1111

CARACTERIZACAO CARIOLOGICA DE PALMEIRAS
DO GENERO Butia (Arecaceae)!

LAUIS BRISOLARA CORREA?, ROSA LIA BARBIERI}, MARCELO ROSSATO?,
MIRIAM VALLI BUTTOW?, GUSTAVO HEIDEN®

RESUMO - O butia é um fruto nativo muito consumido no Sul do Pais, sendo comum encontra-lo como
frutifera cultivada. No Rio Grande do Sul, ocorrem cinco espécies de palmeiras deste género. O niimero
cromossdmico de Butia eriospatha e de B. odorata ¢ descrito pela primeira vez. B. capitata e B. yatay tiveram
seu numero cromossomico descrito anteriormente, apesar de seu caritipo nunca ter sido reportado antes, € B.
paraguayensis ndo concordou com a contagem anterior. Este trabalho teve como objetivo analisar as carac-
teristicas cromossdmicas dentro e entre cinco espécies deste género, sendo nove exemplares de B. capitata,
trés de B. eriospatha, trés de B. odorata, dois de B. paraguayensis e dois de B. yatay. Foram coletados frutos
de populagdes naturais, cujas sementes foram colocadas para germinar. Os meristemas apicais radiculares das
plantulas foram submetidos aos pré-tratamentos 8-hidroxiquinoleina 0,002M, agua a 0°C e colchicina 1%,
sendo fixadas em solugao fresca de etanol e acido acético glacial 3:1 (v/v) e coradas em solugdo Giemsa 2%.
Todas as espécies estudadas apresentam o0 mesmo numero cromossdmico, 2n = 2x = 32, possuindo também
a mesma formula cariotipica: 14 cromossomos metacéntricos, 12 submetacéntricos e 6 acrocéntricos. Os
cariotipos de todas as espécies sdo simétricos, apresentando dois pares de cromossomos satelitados, um par
de cromossomos metacéntricos satelitados e um par de acrocéntricos também satelitados.

Termos de indexagéo: cari6tipo, niimero cromossémico, Palmae, butia.

KARYOLOGICAL CHARACTERIZATION OF Butia (Arecaceae) PALM TREES

ABSTRACT - Butia is a native fruit which is a lot used in the Southern of Brazil and it is usually harvested
like crop fruit. Five species of native palm trees of the genus Butia occur in Rio Grande do Sul state, Brazil.
Chromosome numbers and karyotype of Butia eriospatha and B. odorata are being reported for the first time.
B. capitata and B. yatay had the chromosome numbers previously described, although its karyotype has never
been reported before and B. paraguayensis coincided not with the early count. Fruits from natural popula-
tions were collected; the seeds were extracted and put to germinate. The aim of this paper was to analyze the
chromosomical features between and into five species of this genus. Nine specimens of B. capitata, three of
B. eriospatha, three of B. odorata, two of B. paraguayensis and two of B. yatay were analyzed. Root tips
from seedlings were pretreated in 0.002M 8-hydroxyquinoline or icy water (0°C) or 1% colchicine, fixed
in ethanol and acetic acid (3:1) and then stained in 2% Giemsa. All species showed the same chromosome
number, 2n = 2x = 32, and the same chromosome morphology: 14 metacentric, 12 submetacentric and 6
acrocentric chromosomes. Karyotypes of all species are symetric, with two pairs of sattelite, one pair of
metacentric and one pair of acrocentric chromosomes.

Index terms: karyotype, chromosome numbers, Palmae, pindo palm.
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INTRODUCAO

Arecaceae ou familia das palmeiras ¢ um
grupo botanico complexo, que forma um dos prin-
cipais troncos evolutivos das monocotiledoneas,
possuindo distribui¢do pan-tropical, com algumas
espécies adaptadas a climas mais frios (Dransfield
& Uhl, 1987). A classificagdo taxondmica desta
familia abrange 2.361 espécies dentro de 189 géne-
ros (Angiosperm Phylogeny Website, 2008). Esta
classificagdo ¢ tradicionalmente baseada nas carac-
teristicas morfoldgicas dos troncos, das folhas, dos
frutos e das flores, nas particularidades anatdmicas
de seus o6rgdos, em comparagdo com caracteristicas
citologicas e histologicas, incluindo caracteres des-
critivos dos graos de polen, estudos de distribui¢des
geograficas atuais e a historia evolutiva da familia e
de seus géneros (Dransfield & Uhl, 1987; Henderson
et al., 1995).

No Rio Grande do Sul, ocorrem seis géneros
de palmeiras nativas: Bactris, Butia, Euterpe, Geo-
noma, Syagrus e Trithrinax. Cada género ocupa um
ecossistema especifico, e com excegao das palmeiras
que habitam a Mata Atlantica sensu stricto (Floresta
Ombrofila Densa), dificilmente ha interagdo entre
estas espécies. Butia, Euterpe e Syagrus sao os gé-
neros mais representativos, principalmente devido a
sua distribui¢@o geografica e importancia economica.
Bactris, Euterpe e Geonoma sdo restritos a Mata
Atlantica (Rossato, 2007).

O género Butia (Becc.) Becc. pertence a
subtribo Butiinae, sendo amplamente distribuido
no Brasil (Sul, com algumas espécies ocorrendo
no Centro-Oeste e Sudeste), Paraguai, Argentina
e Uruguai. E caracterizado por plantas monoicas,
protandricas e alégamas, que se desenvolvem bem
ao sol ou em locais pouco sombreados, estando
presentes em diferentes ambientes, desde campo
aberto até vegetagdo de restinga, ou associados a
mata de araucaria. No Estado do Rio Grande do Sul,
é registrada a ocorréncia de B. capitata (Mart.) Becc.,
B. odorata (Barb. Rodr.) Noblick ex Marcato, B.
eriospatha (Mart. ex Drude) Becc., B. paraguayensis
(Barb. Rodr.) L. H. Bailey ¢ B. yatay (Mart.) Becc
(Marcato, 2004; Rossato, 2007).

No género, a espécie B. capitata esta entre as
de maior valor potencial reconhecido, sendo incorpo-
rada em programas de desenvolvimento sustentavel
de frutiferas (PNDU, 2007) e de interesse para o
melhoramento genético (Clement, 2001).

Marcato (2004) descreve a ocorréncia de 11
espécies em zonas subtropicais, com centros de di-
versificagdo na América Latina e ocorréncia natural
em zonas subtropicais e tropicais, sendo atualmente

cultivadas em diversos continentes.

Apesar de serem bastante conhecidas e ex-
ploradas para consumo de frutos e em paisagismo,
ha uma grande caréncia de informagdes cientificas
sobre estas espécies. O género Butia estd sofrendo
uma série de interferéncias antropicas, absorvendo
este impacto de tal forma a ser considerado em risco
de extingdo em areas naturais (Rivas & Barilani,
2004).

Informagdes cariologicas sobre a maioria
das palmeiras sdo geralmente restritas a numeros
cromossomicos (Roser, 1994). Os estudos de Read
(1965, 1966) contribuiram muito para o conheci-
mento do niimero cromossdmico em palmeiras; além
disso, seus trabalhos corrigiram muitas contagens
equivocadas realizadas anteriormente. Contudo, o
trabalho mais representativo sobre citogenética de
Arecaceae foi o de Roser (1994), que descreveu ca-
riologicamente 56 taxa, sendo que, destes, 11 géneros
e 17 espécies tiveram seu numero cromossomico
reportado pela primeira vez. Além disso, este autor
também caracterizou regides especificas do DNA de
varias espécies, através de bandeamentos molecula-
res, C-Giemsa e NOR.

De acordo com Goldblatt (1980), o género
Butia possui n = x = 16, reportando também n = §
para B. paraguayensis, entretanto deixou explicita
a necessidade de maiores estudos para confirmagéo
desses resultados. Com isso, Gaiero & Mazzella
(2005) foram mais conclusivos em seus resultados,
descrevendo os nimeros cromossdmicos de B. yatay,
B. capitata e Syagrus romanzoffiana como 2n = 32,
além de Trithrinax campestris, que apresentou 2n =
36 cromossomos.

Diante da existéncia de poucos estudos
citogenéticos na maioria das espécies de Butia, este
trabalho teve como objetivo analisar as caracteristicas
cromossdmicas dentro e entre cinco espécies deste
género.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados frutos de individuos de B.
capitata, B. eriospatha, B. odorata, B. paraguayensis
e B. yatay no Rio Grande do Sul, em populac¢des na-
turais. Exsicatas dos espécimes foram depositadas no
herbario da Universidade de Caxias do Sul (HUCS)
(Tabela 1). As sementes foram colocadas para ger-
minar em substrato composto por solo humoso e
areia 3:1 (v/v), em recipientes plasticos, mantidos
em casa de vegetacdo, segundo tratamento de su-
peragdo de dorméncia descrito por Rossato (2007).
Foram analisados nove exemplares de B. capitata,
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trés de B. eriospatha, trés de B. odorata, dois de B.
paraguayensis e dois de B. yatay (Tabela 1).

Seis meses apds a germinagdo, as plantas
foram tratadas semanalmente com solugdo (1g/1) de
formulado 18-18-18 (N-P-K) acrescido de micronu-
trientes e 25 pl/l de solugdo-estoque de acido indol-
butilico 1.000 ppm (Singh, 1961). Foram coletados
apices de raizes sadias com aproximadamente 1 a
1,5 cm de comprimento e que demonstravam boas
condigdes de crescimento. Apds a coleta de raizes, as
plantas foram transplantadas para o campo e cadas-
tradas no acervo do Banco Ativo de Germoplasma de
Frutiferas Nativas da Embrapa Clima Temperado.

Para o pré-tratamento das pontas de raizes,
foram testados 8-hidroxiquinoleina 0,002M, agua
gelada a 0°C e colchicina a 1%. Para 8-hidroxiquino-
leina 0,002M, foram testados os tempos de exposigdo
por 10; 20; 27 e 48 horas, a temperatura de 18°C, e por
9, 18 e 25 horas, em temperatura de 18°C, acrescidas
de 2 horas prévias na temperatura ambiente, de cerca
de 25°C. A exposigdo a agua gelada (0°C) foi testada
durante 20; 41 e 48 horas, enquanto no tratamento
com colchicina a 1%, as raizes foram expostas por
5; 10 e 22 horas. Os apices de raizes foram fixados
em solugdo fresca de Carnoy, etanol e acido acético
glacial 3:1 (v/v). Para a preparagdo das laminas, as ra-
izes foram lavadas com agua destilada por trés vezes
seguidas, com duraggo de dez minutos cada lavagem.
Apds este procedimento, foram transferidas para um
recipiente contendo solug@o enzimatica, constituida
por pectinase a 20% (v/v) e celulase a 2% (p/v) em
tampdo citrato-fosfato (pH 4,8), e mantidas em estufa
a 37°C por 30 minutos. Os meristemas radiculares
foram dilacerados com o auxilio de agulha histologica
em acido acético a 45% sob um estereomicroscopio.
Foi colocada uma laminula sobre a ldmina e ambas
passaram por um breve aquecimento, seguido de uma
leve pressdo para facilitar a lise celular. Imediata-
mente apos, as laminulas foram retiradas das laminas
através de congelamento rapido em nitrogénio liquido
e secas a temperatura ambiente. Apos a secagem, as
laminas foram coradas em solucdo de Giemsa a 2%
(Guerra & Souza, 2002). Para a conversao em mate-
rial permanente, foi utilizado Entelan®.

A observacdo do material foi realizada em mi-
croscopio Olympus BX51 com maquina fotografica
acoplada em aumento de 1.000x. Para a contagem
dos cromossomos, 25 células com bom espalhamento
cromossomico foram analisadas. A mensuragao cro-
mossomica foi efetuada utilizando-se de, no minimo,
trés metafases fotomicrografadas de cada populagéo.
Os comprimentos cromossdmicos totais médios e
seus respectivos desvios-padrao foram calculados
no programa Excel®.

A morfologia cromossomica foi descrita
segundo Guerra (1986), em cromossomos metacén-
tricos, submetacéntricos, acrocéntricos e telocéntri-
cos, quando a razdo entre os bragos cromossomicos
(brago longo/brago curto) variouentre 1 a 1,49; 1,5 a
2,99; 3 a o0; 0; e quando o indice centromérico (brago
curto x 100/comprimento total) variou entre 40,1 a
50; 25,1 a40; 0,01 a 25; 0; respectivamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O melhor pré-tratamento foi o uso de
agua gelada a 0°C, durante 41 horas. Neste
tratamento, foram obtidas muitas pro-metafases
e algumas metafases com bom espalhamento
que, apesar da baixa frequéncia, puderam ser
analisadas morfologicamente. Os outros pré-
tratamentos apresentaram algumas células com fuso
cromossomico despolimerizado, entretanto as taxas
foram muito baixas.

Todas as espécies estudadas apresentaram o
mesmo numero cromossdmico em células somaticas,
2n = 2x = 32 (Figura 1A-E), apresentaram também
a mesma formula cariotipica: 14 cromossomos me-
tacéntricos, 12 submetacéntricos e 6 acrocéntricos
(Tabela 2). Os caridtipos de todas as espécies foram
simétricos, com dois pares de cromossomos sateli-
tados: um par de cromossomos metacéntricos ¢ um
de submetacéntricos, ambos com satélites pequenos.
Estes cromossomos satelitados parecem manter a
mesma estrutura morfoldgica em todas as populagdes
e espécies estudadas, ndo possuindo significado ta-
xonomico diferente do que ocorre em Arachis, onde
amorfologia dos cromossomos satelitados ¢é caracte-
ristica importante e muitas vezes discriminativa para
ase¢do (Pefialoza, 2006). Esta observagao revela que
Butia é um grupo homogéneo do ponto de vista ca-
riologico. Esta constancia no nimero cromossomico,
observada nas espécies analisadas, indica que mu-
dangas numéricas ndo tém sido importantes na evo-
lugdo das espécies de Butia, concordando com o que
ocorre na maioria das espécies de Arecaceae (Roser,
1994), o que também ocorre em Rhopalostylis, onde
todas as espécies apresentam 2n =2x =32 (Lange &
Murray, 2002). A auséncia de grandes modificagdes
estruturais encontradas entre as espécies sugere que
amorfologia dos cromossomos pode ter contribuido
muito pouco para a diversificagdo do género; além
disso, o pequeno tamanho dos cromossomos pode
dificultar a visualizagdo de modifica¢Ges estruturais
de menor escala.

Arecaceae, aparentemente, tem um nimero
cromossomico basico de x = 18 (Moore & Uhl,
1973), julgando pela sua presenca em palmeiras das
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subfamilias Coryphoideae, Phenicoideae, alguns
géneros de Arecoideae e de Borassoideae, sendo
que estas subfamilias compartilham caracteristicas
plesiomorficas. Contudo, nimeros cromossomicos
reduzidos sao facilmente encontrados, formando
muitas linhagens de nimeros cromossémicos basicos
originados por disploidias decrescentes, como x =17,
de ampla ocorréncia, sendo x = 16; 14 ¢ 13, também
representativos (Raven, 1975). No entanto, ainda
ha muito a se pesquisar, pois devido ao pequeno
nimero de espécies com descri¢do citoldgica ou
cariologica, em decorréncia dos poucos trabalhos
que tém sido realizados neste sentido, pouco se pode
inferir sobre os mecanismos envolvidos na evolugio
cromossOmica em Arecaceae.

O género Butia, atualmente ¢ incluido em
Arecoideae, uma grande e morfologicamente diversa
subfamilia, onde os nimeros cromossomicos de
diversos géneros geralmente demonstram uma
variagdo entre 2n =28 e 2n = 36, embora os niimeros
mais comuns sejam 2n = 32 e 2n = 34 (Roser,
1994).

Estudos cariomorfoldgicos caracterizam a
disposi¢do da cromatina no nucleo interfasico e sdo
de grande relevancia em estudos citotaxondmicos.
Segundo Roéser (1994), em Arecoideae, os nucleos
interfasicos sdo semirreticulados e caracterizam-se
pela variagdo no formato dos cromocentros, que sdo
originados no final da intérfase, pela condensagao da
heterocromatina, formando estruturas cromatinicas
fortemente pigmentadas de contorno irregular.Este
comportamento também foi encontrado nas espécies
analisadas no presente trabalho.

Syagrus romanzoffiana possui 2n = 2x = 32
cromossomos (Moro et al., 1999), e esta espécie
parece ser geneticamente proxima ao género Butia,
visto que ha registros de cruzamento com varias es-
pécies de Butia, originando um hibrido denominado
Butyagrus nabonnandii. Embora todos os hibridos até
hoje encontrados sejam estéreis, estes ocorrem com
relativa frequéncia na natureza, em regides onde estas
espécies sdo simpatricas (Rossato, 2007). Além disso,
varios hibridos artificiais t€ém sido descritos dentro da
tribo Butiinae, assim como os obtidos pelo cruzamen-
to Butia X Jubea, cujos hibridos F1 e F2 [(Butia X
Jubea) X Butia] sdo férteis (Wilcox, 2008).

Os nimeros cromossomicos ¢ as formulas
cariotipicas das espécies de Butia analisadas neste
trabalho, em geral, seguem o padrdo citogenético
descrito para a maioria das espécies de Arecaceae e, em
vista das evidéncias acima apresentadas, demonstram
que o niimero basico do género Butia deve serx=n=
16. Contudo, visto que todas as espécies apresentaram
0 mesmo nimero cromossomico somatico € a mesma
formula cariotipica, no futuro, maiores estudos serdo
necessarios para o entendimento dos mecanismos
evolutivos envolvidos neste processo, principalmente
em relagdo ao posicionamento de blocos cromatinicos
de constituicdo molecular diferenciada no genoma
(heterocromatina constitutiva), pelo uso de
bandeamento cromossomico convencional (bandas
C, NOR) ou por hibridizagao molecular.

TABELA 1 - Informagdes dos espécimes, nimero de tombo das exsicatas das matrizes no Herbario
da Universidade de Caxias do Sul (HUCS) ou cédigos dos acessos no Banco Ativo de
Germoplasma do Laboratério de Oleos Essenciais da Universidade de Caxias do Sul (BAG/
LOES), local de coleta e nimero de plantas analisadas em oito populagdes de cinco espécies

de Butia.
Espécie Cédigo identificador Origem N° de plantas
Butia capitata HUCS 24800 Lavras do Sul 1
HUCS 24604 Caxias do Sul 2
BAG/LOES 0024 Ipe 3
HUCS 24802 Santa Vitoria do 3
Palmar
B. eriospatha HUCS 27994 Jaquirana 3
B. odorata HUCS 27995 Torres 3
B. paraguavensis HUCS 27927, HUCS Séao Francisco de )
- paraguay 27996 Assis
B. yatay HUCS 26247 Girua 2
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TABELA2 - Vores médios (um) das medidas do comprimento total dos cromossomos de Butia. Complemento
haploide total (CHT), razdo média entre os bragos cromossdmicos (L/C), indice centromérico
médio (IC), comprimento médio do cromossomo mais curto (CMCC), comprimento médio do
cromossomo mais longo (CMCL) e comprimento cromossémico médio (CCM).

Espécies 2n Cariétipo CHT L/C IC CMCC CMCL CCM
Butia capitata 32 14m+12sm+6a 32,76 1,97 31,37 1,11 2,90 2,05
B. eriospatha 32 14m+12sm+6a 33,05 2,01 37,32 1,60 3,44 2,07

B. odorata 32 14m+12sm+6a 37,83 1,97 37,01 1,32 2,97 2,36
B. paraguayensis 32 14m+12sm+6a 32,21 1,94 37,23 1,32 2,68 2,01
B. yatay 32 14m+12sm+6a 33,41 1,92 37,86 1,40 2,88 2,09
m = metacéntrico, sm = submetacéntrico e a = acrocéntrico
'
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FIGURA 1 - Complemento cromossdmico somatico de espécies de Butia, todas as células apresentando 2n
=2x =32 cromossomos. A. B. capitata, B. B. odorata, C. B. eriospatha, D. B. paraguayensis e
E. B. yatay. Escalas correspondem a 10 pm, e as setas indicam os satélites cromossomicos.
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