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RESUMO

A espécie Butia eriospatha (Mart. ex Drude) Becc (Arecaceae) € nativa da regiéo sul
do Brasil e Uruguai e se encontra na lista de espécies brasileiras ameagadas de
extincdo. O conhecimento das caracteristicas reprodutivas de espécies silvestres é
muito importante uma vez que podem ser utilizadas como base para servigos de
melhoramento e outros estudos que podem levar a uma melhor conservagao da
mesma. Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo realizar analise e
registro do comportamento meidtico, analises palinolégicas por meio da
determinacdo da viabilidade, citoquimica e morfologia dos graos de podlen, assim
como, realizar analises biométricas com os frutos e sementes de B. eriospatha. O
comportamento meidtico se mostrou regular e sem anormalidades, € 0 numero
cromossOmico da espécie foi de 2n 2x=32. A viabilidade polinica determinada por
colorimetria revelou que os corantes testados foram eficientes, demonstrando altas
meédias de viabilidade de 82,50%. O teste citoquimico demonstrou que os gréos de
polen sdo amido e lipideo-positivos, e os mesmos foram classificados como grandes,
mobnades, prolatos, monosulcados e com ornamentagdo micro-reticulada. Dentre as
variaveis estudadas em relagdo a biometria de frutos e sementes, houve grande
variagdo no numero de sementes por frutos e altura das sementes, que
apresentaram grau de umidade de 14,31%.

Palavras-chave: Butia. Biometria. Polen. Viabilidade. Meiose.



ABSTRACT

The species Butia eriospatha (Mart. Ex Drude) Becc (Arecaceae) is native to
southern Brazil and Uruguay and is on the list of endangered Brazilian species.
Knowledge of the reproductive characteristics of wild species are very important
since they can be used as a basis for breeding and other studies that can lead to
better maintenance of it. Thus, this study aimed to carry out analysis and record of
meiotic behavior, pollen analysis by determining the viability, morphology and
cytochemistry of pollen grains and perform biometric analysis with the fruits and
seeds of B. eriospatha. The meiotic behavior showed regular, and the chromosome
number of the species was 2n 2x=32. The pollen viability determined by colorimetry
revealed that the dyes tested were effective, showing high averages viability of
82.50%. The cytochemical test showed that the pollen grains are starch and lipid-
positive and they were classified as large, monads, prolate, monosulcate and with
microreticulated ornamentation. There was great variation in the number of seeds per
fruit and height of the seeds, which had moisture content of 14.31%.

Keywords: Butia. Biometrics. Pollen. Viability. Meiosis.
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ARTIGO 1 - COMPORTAMENTO MEIOTICO E PALINOLOGIA DE Butia
eriospatha (ARECACEAE)

1 INTRODUGAO

A espécie Butia eriospatha (Mart ex drude) Becc, é nativa da regido sul do
Brasil e ocorre na mata atlantica assim como no Uruguai e Argentina e se encontra
na lista de espécies brasileiras ameacadas de extingdo (NAZARENO, 2013).
Compondo o género Butia essa espécie € caracterizada por apresentar um estipe
solitario, reto ou levemente inclinada que pode atingir de 4 a 5 metros. As folhas s&o
verde-acinzentadas, podem atingir de 117 a 140 cm e ocorrem no numero de 20 a
25 por planta (LORENZI et al., 2010).

A inflorescéncia de B. eriospatha é ramificada. A bractea peduncular, que
recobre a inflorescéncia, € lenhosa e revestida por um espesso indumento
lanuginoso castanho avermelhado e pode apresentar de 118 a 135 cm. As raques
atingem de 40 a 90 cm e as raquilas de 8 a 10 cm ocorrendo de 50 a 125 raquilas
por inflorescéncia (LORENZI et al., 2010). As plantas de B. eriospatha sao
mondicas, protandricas e autocompativeis. As mesmas se reproduzem por
fecundagao cruzada podendo ocorrer autofecundagao (NAZARENO, 2013). Além do
denso tomento lanoso que recobre as bracteas essa espécie se diferencia das
demais por suas pequenas flores femininas e seus frutos arredondados (LORENZ| et
al., 2010).

Existe uma falta de estudos abordando as caracteristicas reprodutivas dessa
espécie. Dentre esses estudos podemos citar o conhecimento do comportamento
meidtico, trabalhos com anadlises palinoldgicas determinando a viabilidade,
citoquimica e morfologia dos graos de podlen entre outros. Esses estudos s&o
importantes, pois espécies ainda nao domesticadas podem apresentar
anormalidades durante o processo meio6tico, afetando negativamente a produgéo de
sementes, assim como a polinizagdo (POZZOBOM et al., 2011; DAMASCENGO;
JUNIOR et al., 2010; BIONE et al, 2000). Além do comportamento mei6tico, as
analises palinolégicas sdo de extrema importancia e os dados obtidos com as
mesmas podem ser utilizados em trabalhos de melhoramento possibilitando a
obtengao de graos de pdlen com altas viabilidades e com as estruturas especificas
que melhorem os resultados dos mesmos, assim como podem ser utilizados para
diferenciar espécies dentro de um género e diagnosticar diferencas dentro de
familias botanicas (MENCK et al., 1990; SALGADO-LABOURIAU, 1973).
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Deste modo, o presente trabalho teve como objetivo estudar as
caracteristicas reprodutivas de B. eriospatha registrando o comportamento meidtico
dessa espécie; realizar analises palinoldgicas com os graos de polen determinando
a viabilidade dos mesmos com os corantes Carmim Acético 5%, Solucdo de
Alexander e Cloreto de Trifenil Tetrazdlio; proceder analise Citoquimica dos gréos
de pdlen dessa espécie com os corantes Lugol e Sudan IV assim como classificar

morfologicamente os mesmos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 COLETA DE MATERIAL

Foram coletadas seis bracteas com diferentes tamanhos de cinco palmeiras
matrizes, selecionadas de acordo com caracteristicas como estipe reto e saudavel,
dossel bem formado e denso e quantidade de bracteas presentes; para a obtengao
de células meidticas em diferentes estagios de desenvolvimento e de graos de
polen. Das inflorescéncias, coletaram-se raquilas de diferentes posi¢cdes e as
mesmas foram fixadas em solu¢cdo de Carnoy (alcool etilico e acido acético 3:1).
Estas foram armazenadas em freezer. As bracteas coletadas apresentaram

tamanhos de 41 cm, 49 cm, 57,5 cm, 93 cm, 95 cm e 125 cm.

2.2 ANALISE MEIOTICA

Para a analise meidtica foi utilizada a metodologia de suspensao celular
conforme descrita por Viccini et al. (2005). Desse modo anteras da inflorescéncia de
B. eriospatha foram isoladas e transferidas para um microtubo de 0,3 mL adaptado,
com uma tela de poliéster (60 ym). As anteras foram lavadas com agua destilada
para remocao da solucgao fixadora e entdo foram imersas em solugao enzimatica por
4 horas a 37°C em banho-maria. Apds a maceragdo enzimatica, as anteras foram
lavadas para remog¢ao do excesso de enzimas e entdo colocou-se o tubo adaptado
em outro tubo contendo agua destilada. As anteras foram maceradas com auxilio de
um estilete adaptado para a retirada da células-mé&e de grao de podlen. A suspensao
celular foi entdo levada para centrifugagcéo por trés minutos a velocidade de 3000
rom por trés vezes. ApdOs as duas primeiras centrifugagdes realizou-se a retirada
cuidadosa dosobrenadante e foi adicionado agua destilada. Apdés a ultima
centrifugac&do a agua destilada foi removida e adicionou-se ao microtubo 1,0 mL de
fixador Carnoy (etanol:acido acético 3:1) gelado.

Para o preparo das laminas trés gotas foram aplicadas sobre uma lamina. As
laminas foram secas em placa aquecedora a 100°C e submetidas, por dez
segundos, asolugéo de acido acético 45% e secas novamente. Para a coloracgdo, as
ldaminas foram mergulhadas em corante Giemsa 5% por quatro minutos e lavadas
em agua destilada. As laminas foram analisadas em microscopio de luz de campo

claro.
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2.3 VIABILIDADE POLINICA

A determinagao da viabilidade dos graos de podlen foi realizada pelo método
colorimétrico. Foram utilizados trés corantes para a determinacado da viabilidade
sendo eles, Carmim acético 5%, Solucado de Alexander e Cloreto de trifenil tetrazdlio
(TTC). Para os corantes Carmim aceético 5% e Composto de Alexander seguiu-se a
seguinte metodologia:

Anteras de diferentes plantas matrizes foram isolada sobre Iaminas de vidro e
o polen foi retirado das mesmas sob microscopio estereoscopio modelo Leika EZ4
com o auxilio de pingas. Vale ressaltar que a extragcdo do pdlen das anteras ocorreu
sob adi¢ao de solugao fixadora de modo a ndo permitir que as anteras e/ou o pdlen
ficassem secos e sobre a lamina. Uma vez extraidos, adicionou-se as laminas uma
gota de cada corante, separadamente.

Para o tratamento com corante tetrazolio anteras foram isoladas, colocadas
em microtubos de 1,5 mL e submersas em solugdo de 2, 3, 5 - trifeniltetrazolio a
1%.0s microtubos foram armazenados na auséncia de luz a 25°C durante quatro
horas. Decorrido esse tempo, as anteras foram isoladas em laminas onde tiveram o
polen ja corado extraido e as laminas foram entdo avaliadas em microscépio
eletrénico microscopio de luz de campo claro. Vale ressaltar que como esse método
esta sendo descrito pela primeira vez para a espécie, previamente foram testadas
trés outras metodologias sendo elas tratamento do pdlen extraido diretamente nas
laminas, e submersdo do podlen ja extraido em tetrazolio em microtubos, ambos
armazenados no escuro a 25°C por quatro horas. Apds esses testes constatou-se
gque o método de imersdo das anteras em tetrazolio se mostrou mais eficiente de
modo que esse foi 0 método escolhido para o teste de viabilidade com tetrazdlio.

Para cada planta, foram preparadas cinco laminas para cada corante. A
avaliacdo da viabilidade dos graos de polen consistiu na contagem sob microscopio
do numero de graos viaveis e inviaveis em 10 campos de visdo aleatorios da lamina.

Comparou-se a viabilidade do pdélen de quatro palmeiras matrizes totalizando
20 laminas e a contagem de 200 campos de visao por corante.

2.4 ANALISE CITOQUIMICA DOS GRAOS DE POLEN
Para a analise citoquimica foi empregada a metodologia citada por Lins et al.
(2010) com modificagbes. .Assim, sob estereomicroscopio, anteras previamente
fixadas foram seccionadas sobre laminas de vidro para a liberagdo de graos de
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polen. Para a analise da presenga de amido, foi adicionada uma gota de corante
Lugol e o meterial foi coberto com laminula. Para avaliar a presenga de lipideos, foi
realizado o mesmo procedimento descrito anteriormente e foi adicionado o corante

Sudan IV. Foram preparadas 10 laminas para cada um dos corantes.

2.5 MORFOLOGIA DOS GRAOS DE POLEN

Para a analise da morfologia dos grdos de pdlen, empregou-se a técnica
padrdao de acetdlise definida por Erdtman (1960). Anteras provenientes das
inflorescéncias previamente fixadas foram separadas sob microscopio estereoscopio
Leica EZ4 e em seguida colocadas em um microtubo de 2 mL contendo acido
acético P.A. O material foi entdo macerado com o auxilio de um estilete adaptado
para a liberacédo dos graos de polen e em seguida submetido a cinco centrifugagdes,
sendo que todas as ocorreram a velocidade de 2500 rpm por 10 minutos. Apds a
primeira centrifugacédo, o sobrenadante foi retirado e o tubo preenchido com agua
destilada. Apds a segunda centrifugacdo, descartou-se o sobrenadante e adicionou-
se solucado acetolitica contendo anidrido acético e acido sulfurico na propor¢ao 9:1,
Posteriormente, microtubos foram submetidos a temperatura de 85°C durante dois
minutos em banho-maria. Apos a terceira centrifugagdo, o sobrenadante foi retirado
e foi adicionada agua destilada com duas gotas de alcool etilico. Ao finalizar a
quarta centrifugacédo, o sobrenadante foi retirado e foi adicionada agua destilada.
Apos a ultima centrifugag&o, o sobrenadante foi retirado novamente com o auxilio de
uma pipeta de Pasteur sendo adicionada agua glicerinada (agua destilada:glicerina
1:1). O microtubo foi submetido a nova centrifugacdo e ao fim dessa o sobrenadante
foi totalmente removido e o pellet depositado no fundo, composto pelos gréos de
polen, usado para montagem das laminas. Foram preparadas cinco
l&minas/individuo.

As laminas foram preparadas e analisadas em microscopio de luz de
epifluorescéncia Olympus BX-60 acoplado com cémera digital Olympus DP73. Em
cada lamina foram selecionados aleatoriamente cinco campos de visdo e nesses
campos foram tomadas as medidas de 10 grdos de podlen, totalizando 50. As
medidas tomadas foram didmetro menor ou equatorial (E), didmetro maior ou polar
(P), espessura da exina e ainda o comprimento e abertura do sulco. Estabeleceu-se

a relacdo P/E para os grdaos de polen e com essa razdo os mesmo foram
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classificados quanto ao tamanho, agrupamento, forma e ornamentagdo conforme
descrito por Punt et al. (1994) e Willard et al (2004).

2.6 ANALISE ESTATISTICA
Os dados referentes a viabilidade polinica foram submetidos a analise de
variancia e as médias foram comparadas com teste de Skott-Knott (1974) a 5% de

probabilidade com o programa estatistico Assistat versao 7.7.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 COMPORTAMENTO MEIOTICO

ApOs a analise e registro do comportamento meidtico, realizados pela primeira
vez em B. eriospatha, constatou-se que a meiose das células mae do grao de polen
ocorre de forma regular ndo apresentando anormalidades em nenhuma das fases
analisadas (Figura 1). Nessa figura é possivel observar fases da profase |, teléfase |
e tétrade. As células meidticas apresentaram um didmetro médio de 55,27um.

Na figura 1A, é observado o leptoteno, fase na qual a cromatina inicia o
processo de condensagdo. A proxima fase observada corresponde ao zigoteno
(Figura 1B) em que os cromossomos comeg¢am a ser visualizados como filamentos
alongados. E nessa fase que se da o inicio do pareamento dos cromossomos
homologos e os mesmos se organizam no interior da célula formando uma estrutura
denominada bouquet. Na figura 1C é possivel observar o paquiteno, momento no
qual ocorre o crossing over ou permuta genética, onde os homdlogos trocam partes
entre si. Esse processo € essencial para ampliar a variabilidade genética,
contribuindo com a formagdo de gametas variaveis. Em todas as fases descritas
acima foi visualizado o nucléolo, indicado pelas setas. A diacinese (Figura 1D)
possibilitou a determinagdo do numero cromossémico dos individuos analisados. Foi
possivel observar a presenga de 16 bivalentes, indicando que os mesmos possuem
2n=2x=32 cromossomos. Esse numero esta de acordo com o relatado por Corréa et
al (2009) que caracterizou por meio de analises mitoticas, o cariotipo de cinco
espécies do género, incluindo B. eriospatha. Nessa fase também foi possivel
observar a presenca de dois cromossomos associados ao nucléolo (cabega de seta).

Na figura 1E é apresentada a tel6fase |; nessa fase ocorreu a migragdo do
material genético para os polos opostos da célula, e com a reorganizagdo do
nucléolo e do envoltério nuclear, sdo observados dois nucleos-filhos (n). Por um
breve periodo de tempo, esta célula entra novamente em intérfase, que dessa vez é
chamada de intercinese. Apos esse periodo a célula inicia a meiose Il, culminando
na formacédo de quatro células-filhas (tétrade) (Figura 1F).Cada nucleo haploide

resultante da meiose originara um gréo de polen.
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Figura 1 - Comportamento meio6tico de B. Eriospatha Fonte: Produgéo proépria do autor. (A) Leptéteno;
(B) Zigoteno; (C) Paquiteno; (D) Diacinese; (E) Teléfase e (F) Tétrade. Barra= 10um. As setas
mostram os nucléolos. Cabecas de setas mostram dois cromossomos associados ao nucléolo.

Foi observado que a idade das plantas de B. eriospatha, descritas por
Nazareno (2014) como centendrias, nao apresentou efeitos no comportamento

meibtico da populagao estudada.

3.2 VIABILIDADE POLINICA
Estimativas de viabilidade polinica constituem um importante parametro em
analises de fluxo génico e em programas de melhoramento genético de plantas
(Botto, 1997). Tais estudos sdo importantes em espécies como B. eriospatha e

foram realizados pela primeira vez no presente estudo. O fornecimento de dados
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dessa natureza constitui uma valiosa contribuicdo para o entendimento dos seus
aspectos reprodutivos.

Os trés corantes utilizados para determinar a viabilidade dos gréos de polen
se mostraram eficientes para uso com essa espécie, ja que apresentaram altas
taxas de viabilidade, com média de 82,50%. Quando as médias de cada corante
foram comparadas em teste de Scott-Knott as mesmas nao diferiram
significativamente entre si (Tabela 1) demostrando que todos os corantes podem ser
utilizados para o teste de viabilidade em graos de pdlen de B. eriospatha.

Tabela 1 - Valores médios percentuais da viabilidade polinica de B. eriospatha

Corantes Viabilidade polinica (%)
Carmim acético 5% 82,50
Solucao de Alexander 93,50
2,3,5 Cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) 71,50

Fonte: Produgao proépria do Autor

Se quando comparados entre si os corantes ndo apresentaram diferenca
significativa, quando as medias foram comparadas levando em consideragdo os
diferentes tamanhos das bracteas coletadas 57,5 cm; 93,0 cm; 95,0 cm; 125,0 cm,
observou-se que apenas a solucdo de Alexander nd&o apresentou variagao
significativa mantendo altas taxas de viabilidade indiferente do tamanho da bractea.
Os corantes, carmim acético e TTC por sua vez apresentaram variagéo significativa,
diagnosticando taxas médias de viabilidade em gréos de polen das bracteas maiores
que 95 cm como pode ser observado na tabela 2. As bracteas menores que 50 cm
nao apresentaram graos de polen maduros e por isso ndo foram utilizados para
testes de viabilidade, revelando que as mesmas nao devem ser coletadas para esse
tipo de analise.

As altas taxas de viabilidade diagnosticadas por todos os corantes em
bracteas de 50 a 93 cm permite-nos inferir que com esses comprimentos as
inflorescéncias ja apresentam graos de pdlen maduros e viaveis. Essa viabilidade,
porém, apresenta reducao conforme a bractea se aproxima de sua abertura, pois as

taxas de viabilidade sdo menores nas bracteas maiores que 93 cm.
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Tabela 2 - Valores médios percentuais da viabilidade polinica de B. eriospatha conforme o
comprimento das bracteas

Carmim
Solugao de
Bractea (cm) acético 5% TTC (%)
Alexander (%)
(%)
Planta 3 57,5 88,0 aA 90,0 aA 74,0 aA
Planta 4 93,0 98,0 aA 98,0 aA 84,0 bA
Planta 5 95,0 96,0 aA 89,0 aA 63,0 bB
Planta 6 125,0 49,0 cB 97,0 aA 65,0 bB

Fonte: Produgéo proépria do autor. Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem entre si
nas linhas e médias seguidas da mesma letra mailuscula n&o diferem entre si na coluna. Foi aplicado
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

A redugdo significativa das viabilidades determinadas pelo Camim acético e
TTC com a bractea de 125 cm (Tabela 2) indica que préximo a abertura das
inflorescéncias os graos de polen sofrem algum processo que reduz a viabilidade
dos mesmos. Vale ressaltar que com 125 cm, a bractea quando aberta ja
apresentava flores em antese. Autores como Souza et al. (2002) e Scorza e
Sherman (1995) descrevem que apdés maduros, com o envelhecimento do grado de
polen 0 mesmo tem a sua viabilidade reduzida. Desse modo é possivel concluir que
bracteas de B. eriospatha a partir de 93 cm ja apresentam graos de polen maduros e
viaveis. Esse conhecimento € importante, pois permite a obtengdo de graos de pdlen
com maior viabilidade que podem ser utilizados em cruzamentos especificos, as
vezes requeridos em trabalhos de melhoramento (MENCK et al., 1990).

O meétodo colorimétrico, utilizado para determinar a viabilidade de graos de
polen é usualmente descrito como superestimado e as diferencas encontradas nas
viabilidades diagnosticadas pelos trés corantes podem encontrar explicagdo em
seus métodos de agdo (BAEZ et al. 2002 e PLINE et al. 2002) .

A solucado de Alexander € composta por dois corantes sendo esses o verde
malaquita e a fucsina acida. O verde malaquita reage com a parede celular corando
a mesma de verde e a fucsina acida reage com o protoplasma do gréo de pdlen que
adquire coloragcado purpura. Graos corados apenas de verde sao considerados
inviaveis e os graos corados de purpura sdo considerados viaveis. Esse corante
diferencia os graos de polen maduros daqueles que foram abortados no inicio do
desenvolvimento e desse modo n&o apresentam protoplasma (ALEXANDER, 1969;
HOFFMAN e VERASSIM; 2011).
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A viabilidade diagnosticada por esse corante € superestimada ja que os graos
de polen que podem ter sido abortados durante o processo de desenvolvimento ndo
sd0 mais viaveis e ainda assim apresentam protoplasma e sao entdo corados. Esse
fato ajuda a entender a estabilidade na viabilidade dos gréos de pdlen corados com
esse corante indiferente do comprimento das bracteas.

O carmim acético reage, corando os cromossomos presentes em graos de
polen ndo abortados, grédos de pdlen inviaveis e aqueles ainda imaturos fazendo
com que o0s mesmos adquiram coloragdo avermelhada, se tornando tao
superestimado quanto a Solugdo de Alexander. Quando corados com Carmim
acético os graos de polen avermelhados sédo considerados viaveis e 0s sem
coloracdo inviaveis (STANLEY e LINSKENS,1974). O corante tetrazélio (TTC)
apresenta um método de acao diferenciado dos demais corantes, pois o composto 2,
3, 5-trifeniltetrazolio apresenta no processo de coracdo uma reagao enzimatica que
cora apenas tecidos que estao respirando. Graos de podlen viaveis corados com TTC
apresentam coloragao vermelha enquanto gréaos inviaveis ndo apresentam coloragéo
alguma (HOFFMAN e VERASSIM; 2011).

Trabalhos realizados com diferentes espécies descrevem que entre os
corantes utilizados para determinar a viabilidade polinica, o tetrazolio € o que
apresenta valores mais proximos da realidade uma vez que suas medias sao muito
semelhantes as obtidas em trabalhos cuja a determinac&o da viabilidade polinica foi
realizada por meio de germinagao in vitro (MUNHOZ et al., 2008) . Ressaltamos que
esses estudos ndo foram desenvolvidos no presente estudo, mas de acordo com os
resultados obtidos, recomenda-se o uso de tetrazdlio como o corante mais
apropriado para determinacao da viabilidade de graos de pélen de B. eriospatha.

A figura 2 mostra micrografias de grédos de pdlen corados com os diferentes
empregados no presente estudo.
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Figura 2- Micrografias de grdos de pdlen de B. eriospatha submetidos a diferentes testes
colorimétricos. Fonte: Produgéo prépria do autor. (A) Grdos de pdlen corados com carmim acético
5%. A seta indica gréo de pdlen inviavel. (B) Graos de pdlen corados com TTC. A seta indica grdo de
poélen inviavel. (C-D) Graos de pdlen corados com solugéo de alexander. Gréos de poélen viaveis com
coloragéo roxa e graos inviaveis com coloragédo verde-azulada. A seta indica gréo de pdlen inviavel.
Barras=10 um

O alto percentual de viabilidade polinica observado nos individuos da
populagcdo analisada pode ser explicado pela regularidade do comportamento
meidtico. Um processo meiotico regular culmina na formagao de graos de polen que,
gquando maduros apresentardo altas taxa de viabilidade e estruturas especificas pra
garantir a polinizagdo, como substancias de reserva e o pollenkit.

De acordo com Pozzobom et al (2011), a elevada instabilidade meidtica,
associada a alteragbes cromossOmicas resultam na formacédo de plantas atipicas,
macho-estéreis ou incapazes de formar grdos de podlen, podem prejudicar a
obtengao dos padrdes minimos exigidos para a produgao de sementes assim como
afetar a polinizag&do. Estudos dessa natureza em espécies ainda nao domesticadas
ou melhoradas se fazem importante, pois essas podem apresentar anormalidades
durante o processo meidtico diminuindo a viabilidade polinica e consequentemente
acarretando problemas na producéo de frutos e sementes (DAMASCENO e JUNIOR
et al., 2010; BIONE et al, 2000).
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3.3 CITOQUIMICA

Apos a coloragdo com Lugol e Sudan IV constatou-se que os grdos de pdlen
de B. eriospatha apresentam tanto amido quanto lipidio como substancias de
reserva, apresentando coloragdo marrom e avermelhada, respectivamente (Figura
3).

Como observa-se na figura 3B os graos de polen corados para determinagao
de lipidios apresentaram altas quantidades de substancias lipofilicas tanto em seu
interior como em bolsdes presentes na exina. Esses bolsdes, denominados de
pollenkit sdo oriundos das células do tapete que durante o processo e formagao dos
graos de polen se degeneram resultando no depdsito de diferentes substancias em
espacos presentes na exina do gréo de pdlen e ao redor da mesma.Esse fenbmeno
€ mais descrito em angiospermas monocotiledéneas com pdlens com agrupamento
do tipo ménade, como € o caso do butia, ou graos com agrupamento em diades
(PACCINI e HESSE, 2005).

Paccini e Hesse (2005) descreveram mais de 20 fungbes relacionadas ao
pollenkit; entre elas pode-se citar: garantir a adesdo do pdlen a antera; facilitar a
dispersdo do polen melhorando a adesdao do mesmo a polinizadores; proteger os
graos de polen da perda de agua e de raios UV; manter grdos de pdlen unidos
durante o transporte; tornar os mesmos mais atrativos a insetos polinizadores e
protegé-los de insetos que ndo sejam polinizadores da espécie; proteger os graos de
polen de hidrolases e enzimas extracelulares; facilitar a ades&o do polen ao estigma;
assim como facilitar a reidratacdo do mesmo. A funcio na reidratacdo pode parecer
contraditoria ja que o pollenkit € composto em sua maioria por lipidios, porém,
mesmo sendo composto por substancias lipofilicas ele n&o sela todo o gréao de pdlen
garantindo sua reidratagcdo o que muitas vezes pode permitir ou ndo a germinagéo
do mesmo.

Essas funcbées sao desempenhadas em determinadas fases de
desenvolvimento dos gréos de pdlen e algumas delas podem ocorrer em mais de
uma fase como, por exemplo, a agdo do pollenkit como prote¢cado contra fungos e
bactérias. O pollenkit pode ser depositado no grdo de polen durante todas as fases
da microesporogénese indo da préfase | até ao final da tétrade (PACINI e HESSE,
2005).
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Figura 3 - Micrografias de grdos de pdélen de B. eriospatha submetidos a testes citoquimicos. Fonte:
Producéo prépria do autor. A) Graos de polen amido-positivos corados com lugol. B) Graos de pdlen
lipideo-positivos corados com Sudan IV. Barra=10um. Seta indica o Pollenkit.

No que se trata do amido (Figura 3A), a presen¢ca do mesmo no grao do polen
esta diretamente relacionado com sua importancia como fonte de energia para a
formacao do tubo polinico e todos os processos celulares que ocorrem durante a
germinacédo. A presenca de amido no grao de pdlen pode variar conforme o tipo de
polinizacéo, tempo de sobrevivéncia e tamanho do tubo polinico. De forma geral os
graos de pdélen maduros possuem ou ndo amido, e acredita-se que gréos de pdlen
ricos em amido apresentam uma viabilidade temporal menor que aqueles sem
amido, uma vez que quando n&o possuem amido, apresentam sacarose como
reserva 0 que previne contra a desidratacdo garantindo que o mesmo persista por
mais tempo na natureza, porém, essa viabilidade temporal tem ligacédo direta com o
tamanho do gréo de pdlen (PACINI et al.; 20086).

Descrever a viabilidade de um gréo de pdlen com base na presenca de amido
assim como lipidio, requer primeiro mais estudos referentes a composicdo dos
mesmos durante todas as fases de desenvolvimento uma vez que durante 0 mesmo
pode ocorrer de dois a trés picos de biossintese dessas substancias e as mesmas

podem ou nao, ser totalmente degradadas.

3.4 MORFOLOGIA DOS GRAOS DE POLEN
A variacdo na morfologia do gréo de pdlen de uma espécie permite agrupar e
diferenciar populagdes e os estudos com a morfologia podem ser utilizados como
ferramenta taxonémica para estudar familias boténicas (SALGADO-LABOURIAU,
1973)
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A analise dos graos de polen acetolisados de individuos de B. eriospatha
revelou que os mesmos apresentam morfologia muito similar ao relatado na
literatura para essa espécie (Tabela 3). Foram encontradas diferengas apenas em

relagcado a forma dos mesmos.

Tabela 3 - Classificagao morfolégica dos grdaos de pélen de B. eriospatha.

Agrupamento Moénades
Tamanho Grande
Forma Prolato
Polaridade Heteropolar
Tipo de abertura Monosulcado
Escultura Micro reticulado

Fonte: Produgao prépria do autor

Bauerman et al.(2010), trabalhando com uma populagédo de B. eriospatha do
Rio Grande do Sul, classificou morfologicamente os grdos de polen dessa espécie
descrevendo-os como prolato esfeirodal. Essa variagdo nos permite inferir que B.
eriospatha pode apresentar variagdes interpopulacionais na morfologia de seus
graos de polen. Para entender quais os mecanismos envolvidos com essa variagéo
mais estudos sdo necessarios a fim de se comparar outras populagcdes da espécie,
bem como condigdes genéticas e/ou ambientais que podem exercer efeitos sobre a
morfologia dos mesmos. A tabela 4 mostra as medidas tomadas para realizar a

classificagao dos graos de polen de B. eriospatha.

Tabela 4 - Morfometria dos gréaos de pdlen de B. eriospatha.

Diametro Sulco
Diametro Exina
Equatorial Comprimento Abertura
Polar (um) (um)
(Hm) (Hm) (Mm)
Planta 2,56 + 3,71 %
55,48 £+ 3,16 30,96 +3,00 43,28 +513
0,42 1,84
Planta 2,15+ 2,63
52,17 + 3,25 33,92 + 3,91 37,41 + 5,94
0,50 1,06
Média 53,82 32,44 2,35 40,34 3,17

Fonte: Produgéo propria do autor.

Na figura 4 sdo observadas micrografias dos graos de pdlen de B. eriospatha
em acetdlise. As figuras 4A e 4B apresentam gréos de podlen em sua visdo distal
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sendo que, em ambos € possivel ver com clareza o sulco atravessando o grao de
polen de um polo distal ao. Na figura 4C o grdo de pdlen e observado em seu plano

equatorial que corresponde ao seu menor didametro.

Figura 4 - Micrografias de gréos de podlen de B. eriospatha submetidos a técnica de acetdlise. Fonte:

Producgéo propria do autor. (A, B) Viséo distal dos graos de pdlen. (C) Plano equatorial. Barra=10um.
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4 CONCLUSAO

Foi possivel registrar, pela primeria vez, o comportamento meidtico na
microsporogénese de B. eriospatha, determinando o numero cromossoémico da
mesma. O teste de viabilidade com os graos de pdlen dessa espécie revelou que os
trés corantes testados foram eficientes detectando altas taxas de viabilidade. Dentre
os corantes empregados, o Cloreto de trifenil tetraz6lio € o mais indicado para esses
estudos.

A analise citoquimica revelou que os grédos de podlen de B. eriospatha
possuem amido e lipideo-positivos. Os graos de podlen foram classificados
morfologicamente e apresentaram formato diferente do descrito na literatura para a
espécie. Mais estudos envolvendo as tematicas abordadas nesse trabalho sao
recomendados de forma a conhecer a viabilidade dos graos de polen em diferentes
horas de coleta, comparar a morfologia dos grdaos de polen em diferentes
populagdes, determinar a viabilidade dos grdos de podlen por outros métodos além
do colorimétrico e conhecer o perfil de sintese e degradagdo das substancias de

reserva presentes nesses graos de polen.
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ARTIGO 2 - BIOMETRIA DE FRUTOS DESPOLPADOS (PIRENIO) E SEMENTES
DE Butia eriospatha (MART. EX DRUDE) BECC

1 INTRODUGAO

A espécie Butia eriospatha (Mart. ex Drude) Becc é nativa da regido sul do
Brasil e Uruguai e hoje se encontra na lisa de espécies brasileiras ameagadas de
extingdo (LORENZI et al., 2010; BRASIL, INSTRUCAO NORMATIVA N° 6, DE 23
DE SETEMBRO DE 2008).

Compondo o género Butia que pertence a familia Arecaceae essa espécie &
caracterizada como uma palmeira de estipe solitario ereto ou levemente inclinado
com folhas verde-acinzentadas de 1,17 a 1,40 m de comprimento e pode ser
diferenciada das demais espécies do género Butia devido a presenga do denso
tomento lanoso que reveste a bractea peduncular, por suas pequenas flores
femininas e ainda pelos seus frutos globosos (LORENZ| et al., 2010).

Os frutos da espécie B. eriospatha sdo muito semelhantes aos frutos de B.
capitata e sao formados por exocarpo, mesocarpo, endocarpo e sementes. O
exocarpo apresenta coloracdo amarelada, o mesocarpo € fibroso e o endocarpo
lenhoso (MOURA et al., 2010).

Essa espécie conta com varios potenciais de uso que podem ser levados em
consideragao para trabalhos de conservagdo da mesma. LORENZ| et al., (2010)
descreve o potencial paisagistico de B. eriospatha ja que é uma palmeira que se
desenvolve em baixas temperaturas, Coradin (2011) cita que os frutos de B.
eriospatha podem ser utilizados para consumo in natura assim como para preparo
de sorvetes, picolés, doces, geleias, lasanhas entre outros usos que descrevem
seu potencial alimenticio. Outro potencial € o de uso para trabalhos de restauragao
ambiental, ja que a mesma é descrita por Reis e Kageyama (2003) como uma
espécie bagueira.

Mesmo apresentando varios potenciais, e estando ameacada de extingao,
poucos se conhece sobre essa espécie e as caracteristicas de seus frutos e
sementes.

Trabalhos com biometria sdo importantes, pois servem como base para
selecédo de plantas em estudos com a mesma e também auxiliam na diferenciagéo
de espécies do mesmo género assim como permitem observar a existéncia de
variabilidade genética dentro de populagées da mesma espécie (CRUZ et al., 2003;
GUSMAO, VIEIRA e FONSECA, 2006).
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Tendo em vista a problematica relacionada a espécie, o presente trabalho tem
como objetivo realizar analises biométricas de frutos despolpados e sementes de B.
Eriospatha através da determinagdo das medias para didmetro longitudinal e
equatorial dos frutos despolpados e ainda da altura em sementes; quantificagdo da
massa fresca dos frutos e numero de sementes presente nos mesmos e

determinagao do grau de umidade das sementes de B. Eriospatha
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2 MATERIAL E METODOS

Os frutos foram coletados no chdao em uma populacdo de B. eriospatha no
municipio de Curitibanos — SC, uma vez coletados os mesmos foram beneficiados
com varias lavagens em agua corrente para retirada de vestigios de polpa e
impurezas e entdo secos a sombra. Apds o beneficiamento foram tomados
aleatoriamente 100 pirénios (frutos despolpados) e com o auxilio de paquimetro
digital (figura 6), e balanca analitica determinou-se o didmetro equatorial (DE), o
diametro longitudinal (DL) e a massa fresca (MF).

Apoés tomadas as medidas dos diasporos os mesmos foram abertos com
auxilio de martelo e alicate para o isolamento das sementes. Uma vez isoladas as
sementes, se contabilizou o numero de sementes por fruto.

Nas sementes, também com o auxilio de paquimetro digital, determinou-se as
medidas para DL, DE e a altura (H). Conforme metodologia citada por Brasil (2009)
determinou-se o grau de umidade das sementes. Os dados obtidos foram submetido
a analises estatistica descritivas para os valores de DL, DE, MF e numero de
sementes por fruto. Na figura 5A e 5B pode se observar esquema de como foram
feitas as medi¢cdes nas sementes e em frutos SA.

DL

i

DE

A B

Figura 5: Esquema de medi¢cdes nas sementes de B. eriospatha. Fonte: Produg&o prépria do autor.
(A) Vista superior. (B) Vista lateral. (DL) didametro longitudinal; (DE) didmetro equatorial; (H) altura.
Setas indicam a posigdo do opérculo na semente.
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Figura 6: Passos da biometria de frutos e sementes de B. eriospatha. Fonte: Produgéo prépria do
autor. (A) Populagdo de coleta; (B) Beneficiamento; (C) Pirénio (endocarpo mais sementes); (D)
Sementes isoladas de um mesmo fruto; (E) Determinacdo do didmetro longitudinal e (F)
Determinacéo do teor de agua das sementes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da biometria dos frutos e sementes de B. eriospatha podem ser
observados nas tabelas 5 e 6.

A Tabela 6 traz as médias das medidas tomadas dos frutos de butia. Pode-se
observar que n&o houve grandes variagdes nos tamanhos dos frutos ja que os
desvios padrdes para DL e DE foram pequenos. A maior variagao foi observada no
numero de sementes por fruto que apresentou um valor médio de 1,95 com desvio
padrao de 0,64. Essa alta variagao se deve ao fato de que foram encontradas de 1 a
3 sementes por frutos. Esse dado ainda n&o foi descrito para a espécie B.
eriospatha. Enquanto, Moura et al.; (2010) descrevem para Butia capitata a nao
ocorréncia de mais de duas sementes por fruto, outros trabalhos com B. capitata
demostram a ocorréncia de nenhuma, 1, 2 ou 3 sementes, revelando que ha nessa
caracteristica grande variagdo a nivel de espécies e de género (RIVAS; BARILANI,
2004; PEDRON etal., 2004; MARCATO; PIRANI, 2006). Quando os frutos
continham uma semente apenas, a mesma ocupava todo o espago interno do
endocarpo. Com relagdo ao formato, os frutos apresentam uma relacdo meédia
DL/DE igual a 1,17. Uma vez que o didmetro longitudinal em média foi maior que o
didmetro equatorial, caracteriza os diasporos como tendo formado alongado. O valor
de massa fresca média encontrada esta diretamente relacionado com o numero de
sementes por fruto e a alturas das mesmas (Tabela 6) e por isso ndo apresenta
grande variagao, pois quando o numero de sementes diminui a altura das sementes
aumenta de modo que as sementes ocupem todo o espaco interno do endocarpo,

resultando em uma estabilidade na massa fresca dos frutos.

Tabela 5 - Biometria de frutos despolpados de B. eriospatha.

DL (mm) DE (mm) MF (g) Semente/Fruto

Frutos 15,13 (£1,23) 12,85 (21,15) 1,43( 0,36) 1,95 (+0,64)

FONTE: Producéo propria do autor. (DL) Didametro longitudinal; (DE) Didametro equatorial (MF) Massa
fresca.

Na tabela 6 podem ser observados os resultados da biometria das sementes
de B. eriospatha.
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Tabela 6 - Biometria de sementes de B. eriospatha.

Grau de umidade

DL DE H
(mm) (mm) (mm) %)

Sementes 10,18 (+0,86) 8,46 (£1,02) 5,43 (x3,41) 14,31

Fonte: Producéo propria do autor. (DL) Didmetro longitudinal; (DE) Didmetro equatorial; (H) Altura
Para as sementes, a variagdo nas medidas foi maior no quesito altura sendo

possivel encontrar sementes com altura variando de 2,02 mm a 8,84 mm.

As sementes de butia apresentaram grau de umidade de 14,31%. Valores
semelhantes s&o descritos para algumas espécies da familia Arecaceae
(RODRIGUES et al., 2015 ). Essa porcentagem baixa de umidade permite inferir que
as sementes de butid ndo apresentam comportamento recalcitrante uma vez que
para isso deveriam apresentar umidade entre 30 e 70 % (MARCOS FILHO, 2005),
porém, nao podem ser descritas como ortodoxas sem que mais estudos de
tolerancia a dessecacao, armazenamento e viabilidade para concluir a classificagao
das sementes dessa espécie de acordo com seu grau de umidade sejam

desenvolvidos
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4 CONCLUSAO

Realizadas as analises biométricas com frutos e sementes de B. eriospatha, é
possivel concluir que os frutos despolpados (pirénio) apresentam variagdes nas
medidas tomadas, sendo que a maior delas pode ser observada no numero de
sementes por fruto e na altura de sementes. Os pirénios sdo alongados e as
sementes apresentam um grau de umidade de 14,31%. As variagbes encontradas
mostram que existe grande variabilidade dentro da populagdo estudada. A analise
descritiva realizada nesse trabalho ndo levou em consideragdo caracteristicas
relacionadas a populagéo e componentes da mesma.

Mais estudos relacionados a biometria dos frutos e sementes, de modo a
descrever ndao apenas os frutos despolpados, mas realizar a caracterizagdo dos
frutos frescos, conhecer a composi¢cao da polpa, relacionar a biometria dos frutos e
sementes com a viabilidade e vigor das sementes, assim como estudar a diferenca
nas caracteristicas biométricas conforme caracteristicas ambientais da populacao
em outras populagdes, entre outros, sdo recomendados de modo a gerar mais

conhecimento sobre essa espécie e suas caracteristicas morfologicas.
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CONCLUSOES GERAIS

Percebe-se que ha grande campo de pesquisa disponivel para a espécie B.
eriospatha. Os resultados obtidos mostraram grande variagdo na maioria das
caracteristicas avaliadas nos frutos e sementes da populacdo estudada. Os
individuos centenarios presentes nessa populagcdo apresentaram meiose padrao,
que culmina na formagéo de graos de pdlen com altas taxas de viabilidade e com
estruturas especificas para garantir a polinizagdo eficiente e entdo formacédo de
sementes viaveis, possibilitando a obtencdo de mudas em grande escala
viabilizando o uso de B. eriospatha em trabalhos de restauragao e paisagismo, e ao

mesmo tempo, garantindo a conservagado da mesma.



