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RESUMO

O género Oenocarpus Mart. ¢ constituido por espécies que possuem
relevancia socio-econdmica a populacdo Amazdnica e as regides onde
ocorrem naturalmente, fornecendo ao longo de décadas os mais variados
tipos de produtos. Dentre elas tem-se O. bacaba, O. bataua, O. mapora, O.
distichus e O. minor, cujos frutos representam seu grande potencial pela
obtengdo da bebida bacaba e de um azeite similar ao de oliva. No entanto,
existe pouca informagdo na literatura sobre essas espécies, evidenciando a
necessidade do desenvolvimento de estudos que venham contribuir para o
conhecimento, manejo e uso sustentavel desses recursos genéticos, como
também para a domesticagdo das mesmas ¢ ao desenvolvimento da
agricultura regional. O objetivo deste trabalho foi avaliar a morfologia e
viabilidade polinica, além de caracterizar e comparar citogeneticamente e
estimar a quantidade de DNA nuclear de espécies do género Oenocarpus.
Foram utilizadas amostras de botdes florais e sementes de cinco espécies (O.
bacaba, O. bataua, O. mapora, O. distichus e O. minor), conservadas in vivo
no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazdnia Oriental, em
Belém, Para, Brasil. As espécies apresentaram diferencas consideraveis para
as variaveis morfopolinicas, possibilitando a distingdo das espécies. A
viabilidade polinica média foi alta, porém as espécies também diferiram para
este carater. O niumero somatico de cromossomos foi 0 mesmo, 2n = 36, mas
houve variagdo na morfologia cromossomica, a qual deve ser resultado de
alteragOes estruturais que contribuiram para a diversificacdo dessas espécies.
O contetido de DNA nuclear permitiu separar as espécies em dois grupos.
Dessa forma, ¢ aconselhado para programas de melhoramento que visem a
obtencdo de hibridos interespecificos envolvendo as espécies desse género,
que as diferencas citogenéticas sejam levadas em consideragdo.

Palavras-chave: Palinologia, viabilidade polinica, caridtipo, citometria de

fluxo, Palmeiras.



ABSTRACT

The Oenocarpus Mart. genus comprises species that occur in Brazil,
especially in the Amazon, where they have a great relevance to the local
economy, providing various products. O. bacaba, O. bataua, O. distichus, O.
mapora and O. minor are examples of these species, and their fruits
represent its potential, of which a beverage and oil similar to olive’s one are
obtained. However, there is little information about this species, so it is
necessary to develop studies that contribute to knowledge, management and
sustainable use of these genetic resources, as well as to its domestication.
The goal of this work was to evaluate pollen grains morphology and
viability, and also characterize and compare cytogenetically and estimate
nuclear DNA content of this five species. Samples of flower buds and seeds
of O. bacaba, O. bataua, O. mapora, O. distichus e O. minor, conserved in
vivo at Embrapa Eastern Amazon’s germplasm bank, in Belém, Para, Brazil.
Significant differences to pollen morphology were found, enabling the
distinction of species. The average of pollen grains viability for the five
species was high and also different among species. The somatic chromosome
number for all species was the same, 2n = 36, however there was
morphologic variation among the karyotypes, that can be result of structures
changes and contributed to species diversification. Nuclear DNA content
allowed dividing the species into two distinct groups. Thus, it is desirable for
breeding programs that aim to obtain interspecific hybrids involving the
species of this genus, to take into account the cytogenetic difference.

Key words: Palynology, pollen grains viability, karyotype, flow cytometry,

Palms.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

Nas florestas tropicais ha uma grande diversidade de palmeiras,
sendo reconhecidas cerca de 2360 espécies, distribuidas em
aproximadamente 190 géneros (ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP -
APG, 2010). Estas espécies pertencem a familia Arecaceae (= Palmae) ¢
possuem importancia singular ao homem fornecendo ao longo de décadas os
mais variados tipos de produtos (LLERAS; GIACOMETTI; CORADIN,
1983; VILLACHICA et al., 1996). No Brasil sdo encontrados cerca de 40
géneros ¢ 200 espécies, distribuidas em varios ecossistemas (SOUZA;
LORENZI, 2005). Dentre estes, destaca-se o gé€nero Oenocarpus Mart. por

sua importancia socio econdmica, principalmente na Amazonia.

Este género ¢é representado por nove espécies, as quais sdo
encontradas ao longo do norte da América do Sul. Essas espécies diferem em
muitos aspectos morfoldgicos, tais como: o tipo de estipe, o eixo de
distribui¢do foliar, tamanho e coloracdo dos frutos, entre outros. Entretanto,
na literatura ha registros da ocorréncia de hibridos interespecificos naturais,
caracteristica que juntamente com as diferengas morfologicas podem ser
aproveitadas em programas de melhoramento (VILLACHICA et al., 1996).
Essas espécies sdo conhecidas por sua diversidade de utilizagdo, com
destaque para o azeite extraido do mesocarpo de seus frutos, bem como para
a bebida produzida dos frutos, a qual ¢ amplamente consumida na regido
amazdnica (LLERAS; GIACOMETTI; CORADIN, 1983; ZAMBRANA et
al., 2007).

Devido a importancia apresentada por essas espécies, principalmente
a populagdo amazonica, estudos que venham a contribuir para o manejo e
uso sustentavel desses recursos genéticos e, consequentemente, com a

domesticacdo dos mesmos sdo de extrema importancia, como também ao
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desenvolvimento da agricultura regional. Neste sentido, estudos
citogenéticos, de conteido de DNA, morfologia e viabilidade polinica sdo
importantes, uma vez que auxiliam no entendimento da evolugdo de
espécies, na conservacdo in Ssitu, além de fornecerem importantes
informacgdes aos bancos de germoplasma e a taxonomia, bem como podem
ser uteis em programas de melhoramento (AULER; BATTISTIN; REIS,
2006; BARELLA; KARSBURG, 2007, HARLEY, 1990; HARLEY;
BAKER, 2001; MIRANDA, 1993b; SALGADO-LABOURIAU, 1973;
THANIKAIMONI, 1966).

Na Embrapa Amazonia Oriental ha bancos de germoplasma
contendo representantes de espécies de Oenocarpus, sao elas: Oenocarpus
bacaba Mart., Oenocarpus distichus Mart., Oenocarpus bataua Mart.,
Oenocarpus mapora Karsten e Oencarpus minor Mart. Segundo Valls
(1988), um banco de germoplasma ¢ valorizado a medida que seus acessos
sdo identificados taxonomicamente e caracterizados, pois a auséncia dessas
atividades, associada a falta de conservagdo, impede o conhecimento mais
profundo dos acessos e restringe seu uso para fins de pesquisa. Portanto,
alguns estudos tém sido realizados ao longo desses anos com essas espécies,
no entanto, ha pouca informacao na literatura sobre a citogenética, contetido
de DNA, morfologia e viabilidade polinica para as espécies que compdem

esses bancos.

Com base no exposto, os objetivos deste trabalho foram: i) avaliar a
morfologia e a viabilidade polinica de espécies de Oenocarpus; ii)
caracterizar citogeneticamente e estimar a quantidade de DNA nuclear

dessas espécies.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais sobre as espécies do género Oenocarpus Mart.

De acordo com a classificagdo de Cronquist (1981), o género
Oenocarpus pertence ao filo Magnoliophyta, classe Monocotiledonea, ordem
Arecales, familia Arecaceae, subfamilia Arecoideae tribo Areceae e subtribo
Euterpeinaec.  Antigamente  Oenocarpus compunha o complexo
Oenocarpus/Jessenia, o qual passou por muitas mudangas taxondmicas no

que tange as espécies que o representam (BALICK, 1986).

A existéncia desse complexo era suportada pela presenca de
diferengas morfologicas que para alguns sistematas eram suficientes para
separa-las em géneros distintos. Dentro dessas caracteristicas estava o
nimero de estames, onde as espécies de Oenocarpus apresentavam seis
como em O. minor, O. mapora e O. distichus e as de Jessenia, sete a 20, a
exemplo de O. bataua. Outra caracteristica levada em consideragdo era o
tipo de endosperma, sendo homogéneo para Oenocarpus e ruminado para

Jessenia (BALICK, 1986).

Atualmente sdo reconhecidas nove espécies: O. bacaba Mart., O.
balickii F. Kahn, O. bataua Mart., O. circumtextus Mart., O. distichus Mart.,
O. makeru R. Bernal et al., O. mapora H. Kart., O. minor Mart. e O. simplex
R. Bernal et al. (HENDERSON, 1995).

As espécies deste género encontram-se distribuidas ao longo de toda
a Amazonia Brasileira, ocorrendo também em paises da regido tropical sul-
americana, como do centro da Bolivia até o norte da Venezuela e da regido
das Cordilheiras dos Andes at¢ o delta do rio Amazonas (LLERAS;
GIACOMETTI; CORADIN, 1983; MONTUFAR; PINTAUD, 2006;
VILLACHICA et al., 1996). No Brasil possuem ocorréncia marcante nos
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estados do Amazonas, Para, Acre, Amapa e Maranhdo (CAVALCANTE,
1991; HENDERSON, 1995; LLERAS; GIACOMETTI; CORADIN, 1983).
Esta regido é reconhecida como sendo o provavel centro de origem dessas
palmeiras, onde podem ser encontradas em mata fechada de terra firme, de
igapd e varzea, em capoeiras, mas também sdo comuns em ambientes
devastados (CAVALCANTE, 1991; LLERAS; GIACOMETTI; CORADIN,
1983). Essas espécies podem ser vistas formando grupos ou como plantas
isoladas (LLERAS; GIACOMETTI; CORADIN, 1983; VILLACHICA et
al., 1996).

As palmeiras do género Oenocarpus sdo arboreas, perenes,
monoicas e alégamas, e apresentam caracteristicas morfolégicas marcantes
como o porte alto (variando de 12 m a 25 m), o estipe reto ¢ alongado e as
folhas compostas do tipo pinada, que se encontram distribuidas
paralelamente no apice do estipe. A inflorescéncia € interfoliar do tipo cacho
e protegida por duas bracteas deciduas de tamanho e formato distintos. As
flores sdo unissexuais dispostas em triades, flores pistiladas ladeadas por
flores estaminadas, na porgdo proximal e em diades, compostas apenas de
flores estaminadas, na por¢ao apical (BALICK, 1986; CAVALCANTE,
1991; HENDERSON, 1995; MENDONCA et al., 2008; VILLACHICA et
al., 1996).

A floragdo dessas espécies tem como caracteristicas marcantes a
termogénese e protandria, com a abertura das flores ocorrendo
preferencialmente durante a noite (KUCHMEISTER et al., 1998). A
maturacdo da inflorescéncia é caracterizada por trés fases: uma primeira de
matura¢do das flores masculinas, com dura¢do de até duas semanas, uma
intermediaria ndo reprodutiva com duragdo de aproximadamente sete dias, e
uma ultima com a maturagdo das flores femininas, cuja duragdo também ¢ de
aproximadamente sete dias (KALUME, 2000; KUCHMEISTER et al., 1998;
ROIJAS; STILES, 2009).
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A polinizagdo ¢ realizada por principalmente por insetos, dentre os
quais se destacam os coledpteros, hemipteros e dipteros, podendo também
ser realizada pelo vento (KALUME; OLIVEIRA; CARREIRA, 2002;
KARUBIAN et al., 2010; OLIVEIRA, 2012d). Os insetos sdo atraidos pelo
odor das flores, que se intensifica com a termogénese, € nas quais encontram
alimento, prote¢ao, local para reproducgdo e oviposicdo (OLIVEIRA, 2012c).
De acordo com Karubian et al. (2010), existe um grau de interacdo e
distribuigdo geografica entre a espécie O. bataua e seus polinizadores que

sugere um significativo nivel de especializagéo.

Os frutos das espécies de Oenocarpus sdo oblongos a elipsoides,
com variagdo para tamanho, peso e cor, sendo que a dispersao das sementes
dessas espécies ¢ realizada preferencialmente por animais que se alimentam
de seus frutos, principalmente passaros frugiveros, mamiferos e roedores
(BECKMAN; MULLER-LANDAU, 2007; CYMERYS, 2005; OLIVEIRA,
2012b), a exemplo do passaro guarda-chuva (Cephalopterus penduliger),
grande apreciador dos frutos de pataua (O. bataua), o qual parece realizar a
dispersdo em locais especificos, provocando aglomerados de individuos

aparentados (KARUBIAN et al., 2010).

Além da variabilidade morfologica ja citada para essas espécies, o
inicio do periodo reprodutivo também € uma caracteristica que pode ser
aproveitada pelos melhoristas, uma vez que as espécies comecam a produzir
em momentos diferentes, a maioria por volta dos sete anos, com excegdo de
O. minor ¢ O. mapora, que comegam a produzir com cerca de trés anos
(GOULDING; SMITH, 2007; OLIVEIRA, 2012d). Entretanto, essas
espécies ainda nao se encontram domesticadas e sua produgdo ¢ oriunda,

basicamente, do extrativismo (OLIVEIRA, 2012b).

A principal forma de propagacdo ¢ por meio de sementes, porém,
nas espécies que possuem estipe multicaule, como O. mapora e O. minor, ha

a possibilidade de exploragdo da propagacdo vegetativa por meio de seus
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perfilhos (OLIVEIRA, 2012b, 2012d; SILVA et al., 2009). As sementes
dessas espécies sdo recalcitrantes, ndo podendo dessa forma ser
armazenadas, e ndo apresentam dificuldade de germinagdo, tendo

porcentagem de sucesso de aproximadamente 95%.

Estas espécies representam um importante recurso a populagdo
amazbnica e ao mercado regional, tendo participacdo significativa na
economia de subsisténcia das populagdes ribeirinhas e indigenas.
Basicamente todas as partes da planta dessas espécies tém utilidade, podendo
também ser utilizadas na ornamentagio e paisagismo (ESTUPINAN-
GONZALEZ; JIMENEZ-ESCOBAR, 2010; OLIVEIRA, 2012a, 2012b,
2012c, 20124d).

A polpa dos frutos dessas espécies € rica em proteinas e representa
seu maior potencial econdmico, sendo empregada na culindria para a
preparagdo de refrescos e vinhos e as industrias locais a utilizam na
fabricacdo de sorvetes, além da extragdo de azeite similar ao de oliva
(MONTUFAR et al., 2010; SILVA, 2009). Da améndoa dos frutos ¢ obtido
também um azeite, muito utilizado pela populagdo local, cuja composicao
quimica e sabor s3o similares ao da polpa (LLERAS; GIACOMETTI;
CORADIN, 1983; NASCIMENTO et al, 2009; PESCE, 2009;
RODRIGUES et al., 2010; SILVA, 2009; VILLACHICA et al., 1996). Este
azeite possui grande valor bioldgico, com excelente percentual de proteinas,
maior inclusive que o encontrado no 6leo de soja (BALICK, 1986), e ¢
utilizado na culinaria, bem como para a lubrificacdo de armas, no preparo de
cosméticos e como laxante (NUNEZ-AVELLANEDA; ROJAS-ROBLES,
2008). Das sementes sdo confeccionadas biojoias; de seus estipes extrai-se
madeira de boa qualidade e durabilidade; e das folhas obtém-se fibras, sendo
ambas as estruturas usadas na constru¢do de casas (MILLER, 2002;

VILLACHICA et al., 1996).
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A pesquisa por recursos alternativos para a obtengdo de 6leo vegetal
tém sido significante, nos ultimos anos, e como consequéncia tem
estimulado a pesquisa com espécies oleaginosas nativas, como as espécies
em foco, no entanto, as informagdes continuam escassas (MONTUFAR et

al., 2010; MONTUFAR; PINTAUD, 2008).

2.1.1 Oenocarpus bataua Mart.

Popularmente conhecida no Brasil como pataud (Figura 1), a espécie
Oenocarpus bataua possui como sinonimias Jessenia bataua Burret e
Jessenia weberbaueri Burret (MILLER, 2002).

Figura 1 Aspecto geral de um exemplar de pataua, Oenocarpus bataua Mart.
Foto: Natdlia Oliveira.

O pataua tem o estipe monocaule e apresenta fase reprodutiva tardia,

iniciando por volta dos sete anos, produzindo em média 2000 frutos por
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cacho, totalizando cerca de 40 kg de frutos (GOULDING; SMITH, 2007;
VILLACHICA et al., 1996). De acordo com Miller (2002), sua produgdo ¢é
bianual devido a demora na matura¢do das inflorescéncias e abertura das

flores, além do periodo entre a polinizagdo e a maturacéo dos frutos.

A ocorréncia de hibridos interespecificos naturais entre esta espécie
e O. bacaba ¢ uma caracteristica que pode ser explorada em futuros
programas de melhoramento (VILLACHICA et al., 1996). Este autor sugere
também a possibilidade de obteng¢do de hibridos envolvendo outras espécies

do género.

2.1.2 Oenocarpus mapora H. Karst.

No Brasil, esta palmeira ¢ chamada de bacabi, bacaba, bacabinha,
bacabai ou bacabacai e apresenta como sinonimia O. panamanus Bailey

(BALICK, 1986).

A Dbacabi apresenta estipe multicaule (Figura 2), na maioria das
vezes formando touceira com mais de 16 plantas, ¢ fase reprodutiva
iniciando por volta do terceiro ano de plantio (BALICK, 1986; OLIVEIRA,
2012c).
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Figura 2 Aspecto geral de um exemplar de bacabi, Oenocarpus mapora
Karsten. Foto: Natalia Oliveira.

2.1.3 Oenocarpus minor Mart.

Esta palmeira ¢ popularmente conhecida no Brasil, por vérias
denominagdes, tais como, bacabi, bacaba, bacaba-mirim, bacabinha, entre
outros (BALICK, 1986), sendo Oenocarpus microspadix Burret e
Oenocarpus intermedius Burret suas sinonimias (OLIVEIRA, 2012d).

As folhas compostas sdo menores do que as das outras espécies do
género Oenocarpus (BALICK, 1986; MENDONCA et al., 2008). Apresenta
vantagens econdmicas do ponto de vista de produgdo, quando comparadas as
outras palmeiras desse género, por ter sua fase reprodutiva iniciada por volta
dos trés anos. Por perfilhar (Figura 3), como O. mapora, permite a

reproducdo assexuada além da sexuada via sementes (OLIVEIRA, 2012d).
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Figura 3 Aspecto geral de um exemplar de bacabinha, Oenocarpus minor
Mart. Foto: Natalia Oliveira.

2.1.4 Oenocarpus distichus Mart.

No Brasil essa espécie ¢ popularmente conhecida como bacaba de
leque, em vista da distribuicdo foliar peculiar, que apresenta formato
semelhante a um grande leque (Figura 4), sendo considerada uma das
palmeiras mais bonitas dessa regido (CAVALCANTE, 1991; PESCE, 2009).
Pode também ser chamada de bacaba branca, bacaba do Para, bacaba de

azeite, bacaba-asst, palmeira-norte-sul, dentre outros (BALICK, 1986).

A producdo desta espécie tem inicio por volta dos cinco anos, em
plantios experimentais, sendo que cada planta chega a produzir dois cachos
por ano, cada um pesando em torno de 21 kg, com aproximadamente 4000

frutos. A exploracao de seus frutos € oriunda, quase que essencialmente do
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extrativismo, ja que essa espécie ndo se encontra domesticada € nem se tem

relato de grandes plantagdoes (OLIVEIRA, 2012b).

Figura 4 Aspecto geral de um exemplar de bacaba de leque, Oenocarpus
distichus Mart. Foto: Natalia Oliveira.

2.1.5 Oenocarpus bacaba Mart.

No Brasil, esta espécie ¢ vulgarmente conhecida como bacaba
(Figura 5), bacaba vermelha, bacabao, bacabeira, dentre outros (BALICK,
1986).

Assim como o pataud apresenta o inicio da fase reprodutiva mais
tardia, por volta dos sete anos. A produgdo desta espécie € de cerca de trés
cachos por ano, cada um pesando em média 17 kg e contendo

aproximadamente 1300 (OLIVEIRA, 2012a).
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Por ser uma palmeira resistente ao fogo, suporta longos periodos de
seca ¢ tem preferéncia por areas de intensa luminosidade (ANDRADE,
2001), sendo recomendada para o enriquecimento de areas degradadas e para
arborizagdo. Pode ser utilizada em plantio solteiro, em consdrcio com outras
culturas como o milho, a mandioca e o feijdo, com fruteiras semi-perenes ou

em sistemas agroflorestais (OLIVEIRA, 2012a).

Figura 5 Aspecto geral de um exemplar de bacabdo, Oenocarpus bacaba
Mart. Foto: Socorro Padilha.

2.2 Importancia de estudos sobre o grao de pélen

O grao de podlen ¢ definido como o micrésporo maduro produzido
nas anteras, contendo células reprodutivas masculinas, as quais contém a
metade do numero de cromossomos da espécie, capaz de fertilizar a oosfera

dando origem ao zigoto (OLIVEIRA, 2007). Quando maduro encontra-se
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rodeado por uma fina camada de celulose, a intina, e por fora desta ha outra
camada, a exina, composta principalmente por esporopolenina, substincia

que confere grande resisténcia ao grdo de polen (BELTRATI, 1994).

Graos de pdlen, esporos e outros palinomorfos refletem na
morfologia, a espécie de origem (LEONHARDT; LORSCHEITTEN, 2007),
sendo a morfologia polinica um estudo basico importante na identificagdo de
familias, de géneros ¢ de um grande nimero de espécies vegetais. Em
plantas superiores o grdo de polen é o responsavel pela transmissdo do
material genético masculino na fase reprodutiva. O conhecimento das
caracteristicas palinologicas das espécies de qualquer familia é fundamental,
uma vez que a grande diversidade morfolédgica existente ¢ fundamental em
estudos taxondmicos, morfolégicos e paleobotdnicos, e podem auxiliar
programas de melhoramento (SALGADO-LABOURIAU, 1973). Nas
espécies da familia Arecaceae a diversidade sobre a morfologia polinica vem
sendo registrada em estudos como os de Harley e Baker (2001) ¢ Rodriguez

(2003) entre outros, com varias finalidades, dentre elas a palinotaxonomia.

Para Salgado-Labouriau (1973), a exina tem mostrado ser o
elemento mais importante na identificacdo da variabilidade e até na
separacao de espécies diferentes e afins. Assim, estudos sobre amostras
polinicas de plantas vivas constituem uma forma de abordar problemas
genéticos tanto na evolucdo de “taxa” endémicos como na filogenia de
familias (MIRANDA et al., 1995). A posi¢do das aberturas é importante no
contexto filogenético evolucionario, por estarem localizadas ao acaso na
superficie dos graos de polen e, freqiientemente, tem lugar definido com

relag@o aos polos e ao equador (MELHEM, 1978).

Erdtman (1952) e Salgado-Labouriau (1973) realizaram trabalhos
sobre a morfologia dos graos de polen de espécies pertencentes a familia
Arecaceae (= Palmae). O primeiro autor estudou 75 espécies e 55 gé€neros

constatando que aqueles guardam estreita semelhanca com as da familia
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Liliaceae e de outras monocotiledoneas, principalmente nas caracteristicas
da abertura, ndo havendo indicagdes palinologicas de que as palmeiras
formem um grupo isolado, sem estreita conexdo com outras familias. Ja
Salgado-Labouriau (1973) separou trés grupos taxondmicos dessa familia
utilizando os graos de pdlen por meio de caracteristicas distintas de forma,
abertura e ornamentacdo da exina (parede externa) sendo eles: Grupo I-
grios triangulares (Astrocaryum, Attalea e Syagrus); Grupo II- grios
circulares (Astrocaryum, Attalea e Butia) e Grupo III — grios elipticos ou
subelipticos (Attalea, Butia, Orbignya, Cocos e Syagrus). Investigagdes
feitas por Harley (1990) e Thanikaimoni (1966) também contribuiram para a
separagao de grupos taxonomicos com base na morfologia polinica dessa
familia. Para Miranda, Absy e Clement (1999), as caracteristicas estruturais
especificas das aberturas dos graos de polen permitem a determinagdo do

taxon ao qual pertencem.

No caso das espécies do género Oenocarpus, os primeiros estudos
sobre a descrigdo de graos de poélen foram feitos por Martius (1823 citado
por BALICK, 1986) que os caracterizou como amarelos, uniformemente
elipticos-globosos, longitudinalmente sulcados e fissurados, mas nao
mencionou as espécies. Balick (1986) descreveu o polen das espécies deste
género como solitario, heteropolar, monosulcado na forma eliptica e
tricotomosulcado na forma triangular, ambos em vista polar. Este mesmo
autor descreveu o podlen do antigo género Jessenia como solitario,
heteropolar, usualmente monosulcado na forma eliptica a eliptica globosa, ¢
raramente tricotomosulcado. A morfologia polinica de O. bacaba foi
relatada por Chaves et al. (2003), ao estudarem varias palmeiras de potencial
econdmico onde constataram diversidade na forma, tamanho, tipo de
abertura dos graos de podlen confirmando que a familia ¢ euripalina, ou seja,

tem grande variagdo dentro das diferentes espécies.

Outro aspecto importante a ser observado no grao de poélen ¢ a sua

viabilidade, uma vez que representa o primeiro passo para que se
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compreenda como eles germinam no estigma determinando uma fase crucial
para a fertilizacdo (DAFNI, 1992). A viabilidade dos grdos de poélen é
relevante em trabalhos de melhoramento genético, podendo também ser
utilizado para diagnosticar fatores envolvidos na formagdo de flores e
embrides. Para Kearns ¢ Inouye (1993), a viabilidade polinica também ¢

essencial para trabalhos de monitoramento de polen armazenado.

A viabilidade do polen pode ser avaliada por métodos diretos ou
indiretos com base em um grande nimero de metodologias (DAFNI, 1992;
KEARNS; INOUYE, 1993). Dentre os métodos diretos podem-se mencionar
a germinacdo do grdo de pdlen e dos indiretos as técnicas de coloragdo,
utilizando corantes como o lugol e a solugdo de Alexander, dentre outros

(KEARNS; INOUYE, 1993).

Alguns trabalhos envolvendo espécies de palmeiras ja foram
desenvolvidos (MIRANDA, 1993a; OLIVEIRA; COUTURIER; BESERRA,
2003; OLIVEIRA; MAUES; KALUME, 2001; OSTROROG; BARBOSA,
2009). A viabilidade polinica da pupunheira foi abordada por Miranda
(1993b), utilizando amostras de grios de pdlen conservadas in vitro com
vista a auxiliar no melhoramento genético dessa espécie. Neste trabalho
foram abordados fatores que afetam a viabilidade de grios de podlen
conservados, como a umidade relativa, a temperatura, a pressao do oxigénio,
a liofilizagdo e a fisiologia, além da andlise da correlacdo deste pardmetro
com a frutificagdo. Segundo essa autora, a conservacao de grdos de polen
desta espécie pode ser prolongada sem afetar sua viabilidade mantendo-os
sob umidade relativa de 40%, temperatura e pressdo do oxigénio baixas e

utilizando o processo de liofilizacao.

Para diferentes genétipos de acgaizeiro (Euterpe oleracea Mart.),
Oliveira, Maués e Kalume (2001), avaliando a viabilidade polinica de graos
de pdlen frescos e armazenados obtiveram valores acima de 85,5%. No caso

do tucuma-do-para (Astrocaruym vulgare Mart.), outra palmeira nativa da
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Amazonia, a viabilidade de graos de polen também foi alta ao se avaliada em
botdes florais e flores recém abertas com médias acima de 84,8%
(OLIVEIRA; COUTURIER; BESERRA, 2003). No que diz respeito as

espécies do género Oenocarpus nio ha relatos sobre estudos dessa natureza.

2.3 A citogenética e sua importancia em vegetais

A citogenética ¢ a area da biologia que visa o estudo dos cromossomos,
seu comportamento durante as divisdes celulares, a sua morfologia,

estrutura, quantidade, entre outros aspectos (GUERRA, 2000).

Embora existam abordagens citogenéticas mais sofisticadas, como
os bandeamentos DAPI, CMA, FISH e GISH (MORAES, 2007), que
marcam regides especificas do genoma, as metodologias classicas, como
estudo de caridtipo, coloragdo convencional e bandeamentos ndo
fluorescentes, continuam sendo de grande relevancia para muitas espécies,
pois esses estudos fornecem informagdes importantes acerca de sua evolugao
(EDER-SILVA; FELIX; BRUNO, 2007). Segundo Ortolani, Mataqueiro e
Moro (2007), as analises cariotipicas sdo procedimentos importantes na
diferenciacdo de taxa relacionados, principalmente onde as caracteristicas
fenotipicas nao sdo suficientes para discrimina-los. Nas ultimas décadas,
muitos estudos carioldgicos foram desenvolvidos e forneceram informagdes
fundamentais para a area de sistematica de plantas e andlises evolutivas

(STACE, 2000).

Apesar da importancia para a taxonomia, poucas espécies de
angiospermas descritas tém seu numero cromossémico conhecido
(BENNETT, 1998), além de que muitos dos relatos encontrados na literatura
podem ser incertos por terem sido baseados em poucos dados, como por
exemplo, provenientes de uma tUnica populagdo ou mesmo de uma unica

planta (BALTISBERGER; WIDMER, 2009). Esses autores ainda destacam
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que tais eventos reduzem a utilidade dos resultados, principalmente em
grupos com taxonomia confusa e/ou naqueles em que ha freqiientes
variagdes quanto ao nimero cromossdmico. Para que um estudo cariotipico
fornega dados confiaveis, Stace (2000) propde que trés condigdes devem ser
atendidas: 1) as plantas investigadas devem ser oriundas de populagdes
silvestres conhecidas; ii) haver espécimes catalogados em herbério; iii) a

contagem deve ser realizada em varias plantas de populagdes distintas.

Os cromossomos podem ser avaliados em células em divisdo
meidtica ou mitética, dependendo do objetivo do estudo. Quando vistos em
metafase de células em divisdo mitdtica, os cromossomos apresentam uma
forma caracteristica que possibilitam ser analisados, medidos e utilizados
para identificagdo individual dos pares cromossomicos. Esta forma
caracteristica ¢ devido ao comprimento do DNA e posi¢do diferencial da
constrigio primaria, o centromero (ROSER, 1999). Dessa forma, as
caracteristicas mais evidentes e utilizadas em estudos de caridtipo sdo a
posicao do centrémero, o nimero e tamanho dos cromossomos, mas ainda ¢é
possivel analisar os cromossomos pela quantidade de DNA, tamanho do
centrdmero, largura do cromossomo e outros pardmetros que, por serem
mais trabalhosos, sdo menos empregados (GUERRA, 1988). O numero,
assim como a morfometria dos cromossomos sdo caracteristicas amplamente
usadas em estudos de citotaxonomia, que juntamente com outras
caracteristicas citologicas, ajudam no entendimento de variagdes genéticas
envolvidas na evolugdo de um determinado grupo, na delimitagdo
taxonomica mais clara de espécies, como também na caracterizacdo de
genomas de plantas e de animais, incluindo a espécie humana

(BALTISBERGER; WIDMER, 2009).

Como ferramenta de analise de biodiversidade, a taxonomia classica
baseia-se, em geral, apenas em caracteres morfologicos. No entanto,
informagdes citogenéticas tém contribuido de forma complementar e até

mesmo de forma decisiva na confirmacdo ou reformulagdo de dados
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taxondmicos com base em dados cromossdmicos, pois tratam de um carater
bem conservado nas espécies ao longo da evolugdo (BAEZA; RUIZ;
NEGRITTO, 2010; BARELLA; KARSBURG, 2007; MORAES, 2007).
Roser (1995), analisando os mecanismos de disploidia envolvidos na familia
Arecaceae, identificou que as diferengas no namero cromosséomico
encontrado nos trés géneros da tribo Corypheae, Licuala,
Jonhannesteijsmannia e Livistona, sdo devido a ocorréncia de aneuploidia.
Isto foi verificado por meio de estudos do caridtipo, padrao de bandeamento
C, DAPI, AgNO:;-, andlise da intérfase e profase, além da quantidade de
DNA nuclear. Os géneros apresentaram diferencas marcantes na estrutura
cariotipica, variagdo na classificagdo do tipo de nucleo (de semi-reticulado a
arreticulado), entretanto as quantidades de DNA e area por cromossomos
foram apenas sutilmente diferentes entre os gé€neros, sugerindo, entdo que a
aneuploidia foi o principal mecanismo envolvido na diferenciagdo dos

géneros desta tribo.

Estudos cariotipicos sdo também de grande valia na caracterizacdo
de bancos de germoplasma, para programas de estratégias de conservacao de
espécies ameacadas de extingdo e em trabalhos de melhoramento vegetal
(AULER; BATTISTIN; REIS, 2006; KARSBURG; BATTISTIN, 2006).
Cardoso et al. (2009) utilizaram informag¢des de contagem cromossomica e
viabilidade de podlen associada a obtengdo de sementes por meio da
hibridacdo artificial para verificar a possibilidade de cruzamento entre
acessos ndo comerciais e cultivares de Gerbera spp. Neste trabalho nio
houve diferenciagdo no numero de cromossomos entre as amostras
envolvidas, mas foi verificada diferengas na viabilidade de pdlen e na
obtencdo de sementes, de forma que os hibridos envolvendo acessos ndo
comerciais e cultivares foram considerados vidveis e demonstrou a
possibilidade de obtencdo de novas combinagdes alélicas e transferéncia de
caracteres desejaveis. Dentro desse contexto, o emprego de técnicas de

bandeamento, que diferenciam longitudinalmente os cromossomos, permite
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a construcdo de mapas fisicos dos cromossomos de uma espécie, além de
possibilitar a identifica¢do e a caracterizagdo individual destes, por meio do
nimero e/ou posi¢cdo das bandas nos respectivos cromossomos (MORAES,

2007).

Existem varios relatos na literatura sobre estudos citogenéticos
envolvendo espécies de palmeiras, no entanto, os trabalhos mais expressivos,
em termos de quantidade de taxa envolvidos e metodologias empregadas,
s30 os mais antigos (ANUNCIACAO FILHO, 1986; CORREA et al., 2009;
OLIVEIRA, 2011; OLIVEIRA et al., 2008a, 2008b; READ, 1965, 1966;
ROSER, 1993, 1994, 1995, 1999, 2000; ROSER; JOHNSON; HANSON,
1997).

Roser (1995) cita que informagdes cromossOmicas para palmeiras
estdo disponiveis para cerca de 100 géneros, com trabalhos envolvendo
espécies de todas as subfamilias e de grande parte das tribos e subtribos.
Enquanto para alguns géneros se encontram apenas informagdes acerca do
nimero cromossomico, como em Oenocarpus, para outros como
Coccothrinax, Phoenix e Johannesteijsmannia existem trabalhos com de
caracterizacao citogenética que vai além do estudo do caridtipo, envolvendo
bandeamentos com fluorocromos, estudos sobre o nucleo interfasico,
inferéncias sobre alteragdes cromossomicas envolvidas na diferenciacao de
espécies, além de estudos meidticos para confirmagdo do numero
cromossdmico haploide. Entretanto, informag¢des como o numero basico de
cromossomos na familia continuam apenas no ambito das hipoteses. De
acordo com este mesmo autor, as tendéncias na evolucdo das palmeiras
sugerem X = 18 como numero basico, visto que na maioria das espécies mais
primitivas o numero diploide comumente encontrado ¢ de 2n = 36
cromossomos, tido entdo como o original (MOORE; UHL, 1973). Porém, os
numeros diploides ja relatados para espécies de palmeiras variam de 2n = 26
a 36 cromossomos, sendo este comum para integrantes de uma mesma tribo

ou subtribo (ROSER, 1995).
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Recentemente foi realizado um estudo de caracterizagdo cariologica
de cinco espécies do género Butia, onde foi encontrado 0 mesmo niimero
cromossdmico em células somaticas para as espécies estudadas, 2n=2x=32
(CORREA et al., 2009). Tais resultados suportam as hipoteses sugeridas
para a variacdo numérica existente dentro desta familia, além de sugerir
tratar-se de espécies mais derivadas deste grupo. Este mesmo autor cita um
relato de 2n = 16, que seria resultado de artefato da técnica. Oliveira (2011),
estudando espécies do género Euterpe encontrou o mesmo numero
cromossomico para E. edulis, E. precatoria e E. oleracea, 2n = 36
cromossomos. No entanto, constatou diferencas significativas entre essas
espécies para a posi¢do de satélite, comprimento total do lote haploide e

quantidade de DNA, possibilitando diferencia-las.

Apesar da importancia desse tipo de estudo ha varias espécies de
palmeiras de ocorréncia no Brasil que ainda possuem pouca ou nenhuma
informacao a respeito de seu caridtipo, como € o caso das espécies do género
Oenocarpus, que apresenta apenas a determinacdo do numero de
cromossomos para a espécie O. bataua, 2n=36 (ROSER; JOHNSON;
HANSON, 1997). Este mesmo problema ¢ citado em trabalhos recentes de
estudos citogenéticos com espécies de outras familias (ALVES; FELIX,
2007; AULER; BATTISTIN; REIS, 2006; BARELLA; KARSBURG, 2007,
CORREA et al, 2009; DAHMER; WITTMANN; KAMINSKI, 2009;
SILVEIRA et al., 2006).

2.4 Uso da citometria de fluxo como auxilio em estudos citologicos

Sabe-se que a maior parte do DNA dos eucariontes estd presente no
nucleo das células. A quantidade de DNA nuclear de um dado organismo ¢
normalmente referida como valor C (BENNET; LEITCH, 1995) e expressa o

tamanho do genoma, ou seja, a quantidade de material genético existente no
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lote hapléide. O valor C possui significado biologico fundamental e o
conhecimento de seu valor pode ser ttil em varios campos, como biologia
molecular e celular, ecologia, fitogeografia e sistematica (BENNET;

LEITCH, 1995; DOLEZEL; BARTOS, 2005).

A citometria de fluxo foi originalmente desenvolvida, no fim dos
anos 50, para a contagem e andlise de células sanguineas (CORTE-REAL et
al., 2002). Com a evolugdo da técnica e o aparecimento de novos marcadores
fluorescentes sua utilizacdo foi generalizada para outras areas e com outras
células, como as vegetais ¢ as microbianas. Apesar da utilizagdo da
citometria de fluxo em células vegetais ter ocorrido apenas no inicio dos
anos 80, o numero de aplicagdes tem aumentado continuamente (DOLEZEL,
1997). Associada a outras técnicas citologicas, a citometria de fluxo ¢
considerada uma ferramenta muito importante para o estudo de vegetais,
pois permite detectar pequenas diferengas na quantidade de DNA das

espécies.

A analise por citometria de fluxo do conteido em DNA nuclear
baseia-se na intensidade de fluorescéncia relativa emitida pelos nucleos
corados com um fluorocromo especifico para o DNA. A amostra a ser
analisada tem de se encontrar na forma de uma suspensdo de particulas
individuais (DOLEZEL, 1997). Vérias metodologias tém sido desenvolvidas
para liberar nucleos intactos de células vegetais. Entretanto, o método
classico desenvolvido por Galbraith et al. (1983) continua a ser o mais
utilizado, devido sua simplicidade e rapidez, demonstrando excelentes

resultados para muitas espécies vegetais (DOLEZEL; BARTOS, 2005).

Como vantagens, a citometria de fluxo apresenta a facilidade de
preparagdo das amostras, a rapidez na obtengdo dos resultados, ndo necessita
que as células estejam em divisdo ¢ nem em um estagio especifico, nao
danifica as células e é capaz de identificar individuos mixoploides. Por essas

razdes, ¢ uma metodologia amplamente utilizada em diversas areas, indo da
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investigacdo basica (estimativa de ploidias) até em estudos de melhoramento

genético de plantas (DOLEZEL, 1997).

Em espécies vegetais as principais aplicagdes desta técnica
envolvem a analise de ploidia, a deteccdo de alteracdes numéricas ¢ a
estimativa do tamanho do genoma (BENNETT; LEITCH, 2005; DOLEZEL;
BARTOS, 2005; LOUREIRO, 2007). Entretanto, pode também ser utilizada
em estudos de determinacdo do sexo em uma determinada fase do
desenvolvimento, em analises de genotoxicidade, em estudos sobre o ciclo
celular de uma determinada espécie, na analise e separa¢do de cromossomos,

entre outros (LOUREIRO; SANTOS, 2002).

Em espécies de palmeiras Roser, Johnson e Hanson (1997)
estimaram a quantidade de DNA para 83 espécies, de forma que abrangeram
as seis subfamilias que constituem Arecaceac. No entanto, estes autores
utilizaram outra metodologia para obtencdo dessas estimativas, a
microdensitometria de ntcleos utilizando o corante Feulgen. Neste trabalho
foi possivel observar ampla variacdo para o valor 4C de DNA dentre as
espécies diploides, de 3,89 a 55,62 pg. Os poucos poliploides reconhecidos
para esta familia demonstraram valores acima de 156,4 pg. Unico relato
encontrado na literatura utilizando a metodologia de citometria de fluxo para
estimativa de conteido de DNA ¢é de Oliveira (2011) que confirmou os
grupos obtidos para trés espécies do género Euterpe utilizando medidas
citogenéticas com os grupos formados por meio das estimativas de tamanho

do genoma obtidas.



32

REFERENCIAS

ALVES, L. I. F.; FELIX, L. P. Citogenética de espécies de Iridaceae
ocorrentes no Nordeste do Brasil. Revista Brasileira de Biociéncias, Porto
Alegre, v. 5, n. 1, p. 141-143, jul. 2007.

ANDRADE, 1. P. Frutos de palmeiras na Amazonia. Manaus: INPA,
2001. 97 p.

ANGIOSPERM PHYLOGENY GROUP. Angiosperm Phylogeny Group
System Il. Disponivel em:
<http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/welcome.html>. Acesso
em: 24 out. 2010.

ANUNCIACAO FILHO, C. J. Estudos citogenéticos do Babagu (Orbignya
spp.). 1986. 48 f. Tese (Doutorado em Agronomia) - Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz”, Piracicaba, 1986.

AULER, N. M. F.; BATTISTIN, A.; REIS, M. S. Numero de cromossomos,
microsporogénese ¢ viabilidade do pdlen em populagdes de carqueja
[Baccharis trimera (Less.) D.C.] do Rio Grande do Sul e Santa Catarina.
Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, v. 8, n. 2, p. 55-63,
2006.

BAEZA, C.; RUIZ, E.; NEGRITTO, M. Comparative karyotypic analysis in
the Alstroemeria hookeri Lodd. (Alstroemeriaceae) complex sensu Bayer
(1987). Genetics and Molecular Biology, Ribeirdo Preto, v. 33, n. 1, p.
119-124, 2010.

BALICK, M. J. Systematics and economic botany of the Oenocarpus-
Jessenia (Palmae) complex. New York: New York Botanical Garden, 1986.
140 p. (Advances in Economic Botany, 3).

BALTISBERGER, M.; WIDMER, A. Chromosome numbers and karyotypes
within the Ranunculus alpestris-group (Ranunculaceae). Organisms
Diversity & Evolution, Berlin, v. 9, n. 3, p. 232-243, Aug. 2009.

BARELLA, A. P. W.; KARSBURG, I. V. Caracteriza¢do morfolégica dos
cromossomos mitoticos de Parkia pendula (WILLD.) BENTH ex WALP. e
Dinizia excelsa DUCKE (FABACEAE, MIMOSOIDEAE). Revista de
Ciéncias Agro-Ambientais, Alta Floresta, v. 5, n. 1, p. 85-93, 2007.

BECKMAN, N. G.; MULLER-LANDAU, H. C. Differential effects of
hunting on pre-dispersal seed predation and primary and secondary seed
removal of two neotropical tree species. Biotropica, Saint Louis, v. 39, n. 3,
p. 328-339, June 2007.



33

BELTRATI, C. M. Morfologia e anatomia de sementes. Rio Claro:
Instituto de Biociéncias, 1994. 44 p.

BENNETT, M. D. Plant genome values: how much do we know?
Proceedings National Academy of Science, Washington, v. 95, n. 5, p.
2011-2016, Mar. 1998.

BENNETT, M. D.; LEITCH, I. Nuclear DNA amounts in angiosperms.
Annals of Botany, London, v. 76, n. 1, p. 113-176, Mar. 1995.

CARDOSO, C. D. et al. Caracterizagdo citogenética, viabilidade de pdlen e
hibridizacao artificial em gérbera. Horticultura Brasileira, Brasilia, v. 27,
n. 1, p. 40-44, jan./abr. 2009.

CAVALCANTE, P. B. Frutas comestiveis da Amazbnia. 3. ed. Belém:
CEJUP, 1991. 279 p. (Colegdo Adolfo Ducke).

CHAVES, L. S. et al. Caracterizacdo morfologica dos graos de pdlen de
quatro espécies de palmeiras da regido amazonica: Astrocaryum
gynacanthum Martius, Chelyocarpus ulei Dammer, Oenocarpus bacaba
Martius e Mauritia flexuosa Linnaeus Fillius. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE BOTANICA, 54., 2003, Belém. Resumos... Belém:
UFRA; EMBRAPA, 2003. 1 CD-ROM.

CORREA, L. B. et al. Caracterizagdo cariologica de palmeiras do género
Butia (Arecaceae). Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, v. 31,
n. 4,p. 1111-1116, dez. 2009.

CORTE-REAL, M. et al. Contributos da citologia analitica para estudos de
biologia de leveduras. Boletim de Biotecnologia, Pévoa de Santa Iria, v. 71,
n. 1, p. 19-33, 2002.

CRONQUIST, A. An integrated system of classification of flowering
plants. New York: Columbia University, 1981. 1262 p.

CYMERSYS, M. Bacaba. In: SHANLEY, P.; MEDINA, G. (Ed.).
Frutiferas e plantas Uteis na vida Amazdnica. Belém: CIFOR, 2005. p.
177-180.

DAFNI, A. Pollination ecology: a practical approach. New York: Oxford
University, 1992. 250 p.

DAHMER, N.; WITTMANN, M. T. S.; KAMINSKI, P. E. Chromosome
number and karyotype of the endangered Amazonian woody Centrolobium



34

paraenses Tul. species. Crop Breeding and Applied Biotechnology,
Vicosa, MG, v. 9, n. 4, p. 382-385, 2009.

DOLEZEL, J. Applications of flow cytometry for the study of plant
genomes. Journal of Applied Genetics, Olomouc, v. 38, n. 3, p. 285-302,
1997.

DOLEZEL, J.; BARTOS, J. Plant DNA flow cytometry and estimation of
nuclear genome size. Annals of Botany, Oxford, v. 95, n. 1, p. 99-110, Mar.
2005.

EDER-SILVA, E.; FELIX, L. P.; BRUNO, R. L. A. Citogenética de algumas
espécies frutiferas nativas do nordeste do Brasil. Revista Brasileira de
Fruticultura, Jaboticabal, v. 29, n. 1, p. 110-114, abr. 2007.

ERDTMAN, G. Pollen morphology and plant taxonomy: angiosperms.
Stockholm: Almquist & Wikseel, 1952. 588 p.

ESTUPINAN-GONZALEZ, A. C.; IMENEZ-ESCOBAR, N. D. Plants use
by rural communities in the tropical zone of the Parque Nacional Natural
Paramillo (Cordoba, Colombia). Caldasia, Bogota, v. 32, n. 1, p. 21-38,
2010.

GALBRAITH, D. W. et al. Rapid flow cytometric analysis of the cell cycle
in intact plant tissue. Science, New York, v. 220, n. 4601, p. 1049-1051,
June 1983.

GOULDING, M.; SMITH, N. Palms: sentinels for Amazon conservation.
Saint Louis: Missouri Botanical Garden, 2007. 356 p.

GUERRA, M. Chromosome numbers in plant cytotaxonomy: concepts and
implications. Cytogenetic and Genome Research, Wiirzburg, v. 120, n.
3/4, p. 339-350, May 2000.

GUERRA, M. S. Introducdo a citogenética geral. Rio de Janeiro:
Guanabara, 1988. 142 p.

HARLEY, M. M. Occurrence of simple, tectate, monosulcate or
trichotomosulcate pollen grains within the Palmae. Review of Paleobotanic
and Palinology, Amsterdam, v. 64, n. 1, p. 137-147, 1990.

HARLEY, M. M.; BAKER, W. J. Pollen aperture morphology in Arecaceae:
application within phylogenetic analyses, and a summary of the fossil record
of palm like pollen. Grana, Stockholm, v. 40, n. 1, p. 45-77, Feb. 2001.



35

HENDERSON, A. The palms of the Amazon. New York: Oxford
University, 1995. 362 p.

KALUME, M. A. de A. Avaliacdo do comportamento reprodutivo em
acessos de bacabizeiro Oenocarpus mapora Karsten (Arecaceae). 2000.
81 p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) - Universidade Federal Rural
da Amazonia, Belém, 2000.

KALUME, M. A. de A.; OLIVEIRA, M. do S. P. de; CARREIRA, L. M. M.
Avaliacao do sistema reprodutivo em acessos de bacabinha (Oenocarpus
mapora Karsten.) em Belém, PA. Boletim do Museu Paraense Emilio
Goeldi, Belém, v. 18, n. 1, p. 85-99, 2002.

KARSBURG, 1. V.; BATTISTIN, A. Meiose € niumero cromossomico de
cinco espécies da familia Urticaceae do Rio Grande do Sul. Revista de
Ciéncias Agro-Ambientais, Alta Floresta, v. 4, n. 1, p. 47-60, 2006.

KARUBIAN, J. et al. Destination-based seed dispersal homogenizes genetic
structure of a tropical palm. Molecular Ecology, Oxford, v. 19, n. 8, p.
1745-1753, Aug. 2010.

KEARNS, C. A.; INOUYE, D. W. Techniques for pollination biologists.
Fort Collins: Colorado University, 1993. 583 p.

KUCHMEISTER, H. et al. A poliniza¢o e sua relagdo com a termogénese
em espécies de Arecaceae ¢ Annonaceae da Amazonia Central. Acta
Amazonica, Manaus, v. 28, n. 3, p. 217-245, 1998.

LEONHARDT, A.; LORSCHEITTER, M. L. Palinomorfos do perfil
sedimentar de uma turfeira em sdao Francisco de Paula, Planalto Leste do Rio
Grande do Sul, sul do Brasil. Revista Brasileira de Botanica, Sio Paulo, v.
30, n. 1, p. 47-59, jan./mar. 2007.

LLERAS, E.; GIACOMETTIL D. C.; CORADIN, L. Areas criticas de
distribucion de palmas en las Americas para colecta, evaluacion y
conservacién. In: INFORME DE LA REUNION DE CONSULTA SOBRE
PALMERAS POCO UTILIZADAS DE AMERIA TROPICAL, 1., 1983,
Turrialba. Annales... Turrialba: FAO, 1983. p. 67-101.

LOUREIRO, J.; SANTOS, C. Aplicacdo da citometria de fluxo ao estudo do
genoma vegetal. Citeseer, University Park, v. 77, p. 18-29, 2002.

LOUREIRO, J. C. M. Flow cytometric approaches to study plant
genomes. 2007. 122 p. Tese (Doutorado em Genética) - Universidade de
Aveiros, Aveiros, 2007.



36

MELHEM, T. S. Palinologia: suas implicagdes e perspectivas no Brasil. Sdo
Paulo: Museu Paulista, 1978. v. 2, 368 p. (Cole¢ao Museu Paulista, Série
Ensaios).

MENDONCA, M. S. et al. Morfo-anatomia do fruto ¢ semente e
Oenocarpus minor Mart. (ARECACEAE). Revista Brasileira de Sementes,
Brasilia, v. 30, n. 1, p. 90-95, jan./mar. 2008.

MILLER, C. Fruit production of the Ungarahua Palm (Oenocarpus bataua,
Arecaceae) in an indigenous manage reserve. Economic Botany, New York,
v. 56,n. 2, p. 165-176, 2002.

MIRANDA, I. P. de A. Estudos de alguns parametros biol6gicos,
quimicos e bioquimicos do pélen da pupunheira (Bactris gasipaes
Kunth) Arecaceae. 1993. 152 f. Tese (Doutorado em Biologia) - Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia, Manaus, 1993a.

. Importancia da conservagao in vitro do poélen da pupunheira
(Bactris gasipaes Kunth) Arecaceae para o melhoramento genético. In:
FERREIRA, E. J. G. et al. (Ed.). Bases cientificas para estratégias de
preservacdo e desenvolvimento da Amazonia: fatos e perspectivas.
Manaus: SCT/INPA, 1993b. v. 2, p. 361-371.

MIRANDA, L. P. de A.; ABSY, M. L.; CLEMENT, C. R. Pollen
morphology of Bactris gasipaes Kunth (Palmae). In: HENDERSON, A.;
BORCHSENIUS, F. (Ed.). Evolution, variation, and classification of
palms. New York: Botanical Garden, 1999. p. 237-243. (Memoirs of the
New York Botanical Garden, 83).

MIRANDA, . P. de A. et al. Analyse multiparamétrique de la composition
minérale des pollens d’une population de Bactris gasipaes (Arecaceae).
Grana, London, v. 34, n. 6, p. 434-440, 1995.

MONTUFAR, R. et al. Oenocarpus bataua Mart. (Arecaceae): rediscovering
a source of high oleic vegetable oil from Amazonia. Journal of the
American Oil Chemistry Society, Chicago, v. 87, n. 2, p. 167-172, Apr.
2010.

MONTUFAR, R.; PINTAUD, J. C. Variation in species composition,
abundance and microhabitat preferences among western Amazonian terra
firme palm communities. Botanical Journal of the Linnean Society, New
York, v. 151, n. 1, p. 127-140, 2006.

MOORE, H. E.; UHL, N. W. Palms and the origin and evolution of
monocotyledons. The Quarterly Review of Biology, Chicago, v. 48, p. 414-
436, 1973.



37

MORAES, 1. C. R. Caracterizacdo citogenética da biologia reprodutiva
de trés espécies do género Hypericum L. (Clusiaceae). 2007. 64 p.
Dissertagdo (Mestrado em Agricultura Tropical e Subtropical) - Instituto
Agrondmico de Campinas, Campinas, 2007.

NASCIMENTO, A. R. T. et al. Palm communities in the kraho indigenous
territory, Tocantins, Brazil: biodiversity and ethnobotanical features.
Interciencia, Caracas, v. 34, n. 3, p. 182-188, 2009.

NUNEZ-AVELLANEDA, L. A.; ROJAS-ROBLES, R. Reproductive
biology and pollination ecology of the milpesos palm Oenocarpus bataua in
the Colombian Andes. Caldasia, Bogota, v. 30, n. 1, p. 101-125, 2008.

OLIVEIRA, I. F. de. Viabilidade polinica e propagacéao in vitro de
Etlingera elatior (Jack) R. M. Smith. 2007. 72 p. Disserta¢do (Mestrado
em Produgdo Vegetal) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife,
2007.

OLIVEIRA, L. C. Palinologia, citogenética e conteido de DNA nuclear
em espécies do género Euterpe. 2011. 92 p. Dissertagdo (Mestrado em
Genética e Melhoramento de Plantas) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, 2011.

OLIVEIRA, M. do S. P. Oenocarpus bacaba Martius. In: CORADIN, L.
(Ed.). Plantas para o futuro: regido Norte. Brasilia: Ministério do Meio
Ambiente, 2012a. No prelo.

. Oenocarpus distichus Martius. In. CORADIN, L. (Ed.). Plantas
para o futuro: regido Norte. Brasilia: Ministério do Meio Ambiente, 2012b.
No prelo.

. Oenocarpus mapora Karsten. In: CORADIN, L. (Ed.). Plantas
para o futuro: regido Norte. Brasilia: Ministério do Meio Ambiente, 2012c.
No prelo.

. Oenocarpus minor Martius. In: CORADIN, L. (Ed.). Plantas para
o futuro: regido Norte. Brasilia: Ministério do Meio Ambiente, 2012d. No
prelo.

OLIVEIRA, M. do S. P.; COUTURIER, G.; BESERRA, P. Biologia da
polinizagdo da palmeira tucuma (Astrocaryum vulgare Mart) em Belém,
Para, Brasil. Acta Botanica Brasilica, Sdo Paulo, v. 17, n. 3, p. 343-353,
2003.



38

OLIVEIRA, M. do S. P.; MAUES, M. M.; KALUME, M. A. de A.
Viabilidade de pden in vivo e in vitro em genotipos de agaizeiro. Acta
Botanica Brasilica, Sdo Paulo, v. 15, n. 1, p. 27-33, 2001.

OLIVEIRA, N. P. de et al. Contagem cromossdmica em Astrocaryum
vulgare Mart. In: SIMPOSIO BRASILEIRO DE RECURSOS
GENETICOS, 1., 2008, Brasilia. Resumos... Brasilia: EMBRAPA Recursos
Genéticos e Biotecnologia, 2008a. v. 1, p. 180.

. Determinag@o do niimero cromossémico em espécies do complexo
Oenocarpus/Jessenia. In: SIMPOSIO BRASILEIRO DE RECURSOS
GENETICOS, 1., 2008, Brasilia. Resumos... Brasilia: EMBRAPA Recursos
Genéticos e Biotecnologia, 2008b. v. 1, p. 180.

ORTOLANIL F. A.; MATAQUEIRO, M. F.; MORO, J. R. Caracterizacdo
citogenética em Schlumbergera truncata (Haworth) Moran e Schlumbergera
x buckleyi (T. Moore) Tjaden (Cactaceae). Acta Boténica Brasilica, Sao
Paulo, v. 21, n. 2, p. 361-367, 2007.

OSTROROG, D. R. V.; BARBOSA, A. A. A. Biologia reprodutiva de
Geonoma brevispatha Barb. Rodr. (Arecaceae) em mata de galeria inundavel
em Uberlandia, MG, Brasil. Revista Brasileira de Botanica, Sdo Paulo, v.
32, n. 3, p. 479-488, jul./set. 2009.

PESCE, C. Oleaginosas da Amazonia. 2. ed. rev. e atual. Belém: Nucleo de
Estudos Agrarios e Desenvolvimento Rural, 2009. 66 p.

READ, R. W. Chromosome numbers in the Coryphoidea. Cytologia, Tokyo,
v. 30, p. 385-391, 1965.

. New chromosome counts in palms. Principes, Lawrence, v. 28, p.
20-30, 1966.

RODRIGUES, A. M. D. et al. Fatty acid profiles and tocopherol contents of
Buriti (Mauritia flexuosa), Patawa (Oenocarpus bataua), Tucuma
(Astrocaryum vulgare), Mari (Poraqueiba paraensis) and Inaja
(Maximiliana maripa) fruits. Journal of the Brazilian Chemical Society,
Campinas, v. 21, n. 10, p. 2000-2004, 2010.

RODRIGUEZ, S. M. Variaciones en la morfologia polinica de Arecaceae en
Cuba: abertura tricotomosulcada y estratifi cacion de la exina. Revista del
Jardin Botanico Nacional, Havana, v. 24, n. 1, p. 71-79, 2003.

ROJAS-ROBLES, R.; STILES, F. G. Analysis of a supra-annual cycle:
reproductive phenology of the palm Oenocarpus bataua in a forest of the



39

Colombian Andes. Journal of Tropical Ecology, Cambridge, v. 25, n. 1, p.
41-51, Jan. 2009.

ROSER, M. Chromosome structures and karyotype rearrangement in Palms
(Palmae). Memoirs of the New York Botanical Garden, New York, n. 83,
p. 61-71, 1999.

. DNA amounts and qualitative properties of nuclear genomes in
palms (Arecaceae). In: WILSON, K. L.; MORRISON, D. A. (Ed.).
Monocots: systematics and evolution. Melbourne: CSIRO, 2000. p. 538-
544.

. Pathways of karyological differentiation in palms (Arecaceae).
Plant Systematics and Evolution, Vienna, v. 189, n. 1, p. 83-122, 1994,

. Trends in the karyo-evolution of palms. In: KEW CHROMOSOME
CONFERENCE, 4., 1995, Kew. Proceedings... Kew: Royal Botanic
Gardens, 1995. p. 249-265.

. Variation and evolution of karyotype characters in palm subfamily
Coryphoideae Sl. Botanica Acta, Stuttgart, v. 106, n. 2, p. 170-182, 1993.

ROSER, M.; JOHNSON, M. A. T.; HANSON, L. Nuclear DNA amounts in
palms (Arecaceae). Botanica Acta, Stuttgart, v. 110, n. 1, p. 79-89, 1997.

SALGADO-LABOURIAU, M. L. Contribuicdo a palinologia dos
cerrados. Rio de Janeiro: Academia Brasileira de Ciéncias, 1973. 291 p.

SILVA, A. B. da. Avaliacéo de progénies de bacabi (Oenocarpus mapora
Karsten) em sistema agroflorestal, no municipio de Santo Antdnio do
Taua, PA. 2009. 91 p. Tese (Doutorado em Ciéncias Agrarias) -
Universidade Federal Rural da Amazonia, Belém, 2009.

SILVA, R. A. M. da et al. Emergéncia e crescimento de plantulas de bacabi
(Oenocarpus mapora Karsten) e bacaba (Oenocarpus distichus Mart.) e
estimativas de pardmetros genéticos. Acta Amazodnica, Manaus, v. 39, n. 3,
p- 601-608, 2009.

SILVEIRA, F. T. et al. Caracterizagdo citogenética em duas espécies do
género Myrciaria. Revista de Biologia e Ciéncias da Terra, Campina
Grande, v. 6, n. 2, p. 327-333, 2006.

SOUZA, V. C.; LORENZI, H. Botanica sistematica. Sdo Paulo: Instituto
Plantarum, 2005. 640 p.



40

STACE, C. A. Cytology and cytogenetics as a fundamental resource for the
20th and 21th centuries. Taxon, Utrecht, v. 49, p. 451-477, Aug. 2000.

THANIKAIMONI, G. Contribution & I’ étude palynologique des
palmiers. Paris: Institut Frangais de Pondichéry, 1966. tome 5, 20 p.

VALLS, J. F. M. Caracterizagdo morfologica, reprodutiva e bioquimica de
germoplasma vegetal. In: ENCONTRO SOBRE RECURSOS GENETICOS,
1., 1988, Jaboticabal. Anais... Jaboticabal: FCAV, 1988. p. 106-128.

VILLACHICA, H. et al. Frutales y hortalizas promisorios de la Amazonia.
In: . Tratado de cooperaccion Amazonica. Lima: FAO, 1996. p.
264-267.

ZAMBRANA, N. Y. P. et al. Diversity of palm uses in the western Amazon.
Biodiversity and Conservation, Bengaluru, v. 16, n. 10, p. 2771-2787, Oct.
2007.



SEGUNDA PARTE - ARTIGOS

ARTIGO 1

MORFOLOGIA E VIABILIDADE POLINICA EM ESPECIES DE
Oenocarpus Mart.

41



42

RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar a morfologia e a viabilidade de
grdos de polen em espécies do género Oenocarpus Mart. Foram utilizados
grios de poélen de cinco espécies (O. bacaba, O. bataua, O. mapora, O.
distichus e O. minor), retirados ao acaso de inflorescéncia recém-abertas de
quatro plantas por espécie, conservadas in Vvivo no Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Amazoénia Oriental, em Belém, Para, Brasil. Para
avaliar a morfologia, os graos de pélen foram preparados segundo o método
acetolitico e analisados sob microscopia de luz e eletronica de varredura.
Para a viabilidade, foi utilizada a técnica de esmagamento das anteras em
acido acético 45% sob microscopio estereoscopio, seguida da coloracdo com
reativo de Alexander. As cinco espécies apresentaram graos de polen com
variagdes morfologicas consideraveis para as caracteristicas avaliadas,
principalmente O. minor, sendo que dois tipos ocorreram com maior
frequéncia. O tipo monocolpado foi registrado em todas as espécies, o
tricotomolcopado, em quatro delas, enquanto que O. minor apresentou
também o tipo 4-cotomocolpado. De um modo geral, os graos de podlen
foram mdnades, heteropolares, com simetria bilateral e de tamanho médio,
exceto em dois tipos polinicos de O. minor classificados como grandes. Para
a viabilidade, foi detectada diferenca significativa para porcentagem de
graos de pdlen vidveis (P< 0,01) entre espécies e entre plantas dentro das
espécies O. bacaba e O. bataua, mas a média de grdos de pdlen viaveis foi
alta para todas. Portanto, as cinco espécies do género Oenocarpus estudadas
possuem grande diversidade polinica e alta viabilidade polinica, o que leva a
crer que a morfologia polinica pode ser utilizada como auxilio na
diferenciagdo taxondmica dessas espécies.

Palavras-chave: Citologia, Taxonomia, Palinologia, Arecaeae, Amazonia,

Palmeiras.
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ABSTRACT

The work aimed to evaluate the morphology and the viability of
pollen grains in species of the genus Oenocarpus Mart. Pollen grains of five
species were used (O. bacaba, O. bataua, O. mapora, O. distichus and O.
minor), taken at random from recently opened inflorescence of four plants
per species, which are conserved in the Active Germplasm Bank from
Embrapa Eastern Amazon, in Belém, Para, Brazil. For morphology study,
the pollen grains were prepared according to the acetolytic method and were
examined under light and scanning electron microscopy. For viability, we
use the technique of crushing the anthers in 45% acetic acid under
stereoscopic microscope, followed by the color reaction with Alexander’s
reagent. The five species presented pollen grains with considerable
morphological variations considering the appraised characteristics, mainly
O. minor, and two types occurred more frequently. The monocolpate type
was registered in all the species, the trichotomocolpate one in four of them,
while O. minor also presented pollen grains 4-chotomocolpate. In general,
the pollen grains were monad, heteropolar, with bilateral symmetry and of
medium size, except in two pollinic types of O. minor classified as large. For
viability, significant difference was detected for percentage of viable pollen
grains (P < 0.01) among species and among plants within species O. bacaba
and O. bataua. However, the average percentage of viable pollen was high
for all. Therefore, the five species of Oenocarpus studied possess high
pollinic diversity and high pollinic viability, what suggests that the pollinic
morphology can be used as an auxiliary parameter in the taxonomic
differentiation of these species. The high pollinic viability indicates a great
potential for fertilization.

Key words: Citology, Taxonomy, Palynology, Arecacae, Amazonian,

Palms.
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1 INTRODUCAO

As palmeiras constituem a familia Arecaceac (=Palmae)
representadas por plantas de grande importincia ao homem, fornecendo
ampla variedade de produtos (LLERAS; GIACOMETTI; CORADIN, 1983;
VILLACHICA et al., 1996). Dentre os géneros que ocorrem no Brasil,
Oenocarpus Mart., destaca-se pela expressdo socio econdmica a populagao
local da regido Amazodnica (BALICK, 1986). Este género encontra-se
constituido por nove espécies, das quais apenas O. makeru e O. simplex néo
tém ocorréncia no Brasil (PLANT..., 2012). De forma geral, todas as partes
da planta t€m utilidade. Entretanto, ¢ dos frutos e das sementes dessas
espécies que se obtém um azeite, muito utilizado pela populagao local, cuja
composi¢do quimica e sabor sdo similares ao azeite de oliva (BALICK,
1986; LLERAS; GIACOMETTI; CORADIN, 1983; PESCE, 2009;
RODRIGUES et al., 2010; VILLACHICA et al., 1996). Seus frutos também
sdo utilizados para a obtengdo de uma polpa rica em proteinas e que
representa seu maior potencial econdmico, sendo utilizada na culinaria local
para a preparacio de refrescos, vinhos, sorvetes e picolés (ESTUPINAN-

GONZALEZ; JIMENEZ-ESCOBAR, 2010; MONTUFAR et al., 2010).

Apesar do potencial economico demonstrado por essas espécies,
nenhuma se encontra domesticada e as informagdes disponiveis na literatura
ainda sdo escassas, constituindo fatores limitantes para o desenvolvimento
de programas de melhoramento genético. Na Embrapa Amazonia Oriental ha
Bancos de Germoplasma contendo representantes de cinco espécies deste
género, O. bacaba Mart., O. bataua Mart., O. distichus Mart., O. mapora
Karsten e O. minor Mart, os quais foram coletados em varias localidades e
que sdo conservados na forma in vivo. Entretanto, para que o germoplasma
dessas espécies sejam utilizados devem ser caracterizados e avaliados sob

varios aspectos.
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Dentro dessa perspectiva, informagdes acerca da morfologia e
viabilidade polinica possibilitam um melhor entendimento da evolugdo das
espécies, auxiliam estudos de conservacdo ¢ de taxonomia, além de
fornecerem importantes informag¢des para bancos de germoplasma,
viabilizando futuros programas de melhoramento (SOARES et al., 2011;
WALKER; DOYLE, 1975).

A morfologia dos grdos de polen de palmeiras vem sendo estudada
desde o inicio do século passado, e existe alguns relatos preliminares sobre
duas espécies deste género O. mapora e¢ O. bataua (BALICK, 1986;
SOWUNMLI, 1972; THANIKAIMONI, 1970). Porém, ndo ha informagéo na
literatura sobre demais espécies conservadas nesses Bancos de

Germoplasma.

Alguns trabalhos envolvendo a viabilidade polinica de espécies de
palmeiras ja foram desenvolvidos (OLIVEIRA; COUTURIER; BESERRA,
2003; OLIVEIRA; MAUES; KALUME, 2001; OSTROROG; BARBOSA,
2009). Mas, para as espécies do género Oenocarpus, ha relatos apenas para
O. mapora (KALUME, 2000).

Com vista a auxiliar na caracterizagdo das espécies desse género, o
presente trabalho teve por objetivo avaliar a morfologia ¢ a viabilidade

polinica de O. bacaba, O. bataua, O. distichus, O. mapora e O. minor.



46

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados graos de polen obtidos de botdes florais em pré-
antese retirados ao acaso de raquilas de uma inflorescéncia recém aberta de
quatro genoétipos, representantes de cinco espécies do género Oenocarpus
(O. bacaba, O. bataua, O. mapora, O. distichus e O. minor) conservadas in
Vivo no Banco Ativo de Germoplasma da Embrapa Amazoénia Oriental, em
Belém, Para, Brasil (Tabela 1). As coletas foram realizadas durante o
periodo de florescimento de cada espécie, as quais ocorreram por volta das
9:00 horas da manha. Apos a coleta as raquilas foram cortadas, colocadas em
recipientes de vidro contendo solugdo fixadora de Carnoy (3 alcool etilico: 1
acido acético), armazenadas a —10 °C e enviadas ao Laboratorio de
Citogenética da Universidade Federal de Lavras, Lavras —-MG, onde foram
estocadas sob as mesmas condicdes até a realizagdo das analises citologicas.

Para a analise da morfologia polinica as amostras foram preparadas
segundo o método acetolitico de Erdtman (1952). Para cada espécie foram
retiradas as anteras de dois botdes florais escolhidos ao acaso de quatro
genoétipos diferentes e colocados em um microtubo. As laminas foram
preparadas utilizando gelatina glicerinada ¢ em seguida avaliadas em
microscopio de campo claro, equipado com microcdmera para a
digitalizagdo das imagens.

Foram mensurados o didmetro menor (d) ou equatorial (E) e o
diametro maior (D) ou polar (P), de acordo com o tipo polinico, ¢ a
espessura da exina de 40 graos de podlen, para cada tipo encontrado por
espécie (Figura 1). As medidas dos graos de pdlen foram realizadas com o
auxilio do programa Image Tool 3.0 da UTHSCA (The University of Texas
Health Science in San Antonio). Foi estabelecida a relacdo P/E para os graos
de polen por meio da qual foram classificados os tipos polinicos. O tamanho
do grdo de poélen foi determinado a partir da medida do didmetro maior ou

polar com base na terminologia adotada por Walker e Doyle (1975).
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Tabela 1 Identificagdo das plantas fornecedoras dos grios de pdlen para as
analises de morfologia e viabilidade polinica de cinco espécies do
género Oenocarpus conservadas no Banco de Germoplasma da
Embrapa Amazonia Oriental.

Espécie Ide?}‘;izggéo Nome comum Procedéncia
0. bacaba 31013-3 Bacabio Terra Santa - PA
61025-02 Bacabdo Oiapoque — AP
61013-05 Bacabdo Porto Grande - AP
61006-1 Bacabao Mazagio — AP
O. bataua 22024-3 Pataua Monte Alegre - PA
22013-4 Pataua Confianga — RR
22023-5 Pataua Serra do Araca - RR
22001-4 Pataua Apiau — RR
O. mapora 899-1 Bacaby Abaetetuba - PA
858-1 Bacaby Abaetetuba - PA
11006-3 Bacaby Rio Branco - AC
11007-8 Bacaby Cruzeiro do Sul - AC
O. distichus 31001-2 Bacaba-de-leque Juruti — PA
31030-5 Bacaba-de-leque Oriximina — PA
31006-5 Bacaba-de-leque Oriximina — PA
21004-4 Bacaba-de-leque Prainha — PA
O. minor 31023-4 Bacabinha Terra Santa - PA
31020-2 Bacabinha Terra Santa - PA
31015-2 Bacabinha Terra Santa - PA
31017-4 Bacabinha Terra Santa - PA

O tipo polinico foi determinado de acordo com o numero de
aberturas apresentada pelos grdos de pdlen. Essas aberturas foram

consideradas como sendo colpos, uma vez que a terminologia sulco ou colpo
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¢é proveniente do local de ocorréncia da abertura, se no pélo ou equador do
grao de polen, respectivamente, ¢ que segundo Walker ¢ Doyle (1975) ¢
determinada pelo posicionamento dos meidcitos dentro da tétrade. Ainda
segundo esses autores, na auséncia de seu conhecimento deve-se utilizar o
termo colpado. A medida que ndo foram encontrados trabalhos que
descrevessem o posicionamento dos meidcitos com suas respectivas
aberturas dentro da tétrade para as espécies estudadas, utilizou-se o termo

colpado.

Nas amostras processadas para microscopia eletronica de varredura
(MEV) as anteras foram lavadas trés vezes por dez minutos em tampao
cacodilato de sodio (0,1M) e pos fixadas em tetréxido de 6smio (1 %) por
uma hora em temperatura ambiente. Passado este periodo foram lavadas por
trés vezes em agua destilada e desidratadas em gradiente de acetona de 25
%, 50 %, 75 %, 90 % e 100 % sendo esta ultima realizada duas vezes e tendo
cada etapa a duracdo de 10 min. Em seguida foram levadas ao aparelho de
ponto critico (CPD 030). Na seqiiéncia os graos de polen foram retirados e
colocados sobre stubs e levados ao evaporador de outro (SCD 050). As
imagens foram obtidas em aparelho MEV-LEO-EV040.

Figura 1 Esquema das medidas utilizadas para caracterizar os graos de polen
das espécies do género Oenocarpus.

Para a avaliagdo da viabilidade dos graos de pdlen foram retiradas

anteras de botdes florais selecionados ao acaso das raquilas das quatro
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amostras utilizadas para avaliagdo da morfologia polinica para cada espécie.
Utilizou-se a técnica de esmagamento das anteras em acido acético 45 % sob
microscopio estereoscopio, seguida da coloracdo com reativo de Alexander
(verde malaquita + fucsina acida) (ALEXANDER, 1980). As laminas foram
deixadas em camara imida por aproximadamente 12h para melhor fixa¢ao
da coloragdo. Foram preparadas cinco laminas por planta para cada espécie.
As laminas foram observadas em microscopio de campo claro (Leica
DMLS), equipado com microcdmera (Nikon Digital Sight DS-Fil) para
digitalizacdo das imagens. Foram avaliados 200 grdos polen por lamina,
sendo considerados como viaveis os polens que apresentaram coloragdo roxa
com distribui¢do homogénea, os de coloracdo verde foram classificados
como inviaveis. A porcentagem de grdos de polen viaveis foi obtida pela
razdo do nimero de grios viaveis/nimero de grdos contados, multiplicado
por 100. Os dados foram submetidos a analise estatistica considerando o
modelo hierarquico com 20 grupos (5 espécies e 4 plantas) e cinco

repetigdes, realizada no software Genes (CRUZ, 2006).



50

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os grdos de polen avaliados nas cinco espécies do género
Oenocarpus apresentaram variacdes para as caracteristicas morfoldgicas
avaliadas e foram bastante distintos, sendo separados em tipos, com maior
freqiiéncia de dois tipos: o monocolpado ¢ o tricotomolcopado. O tipo
monocolpado foi registrado nas cinco espécies e apresentou alta variagdo nas
medidas para O. minor, com basicamente trés tamanhos (Tabela 2). No caso
do tipo tricotomocolpado este ocorreu em quatro espécies, exceto em O.

bataua (Tabela 3).

Tabela 2 Estatistica descritiva para diametro polar (DP) e diametro
equatorial (DE), expressos em pm, em grdos de polen do tipo
monocolpado presentes nas cinco espécies de Oenocarpus.

Monocolpado

o Intervalo de
Espécie ) ) )
Média Desvio Padréo confianca
DE DP DE DP DE DP

O. bacaba 32,20 49,38 2,04 3,10 +0,63 +£0,96
O. bataua 31,85 42,09 3,74 3,18 +1,16 +£0,99
O. distichus 26,71 38,33 3,34 2,84 +1,03 +0,88
O. mapora 26,57 39,50 2,87 4,38 +0,89 +£1,36
O. minor 35,61 50,58 4,07 5,11 +1,26 +£1,58
O. minor 36,84 53,95 3,04 4,86 +0,94 +£1,51
O. minor 38,84 48,72 3,16 3,66 +0,98 +1,13

De um modo geral, os grios de polen foram classificados como
monades, heteropolares, com simetria bilateral e de tamanho médio, exceto
dois tipos polinicos presentes em O. minor que foram classificados como

grandes, possuindo tamanho médio de 50,58 e 53,95 um (Tabelas 2 e 3). Os
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menores graos de pdlen ocorreram na espécie O. mapora, enquanto os
maiores em O. minor. Dentro da familia Arecaceae ha, de acordo com a
literatura, grande varia¢do para o tamanho dos graos de polen (CASSINO;
MEYER, 2011; CHAVES, 2006; HARLEY; DRANSFIELD, 2003;
MACEDO; SOUZA; BAUERMANN, 2009; RANGEL; BOGOTA;
JIMENEZ, 2001).

Tabela 3 Estatistica descritiva para diametro maior (D) e diametro menor
(d), expressos em (um), em graos de pdlen tipo tricotomocolpado
presentes nas cinco espécies de Oenocarpus.

Tricotomocolpado

Espécie Média Desvio Padréao IC
D D d D D D
O. bacaba 4,03 43,22 1,43 3,44 +0,44 +1,07
O. bataua - - - - - -

O.distichus 5,54 30,90 1,25 2,42 +0,39 +£0,75
O.mapora 3,14 33,54 1,16 2,60 +0,36 +0,81
O. minor 6,77 44,17 2,59 3,37 £0,81 +1,05

Oliveira (2011), estudando a palinologia de trés espécies do género
Euterpe Mart., E. edulis Mart., E. oleraceae Mart. ¢ E. precatoria Mart.,
classificaram os graos de polen como de tamanho médio, bem como Martins,
Miranda e Nunes (2003) que estudando a morfologia polinica de populacdes
de Elaeis oleifera (Kunth) Cortés, o caiaué, classificaram os graos de pdlen
dessa espécie como médio, e apresentando variagdo de 42,5 a 49 um entre as
populagdes. Esses mesmos autores citam que em trabalhos anteriormente
desenvolvidos com espécies da familia Arecaceae foram descritos graos de

polen com tamanho dentro da faixa de variagdo para tamanho médio.
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Entretanto, Roubik e Moreno (1991), trabalhando também com E. oleifera ¢
Bauermann et al. (2010), estudando a diferenciagdo polinica de cinco
géneros de palmeiras, Butia Becc., Euterpe, Geonoma Willd., Syagrus Mart.

e Thritrinax Mart., encontraram graos de pélen de tamanho médio a grande.

No que tange a forma e abertura, os graos de podlen variaram de
elipticos a irregularmente elipticos ou piriformes com abertura monocolpada,
sendo o colpo continuo e longo, triangulares com abertura tricotomocolpada
ou ainda retangulares com abertura 4-cotomocolpada (Figuras 2, 3, 4, 5 ¢ 6).
Dos tipos monocolpados encontrados, os graos de polen foram classificados
como prolatos, com exce¢do da espécie O. bataua (Figura 3) e o de formato
piriforme de O. minor (Figura 6A), que foram classificados como
subprolatos. Na espécie O. bataua foram encontrados apenas grios de pdlen
monocolpados, enquanto que em O. bacaba, O. distichus e O. mapora,
ocorreram 0s tipos monocolpados e tricotomocolpados. Estes dois tipos
assemelham-se com os graos de poélen encontrados para o género Areca L.

(HARLEY; DRANSFIELD, 2003).

Em O. minor, além das formas anteriormente citadas ocorreram
também graos de podlen com abertura 4-cotomocolpada, sendo que nesta
espécie os de tipo monocolpado exibiram trés diferentes formas, podendo ser
considerada cada uma como tipos polinicos distintos. Esse fator parece nao
ser explicado pelo local de coleta das amostras para composi¢do do banco de
germoplasma, uma vez que as amostras analisadas de O. minor foram

oriundas de um mesmo municipio, Terra Santa (PA).

O termo monocolpado também foi utilizado por Sowunmi (1972)
para descrever os tipos polinicos de 120 géneros de palmeiras. No entanto,
Balick (1986) classificou os grdos de polen das espécies O. bataua e O.
mapora como tendo abertura do tipo monossulcada e tricotomossulcada.
Esta diferenga de terminologia deve-se a determinagdo do que seria o eixo

polar e equatorial dos graos de poélen, como ja comentado anteriormente.
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Figura 2 Graos de polen da espécie Oenocarpus bacaba evidenciando a face
apertural. A: grdo de pdlen monocolpado em acetdlise; B: grdo de
polen monocolpado em MEV; C: grao de pdlen tricotomocolpado
em acetolise; D: grdo de pélen tricotomocolpado em MEV. Barras
equivalem 10 pm.

A ocorréncia dos graos de pdlen tricotomocolpados parece ser
diferente entre as espécies, sendo mais raros em O. mapora e mais
frequentes em O. bacaba e O. minor. Ja o tipo monocolpado parece ser

menos frequente na espécie O. minor. Entretanto, é necessario avaliar os
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genoétipos separadamente ¢ a frequéncia de cada tipo polinico para

determinar se tal diferenca existe.
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Figura 3 Grdos de podlen monocolpado da espécie Oenocarpus bataua
evidenciando a face apertural. A: metodologia de acetolise; B: em
MEV. Barra equivale 10 um.

Nao ha registro na literatura da ocorréncia de graos de podlen com
tipo de abertura 4-cotomocolpada em palmeiras, bem como da ocorréncia de
mais de dois tipos polinicos dentro de uma espécie, como foi verificado em
O. minor. Barford (1988), investigando a morfologia polinica dos géneros
Ammadra O. F. Cook, Palandra O. F. Cook e¢ Phytelephas Ruiz & Pav.,
encontraram apenas o tipo monossulcado, com exce¢do da espécie A.
decasperma que apresentou principalmente grios de podlen monoporados.
Em estudos desenvolvidos por Chaves (2006) e Martins, Miranda e Nunes
(2003), com as espécies E. oleifera, Orbignya phalerata Mart.,
respectivamente, foram encontrados os tipos monocolpados ¢
tricotomocolpados. Balick (1986), trabalhando com espécies do género
Oenocarpus encontrou graos de pélen monossulcados e tricotomossulcados

para O. mapora, O. circumtextus Mart. e O. bataua. Ambwani e Kumar
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(1993). Ferguson et al. (1983) também encontraram esses tipos polinicos
para espécies do género Licuala Wurmb e Pinanga Blume, respectivamente.
Entretanto, a frequéncia da condigdo tricotomocolpada ou tricotomossulcada

¢ descrita como nao expressiva em todos os trabalhos.

Figura 4 Grdos de pélen da espécie Oenocarpus distichus evidenciando a
face apertural. A: grdo de pdlen monocolpado em acetolise; B:
grao de polen monocolpado em MEV; C: grio de pdlen
tricotomocolpado em acetolise; D: grao de polen tricotomocolpado
em MEV. Barras equivalem 10 pm.
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Figura 5 Graos de polen da espécie Oenocarpus mapora evidenciando a face
apertural. A: grdo de pdlen monocolpado em acetdlise; B: grdo de
polen monocolpado em MEV; C: grao de pdlen tricotomocolpado
em acetolise; D: grdo de pdlen tricotomocolpado em MEV. Barras
equivalem 10 pm.
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Figura 6 Graos de pdlen da espécie Oenocarpus minor evidenciando a face
apertural. A, B, C: graos de polen monocolpados em acetdlise; D,
E: graos de polen tetracotomocolpados em acetolise e MEV,
respectivamente; F, G: grdos de podlen tricotomocolpados em
acetolise e MEV, respectivamente. Barras equivalem 10 um.



58

Harley (1990) e Thanikaimoni (1970) mencionam ser comum a
ocorréncia de dimorfismo (mais de um tipo polinico) em espécies de
Arecaceae, sendo que os grdos de pdlen com condigdo tricotomocolpada
teriam significado evolutivo, sugerindo que as espécies em que ha a
ocorréncia deste tipo polinico sejam mais derivadas. Dessa forma, ¢ possivel
que a ocorréncia do tipo 4-cotomocolpado indique um grau de
especializagdao ainda mais significante. Pode-se inferir entdo, que a espécie
O. bataua seja a mais primitiva dentre as espécies estudadas e O. minor a

mais derivada.

Vale ressaltar também que o tubo polinico do gréo de polen germina
através da abertura presente deste, ¢ no caso das espécies estudadas esta
abertura ¢ o colpo. Dessa forma, quanto maior o niumero de colpo, maior
deve ser a probabilidade de sucesso na emergéncia do tubo polinico, sendo
entdo a quantidade de abertura uma vantagem evolutiva. Com base nisso,
pode-se inferir que os graos de polen das espécies O. mapora, O. distichus e
O. bacaba tenham maior sucesso na germinagdo do grdo de pélen do que O.
bataua, por apresentarem o tipo tricotomocolpado. No entanto, a espécie O.
minor se destacaria dentre todas as outras pela presenca do tipo 4-

cotomocolpado.

Quanto ao tamanho da exina, o menor valor médio foi encontrado na
espécie O. mapora, tanto para grados monocolpados, quanto para
tricotomocolpados. Enquanto o maior foi obtido para O. minor,
independente do tipo polinico (Tabela 4). No presente trabalho ndo foi

possivel analisar e classificar a superficie da exina dos graos de pélen.
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Tabela 4 Médias para a espessura da exoexina e endoexina (pum) nos
diferentes tipos de graos de pdlen encontrados nas cinco espécies
de Oenocarpus.

Exina
Espécie
Monocolpado Tricotomocolpado  4-cotomocolpado

0. bacaba 1,740 1,776 -

0. bataua 1,767 - -
0. distichus 1,805 1,696 -

O. mapora 1,557 1,647 -
O. minor 1* 2,566 2,129 2,1965
O. minor 2* 2,345 - -
O. minor 3* 2,617 - -

*. Referente a cada um dos trés tipos polinicos monocolpados encontrados

para O. minor.

No que tange a viabilidade polinica, a analise de variancia detectou
diferengas significativas para porcentagens de grdos de podlen viaveis ao
nivel de 1 % de probabilidade entre as espécies de Oenocarpus avaliadas e
entre genotipos dentro das espécies 1 (O. bacaba) e 2 (O. bataua) (Tabela
5). Mesmo havendo diferengas entre as espécies, a viabilidade polinica
média encontrada foi alta. As maiores porcentagens de graos de polen
viaveis foram registradas em O. mapora, com média de 96,15 %, seguida
pelas espécies O. distichus e O. minor com 95,68 % e 93,85 %,
respectivamente. As menores porcentagens ocorreram nas espécies O.
bataua (genétipo 2 com 80,7 %) e O. bacaba (genotipo 4 com 84,8 %), cujas
viabilidades médias atingiram 91,08 % e 91,73 %. Vale ressaltar que mesmo
0s genodtipos que apresentaram os menores valores podem ser considerados
bons doadores de graos de pdlen, uma vez que tiveram viabilidade polinica
de pelo menos 80%. Nos trabalhos realizados por Oliveira, Couturier e

Beserra (2003) e Oliveira, Maués e Kalume (2001), esse mesmo carater foi
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avaliado em botoes florais recém colhidos de plantas de acaizeiro (Euterpe
oleracea Mart.) e de tucumanzeiro (Astrocaryum vulgare Mart.) e obtiveram

médias de 84,8% e 85,5%, respectivamente.

A maior diferenca nas taxas de viabilidade polinica entre os
gendtipos ocorreu em O. bataua com 15,9 % (Tabela 5). Em O. bacaba e O.
minor essa diferenga foi de 11,7 % e 7,5%, respectivamente. Enquanto a
diferenga encontrada entre as médias de viabilidades entre as espécies foi de
5,07 %. Kalume (2000), trabalhando com comportamento reprodutivo de
acessos da espécie O. mapora encontrou viabilidade polinica média inferior
ao valor encontrado neste trabalho, sendo de 83,70% em grdos de podlen
armazenados. Oliveira et al. (2010), avaliando a viabilidade de polen em trés
espécies de palmeiras do género Euterpe, também encontraram alta

viabilidade polinica, com média geral de 94%.

Tabela 5 Médias para porcentagens de graos de polen viaveis entre e dentro
de cinco espécies do género Oenocarpus.

po ; Aveis (% —
Graos de polen viaveis (%) por espécie

Genotipos O.bacaba O. bataua O.mapora O. distichus O. minor

1 92,7 95,2 95,7 96,5 92,7
2 92,5 80,7 95,8 97,6 90,3
3 96,9 96,6 97,2 94,6 97,8
4 84,8 91,8 95,9 94,0 94,3
Meédia 91,73 91,08 96,15 95,68 93,78

A diferenga de viabilidade encontrada dentro das amostras de O.
bacaba e O. bataua parece ndo ser explicada pelo fato de as amostras
analisadas serem oriundas de diferentes locais de coleta durante a

composi¢do do banco de germoplasma, uma vez que as amostras analisadas
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para O. mapora e O. distichus também sdo provenientes de municipios
distintos. Dessa forma, ¢ provavel que esta diferenca seja explicada por

variagao genotipica das plantas analisadas.

Outro aspecto a ser considerado € que as cinco espécies apresentam
protandria, sendo a fase de floragdo masculina em cada inflorescéncia longa
e gradativa, com duragdo média entre sete e quatorze dias (KUCHMEISTER
et al., 1998; OLIVEIRA; PADILHA; FERNANDES, 2002). Logo, acredita-
se que as variacOes nas taxas de viabilidade polinica também possam estar
associadas a alguns fatores, tais como: a coleta das raquilas em diferentes
dias da florag@o, uma vez que a antese das flores masculinas ¢ vespertina e
explosiva, e a posicdo do botdo floral na inflorescéncia (OLIVEIRA;
COUTURIER; BESERRA, 2003). De acordo com Shivanna e Rangaswamy
(1992) podem existir variagdes consideraveis nas taxas de fertilidade entre
individuos de uma espécie e entre amostras de um mesmo individuo devido
ao periodo de florescimento, as alteracdes ambientais e, sobretudo, as

diferencas genotipicas.

Tais resultados indicam que apesar da ocorréncia de dimorfismo
polinico em trés das espécies estudadas e O. minor ter apresentando cinco
tipos de graos de podlen, a viabilidade desses graos foi pouco afetada,

sugerindo que a taxa de anormalidades meidticas ndo deva ser significativa.

Assim sendo, ndo devem ocorrer restrigdes quanto ao manejo dessas
espécies € nem quanto a escolha de individuos doadores de grdos de podlen
para programas de melhoramento que visem a obtengdo de hibridos, quanto
a viabilidade polinica (Figura 7). As espécies O. mapora e O. minor, no
entanto, podem ser consideradas as melhores doadoras de graos de pélen por

terem apresentado os maiores valores de viabilidade polinica.
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Figura 7 Graos de polen do género Oenocarpus corados com reativo de

Alexander (1980). A: O. bacaba; B: O. minor. Setas evidenciam a
ocorréncia de diferentes tipos polinicos. Barram indicam 20 pm.

A

As cinco espécies do género Oenocarpus avaliadas apresentaram
altas taxas de viabilidade polinica e variagdo na morfologia polinica. Como
algumas dessas espécies estdo conservadas na mesma area experimental e,
aparentemente, ndo ha barreiras que impegam seus cruzamentos, pode-se

sugerir que essas caracteristicas também favorecam a polinizacdo entre elas.

Com base nos resultados obtidos, O. bataua parece ser a espécie
mais basal dentre as estudadas e O. minor, a mais derivada. No entanto,
apesar das diferencas morfoldgicas, a viabilidade polinica foi alta para todas,
indicando entdo que esta diferenca morfologica ndo tenha afetado este

carater.
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4 CONCLUSOES

As cinco espécies do género Oenocarpus apresentam diversidade

para a morfologia e viabilidade polinica.

A diversidade morfologica dos graos de podlen pode ser utilizada

como auxilio na diferenciacdo taxonomica dessas espécies.

A alta viabilidade polinica detectada nas cinco espécies indica que

estas t€m potencial para a fertilizagdo.
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ARTIGO 2

Citogenética e quantidade de DNA nuclear em espécies de Oenocarpus
Mart.
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RESUMO

O género Oenocarpus (Arecaceae) é constituido por espécies com
grande importancia econdmica para a populacdo amazoOnica, bem como
apresenta expressivo potencial para a economia do pais pelos diversos
produtos obtidos dessas espécies. No entanto, sdo poucos os trabalhos que
tratam das caracteristicas cromossomicas ¢ do conteudo de DNA das
espécies desse género. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
caracterizar ¢ comparar o complemento cromossdOmico e estimar a
quantidade de DNA nuclear das espécies Oenocarpus bacaba, O. bataua, O.
distichus, O. mapora e O. minor. Para tanto, cromossomos metafasicos
foram obtidos pela técnica de esmagamento em 4acido acético 45%,
utilizando como corante orceina acética 1%. A estimativa da quantidade de
DNA foi feita por meio da citometria de fluxo, utilizando o tampao Marie e a
espécie Vicia faba foi utilizada como padrdo interno de referéncia. A
contagem de cromossomos para as espécies foi inédita, exceto para O.
bataua, como também a descri¢do dos caridtipos de todas as cinco espécies.
Encontrou-se 0 mesmo nimero cromossomico para as espécies, 2n = 36,
confirmando o relato anterior para O. bataua. Diferencas entre as formulas
cariotipicas, quantidade e posicionamento da constricdo secundaria foram
encontradas. A quantidade de DNA nuclear foi significativamente maior
para as espécies O. minor e O. bacaba. A constincia do ntimero
cromossdmico aliada as variagdes nas féormulas cariotipicas e na quantidade
de DNA sugerem a ocorréncia de alteragdes estruturais como um mecanismo
importante na especiacdo do género Oenocarpus.

Palavras-chave: Palmeiras, Nimero cromossomico, Cariotipo, Contetido de
DNA.
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ABSTRACT

The Oenocarpus genus (Arecaceae) comprises species with great
economic importance for Amazonian population, as well as present
significant economic potential for the country by the various products
obtained from these species. However, a few works on cytogenetic
characteristic and nuclear DNA amounts have been realized. For that, the
aim of this work was to characterize and compare the chromosomic
complement and estimate nuclear DNA content of Oenocarpus bacaba, O.
bataua, O. distichus, O. mapora and O. minor. Metaphase chromosomes
were obtained by squash procedure in acetic acid 45%, and stained with
acetic orcein 1%. Nuclear DNA content was estimated by flow cytometry,
using Marie buffer and Vicia faba as internal standard for comparison.
Chromosome counts for the species are first records, but O. bataua, as well
as caryotype descriptions for all five. The species showed the same
chromosome number, 2n = 36, confirming earlier records. Differences in
karyotypes, number and position of secondary constriction were found.
Nuclear DNA content was significantly higher in O. minor and O. bacaba.
The number of chromosomes and the results for DNA amount suggest that
structures changes should have an important participation on the evolution of
these species.

Key words: Palms, Chromosome number, Caryotype, Nuclear DNA content.
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1 INTRODUCAO

A familia Arecaceae Bercht. e J. Presl compreende cerca de 2360
espécies distribuidas em 190 géneros (ANGIOSPERM PHYLOGENY
GROUP - APG, 2010), sendo considerada uma das mais abundantes dentre
as monocotiledoneas (ROSER, 1995). Espécies desta familia tém ampla
distribuicdo, ocorrendo em regides tropicais e subtropicais, ¢ destacam-se
das outras espécies de monocotiledoneas pelo tipo de caule, distribuigdo e
arquitetura das folhas, dentre outras caracteristicas (LLERAS;
GIACOMETTI; CORADIN, 1983; ROSER, 1995; VILLACHICA et al.,
1996). Entre os géneros tipicamente tropicais estd Oenocarpus Mart.
formado por nove espécies, as quais sdo encontradas ao longo do norte da
América do Sul e que possuem importancia econOmica significativa a
populagdo amazdnica, com destaque para os produtos obtidos de seus frutos
(BALICK, 1986; HENDERSON, 1995; ZAMBRANA et al., 2007). Em
virtude da importancia e do potencial economico demonstrado por essas
espécies, torna-se relevante a realizacdo de estudos que venham a contribuir
para seu conhecimento, manejo e uso sustentavel desses recursos genéticos

e, por conseguinte, com a domesticacdo das mesmas.

A citogenética ¢ uma ferramenta de grande utilidade, pois fornece
informagdes uUteis para a caracterizacdo de bancos de germoplasma, bem
como para a manipulacdo desses recursos em programas de melhoramento
genético (AULER; BATTISTIN; REIS, 2006; KARSBURG; BATTISTIN,
2006). Na literatura ha varios relatos de trabalhos envolvendo citogenética
de palmeiras, alguns incluindo caridtipos, padrdo de bandeamento e
comparagdo de nucleo interfasico (CORREA et al., 2009; OLIVEIRA, 2011;
READ, 1965, 1966; ROSER, 1993, 1994, 1995, 1999, 2000; ROSER;
JOHNSON; HANSON, 1997). Para o género Oenocarpus existe apenas a

citacdo do niimero cromossomico da espécie O. bataua Mart. 2n = 36)
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(ROSER; JOHNSON; HANSON, 1997), demonstrando dessa forma a

necessidade de realizagdo de outros trabalhos.

A anadlise da quantidade de DNA nuclear por meio da citometria de
fluxo em espécies vegetais ¢ uma ferramenta que tem sido aplicada,
principalmente na estimativa do tamanho do genoma, analise de ploidia e na
deteccdo de alteragdes numéricas (BENNETT; LEITCH, 2005; DOLEZEL;
BARTOS, 2005; LOUREIRO, 2007). Para espécies de palmeiras, existem
poucos estudos sobre a quantidade de DNA nuclear por meio da citometria
de fluxo (OLIVEIRA, 2011). O mais amplo relato de quantidade de DNA
em palmeiras foi realizado por Rdser, Johnson e Hanson (1997), onde esta
foi estimada para um nimero consideravel de espécies de diferentes géneros,
dentre elas O. bataua utilizando a técnica de densitometria por Feulgen. Para

as demais espécies do género Oenocarpus nao foram encontrados relatos.

A existéncia de germoplasma de cinco espécies desse género (O.
bacaba Mart., O. bataua Mart., O. distichus Mart., O. mapora H. Karst. e O.
minor Mart.) conservados na Embrapa Amazonia Oriental, e que necessita
ser caracterizado sob varios aspectos para disponibilizagdo a programas de
melhoramento, refor¢a a necessidade da realizagdo de tais estudos para as
demais espécies, bem como para complementar os dados existentes na

literatura.

Neste contexto, o presente trabalho objetivou caracterizar e
comparar o complemento cromossomico e estimar a quantidade de DNA

nuclear de cinco espécies de Oenocarpus.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material botanico

Foram utilizadas sementes de trés plantas, representantes de cinco
espécies do género Oenocarpus (O. bacaba, O. bataua, O. mapora, O.
distichus e O. minor) conservadas in vivo no Banco Ativo de Germoplasma
da Embrapa Amazonia Oriental, em Belém, Para, Brasil (Tabela 1). As
exsicatas das plantas representantes de cada espécie foram registradas no
Herbario dessa empresa (O. bataua — TAN 148961, 148962, 148963; O.
mapora — IAN 187194, 187195, 187196; O. minor — IAN 186343, 186344,
187198; O. distichus — TAN 187390, 187391, 183824; O. bacaba — IAN
183825, 183826, 183827). As sementes foram obtidas de cachos em
matura¢ao completa, cujos frutos foram beneficiados mecanicamente, sendo

retiradas ao acaso 20 sementes cacho/planta.

2.2 Caracterizacdo citogenética

Apds o beneficiamento as sementes foram lavadas, colocadas em
sacos plasticos identificados, contendo como substrato serragem umida e
curtida e enviadas ao Laboratério de Citogenética da Universidade Federal
de Lavras (Lavras, Minas Gerais), onde foram colocadas em gerbox e
levadas a BOD para germinar, em temperatura fixa de 28°C e fotoperiodo de

12 horas.

Para a avaliacdo citogenética, pontas de raizes com cerca de 1 cm,
provenientes das sementes germinadas, foram coletadas e pré-tratadas em

solugdo de 8-hidroxiquinoleina 2mM por 7 h em geladeira. Em seguida as
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raizes foram fixadas em solucdo Carnoy (3 alcool: 1 acido acético) e

armazenadas em freezer -20°C até o momento de utilizagao.

Para o preparo das laminas, as raizes foram submetidas a digestio
enzimatica com pectinase/celulase (100/200u) por 45min em estufa a 37°C,
seguida de hidrolise com HCl IN em banho maria por 12min. As laminas
foram confeccionadas pela técnica de esmagamento, onde os meristemas
foram macerados com acido acético 45%, utilizando como corante orceina

acética 1%.

As laminas foram visualizadas em microscopio de campo claro

(Leica DMLS), equipado com microcamera (Nikon Digital Sight DS-Fil)

para digitalizacdo das melhores metafases.

De cada espécie foram selecionadas dez metafases para contagem
dos cromossomos, das quais quatro ou cinco foram utilizadas na construgéo
dos caridtipos. Foram obtidas as medidas do brago curto (c) e longo (1) dos
cromossomos, utilizando o programa Image Tool 3.00 da UTHSCA (The
University of Texas Health Science Center in San Antonio). A partir das
medidas dos bragos foram calculados o comprimento total do cromossomo i
(Cti =1+ ¢), o comprimento relativo de cada cromossomo (CR = Cti/CTLH
x 100), relagdo de bragos (RB = l/c), o indice centromérico (IC = ¢/Cti x
100) e o comprimento total do lote haploide (CTLH = Y Cti/2). A morfologia
cromossdmica foi determinada a partir dos valores de RB, de acordo com o
proposto por Levan, Fredga e Sandenberg (1964), e o indice centromérico,
conforme proposto por Guerra (1986). Os cariogramas foram construidos

com auxilio do programa Adobe Photoshop CS2.

Os indices obtidos foram também utilizados para determinar a
simetria do caridtipo de acordo com Zarco (1986), que leva em conta a
assimetria intracromossomica (A;) dada pela posicdo do centromero e a

intercromossdmica (A;) dada pela diferenca de tamanho dos cromossomos,
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bem como pelo método proposto por Stebbins (1971), além de serem usados

para construir o idiograma e o cariograma das espécies.

Tabela 1 Identificagdo das plantas das cinco espécies do género Oenocarpus
fornecedoras das sementes e plantulas as andlises citogenética e de
citometria de fluxo.

Espécie Planta Nome comum Procedéncia
O. bacaba 1 Bacabao Magazao-AP
2 Bacabao Macapa-AP
3 Bacabao Porto Grande-AP
O. bataua 1 Pataua Irituia-PA
2 Pataua Anajéas-PA
3 Pataua Anajas-PA
0. mapora 1 Bacaby Abactetuba-PA
2 Bacaby Abactetuba-PA
3 Bacaby Abactetuba-PA
O. distichus 1 Bacaba-de-leque Oriximina-PA
2 Bacaba-de-leque Oriximina-PA
3 Bacaba-de-leque Oriximina-PA
O. minor 1 Bacabinha Terra Santa-PA
2 Bacabinha Terra Santa-PA
3 Bacabinha Terra Santa-PA

Os valores obtidos para a variavel CTLH foram submetidos a analise
de variancia no programa GENES (CRUZ, 2006) e as médias comparadas
pelo teste Scott-Knott a 5 % de probabilidade.
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2.3 Estimativa da quantidade de DNA nuclear

Amostras de folhas frescas das trés plantas de cada espécie utilizadas
nas analises cariotipicas foram usadas para a estimativa de quantidade de
DNA nuclear. O preparo das amostras e as analises por citometria de fluxo

foram realizadas no Laboratério de Cultura de Tecidos (UFLA).

A suspensdo de nucleos foi obtida por meio da maceragdo de
aproximadamente 20 mg das amostras de folhas frescas de cada espécie em
1 mL de tampao Marie, de acordo com o protocolo desenvolvido por
Galbraith et al. (1983), utilizando o iodeto de propidio (Img/ml) como
fluorocromo e a espécie Vicia faba L. como padrio interno de referéncia.

Para cada amostra foram analisados pelo menos 10.000 ntcleos.

A analise foi realizada no citdometro FacsCalibur (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA), sendo os histogramas obtidos no software Cell Quest
(Becton Dickinson ¢ Companhia, San Jose, CA, USA) e analisados no

software WinMDI 2.8.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variincia
considerando o delineamento inteiramente casualizado e as médias

comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As cinco espécies do género Oenocarpus apresentaram o mesmo
nimero cromossémico, 2n = 36 (Figura 1), porém com variagdes quanto ao
tamanho e a morfologia. O numero cromossémico encontrado para O.
bataua coincide com o citado por Roser, Johnson e Hanson (1997). Em uma
das amostras de O. bacaba (Macapa-AP) foram encontradas algumas células
com 2n = 37 cromossomos (Figura 1B), indicando a ocorréncia de
mixoploidia. Entretanto, todas as amostras utilizadas neste trabalho foram
classificadas morfologicamente como O. bacaba, como mostrado na tabela
1. Para confirmagdo desta hipdtese, é necessario que outros estudos sejam
realizados, tais como a analise meidtica da amostra em questdo e técnicas

como FISH e GISH.

Com exce¢do de O. bataua, as demais contagens obtidas no presente
trabalho, bem como os caridtipos das cinco espécies, sdo inéditas, o que de
acordo com Eder-Silva, Felix e Bruno (2007) é um fato comum para plantas

tropicais, por serem pouco estudadas.

Os complementos cromossomicos das cinco espécies encontraram-se
formados por pares de tamanho variando de pequenos a médios, sendo estes
ultimos em maior quantidade. Apesar de terem apresentado o mesmo
nimero cromossomico, diferencas quanto ao tamanho e posicionamento do
centromero e da constricdo secundaria foram observadas entre as espécies
(Figuras 2 e 3). O maior e menor tamanho médio expresso em pum,
encontrado para os pares de cromossomos das espécies, € seus comprimentos
relativos foram, respectivamente: 4,38 (8,8%) e 1,15 (2,3%) para O. bacaba;
4,46 (8,5%) e 1,06 (2,0%) para O. bataua; 4,06 (9,0%) e 0,97 (2,2%) para O.
distichus; 4,84 (9,1%) e 1,16 (2,2%) para O. mapora; ¢ 5,30 (9,4%) e 1,15
(2,1%) para O. minor.
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Figura 1 Metafases mitdticas obtidas para espécies do género Oenocarpus
com 2n = 36. A: O. bacaba; B: O. bacaba com 2n = 37; C: O.
bataua; D: O. distichus; E: O. mapora; F: O. minor. Setas indicam
as constri¢des secundarias. Barras equivalem 10 um.
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No caso do maior comprimento total para o lote haploide, este foi
registrado em O. minor, com 52,97 um, enquanto o menor ocorreu em O.
distichus, que apresentou 46,02 um. No entanto, pode-se notar que nao
houve diferenga significativa entre as espécies para o comprimento total do
lote haploide (CTLH), as quais formaram um tnico grupo. Os valores
médios do comprimento relativo de cada par de cromossomos das espécies
O. bacaba e O. bataua tém propor¢des mais similares € O. minor apresentou
valores mais distintos dentre as espécies estudadas (Tabela 2). No entanto,
nenhuma diferenga significativa foi apontada pelo teste de Scott-Knott,

quando se comparou cada par de cromossomos entre as espécies.

As férmulas cariotipicas apresentadas pelas espécies, de acordo com
Levan, Fredga e Sandenberg (1964), foram as seguintes: O. bacaba (4M +
10SM + 4A), O. bataua (6M + 11SM + 1A), O. distichus 2M + 12SM +
4A), O. mapora 2M + 12SM + 4A) e O. minor 2M + 11SM + 5A),
demonstrando que embora possuam 0 mesmo numero Ccromossdomico
apresentam cariotipos diferentes. Mesmo assim, é possivel perceber que ha
uma maior propor¢do de cromossomos submetacéntricos em todas as
espécies, sendo as diferencas entre os complementos cromossomicos
atribuidas ao niimero e posicionamento de cromossomos metacéntricos e

acrocéntricos (Tabela 2).

As férmulas cariotipicas mais semelhantes foram exibidas pelas
espécies O. mapora e O. minor, ¢ O. distichus e O. minor ambas com
concordancia na morfologia para 11 pares de cromossomos, sugerindo uma
maior proximidade entre essas espécies. Morfologicamente, as espécies O.
mapora e O. minor também sdo muito semelhantes, compartilhando
caracteristicas Unicas dentre as cinco, tais como a presenga de caules
multiplos, inicio do periodo reprodutivo, tamanho dos cachos e frutos. Por
outro lado, o caridtipo mais distinto foi apresentado por O. bataua, o qual se
aproximou mais dos de O. distichus ¢ O. mapora compartilhando a

morfologia de 8 pares de cromossomos com ambas as espécies. No capitulo
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anterior, esta espécie também se diferenciou das demais quanto a morfologia

polinica, apresentando apenas grdos de pdlen monocolpados, enquanto

outros tipos polinicos foram registrados nas outras espécies.

Figura 3 Apresentacdo dos cariogramas obtidos para as espécies de
Oenocarpus. (A) O. bacaba; (B) O. bacaba com 2n = 37; (C) O.

bataua; (D) O. distichus; (E) O. mapora; (F) O. minor. Barras
indicam 10 pm.
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Figura 2 Idiogramas para as espécies O. bacaba (A), O. bataua (B), O.

distichus

(C), O. mapora (D) e O. minor (E).
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Tabela 2 Comprimento relativo médio, indice centromérico e comprimento total do lote haploide (CTLH) para as espécies O.
bacaba, O. bataua, O. distichus, O. mapora e O. minor. m= metacéntrico, sm= submetacéntrico; a= acrocéntrico; A=
indice de assimetria intracromossomica; A,= indice de assimetria intercromossomica.

Valor absoluto/

Comprimento relativo médio (%)

Indice centromérico (morfologia)

Par O.bacaba O.bataua O.distichus O.mapora O.minor O.bacaba O. bataua O. distichus O.mapora O. minor
1 438 (8,8) 4,46(8,5) 4,06(9,00 4,84(9,1) 530(9,3) 2327 (a)* 32,61 (sm) 27,76 (sm)* 26,16 (sm) 24,57 (a)*
2 392(7,8) 4,08(7,7) 3,71(82) 4,52(8,5) 438(7,7) 24,66(a) 41,14(m) 27,48 (sm) 2599 (sm) 30,43 (sm)
3 3,81(7,6) 4,03(7,6) 3,57(7,9) 424(8,0) 4,17(7,4) 26,35(sm) 33,68 (sm) 31,44 (sm) 26,66 (sm) 25,66 (sm)
4  372(74) 3,91(7,4) 3.40(7,5 4,03(7,6) 4,00(7,1) 4597 (m) 33,98 (sm) 30,34 (sm)* 46,23 (m) 42,16 (m)
5  359(7,2) 3,86(7,3) 329(7,3) 3,95(7,4) 3.94(6,9) 37.39(m) 31,21 (sm) 22.92(a) 26,11 (sm) 23,23 (a)*
6 3,52(7,1) 3,70 (7,00 3,19(7,1) 3,71(6,9) 3,87(6,8) 29,37 (sm) 39,57 (m) 39,47 (m) 28,39 (sm) 38,24 (m)
7 336(6,7) 3,47(6,6) 3,04(6,7) 3,33(63) 3.86(6,8) 30,47 (sm) 34,6 (sm)* 29,19 (sm) 23,36 (a)* 24,97 (a)
8  3,15(63) 3,24(62) 293(65) 331(62) 3,67(6,5) 36,09(sm) 29,62 (sm) 33,79 (sm) 27,98 (sm) 28,66 (sm)
9 2,89(5,8) 3,01(57) 2,67(59 3,13(59) 333(59) 3061 (sm) 355(sm)* 33,69 (sm) 2832 (sm) 34,66 (sm)
10 2.61(52) 2,94(5,6) 249(55 270(51) 3,19(56) 30,32(sm) 31,56 (sm) 32,37 (m) 38,86 (m) 29,36 (sm)
11 2.55(5,1) 2,89(5,5) 232(51) 270(51) 298(53) 29,7 (sm)* 37,86(m) 33,42 (sm) 3027 (sm) 27,40 (sm)
12 236(47) 2,55(4,9) 221(49) 25247 2,73(4,8) 26,52(sm) 38,15(m) 3421 (sm) 29,07 (sm) 28,15 (sm)
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13 2,19(4,4) 231(4.4) 2,09(4,6) 224(42) 251(44) 2453(a) 37,92(m) 23,98(a) 27,47 (sm) 25,74 (sm)
14 2,03(4,1) 2,09(4,0) 182(40) 1,97(3,7) 234(4,1) 27,77 (sm) 3544 (sm) 27,79 (sm) 25,87 (sm) 22,12 (a)
15 1,81 (3,6) 1,99(3,8) 1,62(3,6) 1,76(33) 2,00(3,5) 4232(m) 2328(a) 29,68 (sm) 24,36(a) 28,41 (sm)
16 1,60(32) 1,60(3,00 1393,1) 1,52(29) 1,74(3,1) 44,68(m) 3502(sm) 24,89 (a) 27,38 (sm) 32,49 (sm)
17 13627 147(28) 126(28) 13525 1,55(2,7) 28,79(sm) 37,81 (m) 26,78 (sm) 24,91 (a) 29,81 (sm)
18 1,15(23) 1,06(2,0) 097(22) 1,16(22) 1,15(2,0) 2098 (a) 32,90 (sm) 2436(a) 2332(a) 2343 (a)
CTLH' 49.998a 52,669a  46,021a  52,970a 56,714 a - - - - -
Al 0,533 0,464 0,566 0,594 0,586 - - - - -
A2 0,346 0,357 0,344 0,378 0,356 : - - : -

"Médias nio diferiram pelo teste de comparagio de Scott-Knott, a nivel de 5% de probabilidade. (*) Indicam cromossomos

satelitados.
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De modo geral, apenas trés pares cromossomicos (3, 8 ¢ 9)
mostraram morfologia coincidente para as cinco espécies e os pares 11, 12,
14 e 18 diferiram para apenas uma espécie em cada um. Embora tenha
apresentado a mesma morfologia nas cinco espécies, o par nove diferencia-

se entre as espécies quanto ao posicionamento da constricdo secundaria.

Os caridtipos das espécies O. bacaba, O. bataua, O. distichus e O.
minor permitiram a visualiza¢do de dois pares de cromossomos satelitados,
estando localizados nos pares 1 ¢ 11, 7¢ 9, 1 e 4, e 1 e 5, respectivamente
(Figuras 2 e 3). No caso de O. mapora, apenas o par sete foi observado com
satélite em todas as metafases avaliadas. Nesta espécie, apenas uma das
metafases utilizadas para a confec¢@o dos caridtipos demonstrou a presenca
de dois pares satelitados. Este fato pode ser explicado pela diferenca de
condensagdo apresentada pelas metafases, que pode ter dificultado a
visualizagdo de um segundo par satelitado. Portanto, sugere-se que outras
metafases sejam avaliadas, além da realizacdo de estudos como o de
coloracdo com prata (bandeamento NOR) para a confirmagdo do nimero de

constricdes secundarias desta espécie.

O comprimento dos satélites variou de 0,34 um, em O. bataua, a
0,98 um em O. minor. Apesar da diferenga de comprimento encontrada,
todas foram observadas na regido subterminal dos bragos longos dos
cromossomos, o que de acordo com Rdser (1999) é comum em palmeiras.
Entretanto, os satélites encontrados por este autor tem maior frequéncia de
ocorréncia no brago curto. Este mesmo autor afirma que este fato muitas
vezes ¢ limitante na identificacdo dessas estruturas, ¢ pode explicar também
a dificuldade encontrada neste trabalho para confirmacdo da quantidade de

constrigdes secundarias em O. mapora.

A ocorréncia de mais de um par de constrigdes secundarias em

palmeiras ja foi descrita por Roser (1993, 1995) para as espécies Livistona
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chinensis (Jacq.) R. Br. ex Mart., Coccothrinax crinita subesp. brevicrinis
Borhidi & O. Muniz, Chamaerops humilis L., Lepidocaryum tenue Mart.,
Heterospathe woodfordiana Becc., Jubaea chilensis Baill., Aphandra natalia
(Balslev & A. J. Hend.) Barfod e Pseudophoenix vinifera (Mart.) Becc., com
destaque para esta Tultima espécie que apresentou cinco pares de
cromossomos satelitados. No entanto, Oliveira (2011), trabalhando com
espécies de do género Euterpe, que pertencem a mesma subtribo do género
Oenocarpus, Euterpeinac encontraram apenas um par de constricdes

secundarias em E. edulis, E. oleracea e E. precatoria.

O numero de cromossomos das espécies que compde a familia
Arecaceae varia de 2n = 26, como encontrado para espécies do género
Calamus L., a 2n = 36, encontrado para diversas subtribos, como ¢ o caso de
Euterpeinae, a qual pertence as espécies do género Oenocarpus (ROSER,
1999). Até o momento, a excecdo dessa variacdo € relatada apenas para a
espécie Voanioala gerardii J. Dransf., que apresenta 2n = 606 + 3
cromossomos, sugerindo que a ocorréncia de eventos que levaram a
disploidia teve papel muito mais importante na evolucdo cariotipica desta

familia do que a ocorréncia de eventos de poliploidia (ROSER, 1995, 1999).

De acordo com Roser (1995), o nimero diploide 2n = 36 sugere o
nimero basico de x = 18 cromossomos, considerado, como mais primitivo
dentro da familia Arecaceae, apesar de existir a hipotese de que o numero
basico original seria x = 9, sendo x = 18 um numero derivado deste.
Entretanto, de acordo com Roser (1995) ndo ha até o presente momento

resultados experimentais que suportem essa hipdtese.

Desta forma, o género Oenocarpus parece ser mais primitivo do que
outros géneros que apresentam numero dipléide diferente do supracitado, e
que seriam derivados deste. Segundo Roser (1995), a variagdo do niimero de
cromossomos dentro de géneros ndo ¢ comum. Este fato foi constatado por

Corréa et al. (2009) ao realizar a caracterizagdo cariotipica de espécies de
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palmeiras do género Butia, que encontraram 2n = 32 cromossomos e
mesmas formulas cariotipicas para as espécies B. capitata (Mart.) Becc, B.
eriospatha (Mart. ex Drude) Becc, B. odorata (Barb. Rodr.) Noblick ex
Marcato, B. paraguayensis (Barb. Rodr.) L. H. Bailey e B. yatay (Mart.)
Becc. Assim como Oliveira (2011), em estudo com espécies do género
Euterpe M., também encontrou mesmo nimero cromossémico, 2n = 36, para
as E. edulis Mart., E. oleracea Mart. ¢ E. precatoria Mart, as quais, no
entanto, apresentaram formulas cariotipicas distintas. Tais resultados

corroboram com os encontrados no presente trabalho.

Levando-se em consideracdo as informacgdes acerca dos cariotipos
das espécies do género Oenocarpus aqui estudadas e enfatizando as
diferengas de posicionamento do centrdmero e das constricdes secundarias,
pode-se inferir que muitas alteracdes, principalmente rearranjos estruturais,
como translocagodes e inversdes pericéntricas, foram acumuladas ao longo da
evolucdo dessas espécies. De acordo com Stebbins (1971), esses rearranjos
tém importancia significativa, pois aumentam a assimetria cariotipica. Sendo
assim, cariotipos mais simétricos seriam considerados como mais primitivos

e cariotipos assimétricos, mais derivados.

Quanto a similaridade cariotipica, o cariotipo mais simétrico de
acordo com o modelo proposto por Stebbins (1971) foi apresentado pela
espécie O. bacaba, na qual 72% dos cromossomos tiveram razdo de bragos
maior que 2, sendo classificada na categoria 3b. O. bataua foi a segunda
espécie com caridtipo mais simétrico, apresentando 33% dos cromossomos
com razao de bracos maior que 2 e classificada na categoria 2c. As espécies
O. distichus, O. mapora e O. minor foram classificadas na categoria 3c,

apresentando os cariotipos mais assimétricos.

Entretanto, quando se considera o modelo proposto por Zarco
(1986), a espécie O. bataua aparece mais separada das demais, em

consequéncia de ter demonstrado cariotipo mais simétrico, de acordo com os
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indices de assimetria inter e intracromossomica (Figura 4). Com base nestes
dados, esta espécie seria considerada a mais primitiva dentre as estudadas no
presente trabalho. Neste mesmo pensamento, as espécies O. mapora e O.
minor seriam as mais derivadas por terem os cariotipos mais assimétricos,
refor¢ando a classificagdo segundo Stebbins (1971). Vale ressaltar que essas
espécies sdo as mais semelhantes morfologicamente dentre as cinco

estudadas neste trabalho.

0,8
K 0. bataua
0,6
- f s
> A O. distichus
B O. mapora
0,4 4 ;
X ¢ ’ ® O. minor
+ 0. bacaba
0,2 4
0 - : : i : \
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

Al

Figura 4 Grafico de dispersdo demonstrando a assimetria cariotipica obtida
para as espécies do género Oenocarpus, segundo Zarco (1986)

Dessa forma, pode-se perceber que houve certa diferenga entre os
resultados obtidos por ambas as metodologias, envolvendo as espécies O.
bataua e O. bacaba. No entanto, o0 modelo de simetria cariotipica proposta
por Zarco (1986) fornece resultados mais confiaveis, pois além de levar em
considerag@o a variacdo inter e intracromossomica, o0 modelo proposto por

Stebbins (1971) € criticado por apresentar classes muito amplas, que nao
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conseguiriam distinguir pequenas variagdes entre cariotipos de taxa

relacionados.

Quanto a quantidade de 2C DNA nuclear, os valores médios
encontrados variaram de 6,46 a 6,96 pg, sendo o menor valor encontrado
para O. bataua e o maior valor para O. minor (Tabela 3). A analise de
comparacdo de médias permitiu dividir as espécies em dois grupos, o
primeiro formado pelas espécies O. bataua, O. distichus e O. mapora, que
apresentaram valores significantemente menores do que os apresentados
pelo segundo, grupo formado pelas espécies O. bacaba e O. minor. O
coeficiente de variacdo médio foi de 0,684% expressando qualidade e
confiabilidade dos resultados obtidos nas estimativas da quantidade de DNA
nuclear das espécies. Segundo Marie e Brow (1993), valores de coeficientes
de variacdo inferiores a 2% indicam a alta qualidade dos dados. Na figura 4,
constam os histogramas com a visualizagdo dos picos bem definidos da

quantidade de DNA nuclear para as cinco espécies.

Tabela 3 Quantidade média de 2C de DNA (pg) obtida por meio da
citometria de fluxo com seus respectivos coeficientes de variagdo
para espécies do género Oenocarpus.

Geno6tipo O.bacaba 0. bataua O.distichus O. mapora O. minor

1 6,82 6,32 6,62 6,47 6,81

2 6,76 6,65 6,53 6,6 6,97

3 6,8 6,40 6,57 6,38 7,1
Média 6,79 6,46a 6,55a 6,48a 6,96b
CV (%) 0,81 0,71 0,71 0,7 0,49

Letras iguais indicam grupos formados pelo teste de Scott-Knott a nivel de 5
% de probabilidade.

Pode-se perceber que ndo houve coincidéncia entre os grupos
formados por esta metodologia quando comparado com os formados pela

comparacio de médias do CTLH. E valido lembrar que o comprimento total
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do lote haploide é uma medida altamente influenciada pelo grau de
condensagdo dos cromossomos, o que ndo acontece quanto ao uso da
citometria de fluxo. O que permite inferir que os resultados obtidos pela

citometria sejam mais consistentes.

2C=6,79pg
A

1
2C=646pg
B
2C=6,48pg
Cc
2C=86,5Tpg
D

2C=5,96pg
a L.LA~

Figura 3 Histogramas obtidos para as quantidades de DNA nuclear de
espécies do género Oenocarpus. (A) O. bacaba; (B) O. bataua; (C)
O. distichus; (D) O. mapora; (E) O. minor.
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Estimativas da quantidade de DNA nuclear para espécies de
palmeiras ja foram registradas, sendo o trabalho desenvolvido por Réser,
Johnson e Hanson (1997), o mais expressivo pela abrangéncia de taxa. No
entanto, basearam-se em outra metodologia, microdensitometria por
coloragdo com Feulgen. Estes autores encontraram para a espécie O. bataua
15,70 pg de DNA 4C, valor este que se diferencia do encontrado no presente
trabalho em cerca de 3 pg. Oliveira (2011), estimando a quantidade de DNA
nuclear por meio da citometria de fluxo para trés espécies do género Euterpe
encontrou valores superiores aos obtidos para as espécies do género
Oenocarpus, sendo a quantidade de DNA de E. precatoria também inferior a
relatada anteriormente por Roser, Johnson e Hanson (1997). Vale ressaltar
que além da metodologia diferente, Roser, Johnson e Hanson (1997)
utilizaram meristema de raiz para a obtencao do conteudo de DNA, enquanto
neste trabalho e no desenvolvido por Oliveira (2011) se utilizou foliolos.
Essas diferencas metodoldgicas podem explicar as diferencas encontradas

nos resultados.

Com base nos resultados apresentados neste capitulo no anterior,
pode-se inferir que a espécie O. bataua seja, dentre as estudadas, a mais
primitiva, por ter apresentado cariotipo mais simétrico, menor quantidade de
DNA e apenas um tipo polinico. As espécies O. distichus e O. mapora
seriam espécies intermediarias, as quais apresentaram maiores similaridades
cariotipicas e mesmos tipos polinicos. Por sua vez, as espécies O. bacaba e
O. minor seriam as mais derivadas, apresentando os cariotipos mais

assimétricos, sendo que a primeira apresentou cinco tipos polinicos distintos.
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4 CONCLUSOES

As espécies do género Oenocarpus aqui abordadas apresentam
complementos cromossdmicos morfologicamente distintos, apesar da

concordancia do niimero somatico de cromossomos entre elas.

A quantidade de DNA nuclear também ¢ variavel entre as espécies,

separando-as em dois grupos diferentes.
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