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RESUMO

xButyagrus nabonnandii ¢ uma palmeira hibrida, fruto do cruzamento entre Butia odorata e Syagrus
romanzoffiana, de distribuicdo restrita ao Brasil e Uruguai. Assim como os parentais, pertence a
subfamilia Arecoideae, tribo Cocoseae e subtribo Attaleinae. Cada vez mais, estudos demonstram a
relevancia da anatomia foliar como importante ferramenta taxondmica em Arecaceae. Outras
ferramentas, entretanto, sao citadas de interesse para a taxonomia, como exemplo, a biologia molecular.
Até o momento, a identificagao desse hibrido se deu apenas por meio da morfologia vegetal, revelando
que apresenta caracteres intermediarios de ambos os parentais. Este estudo avalia a origem hibrida de
xButyagrus nabonnandii por meio de ferramentas anatdmicas e moleculares, inferindo se a anatomia
vegetal e a biologia molecular correspondem a ferramentas taxonomicamente uteis. Foram coletadas
folhas dos trés tdxons, em cinco municipios do estado do Rio Grande do Sul, Brasil, durante 2021 e
2022. Para a abordagem anatomica, foram realizados cortes da por¢ao central da pina, considerando a
margem, regido intermediaria e nervura mediana. Para a abordagem molecular, inicialmente foram
testados diferentes métodos de preservacdo e maceragdo do DNA gendmico de folhas e estipe de xB.
nabonnandii. Em seguida, avaliou-se as regides sequenciadas da familia génica WRKY para
determinar sua efetividade na identificacdo de hibridos entre B. odorata e S. romanzoffiana. A anatomia
da pina provou ser util na identificacdo do hibrido, diferenciando-o das espécies parentais. O DNA
isolado de folhas e estipe de xXB. nabonnandii, independentemente do método utilizado, apresentou boa
qualidade, uma vez que as regioes genomicas de interesse foram amplificadas. Além disso, foi possivel
inferir a hibridizag¢do entre B. odorata e S. romanzoffiana, e assim, identificar o hibrido fruto desse
cruzamento. Esses resultados demonstraram que a anatomia vegetal e a biologia molecular sdo
ferramentas tdo valiosas quanto a morfologia vegetal para a identificacdo de xB. nabonnandii e

evidenciagdo da sua origem hibrida.

Palavras-chave: palmeira hibrida; taxonomia; anatomia foliar; DNA gendmico; familia génica

WRKY.



ABSTRACT

xButyagrus nabonnandii is a hybrid palm from the cross Butia odorata and Syagrus romanzoffiana,
restricted to Brazil and Uruguay. It belongs to the subfamily Arecoideae, tribe Cocoseae, and subtribe
Attaleinae as its parental species. Increasingly, leaf anatomy has become a central taxonomic tool in
Arecaceae. However, other tools, such as molecular biology, are considered of interest for taxonomy.
Thus far, the identification of this hybrid relied only on its morphology, which revealed intermediate
characters of both parents. This study evaluates the hybrid origin of xB. nabonnandii using anatomical
and molecular tools, inferring whether plant anatomy and molecular biology are taxonomically useful
tools. Leaves of the three taxa were collected in five municipalities of Rio Grande do Sul State, Brazil,
during 2021 and 2022. For the anatomical approach, the central portion of the pinna was sectioned,
including the margin, intermediate region, and midrib. For the molecular approach, first, different
methods of preservation and maceration of genomic DNA extracted from leaves and stipes of XB.
nabonnandii were tested. Next, we evaluated the sequenced regions of the WRKY gene family to
determine their effectiveness in identifying hybrids between B. odorata and S. romanzoffiana. Pinnae
anatomy proved useful in identifying the hybrid and differentiating it from the parental species. The
DNA isolated from leaves and stipes of xB. nabonnandii, regardless of the method, presented good
quality as the genomic regions of interest were amplified. In addition, it was possible to infer the
hybridization between B. odorata and S. romanzoffiana and, thus, identify the hybrid resulting from
this cross. These results demontrated that plant anatomy and molecular biology are tools as valuable

as plant mophology for identifying xB. nabonnandii and proving its hybrid origin.

Keywords: genomic DNA; hybrid palm; leaf anatomy; taxonomy; WRKY gene family.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 Hibridizacao natural em Arecaceae

Dentro das fanerdgamas, Arecaceae Schultz Sch. corresponde a uma das maiores e mais
importantes familias nas regides tropicais, tanto em niimero quanto em abundancia (Lima & Almeida
Jr., 2020), compreendendo cinco subfamilias, 181 géneros e aproximadamente 2600 espécies, com
predominio de concentracdo nas regides tropicais e subtropicais (Asmussen et al., 2006; Baker &
Dransfield, 2016). No Brasil, sdo notificados 87 géneros e 388 espécies (Soares et al., 2023), sendo
que para o estado do Rio Grande do Sul (RS), sdo reconhecidos cinco géneros, 15 espécies e dois
hibridos naturais (Soares et al., 2014a).

Os hibridos podem ocorrer onde as populagdes de espécies de ocorréncia natural e estreitamente
relacionadas se sobrepdem, onde as espécies em questdo tém sincronia no periodo fenoldgico, sucesso
na transferéncia de polen, auséncia de barreira quimica e compatibilidade genética (Vallejo-Marin &
Hiscock, 2016; Noblick, 2017a).

Em Arecaceae, ¢ comum a ocorréncia de hibridos naturais de origem interespecifica, com
registro na literatura envolvendo os géneros Phoenix L. (Pintaud et al., 2010; Gros-Balthazard, 2013;
Flowers et al., 2019), Attalea Kunth (Lorenzi, 2010) e Syagrus Mart. (Glassman, 1970; Noblick, 2012;
Soares et al., 2014b; Soares & Assis, 2015; Noblick, 2017a). Segundo Noblick (2017a), hibridos
naturais ocorrem com maior frequéncia em Syagrus em comparagdo com outros géneros de palmeiras,
razao ainda pouco especulada.

A formacao de hibridos naturais a partir de cruzamentos intergenéricos, entretanto, ja sao mais
raros no Brasil e envolvem o cruzamento entre Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman. com
espécies do género Butia (Becc.) Becc., formando o notogénero xButyagrus Vorster (Noblick, 2010a;
Soares et al., 2014a; Engels et al., 2021). At¢ o momento foram descritos trés hibridos de Butyagrus,
sendo eles: xB. nabonnandii (Prosch.) Vorster; xB. alegretensis K. Soares; e, XB. paranaensis Engels,
T.A.Meyer & K.Soares. Os dois primeiros ocorrem no estado do Rio Grande do Sul, envolvendo Butia
odorata (Barb. Rodr.) Noblick e Butia lallemantii Deble & Marchiori, respectivamente; e o terceiro,

no estado do Parand, envolvendo Butia eriospatha (Mart. ex Drude) Becc.

1.2 Butia odorata (Barb. Rodr.) Noblick

Butia (Becc.) Becc. ¢ um género monofilético, pertencente a subfamilia Arecoideae, tribo

Cocoseae ¢ subtribo Attaleinaec (Merrow et al., 2009, 2015; Baker & Dransfeld, 2016), reunindo,
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atualmente, 22 espécies com posi¢ao taxondmica clara e aceita (Azambuja & Pereira, 2022).

No Brasil, Butia odorata apresenta uma distribui¢do geografica natural restrita ao estado do Rio
Grande do Sul (Noblick, 2010), estendendo-se até o sudeste do Uruguai (Rivas ef al., 2017). No ambito
nacional, o Rio Grande do Sul corresponde ao segundo principal centro de diversidade e endemismo
do género (Eslabdo et al., 2016), onde B. odorata corresponde a principal espécie formadora do
ecossistema butiazal, que ¢ cada vez mais raro na paisagem em razao da expansao das areas agricolas
e urbanas (Portelinha e al., 2020). Areas continuas dessa fitofisionomia podem ser ainda observadas
nos municipios gauchos de Tapes e Barra do Ribeiro (Marchi et al., 2018).

No bioma Pampa, Butia odorata corresponde a espécie do género com mais ampla distribuigao,
com ocorréncia concentrada na Encosta e Serra do Sudeste e na Planicie Costeira na regido sul do
estado, desde Viamao ao norte até¢ Santa Vitoria do Palmar no sul (Eslabao ef al., 2015). Frequente ¢
também a sua presenca ao longo das estradas, disseminadas, nao intencionalmente, pelo homem e pela
fauna (Soares et al., 2014a).

Apesar de estar amplamente distribuida pelo territorio onde ocorre naturalmente, Butia odorata
atualmente consta na lista de espécies da flora ameagada da IUCN (2012), na categoria vulneravel
(VU) e também na lista de espécies ameagadas de extingdao da flora do Rio Grande do Sul (FZB/RS,
2014), na categoria em perigo de extingdo (EN).

1.3 Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman

Assim como Butia, Syagrus corresponde a um género monofilético, pertencente a subfamilia
Arecoideae, tribo Cocoseac e subtribo Attaleinae (Merrow et al. 2009, 2015; Baker & Dransfield, 2016;
Noblick, 2017a), compreendendo, atualmente, 69 espécies e duas subespécies (Noblick 2017a, 2018;
Soares & Guimaraes2019; Sant’ Anna-Santos et al. 2023a, 2023b).

Syagrus romanzoffiana corresponde dentro do género, a palmeira com mais ampla distribuicao
natural e a mais cultivada no paisagismo urbano e rural (Soares, 2020). Apresenta uma ampla
distribuicdo geografica pela América do sul, estando representada no Brasil, Paraguai, Uruguai e
Argentina (Noblick, 2010b; Noblick, 2017a). No Brasil, pode ser encontrada em uma variedade de
habitats, especialmente florestais, abrangendo os estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana,
Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e

Goias (Noblick, 2017b).
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1.4 xButyagrus nabonnandii (Prosch.) Vorster

No inicio do século XX, Barbosa Rodrigues (1903) foi quem pela primeira vez relatou a
presenca de individuos supostamente hibridos, oriundos do cruzamento natural entre S. romanzoffiana
(na época Cocos romanzoffiana Cham.) e B. odorata (na época Cocos pulposa Barb. Rodr.), na ilha
Del Padre, no Uruguai, fazendo uma primeira descricao morfologica comparativa.

Apesar da hibridizacdo entre essas duas espécies ocorrer de forma natural em areas onde sao
simpatricas, na Europa, esses hibridos estavam sendo produzidos de forma artificial. No final do século
XIX, por exemplo, o viveirista francés Paul Nabonnand ja havia realizado a hibridizagao entre S.
romanzoffiana (na época Arecastrum romanzoffianum australe Beccari) e B. odorata (na época Butia
capitata var. pulposa Beccari).

Na obra de Proschowsky (1921), além da descricdo morfologica comparativa do hibrido com
seus parentais, sua nomenclatura foi pela primeira vez sugerida. O autor propos nomear o hibrido de
Nabonnand como Butiarecastrum nabonnandi, criando um notogénero, juntando os nomes dos
parentais e dedicando o epiteto especifico ao seu criador (Tournay, 2009). Mais tarde, para atender as
normas do Codigo Internacional de Nomenclatura Botéanica, o hibrido foi renomeado xButiarecastrum
nabonnandii (Moore, 1982).

No Brasil, o primeiro relato de uma suposta hibridizacao natural entre essas duas espécies
consta no trabalho de Burret (1940), cujo autor e na época professor do Jardim Botanico de Berlim em
passagem pelo Brasil, analisou fotos de uma palmeira de ocorréncia natural na cidade de Porto Alegre,
estado do Rio Grande do Sul (RS). O autor observou que o espécime apresentava um misto de
caracteres morfologicos vegetativos e reprodutivos de S. romanzoffiana (na época Arecastrum
romanzoffianum (Cham.) Beccari) e de B. odorata (na época Butia capitata (Mart.) Beccari), e sup0s
tratar-se de um hibrido entre esses dois tdxons. Apesar de ja batizado, nesta obra o autor nao se referiu
ao suposto hibrido por meio do nome cientifico, supostamente por desconhecimento da obra de
Proschowsky (1921).

Com as atualizacdes na nomenclatura cientifica, o género Arecastrum (Drude) Beccari foi
posteriormente substituido por Syagrus, e o botanico Vorster alterou o género do hibrido para
Butyagrus, definindo xButyagrus nabonnandii (Proschowsky) Vorster como a nomenclatura oficial
(Vorster, 1990). Nessa obra, Vorster também indicou o lectétipo (Fig. 1), uma vez que o exemplar tipo
ndo foi mencionado na publicagdo de Proschowsky (1921).

Posteriormente, xButyagrus nabonnandii teve sua morfologia externa mais bem detalhada em
Noblick (2010) e em Soares et al. (2014a). Recentemente, Rosa et al. (2023) apresentaram descritores

morfologicos inéditos para este hibrido, fazendo uma analise morfométrica comparativa entre ele e
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seus parentais, abrangendo quatro populacdes naturais, bem como avaliaram a varia¢do fenotipica

interpopulacional e o processo germinativo do hibrido.

Figura 1. Lectotipo de xB. nabonnandii (Prosch.) Vorster, fruto de cruzamento artificial.
Fonte: Proschowsky (1921)

1.4.1 Relatos de ocorréncia e registro de xB. nabonnandii no Rio Grande do Sul (RS)

No estado do Rio Grande do Sul (Brasil), foi relatada a ocorréncia natural de XB. nabonnandii
em pelo menos 11 municipios (Fig. 2). A maioria dos relatos foi feita de forma informal por
profissionais que conhecem esse hibrido. Na literatura, entretanto, constam os registros em Pelotas
(Noblick, 2010), Sao Vicente do Sul (Soares et al., 2014a; Rosa et al., 2023), Venancio Aires (Oliveira-
Neves et al., 2022; Rosa et al., 2023), Cachoeira do Sul (Rosa et al., 2023), Manoel Viana (Rosa et al.,
2023) e Porto Alegre (Burret, 1940; Rosa et al., 2023).
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Mapa de registros atuais do hibrido
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Figura 2. Municipios do estado do Rio Grande do Sul (Brasil) onde a ocorréncia de xButyagrus
nabonnandii (Prosch.) Vorster foi relatada e registrada. Fonte: Autores.

1.5 Implicacées da anatomia foliar em Arecaceae

Tomlinson (1961) destacou a importancia da anatomia foliar na identificacdo de palmeiras.
Neste sentido, a anatomia foliar ndo somente tem sido uma ferramenta util taxonomicamente, como
também tem sido usada para sugerir relagdes sistematicas em Arecaceae.

Dentro dessa familia, os trabalhos anatomicos envolveram especialmente a subfamilia
Arecoideae, contemplando as tribos Cocosae (Noblick, 2013, 2017b; Noblick et al., 2014; Firmo et al.,
2021; Noblick & Sant’ Anna-Santos, 2021; Sant’ Anna-Santos, 2021; Martins et al., 2015; Defaveri et
al., 2015; Pinedo et al., 2016; Sant’ Anna-Santos et al., 2015, 2018, 2023a, 2023b, 2023¢; Vianna et
al., 2017; Vianna, 2017), a tribo Euterpeae (Silva & Potiguara, 2008), e a tribo Iriarteeae (Kikuchi et
al., 2016).

Cabe destacar também os estudos de Noraini et al. (2012) e Silva & Lemos (2020) envolvendo
a subfamilia Phoeniceae, ambos com foco na tribo Trachycarpeae; e o trabalho de Sanin & Galeano
(2011) com a subfamilia Ceroxyloideae, tribo Ceroxyleae. Na subfamilia Calamoideae, Guevara et al.

(2011) foram capazes de distinguir os trés géneros da subtribo Mauritiinae (tribo Lepidocaryeae), sem
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contudo, conseguirem separar as espécies usando a anatomia da pina.

Em particular na tribo Cocoseae, foco do presente estudo, e considerando especialmente os
géneros Butia e Syagrus, a anatomia vem se mostrando cada vez mais util na circunscri¢do de espécies
dentro desses dois tdxons, sendo uma ferramenta tao importante quanto a morfologia vegetal. Glassman
(1979) conseguiu separar, com base em caracteres anatdmicos da pina, algumas espécies de Butia entdo
classificadas dentro de Syagrus (Glassman 1970), reconsiderando-o como um género valido.

Caracteres anatémicos da pina e morfoldgicos reprodutivos (bractea peduncular e posi¢ao dos
poros no endocarpo) se mostraram relevantes para transferir duas espécies de Syagrus (S. campicola e
S. leptospatha) para Butia (Noblick 2004, 2006). Mais tarde, de acordo com caracteres morfologicos,
como tamanho e formato do endocarpo, Noblick (2010) diferenciou B. capitata de B. odorata, cuja
separacao foi corroborada posteriormente por dados anatdmicos obtidos por Sant’ Anna-Santos et al.
(2015).

Novamente a anatomia foliar foi considerada na descrigdo de novas espécies de Arecaceae, a
exemplo do trabalho recente de Sant’ Anna-Santos (2021), que descreveu uma nova espécie de Butia,
B. buenopolensis B. F. Sant’Anna-Santos; de uma nova espécie de Syagrus, S. carvalhoi B. F.
Sant’ Anna-Santos (Sant’ Anna-Santos et al. 2023a); além de definir um novo status e nova combinagao
de Syagrus, S. cabralensis (Noblick & Lorenzi) B. F. Sant’Anna-Santos (Sant’Anna-Santos et al.
2023b).

1.6 Implicacdes da biologia molecular na taxonomia

Estudos taxondomicos vém utilizando diferentes ferramentas complementares como a
morfologia, bioquimica e genética, agregando informacdes para fazer inferéncias a respeito dos tdxons
estudados (Zolet et al., 2013). No que tange a biologia molecular, o atual sistema de classificacao
botanica, o APG (Grupo de Filogenia de Angiospermas), lanca mao dessa ferramenta para classificar
ordens e familias das plantas com flor, que teve sua primeira versdao publicada em 1998 e est4 na sua
quarta versao (APG IV, 2016). Esse sistema representa importantes avancos metodologicos e
conceituais para classificagdo das espécies e grupos, principalmente pelo método ndo se limitar a
classificagdo, possibilitando investigagdes acerca dos padrdes de relacionamento entre as espécies e
suas relagdes evolutivas (Judd et al., 2009).

A biologia molecular vem sendo muito til em abordagens filogenéticas, onde no passado as
filogenias eram baseadas apenas em evidéncias morfologicas e anatdmicas, agora sao denominadas
“taxonomia integrativa” pela diversidade de areas que abrange, como a ecologia, quimica, biologia

molecular, ontogenia, bioinformatica, na busca de dados mais robustos, os quais podem gerar
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evidéncias mais conclusivas (Chase et al., 2016).

No que tange a identificagdo de hibridos por meio da biologia molecular, uma ampla gama de
marcadores genéticos estdo disponiveis baseados em variagcdes do DNA (Gros-Balthazard, 2013). A
utilizacao de marcadores RAPD (DNA polimoérfico amplificado ao acaso) e de isoenzimas sao alguns
exemplos usados na palmeira do género Phoenix para diferenciar populacdes e também supostos
espécimes hibridos fruto de cruzamentos interespecificos (Gonzalez-Pérez et al., 2004; Gonzalez-Pérez
& Sosa, 2009; Flowers et al., 2019). Outro tipo de marcador que vem sendo utilizado na identificacao
de hibridos s3o os marcadores microssatélites (SSR), que sdo altamente varidveis, e por isso, capazes
de tal inferéncia (Gros-Balthazard, 2013). Os SSR ja tém sido amplamente usados na identificacdo de
hibridos de espécies de cultivo, como o arroz (Gealy et al., 2002; Goulart et al., 2011), espécies de

Citrus (Cristofani ef al., 2001) e milho (Grassi ef al., 2015).

1.6.1 Utilizacio da familia génica WRKY em Arecaceae

Proteinas WRKY sdo fatores de transcricdo planta-especificos, compreendendo uma grande
familia génica, associados a regulacao de respostas a estresses bidticos e abidticos, bem como a outros
fatores, como senescéncia, crescimento vegetal e formacao embrionaria (Eulgem ef al., 2000; Borrone
et al., 2004; Zhang & Wang, 2005). Esses fatores de transcricdo t€ém uma sequéncia de aminoacidos
bem preservada, o dominio WRKYGQK, do qual originou seu nome. Os genes WRKY sao amplamente
e predominantemente distribuidos em plantas, estando ausentes em animais e fungos (Zhang & Wang,
2005).

Em Arecaceae, essa familia génica foi considerada pela primeira vez no trabalho de Mauro-
Herrera et al. (2006), que desenvolveram 10 marcadores informativos de sequéncias WRKY de Cocos
nucifera L., com o intuito de estimar a diversidade genética de variedades de cultivares dessa palmeira
de relevante importancia econdmica. Os resultados foram entdo apresentados no trabalho de Mauro-
Herrera et al. (2007), onde mostraram a relevancia da familia génica WRKY na avaliacdo da estrutura
populacional desses diferentes cultivares, além de complementar informagdes geradas por outros
marcadores moleculares.

Tendo em vista o sucesso do uso de sequéncias génicas WRKY nesses estudos envolvendo
Arecaceae, Meerow et al. (2009) lancou mao de sete loci WRKY originalmente isolados de C. nucifera
(Mauro-Herrera et al., 2006), com o objetivo de reconstruir as relagdes filogenéticas dentro da subtribo
Atteleinae (Arecaceae). Posteriormente, considerando a utilidade dos loci WRKY na inferéncia
filogenética nessa familia, Merrow et al. (2015) ampliaram sua analise filogenética e, utilizando seis

loci WRKY, discutiram a evoluc¢ao de taxons dentro da tribo Cocoseae (Arecaceae), bem como sua
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historia biogeografica.
Mais recentemente, com o intuito de construir uma arvore filogenética mais atualizada do
género Butia, marcadores WRKY vém sendo utilizados em espécies do sul do Brasil (Azambuja et al.,

em andamento).

1.6.2 Marcadores SNP (Polimorfismo de Nucleotideo ﬁnico)

Variagdes por substituicdo em um Unico par de nucleotideos de um determinado gene sdo chamadas
de Polimorfismo de Nucleotideo Unico, do inglés Single Nucleotide Polimorfism (SNP) (Filho et al.,
2021).

Segundo Caetano (2009), os marcadores SNP tem como base as alteragdes mais elementares da
molécula de DNA, ou seja, mutagdes em bases Unicas da cadeia de bases nitrogenadas (Adenina,
Citosina, Timina e Guanina), que podem ocorrer em regides codificadoras ou com fun¢ao regulatoria,

porém, na maior parte das vezes sdo encontrados em espagos intergénicos, sem fungao determinada.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

- Avaliar a origem hibrida de xButyagrus nabonnandii por meio de analises anatomicas e moleculares,
inferindo se a anatomia vegetal e a biologia molecular correspondem a ferramentas taxonomicamente

uteis.

2.2 ESPECIFICOS

- Descrever a anatomia foliar de XB. nabonnandii, verificando se o seu arranjo anatomico ¢ util na sua

identificacdo e diferenciagdo de seus parentais;

- Testar a eficiéncia de métodos de preservacao e de maceracao de materiais bioldgicos na extragdo de

DNA gendmico de XB. nabonnandii, avaliando quali-quantitativamente o DNA obtido;

- Inferir a possibilidade de identificacao de hibridos entre Butia odorata e Syagrus romanzoffiana por

meio de analises de sequéncias génicas da familia WRKY.
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Abstract

Anatomical studies of the leaf blade have been used to complement the morphological data and aid
circumscription and identification in Arecaceae. The hybrid palm xButyagrus nabonnandii results from
the natural cross between Butia odorata and Syagrus romanzoffiana. This study aimed to verify if the
leaf anatomy can help identify the hybrid and differentiate it from the parental taxa. Samples from the
middle portion of the pinnae were collected and subjected to the usual techniques for light microscopy.
Three portions of the pinnae were sampled: margin, intermediate region, and midrib. The main
characteristics considered were the arrangement of non-vascular fibre bundles and vascular bundles.
Pinnae anatomy proved to be useful in the identification of xB. nabonnandii, because it showed a
unique pattern, highlighting the importance of leaf anatomy in differentiating the hybrid from parental
taxa. The three regions proved useful, but the midrib presented more diagnostic characters than the
margin and intermediate regions. The pinnae anatomy of the hybrid was a mixture of parental taxa’s
characters, similar to the external morphology.

Key words: Butia; hybrid palm; plant anatomy; Syagrus; taxonomy.

Resumo

Estudos anatomicos da lamina foliar tém sido usados para complementar os dados morfologicos e
ajudar na circunscricdo taxondmica em Arecaceae. A palmeira hibrida x Butyagrus nabonnandii é o
resultado de cruzamento natural entre Butia odorata e Syagrus romanzoffiana. Objetivou-se verificar
se a anatomia foliar pode ajudar na identifica¢ao do hibrido, bem como diferencia-lo dos faxa parentais,
ajudando em possiveis diividas sobre a identificagdo taxondmica envolvendo esses trés taxa. Amostras
da por¢do mediana da pinas foram coletadas e sujeitas a técnicas usuais para microscopia optica. Trés
regides da pina foram amostradas: margem, regido intermediaria e nervura central. O arranjo das fibras
e feixes vasculares foram os principais caracteres considerados. Anatomia da pina provou ser util na
identificacao de xB. nabonnandii, porque mostrou um padrdo Unico, o que prova a ajuda da anatomia
foliar na diferenciagdo do hibrido dos faxa parentais. As trés regides provaram ser uteis, mas a nervura
central apresentou mais caracteres diagndsticos em comparacdo a margem e regido intermedidria. A
anatomia do hibrido revelou um misto de caracteres de ambos os parentais, da mesma maneira como ¢
observado na morfologia externa.

Palavras-chave: Butia; palmeira hibrida; anatomia vegetal; Syagrus; taxonomia.
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Introduction

Arecaceae comprises five subfamilies, 181 genera, and approximately 2600 species
concentrated in tropical and subtropical regions (Asmussen et al. 2006; Baker & Dransfield 2016). In
Brazil, there are 87 genera and 388 species (Soares ef al. 2023). In Rio Grande do Sul State, five genera
are recognised, with 15 species and two natural hybrids (Soares ef al. 2014a).

In Arecaceae, interspecific crosses are common, as those between species of the Syagrus genus,
with 11 natural hybrids already documented in Brazil (Glassman 1970; Noblick 2012; Soares et al.
2014b; Soares & Assis 2015; Noblick 2017a). However, natural hybrids from intergeneric crosses are
rare. These intergeneric hybrids originate from the cross between Syagrus romanzoffiana (Cham.)
Glassman. and a species belonging to the Butia genus, creating the nothogenus xButyagrus Vorster. In
Brazil, three nothospecies were recorded: XB. nabonnandii (Prosch.) Vorster, xB. alegretensis K.
Soares, and XB. paranaensis Engels, T. A. Meyer & K. Soares. The first two nothospecies are endemic
to Rio Grande do Sul, while the third occurs in the central southern region of the Parana State (Noblick
2010; Soares et al. 2014a; Engels et al. 2021; Oliveira-Neves et al. 2022; Rosa et al. 2023).

Leaf anatomy has been useful in identifying several Arecaceae species and to infer systematic
relationships within the family (Silva & Potiguara 2008; Sanin & Galeano 2011; Noraini ef al. 2012;
Noblick 2013, 2017b, 2018; Sant’ Anna-Santos et al. 2015, 2018, 2023a, 2023b, 2023c; Martins et al.
2015; Defaveri et al. 2015; Kikuchi et al. 2016; Pinedo et al. 2016; Vianna 2017; Vianna et al. 2017,
Silva & Lemos 2020; Firmo et al. 2021; Noblick & Sant’ Anna-Santos 2021; Sant’ Anna-Santos 2021).
An example of leaf anatomy’s importance for Arecaceae taxonomy is Butia, first considered a section
of Syagrus by Glassman (1970). Later, he performed a systematic survey of the leaf anatomy in Syagrus
(Glassman 1972), which prompted him to reinstate Butia as a valid genus (Glassman 1979).

Over the years, leaf anatomical studies became prominent together with morphological data to
evaluate the circumscription in Butia (Tomlinson et al. 2011; Sant’ Anna-Santos et al. 2015, 2018;

Sant’ Anna-Santos 2021; Noblick & Sant’ Anna-Santos 2021) and Syagrus (Glassman 1970; Leite &
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Scatena 2001; Tomlinson et al. 2011; Firmo et al. 2021; Noblick 2013, 2014, 2017b, 2018; Sant’ Anna-
Santos et al. 2023a; 2023b; 2023c¢).

X Butyagrus nabonnandii is the result of a cross between B. odorata (Barb. Rodr.) Noblick and
S. romanzoffiana, with a natural geographic distribution in the Rio Grande do Sul State (Brazil) and in
the southeastern region of Uruguay (Noblick 2010; 2011; Rivas et al. 2017; Oliveira-Neves et al. 2022;
Rosa et al. 2023). However, artificially bred specimens of this hybrid have been cultivated in Europe
and the USA since the end of the 19th century (Tournay 2009). Currently, the description and
identification of this hybrid are based solely on morphological characters (Noblick 2010; Soares ef al.
2014a; Rosa et al. 2023), but leaf anatomy could refine the process.

Therefore, this study aimed to verify if the leaf anatomical arrangement in xB. nabonnandii is

useful in identifying the hybrid and differentiating it from both parental faxa.

Materials and Methods

Specimens of xB. nabonnandii, B. odorata and S. romanzoffiana were surveyed in the field in
five municipalities of Rio Grande do Sul: Venancio Aires, Porto Alegre, Cachoeira do Sul, Manoel
Viana and Sao Vicente do Sul (Fig. 1). Vouchers were deposited in the Bruno Edgar Irgang Herbarium
(HBEI) at the Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA). Complete voucher information is
available as supplementary material (Tab. S1). Specimens of the hybrid representative of each
municipality evaluated are shown in Figure 2.

Leaf samples for anatomical analysis were collected from five specimens of B. odorata and S.
romanzoffiana at each municipality and a total of 17 specimens of xB. nabonnandii. For the anatomical
data, the pinnae were sampled from the middle of the leaves and sectioned into three portions: leaf
margin, midrib portion, and the intermediate region between the former and the latter (Firmo et al.
2021). The previously collected dried samples were subjected to a herborisation reversion process

adapted from Meira & Martins (2003), then softened according to Firmo ef al. (2021). Next, they were
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dehydrated and stored in 70% ethyl alcohol. After that, the samples were freehand-sectioned with a
disposable razor blade following Firmo et al. (2021). The microscopic features were measured and
examined by bright-field microscopy using an Axio Imager A2 microscope (Carl Zeiss, Germany)
equipped with Axiocam MRc (Carl Zeiss, Germany) and the ZEN 2 v 4.0 software. The distribution of
the three sampled faxa was mapped using QGIS v.3.10.13 (QGIS.org 2020), and municipalities data
were taken from IBGE (2018).

The qualitative anatomical characters examined in the present study follow Glassman (1972),
Noblick (2013, 2017b), and Noblick & Sant’Anna-Santos (2021). For the pinnae margin and
intermediate region, the following characteristics were analysed: (1) vascular bundles with exaggerated
fibrous sheath; (2) vascular bundles arrangement and location in the mesophyll; and (3) location and
size of non-vascular fibre bundles (henceforth fibre bundles). For the midrib, the following
characteristics were analysed: (1) shape; (2) number of collateral bundles; (3) connection to the
hypodermis, (4) abaxial projection of the fibrous ring (MFR); (5) accessory bundles partially or
completely surrounding the MFR; and (6) expansion tissue. The terminology adopted here for leaf
anatomical descriptions follows Noblick (2013a, 2017b) for the margin and Glassman (1972) and

Firmo et al. (2021) for midrib and intermediate regions.
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Figure 1 - Distribution maps of the specimens sampled of XButyagrus nabonnandii, Butia odorata and

Syagrus romanzoffiana in Rio Grande do Sul State, Brazil.

Figure 2 — a-f. General view of representatives of xB. nabonnandii. a-b. co

llected in Venancio Aires;

c. collected in Porto alegre; d. collected in Sdo Vicente do Sul; e. collected in Cachoeira do Sul; f.

collected in Manoel Viana. Rio Grande do Sul State, Brazil.
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Results and Discussion

Intermediate region

Two patterns of arrangement of fibre bundles and vascular bundles were observed in XB.
nabonnandii. The more common is pattern 1, which is characterised by the fibre bundles attached to
the adaxial hypodermis, tertiary vascular bundles attached to both surfaces (adaxial and abaxial) and
rare minute fibre bundles (Fig. 3a). Pattern 2 is characterised solely by tertiary vascular bundles
attached to both surfaces (Fig. 3b).

The vascular arrangement in B. odorata is clearly mirrored because the vascular bundles on the
adaxial side are more or less reflected on the abaxial side (Fig. 3c), as shown by Sant’ Anna-Santos et
al. (2018) and also observed in other Butia species (Noblick 2014). In specimens of B. odorata studied
here, the abaxial surface possesses, near the primary vascular bundles, smaller tertiary vascular
bundles, which are not attached to the hypodermis (Fig. 3c), corroborating previous descriptions (see
Sant’ Anna-Santos ef al. 2015, 2018; Noblick & Sant’ Anna-Santos 2021).

In Syagrus, the presence and relative abundance of fibre bundles on adaxial and abaxial surfaces
were some of the criteria Glassman (1972) used to separate groups within Syagrus. For example, S.
romanzoffiana is characterised by the presence of fibre bundles attached only to the adaxial hypodermis
(Glassman 1972; Noblick 2013, 2017b) (Fig. 3d). On the abaxial surface, Syagrus has the same pattern
observed in the hybrid, where minute fibre bundles and tertiary vascular bundles are observed
(Glassman 1972; Noblick 2013, 2017b, 2018; Firmo et al. 2021; Sant’Anna-Santos et al. 2023a,
2023b), and observed in S. romanzoffiana (Fig. 3d).

The fibre and vascular bundles arrangement of xB. nabonnandii is easily distinguishable from
the parental faxa but is a mixture of both species. Pattern 1 (Fig. 3a) shows this mixture of both parents’
characteristics, while pattern 2, seen in Figure 3b, excludes a possible Butia specimen due to the lack

of a typical mirrored arrangement.
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Margin

In xB. nabonnandii, it was observed only one tertiary vascular bundle with exaggerated fibrous
sheath in the margin (Fig. 3e-f) and variation in the shape of the margin in transverse sections:
quadrangular (Fig. 3e) and deltoid (Fig. 3f).

According to Sant’ Anna-Santos et al. (2018), some specimens of Butia simultaneously have
deltoid and quadrangular margins, showing that this character is unreliable. However, the Butia odorata
specimens analysed in the present study always showed a quadrangular margin with two tertiary
bundles; the abaxial bundle has an exaggerated fibrous sheath compared to the adaxial bundle (Fig.
3g).

Pinnae margin has identified Syagrus species effectively, showing variations in anatomical
patterns (Noblick 2013, 2017b; Noblick et al. 2014). Noblick (2013) developed an identification key
based solely on anatomical characters of the pinnae margin for acaulescent Syagrus species because
morphology alone could not identify certain species complexes. Noblick (2017b) discussed this
variation in faxa of wide geographic distribution, such as Syagrus glazioviana Becc. This author
hypothesised that these differences could either represent intraspecific variation or mean that the
species is, in fact, a complex of several closely related unresolved species. However, as shown by
Sant’ Anna-Santos et al. (2023b) in Syagrus carvalhoi B.F. Sant’ Anna-Santos, a narrow endemic could
also show this variation. In S. romanzoffiana, for example, two patterns were observed by Noblick
(2017b): the first in specimens collected in Brazil and the second in specimens collected in Paraguay.
The S. romanzoffiana specimens studied here are similar to the specimens from Paraguay studied by
Noblick (2017b), where the margin has a quadrangular shape and has only a single tertiary bundle with
exaggerated fibrous sheath (Fig. 3h). This might be explained by greater proximity of the collection
areas of the present study to the territory of Paraguay. Syagrus romanzoffiana is one of the most widely
distributed species in South America and is known to be polymorphic in response to differences in soil

and altitude, which has been widely discussed in the literature (Noblick 2017a).



26

Figure 3 — a-b, e-f. Pinnae anatomy of XButyagrus nabonnandii; c, g. Butia odorata; d, h. Syagrus
romanzoffiana under light microscopy (transverse sections); a-d. Intermediate region; e-h. Margin; a-
b. Pattern 1 and 2 of fibre and vascular bundles arrangement, respectively; c¢. Mirrored anatomy; d.
Non-mirrored anatomy; e, g-h. Quadrangular shape; f. Deltoid shape; Tertiary vascular bundles (white
arrows); fibre bundles on the adaxial surface (black arrows); minute vascular bundles (white
arrowheads); fibres on the abaxial surface (black circles); vascular bundle with an exaggerated fibrous
sheath in the leaf margin (black arrowheads). Fi, fibres; PVB, primary vascular bundle; SVB,
secondary vascular bundle; TVB, tertiary vascular bundle. Scale bars: 200 um.

Midrib

In XB. nabonnandii, the midrib is truncate, ranging from less (Fig. 4a) to more vertically
elongated (Fig. 4b). The main vascular system is composed of 4 to 10 collateral bundles (Fig. 4a-b)
and is surrounded by a continuous fibrous ring, projected abaxially and not connected to the abaxial
hypodermis. Moreover, accessory vascular bundles around the fibrous ring are present, surrounding it

completely (Fig. 4a) or not (Fig. 4b), and at least one has an exaggerated fibrous sheath. In addition,
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non-vascular fibres surround the fibrous ring and can also be present in the expansion tissue. The
expansion tissue is interrupted and is formed by three (Fig. 4a) to four (Fig. 4b) layers of expansion
cells.

Butia odorata and S. romanzoffiana midribs present some similarities when compared to xB.
nabonnandii. The main similarities are the midrib shape, number of collateral bundles in the midrib
main vascular bundle (more than three), continuous fibrous ring and an interrupted expansion tissue
(Fig. 4c-d).

In B. odorata, tibre bundles around the fibrous ring and in the expansion tissue were absent (Fig.
4c). Only accessory bundles surrounding completely the fibrous ring were observed, with two of them
showing sclerenchymatic sheath reinforcement in the adaxial surface (Fig. 4c). This last character is
an important taxonomic character for Butia as shown by Sant’ Anna-Santos et al. (2018). In general,
the presence of non-vascular fibres around the fibrous ring and in the expansion tissue was not observed
in Butia (Sant’ Anna-Santos ef al. 2015, 2018; Sant’ Anna-Santos 2021; Noblick & Sant’Anna-Santos
2021). The midrib is useful for the Butia taxonomy (Glassman 1972; Sant’ Anna-Santos et al. 2015,
2018; Noblick & Sant’ Anna-Santos 2021; Sant’ Anna-Santos 2021).

In Syagrus, the midrib also showed important diagnostic characters for distinguishing species
(Glassman 1972; Firmo et al. 2021; Sant’ Anna-Santos et al. 2023a, 2023b). In Firmo et al. (2021),
e.g., the authors suggested the existence of a fourth new taxon for the genus, recently described in
Sant’ Anna-Santos et al. (2023c). In S. romanzoffiana specimens analysed here, non-vascular fibres
were observed only around the fibrous ring and in the expansion tissue (Fig. 4d). In several species of
Syagrus, the presence of non-vascular fibres in the midrib is a common feature, according to other
authors (Glassman 1972; Firmo et al. 2021; Sant’ Anna-Santos 2023a, 2023b, 2023¢c). However, to our
knowledge, this is the first report of S. romanzoffiana’s midrib anatomical structure with images.

The comparative description of the anatomical characters from the intermediate region, margin,

and midrib of S. romanzoffiana, B. odorata and xB. nabonnandii are shown in Table 2.
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Pinnae anatomy proved to be useful in the identification of the hybrid xButyagrus nabonnandii
and also differentiate it from both parental taxa. In addition to the morphlogical aspects, the recognition
of a hybrid individual in areas where Butia and Syagrus are sympatric, and even of specimens deposited
in herbaria, can be done using an easy and fast method of leaf anatomy analysis. The three regions
proved to be useful, but the midrib presented more diagnostic characters in comparision with margin
and intermediate region. The pinnae anatomy of the hybrid revealed a mix of characters of both parental

taxa, of the same way as is observed in the external morphology.

Figure 4 — a-d. Tranversal sections of midrib region under light microscopy — a-b, e-f. x Butyagrus
nabonnandii; c. Butia odorata; d, g-h. Syagrus romanzoffiana; a-c. accessory bundles around the
fibrous ring (white arrowheads); vascular bundles with sheath reiforcement (black arrowheads); a-b, d.
nonvascular fibers around the fibrous ring and in the expansion tissue (ET) (black circles); a-d.
expansion tissue interrupted (dotted white line); collateral bundles in the main vascular system (white
circles); e. Detail of b: nonvascular fiber (fi); accessory bundle (ab) with sheath reiforcement; f. Detail
of b: nonvascular fiber (fi); g-h. Detail of d: nonvascular fiber (fi). Scale bars: 100 pm.



Table 2 — Pinnae anatomy differences
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among XButyagrus nabonnandii, Butia odorata and Syagrus

romanzoffiana.
Characters x B. nabonnandii B. odorata S. romanzoffiana
Intermediate Region
Tertiary vascular bundles on the adaxial Present Present Absent
surface
Nonvascular bundles on the adaxial Absent/ Present Absent Present
surface
Leaf Margin
Shape Deltoid/Quadrangular Quadrangular Quadrangular
Number tertiary vascular bundles 1 2 1
Midrib
Accessory vascular bundles completely Absent/ Present Present Absent
surrunding the main vascular system
Number of accessory bundles with 1-2 2 0
exaggerated fibrous sheath
Expansion tissue (ET) estratification 34 4 4
Fibers around the fibrous ring Present Absent Present

Supplementary material

The following online material is available for this article: Table 1 - Detailed information for each

voucher of xButyagrus nabonnandii, Butia odorata and Syagrus romanzoffiana has been deposited in

the Bruno Edgar Irgang Herbarium (HBEI) at the Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA).
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Resumo

Ferramentas de identificagdo baseadas em DNA sdo de suma importancia em estudos genéticos de plantas, onde o
isolamento e a purificagdo sdo passos cruciais. O objetivo do presente estudo foi testar a eficiéncia de métodos de
conservacdo ¢ de maceragdo de materiais biologicos na extracdo de DNA gendmico de folha e estipe de x
Butyagrus nabonnandii (Prosch.) Vorster. Os dados foram analisados com ajuda do software Genes via analise de
variancia, considerando o esquema fatorial 3x2x2x2, com trés repetigdes (trés espécimes do hibrido; dois tipos de
material bioldgico, estipe e folha; dois tipos de conservacao, fresco e desidratado; dois tipos de maceracdo, com e
sem nitrogénio liquido). As médias foram analisadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro. O DNA
genomico foi avaliado por espectrofotometria para determinar a concentrag@o. A integridade foi determinada por
eletroforese em gel de agarose. Foram utilizados dois primers da familia génica WRKY para testar a qualidade do
DNA obtido em reagdes de PCR. As analises estatisticas revelaram diferengas significativas nas concentragdes de
DNA entre os métodos avaliados. Obteve-se maiores quantidades de DNA a partir da extracdo de folhas frescas
quando comparadas as folhas desidratadas. O rendimento do DNA a partir de estipe fresco e desidratado ndo variou
entre os métodos testados. O uso de nitrogénio liquido pode ser dispensado, conforme resultado dos padrdes das
bandas nas reagdes de PCR. Foi possivel extrair DNA de qualidade e quantidades suficientes dos materiais



35

biologicos de x B. nabonnandii, que amplificaram as regides gendmicas de interesse.
Palavras-chave: Arecaceae; Extragdo de DNA; Nitrogénio liquido; Rendimento do DNA; Palmeira hibrida.

Abstract

DNA-based identification tools are of great importance in plant genetic studies, where DNA isolation and
purification are crucial steps. The aim of the present study was to test the efficiency of conservation and maceration
methods of biological materials in the extraction of genomic DNA from leaf and stipe of x Butyagrus nabonnandii
(Prosch.) Vorster. The data were analyzed with the help of the software Genes via variance analysis, considering
the factorial scheme 3x2x2x2, with three replications (three specimens of the hybrid; two types of biological
material — stipe and leaf; two types of conservation — fresh and dehydrated; two types of maceration — with and
without liquid nitrogen). The means were analyzed by Tukey test at 5% error probability. Genomic DNA was
evaluated by spectrophotometry to determine the concentration. Integrity was determined by agarose gel
eletrophoresis. Two primers from the WRKY gene Family were used to test the quality of the DNA obtained in
PCR reactions. Statistical analyses revealed significant differences in DNA concentrations between the evaluated
methods. Higher amounts of DNA were obtained from the extraction of fresh leaves when compared to dehydrated
ones. DNA yield from fresh and dehydrated stipe did not vary between the methods tested. The use of liquid
nitrogen can be dispensed, as a result of band patterns in PCR reactions. It was possible to extract quality DNA
and sufficient amounts of biological materials from x B. nabonnandii, which amplified the genomic regions of
interest.

Keywords: Arecaceae; DNA extraction; Liquid nitrogen; DNA yield; Hybrid palm.

Resumen

Las herramientas de identificacion de ADN son de gran importancia en los estudios genéticos de plantas, donde el
aislamiento y la purificacion son pasos cruciales. El objetivo del presente estudio fue probar la eficiencia de los
métodos de conservacion y maceracion de muestras de hoja y estipite de x Butyagrus nabonnandii (Prosch.)
Vorster en la extraccion de ADN gendmico. Los datos fueron analisados con el software Genes mediante analisis
de varianza, considerando el esquema factorial 3x2x2x2 con tres repeticiones (tres ejemplares del hibrido; dos
tipos de material biologico, estipite y hoja; dos tipos de conservacion — fresco y deshidratado; dos tipos de
maceracion — con y sin nitrégeno liquido). Las medias se analizaron por el test de Tukey con 5% de probabilidad
de error. E1 ADN gendmico fue evaluado por espectrofotometria para determinar la concentracion. La integridad
se determiné por electroforesis en gel de agarosa. Se utilizaron dos iniciadores de la familia de genes WRKY para
comprobar la calidad del ADN obtenido en reacciones de PCR. Los analisis estadisticos revelaron diferencias
significativas en las concentraciones de ADN entre los métodos evaluados. Se obtuvieron mayores cantidades de
ADN en la extraccion de hojas frescas en comparacion con las hojas deshidratadas. El rendimiento de ADN del
estipite fresco y deshidratado no vario entre los métodos probados. Se puede prescindir del uso de nitrégeno liquido
como resultado de los patrones de bandas en las reacciones de PCR. Fue posible extraer ADN de calidad y
cantidades suficientes de material biologico de x B. nabonnandii, que amplifico las regions gendomicas de interés.
Palabras clave: Arecaceae; Extraccion de ADN; Nitrogeno liquido; Rendimento de ADN; Palma hibrida.

1. Introducio

O isolamento e a purificagdo do DNA sdo passos cruciais em técnicas moleculares usadas em estudos de plantas
para a identificagdo de genoétipos, caracteristicas econdmicas associadas a genes de interesse e diversidade genética (Aboul-
Maaty & Oraby, 2019). Ferramentas de identificagao baseadas em DNA estdo ganhando importancia em estudos genéticos
de plantas (Hegde et al., 2017), onde o estagio mais importante de qualquer técnica baseada em DNA ¢ conseguir isolar e
amplificar o DNA gendmico obtido de tecidos vegetais (Mo & Wangsomnuk, 2021).

Tradicionalmente, as folhas sdo usadas como fonte principal de DNA genomico (Colpaert et al., 2005; Novaes et
al., 2009; Aydin et al., 2020). Materiais alternativos, entretanto, como a casca ¢ tecidos do caule, vém sendo utilizados por
serem mais faceis de serem coletados, especialmente em espécies arboreas onde a altura das folhas dificulta sua amostragem
(Mangaravite et al., 2020).

A extragdo do DNA do caule de espécies arboreas ¢ importante devido a dificuldade de obtengdo de folhas jovens
e sadias de plantas altas (Carvalho et al., 2019). Em Arecaceae, por exemplo, em que algumas espécies apresentam porte
muito alto, amostras de tecidos do estipe representam uma alternativa ao uso das folhas, pela facilidade de obten¢ao desse

tipo de material ao nivel do solo (Lanes et al., 2017; Carvalho et al., 2019).
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Outro aspecto importante no processo de extragdo de DNA consiste no método de maceragdo do tecido, que pode
afetar a qualidade do DNA obtido. A maioria dos métodos de isolamento de DNA vegetal, incluindo kits comerciais, requer
a maceracdo do material vegetal em nitrogénio liquido, que facilita a trituragdo da amostra, além de manter o tecido vegetal
em baixa temperatura (Ibrahim et al., 2010). Em contrapartida, esse produto ndo ¢ facilmente acessivel em cidades afastadas
de grandes centros populacionais, ¢ caro, deve ser armazenado em recipientes especiais (Azévedo et al., 2019), ndo sendo
apenas perigoso, como também volatil, o que acaba adicionando custo ao experimento (Tan et al., 2013).

No Brasil, a palmeira x Butyagrus nabonnandii (Prosch.) Vorster apresenta distribui¢do geografica restrita ao
estado do Rio Grande do Sul, existindo até o momento, apenas descrigdes da sua morfologia externa (Barbosa Rodrigues,
1903; Proschowsky, 1921; Burret, 1940; Lorenzi et al., 2010; Soares et al., 2014). Abordagens utilizando ferramentas de
biologia molecular, por sua vez, podem contribuir com o conhecimento ainda incipiente dessa palmeira pertencente a uma
familia boténica tio representativa na biodiversidade brasileira.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi testar a eficiéncia de métodos de conservagao e maceragao de
materiais bioldgicos na extracdo de DNA genomico a partir de tecidos internos do estipe e de folhas de individuos adultos

de x B. nabonnandii para uso em analises moleculares.

2. Material e Métodos
2.1 Coleta do material biolégico

Para a analise quali-quantitativa do DNA gendmico, foi realizada saida a campo para a coleta de amostras de folhas
e de tecidos internos do estipe de trés espécimes adultos da palmeira x B. nabonnandii, em diferentes estagios de
desenvolvimento (Figura 1), pertencentes a uma populagdo encontrada no municipio de Venancio Aires, estado do Rio
Grande do Sul, Brasil (29° 36' 22" S 52° 11' 40" O). As atividades de laboratério para a realizagdo das extracdes de DNA e
das analises moleculares foram desenvolvidas no Laboratorio de Analises de Acidos Nucleicos do Centro de Pesquisas

Biotecnoldgicas (CIPBiotec) da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA), campus Sao Gabriel/RS.

Amostras foliares: amostras de folhas dos trés espécimes selecionados foram coletadas e armazenadas de forma diferente
considerando dois métodos de conservacdo (material fresco e desidratado), baseados no trabalho de Azévedo et al. (2019).
Para a analise com folhas frescas, essas foram dispostas em embalagens plasticas com fecho tipo “Ziplock™ e borrifadas
com agua para manté-las hidratadas (Figura 2a). Apds, os sacos ficaram acondicionados em caixa térmica de isopor com
gelo até o momento da extragdo do DNA, que ocorreu quatro dias apds a coleta. Para a analise da extragao a partir de folhas
desidratadas, as amostras foram dispostas individualmente dentro de envelopes de papel pardo, que foram acondicionados
em embalagens plasticas com fecho tipo “Ziplock”, contendo silica gel (Figura 2b). A silica foi substituida de acordo com
o indicador de saturacdo. A extragao desse tipo de amostra foi realizada aproximadamente 15 dias apds a coleta, quando o
material ja estava bem desidratado.

Amostras de tecidos do estipe: os métodos para a coleta e armazenagem de tecido interno do estipe se basearam nos
trabalhos de Mello et al. (2015) e Mangaravite et al. (2020), respectivamente. Amostras foram coletadas sempre que
possivel a 1,30 m do solo, por meio de um trado de incremento (Sonda Pressler) (Figura 2c). O material fresco foi estocado
em tubo de reacdo de 1,5 ml, envolto por papel aluminio para evitar contato com a luz (Figura 2d), ficando acondicionado
em caixa térmica de isopor com gelo até o momento da extragdo, que ocorreu em torno de sete dias apds a coleta. Para as
amostras desidratadas, o procedimento foi o mesmo daquele descrito para as amostras de folhas. Apds a perfuragdo do
estipe, o orificio foi protegido com pasta de silicone para dificultar a entrada de microrganismos e permitir a cicatrizagao

do ferimento.
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Figura 1. Espécimes de x Butyagrus nabonnandii (Prosch.) Vorster selecionados para o estudo quali-
quantitativo. a: espécime em estagio mais inicial de desenvolvimento; b: espécime em estagio intermediario de

desenvolvimento; c: espécime em estagio mais avancado de desenvolvimento.

Fonte: Autores.

Figura 2. Métodos de coleta e de conservacdo das amostras de folha e estipe de x Butyagrus nabonnandii (Prosch.)
Vorster. a: folhas frescas, borrifadas com agua, acondicionadas em embalagens plasticas; b: envelopes de papel pardo com
amostras de folhas, estocados em embalagem plastica com silica gel; c: coleta de tecidos internos do estipe por meio da

Sonda Pressler; d: amostra de estipe sendo estocada em tubo de reagdo 1,5 ml.

Fonte: Autores.

2.2 Extracio e quantificacio do DNA gendmico

Para a extracdo do DNA gendmico de ambos os materiais bioldgicos estudados, foi seguido as instrugdes do
protocolo do kit comercial Qiagen Plant MiniKit® (Hilden, Germany), utilizando em torno de 100 mg de folha ¢ estipe
desidratados ¢ 150 mg de estipe fresco. A quantidade do DNA isolado foi avaliada no espectrofotdmetro NanoVue™ Plus
e a integridade foi verificada em eletroforese de gel de agarose 1%, corado com GelRed™ (Biotium"R), visualizado sob

luz UV.
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No processo de extragdo foram avaliados dois métodos de maceragdo, com e sem o uso de nitrogénio liquido,
baseados no trabalho de Azévedo et al. (2019), em que foram incluidos os dois tipos de material biologico (folha e estipe)
e os dois estados de conservagao (fresco e desidratado).

Todas as amostras, inclusive os materiais processados em nitrogénio liquido, foram maceradas em um almofariz
com a ajuda de um pistilo até ficarem moderadamente fracionadas.

2.3 Analise estatistica

Os dados foram analisados com ajuda do software Genes (Cruz, 2016) via analise de variancia considerando o
esquema fatorial 3x2x2x2 com trés repetigdes, isto €: 3 espécimes do hibrido; 2 tipos de material biologico (estipe e folha);
2 tipos de estado de conservagdo (fresco e desidratado); 2 tipos de maceragdo (com e sem nitrogénio liquido). Apos a
identificacdo das interagdes significativas, os efeitos foram desmembrados em seus efeitos simples, e as médias analisadas
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro.

2.4 Amplificacio do DNA gendmico

Para amplificacdo do DNA gendmico por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), foram utilizados primers
correspondentes a sequéncias génicas da familia WRKY desenvolvidos para Cocos nucifera L. (Mauro-Herrera et al., 2006)
e adaptadas por Meerow et al. (2009) (Tabela 1). A amplificagdo de fragmentos de tamanhos esperados foi um parametro
para determinar a qualidade do DNA genomico compativel com a técnica de PCR.

As reacdes de PCR foram adaptadas de Laindorf et al. (2019), onde o volume final de cada reagdo foi de 25 uL,
composto por: 2 uL (120-160 ng de folhas frescas; 30-160 ng de folhas desidratadas) e 4 pL (10-30 ng de estipe fresco e
desidratado) de DNA gendmico; 1 pL (10 pM) de cada primer (forward e reverse); 1 uL (1 mM) de MgCl,, 15 pL de
HotStarTaq® Master Mix Kit Qiagen 2x (2.5 unidades da Taq DNA Polimerase; 1.5 mM MgCly; 200 uM de cada dNTP), e
agua ultrapura (Milli-Q) até completar os 25 pL de reagdo.

h™, com um passo de desnaturagio

A amplificagdo foi realizada em um termociclador BIO-RAD C1000 Touc
inicial de 95° C por 15 minutos, seguido por 35 ciclos de 95° C por 30 s para desnaturagdo, 1 minuto a 61.1° C para
anelamento, 1 minuto de extensdo a 72° C, e um passo de extensdo final a 72° C por 2 minutos.

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1%, preparados em tampdo TBE 1X, corados com
GelRed™ (Biotium"®) e visualizados sob luz UV. Um marcador de tamanho molecular de 100 pares de bases (Norgen) foi

usado para avaliar o tamanho dos produtos de amplificagao.

Tabela 1. Sequéncias de primers utilizadas para amplificar o DNA gendmico extraido de folha e estipe de x

Butyagrus nabonnandii (Prosch.) Vorster, correspondentes aos loci WRKY-02 e WRKY-12.

Locus Sequéncia do Primer (5’ - 3’) Temperatura de anelamento (°C)
WRKY-02 F: ACAATCACCCCAGGCTTTCTCA 61.1

R: ATTCCACAACCCCGATGCTTC
WRKY-12 F: GGGTGCTCACAACCACTCCA 61.1

R: TGCCCTCTCCACATGCTTTC

Fonte: Meerow et al. (2009).

3. Resultados e Discussao

O kit comercial usado no presente estudo se mostrou apto para a extragdo de DNA de boa qualidade dos materiais

biologicos extraidos de x B. nabonnandii. Para os diferentes métodos de conservagdo e de maceragdo, foi possivel obter
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elevada porcentagem de DNA de alto peso molecular, confirmado pelo padrao observado por eletroforese em gel de agarose
(Figura 3).

Com base nos dados obtidos, foi possivel identificar que houve intera¢des significativas para todos os fatores
analisados, onde os efeitos simples apos desmembrados, possibilitaram identificar que, independentemente do método
utilizado, foram bem evidentes as diferengas nas concentragdes de DNA gendmico obtidas (em ng/pL) para folha e estipe
de x B. nabonnandii (Grafico 4a). Folhas frescas e desidratadas produziram uma concentragdo muito superior de DNA em
relacdo ao estipe, com rendimento de 16 vezes e quatro vezes, respectivamente. Essa diferenga expressiva nas concentragdes
de DNA entre folha fresca e estipe também foi observada por Lanes et al. (2013) estudando a palmeira Acrocomia aculeata
(Jacq.) Lodd. Ex Martius, cujo rendimento das folhas foi 4,8 superior ao obtido pelo estipe. Carvalho et al. (2019),

entretanto, observaram que nao houve diferenga estatistica entre essas concentragdes na palmeira Euterpe edulis Mart.

Figura 3. Integridade do DNA gendmico obtido a partir dos diferentes métodos de conservacao e maceragio dos
materiais biolégicos de x Butyagrus nabonnandii (Prosch.) Vorster. Bandas de alto peso molecular observadas em a
(espécime 1), b (espécime 2), ¢ (espécime 3). SN: maceragdo sem nitrogénio liquido; CN: macera¢do com nitrogénio
liquido.

ESTIFE

ERESCO | _sEc0 |

FRESCO
- - — — —

Fonte: Autores.

Quando a analise comparou o material biolégico com o método de armazenagem, houve diferengas estatisticas
significativas apenas na concentragdo de DNA obtido a partir do tecido foliar (Grafico 4a). Folhas frescas permitiram obter
trés vezes mais DNA (valor médio de 169,03 ng/uL) que as folhas desidratadas (valor médio de 51,25 ng/uL).

Entretanto, a comparagdo entre os métodos de conservacido e de maceragdo, sem especificar o tipo de material
biolégico (folha ou estipe), revelou que a concentragio de DNA obtida a partir de material fresco ndo diferiu
significativamente com o uso de nitrogénio liquido (Grafico 4b). Resultados semelhantes foram observados por Furtado
Filho et al. (2021) quando compararam cinco diferentes protocolos de extracdo de DNA a partir de folhas frescas de
Handroanthus serratifolius (Vahl) S. O., constatando ndo haver nenhuma diferenga significativa quando usaram nitrogénio
liquido na extragao.

Quando envolveu material desidratado, por outro lado, a concentragio de DNA genémico obtida utilizando
nitrogénio liquido na maceragédo (49,51 ng/uL) foi quatro vezes superior ao material que ndo utilizou esse produto (13,95
ng/pL). O uso de nitrogénio se fez importante especialmente quando o material bioldgico tratou-se de folha, onde houve
diferenca estatistica significativa, ao contrario do observado para estipe, cuja correlacdo com o nitrogénio liquido ndo

diferiu entre si (Grafico 4c).
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Grafico 4. Médias das interagdes entre as concentragdes de DNA extraido de folha e estipe de x Butyagrus
nabonnandii (Prosch.) Vorster, a partir dos diferentes métodos de conservacao e de maceragdo. Médias seguidas das mesmas
letras na coluna correspondente ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
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Em que: no gréfico a, letras maitsculas comparam os efeitos simples da folha com o tipo de conservagao; letras mintisculas
comparam os efeitos simples do estipe com o tipo de conservacdo. No grafico b, letras mintisculas comparam os efeitos
simples do material fresco macerado com e sem nitrogénio liquido; letras maiusculas comparam os efeitos simples do
material desidratado macerado com e sem nitrogénio liquido. No grafico c, letras maiusculas comparam os efeitos simples
de folha macerada com e sem nitrogénio liquido; letras minusculas comparam os efeitos simples do estipe macerado com
e sem nitrogénio liquido. Fonte: Autores.

A qualidade do DNA genomico obtido foi confirmada pela amplificagdo das regides de interesse via reagdo de
PCR (Figuras 5 e 6), apresentando bandas definidas ¢ fragmentos de tamanhos esperados de acordo com os genes
amplificados.

O DNA obtido de folha e estipe de x B. nabonnandii respondeu bem principalmente a regido génica WRKY-02,
onde ocorreram amplificagdes de DNA nos trés espécimes estudados, para todos os métodos avaliados, mostrando um
padrdo de bandas mais evidente especialmente nos espécimes um e dois (Figura 5). Ja para o locus WRKY-12, observou-
se amplificagdes para todos métodos avaliados, com excegdo do espécime trés (Figura 6¢). Ao menos para o estipe, uma
hipotese para esse resultado, refere-se a possivel relagdo entre a idade do individuo e a queda na qualidade do DNA, pois,
dentre as trés plantas estudadas, o espécime trés estd em um estagio de desenvolvimento mais avangado (Figura 1c).

A necessidade do uso de nitrogénio liquido no processo de maceragdo pode ser questionavel, uma vez que a
qualidade do DNA obtido a partir da maceracdo sem esse produto foi perfeitamente adequada para amplificar as regides de
interesse, com padrdes de bandas muito semelhantes. A dispensa do uso de nitrogénio liquido foi corroborada por Thase et
al. (2016) e Ibrahim et al. (2010), que investigaram métodos alternativos de maceragdo em outras espécies de palmeiras,

ambos obtendo DNA genomico de boa qualidade para analises moleculares.
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando os perfis de amplificagdo do primer WRKY-02 em x
Butyagrus nabonnandii (Prosch.) Vorster. M = Marcador de tamanho molecular 100 pb. Padrdes de bandas observados em

a (espécime 1), b (espécime 2), ¢ (espécime 3).
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Fonte: Autores.

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 1% mostrando os perfis de amplificagdo do primer WRKY-12 em x
Butyagrus nabonnandii (Prosch.) Vorster. M = Marcador de tamanho molecular 100 pb. Padrdes de bandas observados em

a (espécime 1), b (espécime 2), ¢ (espécime 3).

SECA FRES!
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Fonte: Autores.

4. Consideracgoes Finais

O DNA isolado de folhas e de tecidos internos do estipe de x B. nabonnandii apresentou boa qualidade, uma vez
que as duas regides gendmicas de interesse foram amplificadas, mostrando bandas bem definidas e de tamanhos esperados.

Extracdo de DNA gendmico de estipe de x B. nabonnandii mostrou-se ser uma boa alternativa, pois o rendimento
do material obtido ndo variou conforme o estado de conservagdo do material (se fresco ou desidratado), tampouco, com o
uso de nitrogénio liquido no processo de maceragdo. Mesmo com um baixo rendimento em todos os métodos avaliados, o
DNA extraido apresentou qualidade satisfatoria, amplificando as regides gendmicas de interesse, sobretudo quando extraido
de individuos mais jovens.

Quanto ao material foliar, a extragdo de DNA a partir de folhas frescas também se mostrou uma boa alternativa,
uma vez que o rendimento de DNA foi maior, amplificou nos trés espécimes estudados com bandas bem evidentes e
dispensou o uso de nitrogénio liquido no processo de maceracdo. A extracdo a partir de folhas desidratadas, entretanto,
mesmo apresentando maior rendimento de DNA quando maceradas na presenga de nitrogénio liquido, poderia dispensar o
uso desse produto, uma vez que nio se observou variagdes evidentes nos padrdes das bandas nas reagdes de PCR.

Para trabalhos futuros, recomenda-se o sequenciamento dos produtos amplificados por PCR e o uso de outros
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marcadores moleculares da familia génica WRKY, para a realizagdo de estudos moleculares que colaborem com o

conhecimento ainda incipiente desta palmeira hibrida e também de outros representantes da familia Arecaceae.
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5 MANUSCRITO 3

Evidéncia molecular da hibridizaciao entre Butia odorata (Barb. Rodr.) Noblick e Syagrus
romanzoffiana (Cham.) Glassman por meio de analises de regioes WRKY

Resumo

A identificagdo taxondmica da palmeira hibrida xButyagrus nabonnandii foi feita por meio da
morfologia externa e da anatomia foliar, onde ambas se mostraram ferramentas tteis na identificacao
desse tdxon e também na identificagdo da hibridizagdo entre Syagrus romanzoffiana e Butia odorata,
suas espécies parentais. Entretanto, outras areas da ciéncia vém se mostrando igualmente uteis
taxonomicamente, como exemplo, a biologia molecular. Uma ampla gama de marcadores genéticos
estao disponiveis para detectar hibridos baseados em variagcdes do DNA. O objetivo do presente estudo
¢ inferir a possibilidade de identificagdo de hibridos entre B. odorata e S. romanzoffiana utilizando
marcadores moleculares da familia génica WRKY, evidenciando a hibridizacao entre esses dois taxons.
O resutado preliminar revelou que, por meio da analise comparativa das sequéncias génicas do locus
WRKY-12 dos trés tdxons envolvidos foi possivel identificar o hibrido XB. nabonnandii, evidenciando
a hibridizacdo entre B. odorata e S. romanzoffiana. Pretende-se complementar e fortalecer essa

conclusdo a partir da ampliacdo da amostragem e da testagem de outros marcadores WRKY.

Palavras-chave: Arecaceae; biologia molecular; palmeira hibrida; taxonomia.

1 Introducao

A palmeira xButyagrus nabonnandii (Prosch.) Vorster ¢ um hibrido natural fruto do cruzamento
intergenérico entre Butia odorata (Barb. Rodr.) Noblick e Syagrus romanzoffiana (Cham.) Glassman,
ocorrendo no sul do Brasil e sudeste do Uruguai (Noblick, 2010; Soares et. al. 2014; Rivas et al., 2017,
Oliveira-Neves et al., 2022; Rosa et al., 2023). O cruzamento natural entre essas duas espécies foi
oficialmente relatado pela primeira vez na obra de Barbosa Rodrigues (1903), para espécimes no
Uruguai, e por Burret (1940), para espécimes no Brasil.

A identificacdo da suposta hibridizagao se deu, incialmente, por meio de analises da morfologia
externa do hibrido, cujos dados descritivos foram publicados nos trabalhos de Noblick (2010), Soares
et al. (2014) e Rosa et al. (2023). Mais recentemente, dados da anatomia foliar foram igualmente tteis
na identificacdo de xB. nabonnandii e diferenciacao entre seus parentais, comprovando a sua origem
hibrida (Oliveira-Neves et al., 2023, trabalho submetido a revista Rodriguésia ID ROD-2023-0105).

O conhecimento da morfologia vegetal sempre foi fundamental para o sucesso da identificagao
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cientifica, porém, a taxonomia vem progredindo com o uso continuado e cuidadoso de ferramentas,
como ecologia, citologia, genética, bioquimica, biologia molecular, anatomia, etc (Martins-da-Silva et
al.,2014).

Em Arecaceae, por exemplo, a anatomia foliar ja vem ha muito tempo mostrando um papel
relevante na identificacdo e circunscricdo em alguns grupos (Tomlinson, 1961; Silva & Potiguara,
2008; Noraini et al., 2012; Kikuchi et al., 2016; Silva & Lemos, 2020), pois nem sempre a morfologia
consegue resolver aspectos taxondmicos em alguns géneros. Especialmente em relagdo aos géneros
Butia e Syagrus, a anatomia foliar vem se mostrando cada vez mais uma ferramenta bastante util, tao
importante como a morfologia (Noblick, 2013; 2017; Noblick et al., 2014; Firmo et al., 2021; Noblick
& Sant’Anna-Santos, 2021; Sant’Anna-Santos, 2021; Martins et al., 2015; Defaveri et al., 2015;
Pinedo et al., 2016; Sant’ Anna-Santos et al., 2015, 2018, 2023a, 2023b, 2023¢; Vianna et al., 2017,
Vianna, 2017).

No que tange a biologia molecular, uma ampla gama de marcadores genéticos estdo disponiveis
para detectar hibridos baseados em variagdes do DNA (Gros-Balthazard, 2013). A utilizagdo de
marcadores RAPD (DNA polimorfico amplificado ao acaso) e de isoenzimas sdo alguns exemplos
usados na palmeira do género Phoenix para diferenciar populagdes e também supostos espécimes
hibridos fruto de cruzamentos interespecificos (Gonzalez-Pérez et al., 2004; Gonzalez-Pérez & Sosa,
2009; Flowers et al., 2019). Outro tipo de marcador que vem sendo utilizado na identificacdo de
hibridos sdo os marcadores microssatélites (SSR), que sdo altamente variaveis, e por isso, capazes de
tal inferéncia (Gros-Balthazard, 2013). Os SSR ja tém sido amplamente usados na identificacdo de
hibridos de espécies de cultivo, como o arroz (Gealy et al., 2002; Goulart et al., 2011), espécies de
Citrus (Cristofani et al., 2001) e milho (Grassi ef al., 2015).

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo ¢ inferir a possibilidade de identificacao de
hibridos entre B. odorata e S. romanzoffiana utilizando marcadores moleculares da familia génica

WRKY, evidenciando a hibridizagao entre esses dois taxons.

2 Material e Métodos

2.1 Material vegetal em estudo

Amostras de folhas de espécimes adultos foram coletadas de xB. nabonnandii, B. odorata ¢ S.
romanzoffiana. Para xB. nabonnandii, foram coletados também amostras de tecidos internos do estipe,

cuja metodologia de coleta consta em Oliveira-Neves et al. (2022).
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2.2 Extracio, quantificacio e amplificacio do DNA gen6émico

A descricdo das metodologias utilizadas nos processos de extracdo, quantificagdo e
amplificacado do DNA genomico extraido de materiais bioldgicos de xB. nabonnandii e das espécies
parentais constam no trabalho de Oliveira-Neves et al. (2022). Os primers utilizados correspondem a
sequéncias génicas da familia WRKY desenvolvidos para Cocos nucifera L. (Mauro-Herrera et al.,
2006) e adaptadas por Meerow et al. (2009), totalizando o uso de seis marcadores dessa familia génica
(Tabela 1).

As analises moleculares estdo sendo realizadas no Laboratorio de Anélises de Acidos Nucleicos
do Centro de Pesquisas Biotecnologicas (CIPBiotec) da Universidade Federal do Pampa

(UNIPAMPA), campus Sao Gabriel/RS.

2.3 Purificacio e sequenciamento do DNA genomico

A purificagio das amostras ¢ feita a partir do kit comercial QIAquick PCR Purification®
(Hilden, Germany). O sequenciamento de DNA ¢ realizado pela empresa Ludwig Biotecnologia Ltda,
usando primers especificos para as sequéncias de interesse (forward e reverse). Os resultados dos

sequenciamentos estdo sendo analisados no software Bioedit.

2.4 Uso de marcadores SNP (Polimorfismo de Nucleotideo Unico) para identificacio da

hibridizacao

Varia¢des por substituicdo em um uUnico par de nucleotideos de um determinado gene sdo
chamadas de Polimorfismo de Nucleotideo Unico, do inglés Single Nucleotide Polimorfism (SNP)
(Filho et al., 2021).

Segundo Caetano (2009), os marcadores SNP tem como base as alteragdes mais elementares da
molécula de DNA, ou seja, mutagdes em bases Unicas da cadeia de bases nitrogenadas (Adenina,
Citosina, Timina e Guanina), que podem ocorrer em regides codificadoras ou com fun¢ao regulatoria,
porém, na maior parte das vezes sdo encontrados em espagos intergénicos, sem fun¢ao determinada.

Foi consultada a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) para a interpretagao

dos codigos observados nos sitios polimérficos da sequéncia do hibrido.
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Tabela 1. Sequéncias de primers utilizadas para amplificar o DNA gendmico de XButyagrus
nabonnandii, Butia odorata e Syagrus romanzoffiana, correspondentes aos loci WRKY-02, WRKY-
12, WRKY-06, WRKY-07, WRKY-12, WRKY-21.

Locus Forward Reverse

WRKY?2 ACAATCACCCCAGGCTTTCTCA ATTCCACAACCCCGATGCTTC

WRKY6 | CCAAACCCAAGGTAGGTTTCAGC CCTAACAGGGCACCCAGCATT

WRKY7 ACCCAAAGCCTCCACACA TCACCGCCCTTGGATCAT
WRKY12 GGGTGCTCACAACCACTCCA TGCCCTCTCCACATGCTTTC
WRKY16 AGCCGTCAAAAACAGCCCATT CAAAGCAGCCACCGAGTTACA
WRKY?21 AGAGTAACCCATGCCCACGA GCACACCTCTGCACCTGAAA

Fonte: Meerow et al. (2009).

3 Resultado parcial

O resultado parcial apresentado refere-se a analise da sequéncia do locus WRKY-12. Para a
analise comparativa, produtos de PCR das trés espécies foram sequenciados, porém, obteve-se
sequéncias de qualidade apenas para XB. nabonnandii e B. odorata. Para fins de comparacdo, a
sequéncia utilizada para S. romanzoffiana foi a depositada no GenBank (FJ957275.1), o principal banco
de dados de sequéncias de acidos nuclé€icos (Sayers et al., 2018).

A identificagdo da hibridizacdo entre B. odorata e S. romanzoffiana ¢ feita a partir de
polimorfismos observados em sitios correspondentes na sequéncia do suposto hibrido, chamados de
SNPs (Polimorfismos de nucleotideo inico), que ¢ uma variacao genética onde ha substituicdo de uma
base em uma posicao especifica. Para a interpretacao dos codigos observados nos sitios polimorficos,
foi consultada a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC).

Nessa primeira andlise, foi usada a sequéncia de um espécime do hibrido, onde foram
observados oito SNPs, que correspondem a sitios heterozigotos que comprovam a hibridizagdo entre
as espécies parentais em questao. No fragmento constante na Figura 1, sdo observados trés SNPs, sendo
que apenas dois correspondem a heterozigose fruto de hibridizagdo (letras K e R). O outro
polimorfismo observado corresponde a uma variagdo genética do proprio individuo (letra M). Os

demais SNPs de hibridizagdo observados nessa sequéncia génica constam no Anexo II.
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Figura 1. Esferogramas referentes ao fragmento da sequéncia génica do locus WRKY 12, destacando
os SNPs encontrados em xButyagrus nabonnandii. Segundo IUPAC, letra K (nucleotideo G ou T);
letra M (nucleotideo A ou C). Circulos vermelhos indicam heterozigose de hibridizagao; circulo verde

indicam varia¢do genética.
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Fonte: Autores (esferogramas B. odorata e *B. nabonnandii); GenBank (sequéncia S. romanzoffiana).

4 Conclusao preliminar

A partir da analise comparativa das sequéncias génicas do locus WRKY-12 dos trés tdxons
envolvidos foi possivel inferir a hibridizagdo entre B. odorata e S. romanzoffiana, identificando, por

conseguinte, o hibrido fruto desse cruzamento.

Este estudo encontra-se em andamento, entdo, pretende-se complementar e fortalecer essa

conclusdo a partir da ampliacdo da amostragem e da testagem de outros marcadores WRKY.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A analise da anatomia foliar de xButyagrus nabonnandii mostrou que o hibrido apresenta um
padrao anatomico peculiar, apresentando caracteres anatomicos intermediarios de Syagrus
romanzoffiana e de Butia odorata, permitindo sua diferenciacao dos taxons parentais e comprovando
a sua origem hibrida. O uso da anatomia foliar para a identificagdo e diferencia¢ao do hibrido mostra-
se relevante, sobretudo, em casos de duvidas taxondmicas de materiais depositados em herbario, onde
se tem apenas uma pequena amostra do espécime. O resultado aqui apresentado enfatiza a relevancia
da anatomia foliar na circunscrigdo e identificagao de espécies em Arecaceae.

Em relagdo a abordagem molecular, os resultados aqui apresentados mostraram que,
independente do material bioldgico coletado e da forma de preservacao, foi possivel obter DNA de xB.
nabonnandii de qualidade suficiente para amplificar as regides gendmicas de interesse. Ainda,
mostrou-se que o uso de nitrogénio liquido no processo de extracdo pode ser dispensado, o que facilita
muito essa etapa.

Ainda, a partir da analise comparativa dos sequenciamentos de uma das regides génicas WRKY,
foi possivel inferir a hibridizacdo entre Butia odorata e Syagrus romanzoffiana, e assim, identificar o
hibrido fruto desse cruzamento. A ampliagdo da amostragem e a testagem de outros marcadores génicos
WRKY estdo em curso para complementar e fortalecer essa conclusdo preliminar.

Em sintese, os resultados aqui apresentados demonstraram que a anatomia vegetal e a biologia
molecular sdo ferramentas tdo valiosas quanto a morfologia vegetal para a identificagdo de XxB.

nabonnandii e evidenciagao da sua origem hibrida.
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ANEXO I — Relativo ao Manuscrito 1

Table S1. Detailed information for each voucher of xButyagrus nabonnandii, Butia odorata and Syagrus romanzoffiana has deposited in the
Bruno Edgar Irgang Herbarium (HBEI) at the Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA).

Species Voucher Country/ State Municipality Geographic Collector
Coordinate
XB. nabonnandii HBEI 1638  Brazil/Rio Grande do Sul Venancio Aires 29°33°47.87”S Oliveira-Neves, P. et al.

52°09°06.32”W

B. odorata HBEI 1647  Brazil/Rio Grande do Sul Venancio Aires 29°34°09.89”’S Oliveira-Neves, P. et al.
52°11°08.54”W

S. romanzoffiana HBEI 1648  Brazil/Rio Grande do Sul Venancio Aires 29°34°10.32”’S Oliveira-Neves, P. ef al.
52°11°08.46”W

XB. nabonnandii HBEI 1641  Brazil/Rio Grande do Sul ~ Cachoeira do Sul 30°16°34.93”S Oliveira-Neves, P.; Rosa,
53°06°43.28"W LZ
B. odorata HBEI 1651  Brazil/Rio Grande do Sul Cachoeira do Sul 30°16°35.48”S Oliveira-Neves, P.; Rosa,

53°06°40.18”W L.Z.

S. romanzoffiana HBEI 1650  Brazil/Rio Grande do Sul Cachoeira do Sul 30°16°33.85”S Oliveira-Neves, P.; Rosa,
53°06°43.77"W L.Z.

xB. nabonnandii HBEI 1640  Brazil/Rio Grande do Sul Porto Alegre 30°01°58.5’S Rosa, L.Z.
51°13°48.6”W
xB. nabonnandii HBEI 1668  Brazil/Rio Grande do Sul Porto Alegre 30°12°15.2”’S Oliveira-Neves, P.; Lemos,

51°05°49.0”"W G.
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Contin. Table S1. Detailed information for each voucher of xButyagrus nabonnandii, Butia odorata and Syagrus romanzoffiana has deposited
in the Bruno Edgar Irgang Herbarium (HBEI) at the Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA).

Species Voucher Country/ State Municipality Geographic Collector
Coordinate
B. odorata HBEI 1653  Brazil/Rio Grande do Sul Porto Alegre 30°03°04.50”S Oliveira-Neves, P.; Lemos,
51°10°36.03"W G.
S. romanzoffiana HBEI 1654  Brazil/Rio Grande do Sul Porto Alegre 30°03°09.26S Rosa, L.Z.
51°10°38.90"W
XB. nabonnandii HBEI 1642  Brazil/Rio Grande do Sul Manoel Viana 29°35°25.9”S Oliveira-Neves, P.;
Azambuja, M.
55°29°14.5"W
XB. nabonnandii HBEI 1644  Brazil/Rio Grande do Sul Manoel Viana 29°35°32.94”S Oliveira-Neves, P.;
Azambuja, M.
55°29°7.13"W
B. odorata HBEI 1652  Brazil/Rio Grande do Sul Manoel Viana 29°35°32.94”S Oliveira-Neves, P.;
Azambuja, M.
55°29°7.12”W
S. romanzoffiana HBEI 1645  Brazil/Rio Grande do Sul Manoel Viana 29°35°27.5”S Oliveira-Neves, P.;
Azambuja, M.
55°29°6.5"W
xB. nabonnandii HBEI 1663  Brazil/Rio Grande do Sul Sao Vicente do 29°41°39.33”’S Oliveira-Neves, P. ef al.

Sul

54°41°44.46”W
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Contin. Table S1. Detailed information for each voucher of xButyagrus nabonnandii, Butia odorata and Syagrus romanzoffiana has deposited

in the Bruno Edgar Irgang Herbarium (HBEI) at the Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA).

B. odorata HBEI 1664 Brazil/Rio Grande do Sul Sao Vicente do 29°41°39.11”’S
Sul

54°41°44.45”W

S. romanzoffiana HBEI 1665  Brazil/Rio Grande do Sul Sao Vicente do 29°41°56.74”S
Sul

54°41°34.15"W

Oliveira-Neves, P. et al.

Oliveira-Neves, P. et al.
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ANEXO II — Relativo a0 Manuscrito 3

Esferogramas referentes aos fragmentos da sequéncia do locus WRKY-12 para xButyagrus
nabonnandii, Butia odorata e Syagrus romanzoffiana, mostrando os SNPs observados nas sequéncias
do hibrido, indicando a possivel hibridizagdo entre as espécies parentais. Segundo IUPAC, letra R

(nucleotideo G ou A); letra K (nucleotideo G ou T). Sequéncia do S. romanzoffiana tirada do GenBank
(F1957275.1).
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