971), a ocorréncia de quadrivalentes na meiose
pode ser expiicada peia heterozigosidade devida a transiocacoes
cromossOmicas ou podem refietir homologia entre os cromossomos devido a
origem polipidide. Alopolipidides formariam apenas bivaientes em metafase i e
autopoliploides naturais teriam aita freqiéncia de quadrivaientes, enquanto,
alopolipidides segmentares apresentariam comportamento intermediario por
terem se originado de diferentes espécies com aigum grau de similaridade

genética.
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Entretanto, a “diploidizacao” cromossémica, ou seja, a reguiarizagéo
do pareamento apenas em bivaientes (Stebbins, 1971) € conhecida em
espécies de origem autopolipidide como a aifafa e em aiopoiipidides
“segmentares™ como o trigo, onde o gene Ph impede a formacdo de
multivalentes entre os cromossomos homediogos (Riley & Chapman, 1958).

Da mesma forma, dados moieculares sugerem que apos o evento
de polipioidizacao varias e rapidas mudangas ocorram no genoma induzindo
uma “dipioidizacao” génica, inciuindo agao de fransposons e siienciamento
génico, facilitando a rapida evolugdo dos polipidides (Soltis & Soitis, 1999).
Atuaimente sugere-se que muitas espécies consideradas dipidides sao, na
realidade, poiipidides antigos, sendo o exemplio cidssico o milho (Leitch &
Bennett, 1997).

A presencga de quadrivalentes nas espécies tetrapidides de Leucaena
pode ser expiicada, no caso de L. paliida, L. diversifolia e L. leucocephala, peia
sua origem aiopoliipidide segmentar, ou seja, peia presenca de similaridade
genética enitre as espécies progenitoras haveria algum grau de pareamento
intergendmico ievando a formagao de quadrivaientes. Para L. confertifiora e L.
involucrata, apesar de nao haver nenhuma hipdtese prévia baseada em
morfoiogia ou DNA, citologicamente a presenga de associacbes muitipias
também pode ser explicada pela origem alopolipldide segmentar. A existéncia
de uma variagdo intraespecifica e intrapopuiacionai nestas duas espécies,
quanto ao numero cromossOmico, sugerem um compiexo processo evoiutivo,

envolvendo multipias origens (Schifino-Wittmann ef a/., 2000b)
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Para L. x spontanea, um hibrido natural entre L. /eucocephala e L
diversifolia, a maioria dos individuos anaiisados apresentaram freqiéncias
variaveis de quadrivaientes, trivalentes, univaientes e multivalentes, mas
sempre maior frequéncia de bivaientes. Este mesmo comportamento foi
encontrado por Freitas ef al. (1988; 1991) para hibridos artificiais entre estas
duas mesmas espécies, que sugeriu a existéncia de um controle do
pareamento meidtico, com formacgéao preferencial de bivaientes.

Singh (1993) comentou que o pareamento em ii esta sob controie
genético, consequentemente a regularidade da meiose € dependente deste
controie. De Wet e Harian (1972) sugerem que o pareamento cromossémico
em polipldides esta dependente ndo s6 da homologia entre os cromossomos,
mas também da presenca de determinados genes. Este mecanismo de
controile do pareamento ja foi descrito para muitos organismos, sendo um
exemplo ciassico o trigo (Riley & Chapman, 1958). No caso de L. x spontanea
€ mais provavel que as associagdes multiplas encontradas sejam resultado de
um pareamento intergendmico por homeoiogia.

O acesso L. ? hybrid apresentou comportamento meiético aitamente
irregular, refietido no baixo indice meidtico e na baixa fertilidade do pdien
(Tabela 7). Segundo Harris et al. (1994a) dados moleculares de cpDNA
sugerem origem hibrida para este acesso, no entanto, ndo existem informacdes
conclusivas sobre os possiveis progenitores (Hughes, 1998b). Os dados de
comportamento meiotico sugerem que possa ter surgido da unido de espécies

com genomas bastante distintos, levando ao grande nimero de irregularidades,
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como |, Il IV e outros muitivalentes, além de separacdo precoce dos
cromossomos e cromatides.

No caso das espécies dipidides, a presenca de associagoes
quadrivalentes, em frequéncias variaveis, na maioria dos acessos anaiisados
(Tabela 7) assim como o alto numero basico com reiacao as outras espécies
da Subfamilia Mimosoideae (Goldbiatt, 1981) apdia a idéia de origem
paieopolipioide destes taxa (Stebins, 1971).

Comparando-se na Tabela 7 o comportamento meidtico, os vaiores
encontrados para indice meiotico e fertilidade dos gréos de pdlen, verifica-se
que os dados estdo coerentes. Em geral, acessos que apresentaram
comportamento meidtico reguiar obtiveram indices meidticos e fertilidade do
poien satisfatérios, apesar de nao haver uma relaco direta.

Moraes Fernandes (1982), em estudos com cuitivares de frigo,
afirmou que o indice meidtico € um bom critério para selecionar piantas
meioticamente estaveis. Afirmou ainda, que peia rapidez de avaiiagdo, fornece
ao melhorista um indicador valioso da estabiiidade genética de uma cultivar e
evidencia que o comportamento meibtico € certamente um fator necessario
para que a transmissao regular das caracteristicas agronémicas desejaveis de
uma planta sejam mantidas. Tai reiacdo entre indice meidtico e reguiaridade
meidtica foi verificada nos acessos das diferentes espécies estudadas.

De maneira geral, a fertilidade do pdien pode ser considerada média-
aita (70 a 90%), sendo que quando foram muito baixas havia correiacdo com

irreguiaridades meibticas, como € o caso de L. ? hybrid (Tabeia 7). Ainda
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quanto aos estudos reaiizados com podlen, pode-se verificar a presenca elevada
de macropoiens em acessos de L. frichandra (Tabeia 7).

Macropdiens, assim como diades e triades, seriam indicativos de
gametas nao reduzidos (GNR), em Leucaena e em outras espécies. Sorensson
& Brewbaker (1987) realizaram o primeiro estudo objetivando verificar a
frequéncia de GNR em espécies dipidides e tetrapidides de Leucaena. Os
autores encontraram uma freqiéncia muito baixa, entre 0.0 e 0.7% as
espécies, sendo excegdo o vaior de 8,7% encontrado para L. trichandra.

Schifino-Wittmann et al. (1997) e Schifino-Wittmann & Simioni
(1998) investigando a ocorréncia GNR na microesporogénese em hibridos
artificiais entre L. leucocephaia e L. diversifolia, relataram a ocorréncia de
(GNR) acima de 29,8% para estes hibridos.

Schifino-Wittmann & Simioni (1999) e Schifino-Wittmann et al.
(2000b) encontraram aitas frequéncias de gametas n&o-reduzidos em
Leucaena: 12% em L. trichandra (03/91), 7,5% em L. puiverulenta (84/87) e
7,0% em L. Jeucocephala (139/92), aiém de baixas frequéncias em ouiras
espeéecies.

As investigagbes agora reaiizadas confirmam que L. frichandra é
especie de Leucaena com maior producdo de gametas n3o reduzidos entre as
estudadas, o que € importante peio fato desta espécie ser uma das dipidides
favoritas a programas de melhoramento. A observacdo de individuos
polipidides em um acesso de L. trichandra (Schifino-Wittmann et al., 2000Db)
sugere que a ocorréncia de gametas 2n e a autopoliipioidizacdo espontanea

poderiam ainda estar atuando, ao menos nesta espécie.
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A existéncia de gametas nao reduzidos em Leucaena sugerem que
estes possam ser utilizados para transferir genes de importancia, como os de
folerancia a acidez do solo de espécies dipidides para espécies tetrapidides
(Sorensson, 1997). Além disto, os gametas 2n em espécies dipidides apdiam a
possibilidade de sua utilizagdo no melhoramento de ieucaena através de
polipioidizagado sexuai e como uma ponte entre diferentes niveis de pioidia
(Schifino-Wittmann ef al. 2000b).

De maneira gerai, os dados apresentados indicam que a maioria das
espécies de [eucaena apresentam comportamento meidtico regular,
cuiminando com sucesso na formag&o de graos de polen. Os dados também
apoiam que as espécies ftetrapidides sejam, muito provaveimente,
alopoiipidides segmentares, e que as espécies dipidides de Leucaena sejam
paleopolipidides. Entretanto, a ocorréncia de autopoliploidia com posterior
diploidizagao nao pode ser totaimente descartada em todas as espécies do
género.

Para melhor compreender a histéria evoiutiva de Leucaena, no que
diz respeito aos possiveis progenitores das espécies dipldides, e as origens e
reiagoes de parentesco entre as espécies tetrapidides sugere-se a ampliacao
dos estudos e o emprego de técnicas mais avancadas de citogenética. GISH
(Genomic in situ Hybridization) seria uma ferramenta importantissima no estudo
das relacdes evoiutivas das espécies de Leucaena.

Cabe salientar, que os dados apresentados mosiram como técnicas
de citogenética classica, relativamente simples quando comparadas a técnicas

moleculares, quando realizadas cuidadosa e detalhadamente e em varios
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acessos por espécie, podem fornecer informagdes de extrema importancia para
estudos evoiutivos, bem como informagdes basicas para futuros trabaihos de

melhoramento.



1.

N)

CONCLUSOES

As espécies de Leucaena analisadas, de maneira geral, apresentaram
comportamento meidtico regular, com preferencial formag@o de
bivalentes. A frequéncia de multivalentes (quadrivalentes) tanto nas
espécies dipidides como nas tetrapidides, € maior que a esperada,

permitindo inferir sobre as possiveis origens das especies.

A reguiaridade meidtica foi refletida no indice meidtico (acima de 80%) e
fertilidade dos graos de polen (entre 71 e 98%), que indicam bons niveis
de fertilidade das espécies submetidas as condi¢des do Rio Grande do
Sui. A presenga de diades, triades e macropodlens indicam que a

ocorréncia de gametas nao reduzidos € comum em Leucaena.

A citogenética ciassica, quando utilizada adequada e cuidadosamente,
pode fornecer dados importantes para estudos taxondémicos, evoiutivos

e no meihoramento de plantas.
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8. VITA

Tatiana Boff, filha de Osvaldo Luiz Boff e Ivone dos Santos Boff,
nasceu em 27 de novembro de 1976, em Porto Aiegre, Rio Grande do Sui.

Cursou ensino fundamental na Escola Estaduai de 1° grau Raui Pilla
e 0 ensino médio na Escola Técnica de Comércio, da UFRGS — Técnico em
Processamento de Dados (Porto Alegre — RS) de 1992 a 1994. Em 1995
ingressou na Facuidade de Ciéncias Bioidgicas da Universidade Federal do Rio
Grande do Sui, onde graduou-se em Licenciatura em Biologia em fevereiro de
2000. Foi boisista de Iniciacdo Cientifica CNPq desde 1992, nos
departamentos de Genética e de Piantas Forrageiras e Agrometeoroiogia desta
Universidade. Em marco de 2000 iniciou seus estudos de Mestrado no

Programa de Po6s-Graduagdo em Zootecnia da Faculdade de Agronomia da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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