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Caracterização citogenética de Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart.  

 

RESUMO 

 

A palmeira Macaúba, no cenário atual é uma das espécies oleaginosas que tem chamado a 

atenção devido à qualidade de seu óleo, contendo na polpa de seus frutos aproximadamente 

66% de ácido oleico (monoinsaturado) que possibilita que o óleo esteja no estado líquido em 

condições ambiente. Assim é considerada uma planta promissora para a produção de 

biodiesel, alcançando produtividade de 4,2 mil litros de óleo por hectare por ano, superior ao 

valor das duas culturas que ocupam as maiores áreas plantadas no Brasil para a produção de 

óleo, a soja e girassol. A espécie silvestre brasileira (Acrocomia aculeata) bem como outras 

espécies do gênero Acrocomia necessitam de estudos básicos citogenéticos de forma que 

possam ampliar o conhecimento ainda no pré-melhoramento das espécies passíveis de serem 

utilizadas em cruzamentos para a obtenção de híbridos. O objetivo do trabalho foi efetuar a 

caracterização cariotípica de duas populações da espécie A. aculeata, com a aplicação de 

técnicas citogenéticas clássicas, como a coloração com Giemsa e técnicas citomoleculares, 

como o bandamento com os fluorocromos Cromomicina A3 com Distamicina (CMA3/DA) e 

4’-6-diamidino-2-fenilindol com Actinomicina (DAPI/AMD). Adicionalmente foi realizado o 

mapeamento das regiões organizadoras do nucléolo através da técnica de hibridação 

fluorescente de ácidos nucléicos in situ (FISH) utilizando-se como sonda a sequência 45S de 

DNA ribossômico (rDNA). Os resultados obtidos a partir da aplicação das técnicas de 

bandamento CMA3/DA e DAPI/AMD são inéditos para a espécie A. aculeata. Os 

complementos cromossômicos das duas populações analisadas, Montes Claros/MG e Santa 

Luzia/MG possuem 2n=2x=30 cromossomos. Os indivíduos das duas populações apresentam 

cariótipos assimétricos com distintas fórmulas cariotípicas 13m+1sm+1st e 12m+2sm+1st, 

respectivamente. Através do bandamento com os fluorocromos DAPI/AMD e CMA3/DA foi 

possível a caracterização das populações. O bandamento DAPI foi positivo na diferenciação 

longitudinal dos cromossomos de apenas um dos complementos. O bandamento com CMA 

foi positivo para ambos os complementos, porém os pares cromossômicos bandados não 

puderam ser identificados. O emprego de FISH com a sequência de rDNA 45S como sonda, 

não resultou na detecção de sítios de hibridação nos complementos dos indivíduos das duas 

populações não sendo possível evidenciar as regiões organizadoras do nucléolo. Foram 

estimados o comprimento total da cromatina (CTC), o índice centromérico (IC), o índice de 

assimetria cariotípica (TF%) e o coeficiente de variação das médias dos comprimentos totais 
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dos cromossomos (CV%). O conjunto de dados obtidos permitiu a distinção entre os 

cariótipos das duas populações da espécie Acrocomia aculeata resultando num avanço na 

diferenciação intraespecífica deste grupo de plantas. 

 

Palavras-Chave: Cariótipo, hibridação in situ, técnicas citomoleculares, bandamento, CMA, 

DAPI, fluorocromos, número de cromossomos, macaúba. 
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Cytogenetic characterization of Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd ex Mart.  

 

ABSTRACT 

 

The Macauba palm tree currently is an oleaginous species that has attracted attention because 

of the quality of its oil, containing the pulp of its fruits about 66% of oleic acid 

(monounsaturated) which allows the oil to remain in the liquid state under extreme conditions 

of environment. Therefore this plant considered a promising for biodiesel production, 

reaching productivity of 4,200 liters of oil per hectare per year, higher than the value of the 

two crops more planted in Brazil for the oil production, soybean and sunflower. The Brazilian 

wild species (Acrocomia aculeata) and other species of the genus Acrocomia require basic 

cytogenetic studies so can increase knowledge still in pre-breeding of species, and use it in 

crosses for hybrids plants. The aim of the work was to make the karyotype characterization of 

two populations of A. aculeata, with the application of classical cytogenetic and cyto-

molecular techniques: Giemsa, banding with fluorochromes Chromomycin A3 Distamycin 

(CMA3/DA) and with 4'6-diamidino-2-phenylindole Actinomycin (DAPI/AMD). 

Additionally it was carried mapping the nucleolus organizer regions (NOR) by fluorescent 

hybridization technique of nucleic acids in situ (FISH) using as a probe the sequence of 45S 

ribosomal DNA (rDNA). The results from the application of banding techniques CMA3/DA 

and DAPI/AMD are news for the A. aculeata. The chromosome complements of the two 

populations, Montes Claros/MG and Santa Luzia/MG have 2n=2x=30 chromosomes. The 

individuals of the two populations have asymmetric karyotypes, and the karyotypic formulas 

were 13m+1sm+1st and 12m+2sm+1st. By banding with fluorochromes DAPI/AMD and 

CMA3/DA were possible to characterize the population. The DAPI banding was positive in 

the longitudinal differentiation of chromosomes from the only one of the supplements. The 

banding with CMA was positive for both supplements, but the chromosomal banded pairs 

could not be identified. The use of FISH with the 45S rDNA probe sequence, did not detect 

hybridization sites in any complement of the individuals from both populations, so it was not 

possible provide evidences for the nucleolus organizer regions. It was estimated the total 

length of chromatin (CTC), the centromeric index (CI), the karyotype asymmetry index 

(TF%) and the coefficient of variation of the mean total length of the chromosomes (CV%). 

The results obtained from this study allowed distinguishing between the karyotypes of the two 

populations of Acrocomia aculeata resulted in breakthrough in intraspecific differentiation of 

this group of plants. 
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Key Words: Karyotype, in situ hybridization, cytomolecular techniques, chromosomal 

banding, CMA, DAPI, fluorochromes, chromosome number, macaúba.
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1 INTRODUÇÃO 

 

A macaúba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lood. ex Mart. é uma espécie nativa das 

Florestas Tropicais e pertence à família Arecaceae. Essa família de palmeiras possui cerca de 

3.500 representantes (UHL & DRANSFIELD, 1987). Das palmeiras podem ser extraídos 

vários produtos, principalmente os relacionados aos frutos e sementes e essa diversidade as 

torna expressivamente importantes.  

Os frutos são drupas comestíveis, formadas por epicarpo, mesocarpo e endocarpo 

contendo semente ou amêndoa aderida (ALMEIDA et al., 1998).  

A palmeira é uma planta rústica, perene, com pouca exigência de água e alcança a 

produção de até quatro mil litros de óleo por hectare, rendimento superior ao de outras 

importantes oleaginosas como soja, amendoim e girassol. A produção pode se estender por 

mais de 50 anos, contribuindo assim para a permanência das famílias na terra, para a 

conservação e manejo do solo, além de ser endêmica das Américas Tropicais (MELO, 2012; 

LORENZI, 2006). 

Desta forma, a A. aculeata se caracteriza como uma espécie com qualidades 

importantes do ponto de vista natural, ecológico e principalmente sócio econômico (NUCCI, 

2007). Essa palmeira é relevante por fortalecer a cadeia de bioenergéticos e possibilitar a 

geração de co-produtos, porém não há ainda o seu cultivo comercial, ocorrendo apenas a 

exploração com caráter extrativista. A utilização das potencialidades dessa espécie fortalece a 

economia e a agricultura familiar, mediante a intensa procura por novas culturas e sua 

produção (NOBRE et al., 2014). 

O gênero Acrocomia é composto por duas espécies – A. aculeata (Jacq.) Lodd. ex 

Mart. e A. hassleri (B. Rodr.) W. J. Hahn – que podem ser diferenciadas, principalmente, pela 

altura das plantas e distribuição geográfica (HENDERSON et al., 1995). 

A espécie A. aculeata é conhecida popularmente como macaúba, possui porte médio 

entre 10 e 15m e pode ser encontrada nas regiões Norte (Amazonas, Pará, Roraima, 

Tocantins); Nordeste (Bahia, Ceará, Maranhão, Pernambuco, Piauí); Centro-oeste (Distrito 

Federal, Goiás, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso); Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro, 

São Paulo) e Sul (Paraná). Já A. hassleri atinge cerca de 40-80 cm de altura, ocorre 

Nordeste (Bahia); Centro-oeste (Goiás, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso); Sudeste (Minas 

Gerais, São Paulo) e Sul (Paraná) (LEITMAN et al., 2016).  
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A macaúba é diploide com número cromossômico 2n=2x=30 e possui grande 

variabilidade genética entre seus indivíduos. Essa característica a torna promissora para 

utilização em programas de cruzamento visando a produção de híbridos. 

Atualmente, são encontrados na literatura poucos estudos de conhecimentos básicos e 

de pré-melhoramento sobre a A. aculeata, sendo essas informações essenciais para auxiliar na 

caracterização da espécie, assim como na caracterização de bancos de Germoplasma 

existentes ou que ainda serão criados. 

Informações citogenéticas permitem a caracterização de espécies, através do 

conhecimento do número e morfologia dos cromossomos mitóticos. Assim como estudos de 

cromossomos meióticos auxiliam a avaliação de genitores utilizados em cruzamentos 

realizados para obtenção de híbridos. 

Técnica citogenética clássica, tal como a coloração com Giemsa, bem como técnicas 

citomoleculares como o bandamento cromossômico com os fluorocromos 4-6-diamidino-2-

fenilindol com Actinomicina D (DAPI/AMD) e a Cromomicina A3 com Distamicina 

(CMA3/DA), como a técnica de hibridação fluorescente de ácidos nucléicos in situ (FISH) 

com sequências específicas, têm sido utilizadas na caracterização de complementos 

cromossômicos de plantas e animais.  

O bandamento com fluorocromos Cromomicina A3 com Distamicina (CMA3/DA) e 

4’-6-diamidino-2-fenilindol com Actinomicina (DAPI/AMD), diferencia os cromossomos 

longitudinalmente pela composição de bases do DNA presente na cromatina. O corante DAPI 

destaca regiões de cromatina ricas em pares de base AT, e o corante CMA revela regiões ricas 

em GC, possibilitando a caracterização individual dos cromossomos dentro do complemento 

das espécies.  

Através da aplicação da técnica de hibridação fluorescente de ácidos nucléicos in situ 

(FISH) utilizando-se como sondas as sequências de DNA ribossômico (rDNA) 45S (sonda 

pTa71) e 5S (sonda pScT7), é possível o mapeamento do número e da localização das regiões 

organizadoras do nucléolo (NOR) nos diferentes complementos cromossômicos. 

 Este trabalho teve como objetivo a caracterização citogenética da espécie Acrocomia 

aculeata, utilizando-se duas populações de diferentes localidades. A caracterização foi 

desenvolvida através da montagem de cariograma, com a aplicação de técnicas de 

bandamento cromossômico com os fluorocromos DAPI/AMD e CMA/DA e da hibridação 

fluorescente de ácidos nucléicos in situ (FISH) para a sequência de DNA ribossômico (rDNA) 

45S.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Aspectos econômicos do gênero Acrocomia 

 

As pesquisas sobre o biodiesel iniciaram-se na década de 1920 com o Instituto 

Nacional de Tecnologia, porém começaram a ser incrementadas após a grande crise mundial 

do Petróleo, em 1973, quando houve a busca por novas fontes alternativas de energia. O 

Brasil, por ser um país tropical de grande extensão territorial, criou nos anos 70 dois 

programas para utilização de energia a partir de biomassa: o Pro-Álcool (Programa Nacional 

do Álcool) e o Pro-Óleo (Plano de Produção de Óleos Vegetais para Fins Energéticos) 

(MANZONI & BARROS, 2016). 

 Com o sucesso do Pró-Álcool o Pró-Óleo ficou em segunda escala e o governo 

brasileiro voltou sua atenção ao biodiesel somente a partir de 2004. Nesse ano houve a 

elaboração do Programa Nacional de Produção e Uso do Biodiesel (PNPB), cujo objetivo 

seria a inserção do biodiesel na matriz energética brasileira a partir da produção de matérias-

primas pela agricultura familiar (MANZONI & BARROS, 2016). 

 Dentre as espécies vegetais que veem sendo desde então pesquisadas e exploradas 

como matéria prima visando a obtenção do biodiesel (mamona, amendoim, soja, babaçu, 

pinhão-manso, etc.), estão as palmeiras de cujo fruto pode ser extraído óleo. 

No Brasil há algumas espécies de palmeiras com potencial para a produção de 

biodiesel das quais podem destacadas dendê (Elaeis guineensis Jacq.), macaúba (A. aculeata), 

tucumã (Astrocaryum aculeatum G.Mey.) e inajá (Attalea maripa (Aubl.) Mart.).  

Com exceção de Elaeis guineensis todas demais palmeiras mencionadas acima são 

nativas. A palmeira macaúba (A. aculeata) é uma planta rústica, perene, com pouca exigência 

de água e alcança a produção de até quatro mil litros de óleo por hectare, rendimento superior 

ao de outras importantes oleaginosas (Tabela 1). A produção se inicia entre quatro a cinco 

anos após o plantio e pode se estender por mais de 50 anos, contribuindo assim para a 

permanência das famílias na terra, para a conservação e manejo do solo, além de ser endêmica 

(MELO, 2012; LORENZI, 2006). 
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Tabela 1 - Produtividade média de óleo por hectare de algumas culturas oleaginosas. 

Cultivo Litros de óleo/ha/ano 

Macaúba (Acrocomia aculeata (Jacq.) 

Lodd. ex Mart.)  

3.500 a 4.000 

Pinhão manso (Jatropha curcas L.) 3.000 a 3.600 

Girassol (Helianthus annuus L.) 800 a 1.500 

Amendoim (Arachis hypogaea L.) 800 a 1.200 

Mamona (Ricinus communis L.) 400 a 1.000 

Soja (Glicine max (L.) Merr.) 420 

Fonte: MELO, 2012 modificado. 

A espécie A. aculeata possui diversas aplicações, como descrito na Tabela 2, o que 

possibilita seu aproveitamento integral. A macaúba pode ser encontrada em maciços nativos 

em quase todo o território brasileiro, porém sua exploração tem sido feita de forma 

extrativista, rudimentar e doméstica, fazendo com que suas potencialidades econômicas não 

sejam bem aproveitadas (ALMEIDA, 2014). 

 

Tabela 2 - Aplicações das partes da Macaúba (A. aculeata). 

Parte da Planta Categoria de Uso Finalidade de Uso 

Estipe Madeira Mourão, estacas, parede, caibro e ripas 
 

Folha Forragem Cobertura de casas, ração animal para 

alimentar gado e equino  
 

Fruto (mesocarpo) Alimento Consumo in natura, doces, goma de 

mascar, geleias, sorvete e licor 
 

Óleo do mesocarpo Cosmético Hidratante capilar 

 Energia Biocombustível 
 

Semente Construção Substitui o pedrisco no concreto 

 Artesanato Colares, anéis, brincos e enfeites 
 

Semente (amêndoa) Alimento Coco e paçoca 
 

Óleo da amêndoa Energia Biocombustível 

 Cosmético Hidratante capilar 

Fonte: LORENZI, 2006 modificado. 

Além da produção de óleo, muitas palmeiras são de grande importância para as 

populações rurais das regiões tropicais, devido aos diferentes produtos que delas podem ser 

obtidos. Seus frutos e sementes podem ser utilizados na alimentação e também seus 
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subprodutos, como para produzir refrescos, sorvetes, farinhas, entre outros; suas fibras 

também podem ser aproveitadas e ainda têm papel no paisagismo (MOUSSOURIS & 

REGATO, 1999, MOLLET et al., 2000; HIANE et al., 2006; LORENZI, 2010).  

O interesse pela palmeira produtora de óleo Elaeis guineensis tem sido um dos 

principais causadores da devastação das florestas tropicais na África e sudeste da Ásia, pois a 

espécie ainda não foi domesticada. Portanto, não há ainda o cultivo comercial; ocorre apenas 

a exploração em caráter de extrativismo. Essa problemática estende-se por áreas degradadas 

no mundo todo devido à falta de conhecimentos básicos sobre pré-melhoramento, manejo, 

entre outros fatores que se bem trabalhados poderiam minimizar esses impactos ambientais 

(BRITO, 2006). A série de problemas citados para a espécie Elaeis guineensis são comuns ao 

que ocorre atualmente com palmeiras de A.aculeata. 

 

2.2 Classificação botânica e descrição da espécie Acrocomia aculeata 

 

A macaúba é uma palmeira do gênero Acrocomia, pertencente à família Arecaceae, 

anteriormente denominada Palmae, ordem Arecales, classe Liliopsida, divisão 

Magnoliophyta, reino Plantae (MOURA, 2007).  

De acordo com SOUZA & LORENZI (2005), a classificação taxonômica da espécie 

Acrocomia aculeata é:  

Angiospermae 

Monocotiledoneae 

Commelinidae 

Arecales Bromhead (1840) 

Arecaceae Schultz-Schultzenstein (1832), nom. cons. 

 Acrocomia Mart., 1824 

Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. 

 

O termo Acrocomia tem origem grega e se relaciona com a forma em que as folhas se 

dispõem na planta, “Akron” (cima) e “Kome” (cabeleira), sugerindo o formato de coroa 

(NOVAES, 1952; HENDERSON et al., 1995).  

Não há um consenso quanto ao número de espécies do gênero Acrocomia. Foi 

considerado nesse trabalho, que o gênero é representado por duas espécies americanas – A. 

aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart. e A. hassleri (B. Rodr.) W. J. Hahn. A diferenciação dessas 



21 

 

espécies se dá principalmente pela altura dos indivíduos e por sua distribuição geográfica 

(HENDERSON et al.,1995; MORCOTE-RIOS & BERNAL, 2001).  

A espécie A. aculeata possui maior porte do que A. hassleri, cerca de 10-15 m, sendo 

amplamente encontrada nas regiões secas da América Tropical, ou seja, América Central e do 

Sul. Seu estipe é revestido por espinhos finos e coberto pelas bases dos pecíolos; ocorre desde 

o sul do México até o sul do Brasil, Paraguai e Argentina. No Brasil A. aculeata é 

popularmente conhecida como bocaiuva, bacaiuveira, bacaúva, macaúba, coco-babão, coco-

de-catarro, imbocaia, macaíba (SCARIOT et al., 1995; ALMEIDA et al., 1998). Esta espécie 

possui ampla distribuição geográfica e grande variabilidade genética; é encontrada nos 

estados do Ceará, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, São Paulo e por toda 

região Sul (SCARIOT et al., 1995).  

 A espécie A. hassleri exibe porte menor, 40-80 cm de altura, sendo encontrada no 

cerrado do Brasil nos estados da Bahia, Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas 

Gerais, Paraná e São Paulo e também em parte do Paraguai (HENDERSON et al.,1995; 

MORCOTE-RIOS e BERNAL, 2001). 

De forma geral, a macaúba caracteriza-se por ser uma planta arborescente perene, 

frutífera, apresentando representantes monoicos e dioicos, de morfologia variada e 

tipicamente brasileira (MIRANDA et al., 2001; NOBRE, et al., 2014).  

De acordo com a literatura a maioria dos indivíduos são monoicos e autocompatíveis. 

No entanto também permitem a fecundação cruzada entre indivíduos diferentes, apresentando 

assim sistema reprodutivo misto (SCARIOT et al., 1995; ALMEIDA et al., 1998). 

A frutificação ocorre durante todo o ano e o amadurecimento dos frutos, ocorre em 

geral, entre setembro e janeiro (LORENZI, 2006). O fruto da macaúba é uma drupa 

comestível globosa, formada por epicarpo ou casca, de aspecto cartáceo; mesocarpo ou polpa, 

fino, mucilaginoso e fibroso e o endocarpo ou tegumento, duro e denso, contendo semente ou 

amêndoa aderida ao endocarpo (ALMEIDA et al., 1998). Quando maduro apresenta cor 

amarelo-esverdeada, exala aroma característico e a casca se encontra menos associada á 

polpa. Quando verde, a polpa oscila de cor amarelo-alaranjada a amarelo-esverdeada, exibe 

cerosidade e está muito aderida a casca (Figuras 1 e 2) (ARB, 2002).  
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Figura 1 - Cacho com frutos de Macaúba (A) e (B) (CICONINI, 2012). 

 

 

Figura 2 – A. Fruto maduro de macaúba. B. Fruto sem epicarpo. C. Fruto composto por 

mesocarpo, endocarpo e amêndoa. D. Amêndoa (arquivo pessoal). Barra = 1 cm. 

 

O crescimento vegetativo da macaúba é rápido, podendo atingir um metro por ano. A 

palmeira completa seu desenvolvimento em média em seis anos, porém a frutificação pode 

ocorrer antes disso (CARVALHO et al., 2011). 

Suas raízes podem ser subterrâneas ou aéreas, os estipes solitários ou cespitosos e 

raramente escandentes, aéreos ou subterrâneos. Quando aéreo, o estipe pode apresentar-se liso 

ou densamente coberto por espinhos. As folhas tanto curtas como longas exibem forma 

palmada, pinadas e inteiras com bainhas abertas ou fechadas e pecíolos curtos ou longos 

(Figura 3).  

A B C D 
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Figura 3 – A. Vista geral da copa da palmeira Acrocomia aculeata. B. Folha da Macaúba 

(CICONINI, 2012). 

 

As inflorescências interfoliares ou infrafoliares na antese assumem forma de espiga, 

com presença de poucas ou muitas ráquilas. As flores são geralmente trímeras. As plântulas 

apresentam folhas inteiras, bífidas e pinadas (Figura 4) (MIRANDA et al., 2001).  

 

 

Figura 4 – A. Inflorescência em formação. B. Flores de macaúba (NUCCI, 2007). 

 

Embora nesse trabalho sejam reconhecidas duas espécies de Acrocomia, existe a 

descrição de outras espécies consideradas sinonímias de A. aculeata, tais como A. totai, A. 

mexicana, A. media, A. intumescens, entre outras (HENDERSON et al., 1995; JARDIM et al., 

2003; MORAES et al., 2013).  

Para LORENZI et al. (2010), existem sete espécies do gênero Acrocomia, sendo que 

seis delas ocorrem no Brasil: A. aculeata, A. intumescens Drude e A. totai Mart. de porte 
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arbóreo, diferenciadas principalmente pelas características do estipe e A. hassleri, A. 

glaucescens Lorenzi, A. emensis (Toledo) Lorenzi que apresentam porte baixo, e se 

diferenciam entre si principalmente pela altura da planta (0,3-0,4/1,5-6,5/0,4-0,6m, 

respectivamente), além de outras características morfológicas.  

Atualmente, LEITMAN et al. (2016), consideraram seis espécies representantes do 

gênero Acrocomia (A. aculeata, A. hassleri, A. emensis, A. glaucescens, A. intumescens e A. 

totai). 

 

2.3 Aspectos citogenéticos em gêneros de palmeiras 

 

Informações citogenéticas sobre a maioria das palmeiras referem-se principalmente a 

números cromossômicos. De acordo com RÖSER (1994), o número diploide de cromossomos 

varia entre 2n=2x=26 e 2n=2x=36 para a maioria das palmeiras. Espécies pertencentes ao 

mesmo gênero, geralmente possuem mesmo número cromossômico. 

 SHARMA & SARKAR (1956) desenvolveram estudos citogenéticos utilizando 50 

espécies de vinte e oito gêneros de palmeiras, incluindo algumas espécies de gêneros da 

subfamília Cocosoideae (atual Arecoideae). Neste estudo, os autores relatam que foram 

encontrados números de cromossomos variados em diferentes gêneros pertencentes às 

mesmas e a diferentes subfamílias. No entanto há visivelmente marcada, certa homogeneidade 

e uniformidade de número de cromossomos em cada subfamília e foi constatada diploidia em 

todas as espécies estudadas. A subfamília Cocosoideae foi considerada um bom exemplo de 

estabilidade evolutiva, uma vez que em seis espécies e gêneros diferentes, foi encontrado o 

mesmo número de cromossomos 2n=32 e semelhança total entre os cariótipos, os quais foram 

caracterizados por apresentarem cromossomos de tamanho médio a curtos (SHARMA & 

SHAKAR, 1956). Esses autores observaram variação no número de cromossomos com 

constrições secundárias (dois a três pares nos complementos estudados). Concluíram que, pelo 

alto grau de semelhança entre os complementos, poderiam considerar que as espécies eram 

membros de uma única linha de evolutiva. 

A família Arecaceae, aparentemente tem x=18 cromossomos como número básico, 

pois a maioria das espécies de palmeiras mais primitivas, possui o número diploide 2n=2x=36 

(MOORE & UHL,1973). 

 RÖSER (1993) realizou análises cromossômicas em 13 gêneros da subfamília 

Coryphoideae (Arecaceae), sendo que foram encontrados conjuntos cromossômicos de 2n=36 

para a maioria dos gêneros. Foi ainda observada acentuada diversidade quanto ao tamanho e 
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morfologia dos cromossomos, diferenças na disposição da heterocromatina constitutiva, na 

estrutura do núcleo interfásico e no padrão de condensação durante a prófase.  

Estudos mais completos, para as palmeiras da família Arecaceae foram realizados 

mais tarde pelo mesmo autor, RÖSER (1994; 1995). Nesses trabalhos 56 taxa tiveram o 

número cromossômico relatado sendo as contagens realizadas para 11 gêneros e 17 espécies, 

além da caracterização de regiões específicas de DNA nos cromossomos de várias espécies 

através de técnicas de bandamento C e NOR.  

MADON et al. (1995) relataram o número de cromossomos somáticos como sendo 

2n=32 para a palmeira Elaeis guineensis. Os cromossomos foram divididos em três grupos 

com base no comprimento. O grupo I constituído por apenas um único par, o par 1 (maior 

par); o grupo II constituído pelos pares de cromossomos 2 a 9 (comprimento médio); e o 

grupo III envolvendo os pares 10 a 16 (cromossomos menores). Posteriormente, MADON et 

al. (1998) observaram resultados semelhantes para Elaeis oleifera. 

Em trabalho desenvolvido por MÔRO et al. (1999), foram feitos testes de 

metodologias para estudo cariotípico de palmeiras brasileiras. Os autores concluíram que o 

horário mais propício para a coleta das raízes era entre as 11:00 e 12:00 horas, pois nesse 

período foi encontrado o maior número de células metafásicas. A inibição do fuso mitótico 

pôde ser feita com o uso do anti-mitótico 8-hidroxiquinoleína 0,03% durante 5 horas ou 

utilizando-se apenas água á temperatura de 0ºC (fria) durante 18 a 20 horas. Para a coloração 

dos cromossomos foi utilizado o corante Giemsa 2%. Nesse estudo avaliaram-se as seguintes 

espécies seguidas de seus números cromossômicos: Aiphanes acanthophylla (2n=30), A. 

caryotaefolia (2n=30), Syagrus quinquifaria (2n=32), S. coronata (2n=32), S. romanzoffiana 

(2n=32), Euterpe edulis (2n=36), Copernicia prunifera (2n=36), Scheelea lauromuelleriana 

(2n=32) e Bactris gasipaes (2n=30).  

 CORRÊA et al. (2009) fizeram a caracterização cariológica de cinco espécies de 

palmeiras do gênero Butia, sendo os números cromossômicos do Butia eriosphata e de B. 

odorata registrados pela primeira vez. As outras espécies estudadas foram B. capitata, B. 

yatay, ambas já haviam tido o número de cromossomos descrito e B. paraguayensis, que 

apresentou contagem de cromossomos diferente da que já havia sido descrita anteriormente. 

Os autores encontraram para todas as espécies 2n=2x=32 cromossomos, sendo 14m+12sm+6a 

e a ocorrência de simetria entre todos os cariótipos. Descreveram ainda a presença de 2 pares 

de cromossomos com satélite (1 par de metacêntrico e 1 par de acrocêntrico).  

BATTISTIN et al. (2012) avaliaram a germinação de pólen e a citogenética das 

palmeiras Euterpe edulis e Archontophoenix alexandrae, usadas como fonte de extração de 
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palmito e para ornamentação respectivamente. Foi observado número diploide (2n=2x=32) e 

fórmula cariotípica 14m+12sm+4st+2t para a espécie A. alexandrae e para E. edulis 

(2n=2x=36) com fórmula cariotípica 16m+12sm+8t. Ambas apresentaram um par de 

cromossomos submetacêntricos com constrição secundária intermediária com a presença de 

nucléolos nas células interfásicas indicando a presença de genes ribossomais ativos. Nestas 

duas espécies, as análises da microsporogênese e de pólen demonstraram elevados o índice 

meiótico (tétrades normais) e o índice de viabilidade do pólen, sugerindo que estas espécies 

possuem expressão normal de seus genes e dessa forma não apresentam problemas quanto à 

formação de células reprodutoras masculinas. 

ABREU et al. (2011) relataram o primeiro cariograma para a éspécie Acrocomia 

aculeata no qual foi determinada a presença de 2n=30 cromossomos com fórmula cariotípica 

6m+7sm+2a, em que os comprimentos totais dos cromossomos variaram entre 2,55 e 5,50 

µm. Os autores complementaram a análise citogenética com a quantificação de DNA através 

de citometria de fluxo e determinaram o tamanho do genoma da espécie. 

Em 2012 foi realizado estudo por OLIVEIRA, em que foi feita a comparação 

citogenética de cinco espécies de palmeiras do gênero Oenocarpus (O. bacaba, O. bataua, O. 

mapora, O. distichus e O. minor). O número somático encontrado foi de 2n=36 cromossomos 

para as cinco espécies, porém foi observada variação na morfologia cromossômica. A autora 

supõe que essa variação resultou de alterações estruturais ocorridas e que estas colaboraram 

para a diversificação dessas espécies, as quais foram separadas em dois grupos de acordo com 

o conteúdo de DNA. 

NETO (2014) desenvolveu trabalho de caracterização do genoma do coqueiro (Cocos 

nucifera L.) utilizando 14 acessos de dois grupos distintos: grupo anão e grupo gigante. Para o 

estudo a autora fez a cariotipagem convencional e aplicou técnicas de bandamento 

CMA/DAPI e técnica de hibridação fluorescente in situ (FISH). A técnica de FISH foi 

realizada usando sonda de sequência telomérica. Foi encontrado número cromossômico 

2n=32, em que 11 pares de cromossomos eram do tipo metacêntrico e cinco pares do tipo 

submetacêntrico. Foi observada variação no comprimento cromossômico entre 5,57µm e 

2,13µm, sendo o cariótipo assimétrico. As técnicas de bandamento com CMA/DAPI, nesse 

trabalho, destacaram blocos terminais presentes nos pares cromossômicos 4 e 7, localizados 

exatamente na região organizadora de nucléolo (NOR). Nesse estudo, foram caracterizados 

satélites nos cromossomos 4 e 7. As sequências teloméricas foram evidenciadas pelo FISH 

nas regiões terminais em todos os cromossomos, o que sugere que a espécie não sofreu 

variações estruturais cromossômicas, envolvendo quebras, durante sua evolução. Verificou-se 
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ainda, que as sequências dos telômeros dos cromossomos do coqueiro são semelhantes às de 

Arabidopsis (TTTAGGG) (NETO, 2014). 

 

2.4 Variações cromossômicas estruturais 

 

Variações cromossômicas estruturais são modificações que podem ser encontradas nos 

cariótipos e são decorrentes de mutações nos cromossomos tais como, deleção, inversão, 

duplicação, translocação, fissão ou fusão cêntrica.  

As alterações são ocasionadas principalmente na interfase, quando os cromossomos se 

encontram descondensados e mais vulneráveis. Podem acarretar mudanças no comprimento 

total e dos braços dos cromossomos, na posição centromérica, mudanças na quantidade de 

DNA e na quantidade e composição da heterocromatina, assim como causar problemas na 

leitura e perda de genes dos cromossomos modificados estruturalmente (CARBONARO, 

2011). 

A deleção é um tipo de variação em que acontece a perda ou quebra de qualquer 

porção do cromossomo que não atinja o centrômero. Essa quebra pode ser em um ponto na 

região terminal do cromossomo ou em dois pontos, na região intersticial, resultando na união 

das extremidades que sofreram a quebra. A duplicação é resultante da repetição anormal de 

qualquer fração do cromossomo, esse segmento pode ser realocado no mesmo cromossomo 

em tandem ou não, ou pode ser transposto/inserido ou translocado para outro cromossomo do 

complemento (RAMALHO et al., 2012). 

As inversões podem ocorrer quando um cromossomo é rompido em dois pontos e esse 

fragmento se reorganiza de forma invertida. Esse tipo de alteração é denominada como 

pericêntrica que é quando a quebra envolve o centrômero ou paracêntrica quando não envolve 

a região centromérica. Dessa forma, a ordem dos genes se torna invertida no cromossomo 

(GUERRA, 1988).  

A transposição é uma variação conhecida pela quebra em determinado ponto do 

cromossomo e este fragmento resultante da quebra é inserido em outra região do mesmo 

cromossomo, podendo ser de maneira invertida ou permanecendo com a mesma posição 

(mesma ordem gênica), porém se o fragmento for transferido para outro cromossomo não 

homólogo a variação é dita como translocação. Pode ser translocação simples quando parte de 

um cromossomo é transferida para outro cromossomo não homólogo, ou translocação 

recíproca quando segmentos são trocados entre dois cromossomos não homólogos sem causar 

nenhuma perda de material genético (RAMALHO et al., 2012). 
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Quando ocorre a translocação, geneticamente ocorre a transferência dos genes de um 

cromossomo para outro e suas relações de ligação são alteradas, pois os segmentos quebrados 

são religados de uma nova forma e ocorre a fusão dos pedaços dos cromossomos não 

homólogos (CARBONARO, 2011). 

Outros tipos de alterações estruturais podem ocorrer ocasionando modificação no 

número de cromossomos, como a fissão cêntrica, ocorrida em consequência a uma quebra na 

porção central do centrômero, originando assim dois cromossomos telocêntricos e a fusão 

cêntrica, caracterizada pela junção de dois cromossomos telocêntricos. A fusão cêntrica, pode 

gerar ainda outra forma de variação cromossômica, chamada de isocromossomos (GUERRA, 

1988).  

Isocromossomos são cromossomos metacêntricos que apresentam os dois braços 

exatamente iguais (morfologia, padrão de banda e conteúdo gênico). São originados a partir 

de: fusões cêntricas entre homólogos telocêntricos, translocação recíproca entre cromossomos 

homólogos com ponto de permuta exatamente na altura do centrômero e ainda pela quebra do 

centrômero em um cromossomo com duas cromátides irmãs, em sequência ocorre a fusão das 

pontas quebradas entre essas cromátides irmãs (GUERRA, 1988). 

Alguns estudos podem exemplificar a ocorrência de alterações cromossômicas 

estruturais, como citados abaixo: 

Foi realizada a caracterização cariotípica de cinco genótipos de repolho chinês que 

apresentam grande diversidade fenotípica, através de análises de hibridação in situ com 

fluorescência, utilizando DNA ribossomal (45S e 5S) e bandamento com DAPI. A aplicação 

das técnicas foi feita buscando-se comparar a distribuição dos padrões de bandamento e as 

regiões heterocromáticas (ZHENG et al., 2015). Os idiogramas construídos revelaram regiões 

conservadas entre os cinco genótipos (cromossomo A10), sugerindo que este local estava 

conservado na espécie selvagem. No entanto através dos padrões de bandamento e das regiões 

de heterocromatina, foi verificado que houve grandes variações estruturais. Os autores 

concluíram que os rearranjos cromossômicos foram responsáveis pela variação fenotípica 

observada entre os genótipos avaliados (ZHENG et al., 2015).  

KONISHI & LINDE-LAURSEN (1988) realizaram dois test cross: (1) cruzamentos 

dialélicos entre as linhas de translocação recíproca e (2) cruzamentos entre as linhas de 

translocação recíproca com uma série de trissômicos de Hordeum spontaneum var. nigrum. 

Os autores utilizaram as técnicas de banda-C, banda-N e AgNOR, na análise de quebras e 

rearranjos cromossômicos em quatro linhas de cevada cultivadas e três selvagens (H. 

spontaneum) que carregavam translocações recíprocas espontâneas e outros rearranjos 
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cromossômicos. As linhas cultivadas apresentaram translocações iguais aos selvagens, 

envolvendo os cromossomos 2 e 4, sendo que os pontos de quebra foram nos centrômeros de 

ambos, originando assim os cromossomos: 2+4 (braço curto + braço curto) e 2+4 (braço 

longo + braço longo). Outra linha selvagem também apresentou variação estrutural, como 

uma inversão paracêntrica envolvendo o braço curto do cromossomo 3 e o braço longo do 

cromossomo 7 (KONISHI & LINDE-LAURSEN, 1988). 

Em estudo realizado por MANDÁKOVÁ et al. (2014) foi identificada a origem 

genética da espécie Cardamine flexuosa (2n=4x=32) através da aplicação das técnicas 

citogenéticas: GISH (hibridação genômica in situ) e CCP (comparative chromosome 

painting). Foi realizada uma comparação com a estrutura do genoma dos parentais (C. amara 

e C. hirsuta) que apresentavam número cariotípico 2n=2x=16. Os autores concluíram que a 

espécie C. flexuosa é um alotetraploide formado pelos cromossomos das espécies parentais C. 

amara e C. hirsuta. O genoma deste híbrido apresentou conservação cromossômica em 7 dos 

8 cromossomos do conjunto haplóide, entretanto, foi detectado um rearranjo intergenômico, 

uma inversão pericêntrica, que distinguiu o cromossomo 1 de C. amara do cromossomo 1 de 

C. hirsuta. 

 

2.5 Evolução cariotípica 

 

O cariótipo descreve as características do conjunto cromossômico de uma determinada 

espécie. Essa descrição é fundamental quanto se pretende comparar citogenéticamente 

diferentes espécies ou mesmo avaliar a variação entre indivíduos intraespecíficos. O cariótipo 

pode ser representado através do cariograma (cromossomos recortados de fotos e pareados) e 

idiograma (representação esquemática de cada cromossomo do conjunto haplóide).  

Na descrição do cariótipo de uma espécie são consideradas diversas características 

cromossômicas tais como morfologia, número, tamanho (absoluto e relativo) dos 

cromossomos, simetria (de acordo com as diferenças dos comprimentos e com a posição 

centromérica), padrão de distribuição da heterocromatina e número e localização das 

constrições secundárias, regiões organizadoras do nucléolo ou sítios de rDNA (LEVIN, 

2002). 

Os dados citogenéticos são importantes para estudos taxonômicos e têm sido 

empregados na sistemática vegetal buscando-se compreender as relações de parentesco e os 

mecanismos evolutivos dos cromossomos nas mais diversas categorias (STEBBINS, 1971; 

GUERRA, 1990). 
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Existem cariótipos do tipo simétrico e assimétrico. O simétrico é definido com base na 

predominância de cromossomos metacêntricos e submetacêntricos que possuem tamanhos 

aproximadamente iguais. Assimétrico é denominado de acordo com a assimetria, ou seja, a 

diversidade das formas, amplitude do tamanho cromossômico e posição do centrômero 

observada entre os cromossomos (STEBBINS, 1971). Em alguns casos, cariótipos mais 

similares e com baixos números de cromossomos podem revelar estágios mais primitivos na 

evolução de um dado grupo de plantas (FÉLIX et al., 2007). 

O aumento da assimetria cariotípica pode ser decorrente da mudança de posição 

centromérica (mediana / submediana a terminal / subterminal) ou resultante do acúmulo de 

diferenças no comprimento relativo entre os cromossomos do conjunto, conferindo ao 

cariótipo maior heterogeneidade. Porém, estas duas tendências podem ocorrer em alguns 

grupos, mas não são correlacionadas (STEBBINS, 1971). A análise minuciosa da assimetria 

cariotípica em alguns grupos de vegetais permite compreender o mecanismo envolvido na 

evolução cariotípica (FÉLIX et al., 2007). 

  Os índices de assimetria cariotípica têm sido amplamente empregados para deduzir 

mecanismos de evolução cromossômica e para avaliar a assimetria entre e dentro dos 

diferentes taxas (PASZKO, 2006). Aumentos na assimetria dos cariótipos são derivados de 

translocações Robertsonianas e da ocorrência de inversões e translocações desiguais 

observadas no estudo do comportamento meiótico (ZARCO, 1986). 

 Existem três tipos principais de evolução das espécies. O primeiro deles é a 

anagênese, em que uma espécie se deriva de outra de forma gradual e lenta, pela fixação de 

novos caracteres. Outra é a claridogênese, processo em que uma espécie se isola da população 

original e através de mecanismos de isolamento reprodutivo, com o passar do tempo se divide 

dando origem a duas ou mais espécies. E o terceiro modo é denominado evolução reticulada, 

em que a história evolutiva da espécie é acompanhada por eventos de reticulação, como a 

hibridação, recombinação e transferência horizontal de genes (STEVEN,2012).  

O polimorfismo cromossômico pode promover mudanças relacionadas à sequência do 

próprio DNA, à composição das proteínas, alterações na morfologia, tamanho e número dos 

cromossomos, sendo muito recorrente em eucariotos. Todas estas características podem estar 

expostas a mudanças evolutivas e dessa forma, podem diferir entre e dentro dos grupos dos 

mais variados organismos (SCHUBERT, 2007). 

Esse tipo de polimorfismo pode modificar a expressão do conjunto de genes no 

organismo, alterar a frequência de recombinação dos genes como também, diminuir ou até 

mesmo impossibilitar, o livre fluxo de genes dentro da população (GUERRA, 1988). 
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Rearranjos cromossômicos em eucariotos são muito comuns, tais como inversão, 

translocação, duplicação, poliploidização (em angiospermas principalmente), podendo causar 

variação tanto em parte de um gene como em centenas deles (COGHLAN et al, 2005). 

A evolução cariotípica sofreu diferentes processos nas linhas evolutivas, tais como: A) 

conservação da quantidade de DNA com estabilidade cariotípica. B) conservação da 

quantidade de DNA com reorganização do cariótipo. C) aumento da quantidade de DNA e D) 

redução da quantidade de DNA. A estabilidade cariotípica é considerada quando a variação na 

quantidade de DNA ou na morfologia e número de cromossomos da espécie é muito pequena 

(GUERRA, 1988).  

Como exemplos de evolução cariotípica no reino vegetal, alguns trabalhos podem ser 

citados. 

ENKE et al. (2015) estudaram mudanças evolutivas no tamanho do genoma do gênero 

Crepis pertencente á família Asteraceae. Os autores avaliaram três espécies (Crepis neglecta, 

C. cretica e C. hellenica) sendo o primeiro genoma cerca de duas vezes maior que o das 

outras duas espécies, e sugeriram a ocorrência de redução do genoma durante a evolução do 

gênero Crepis. No trabalho, foi avaliada a organização cariotípica das três espécies através 

hibridização in situ e foi realizado estudo da estrutura filogenética molecular utilizando-se 

marcadores nucleares. Os autores concluíram que a diferença no tamanho do genoma entre C. 

neglecta e C. cretica se deve especialmente à eliminação de sequências dispersas de DNA 

repetitivo, ao passo que a formação do cariótipo de C. hellenica envolveu reorganização 

cromossômica (ENKE et al., 2015). 

Rearranjos cromossômicos podem causar tanto a diminuição como o aumento do 

número de cromossomos. Em pesquisa realizada por MANDÁKOVÁ et al. (2015), foi 

utilizada pintura cromossômica comparativa (CCP) para descrever a origem e estrutura de três 

genomas do gênero Boechera (B. stricta-diplóide sexual (2n=14), B. divaricarpa-diplóide 

apomítico (2n=14) e B. polyantha-aneuplóide apomítico (2n=15)). De acordo com os autores, 

estudos de genética comparativa mostraram que todos os genomas da linhagem I de 

crucíferas, descendem de um genoma ancestral com oito cromossomos similares ao conjunto 

cromossômico em Arabidopsis. A análise da CCP possibilitou inferir a origem dos sete 

cromossomos da espécie B. stricta e da B. divaricarpa, provenientes do cariótipo ancestral (n 

= 8) de Brassicaceae. Os autores observaram que três cromossomos (cromossomos 4, 6 e 7) 

mantiveram a sua estrutura ancestral, enquanto que os outros cinco sofreram translocações 

recíprocas que causaram a redução do número de cromossomos (x=8 para x=7) devido à 

inativação de um centrômero no cromossomo 5. A espécie apomítica B. polyantha (2n=15) 
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sofreu uma fissão na porção central do cromossomo 1 seguida por uma inversão pericêntrica 

originando dois cromossomos, um submetacêntrico e outro telocêntrico (MANDÁKOVÁ et 

al., 2015). De acordo com os autores, a herança estável de ambos os cromossomos resultantes 

da fissão é provavelmente devido ao tipo de reprodução apomítica da espécie 

(MANDÁKOVÁ et al., 2015). 

HARPKE et al. (2014) estudaram a filogenia, evolução cariotípica e taxonomia da 

série Crocus Verni (Iridaceae) que além de diversidade taxonômica, possui também variação 

no número de cromossomos (2n=8–23), assim como variabilidade cariotípica. A evolução do 

cariótipo dessas plantas foi influenciada por eventos de disploidia (fissão/fusão) e 

poliploidização. Foram realizadas análises morfológicas, moleculares e cariológicas em 

acessos de diferentes populações de C. etruscus, C. ilvensis, C. kosaninii, C. tommasinianus, 

C. vernus e C. longi. As avaliações do taxon C. vernus levara a sua divisão em cinco espécies: 

C. heuffelianus, C. neapolitanus, C. neglectus, C. siculus e C. vernus. Comparando-se o 

genoma total dos complementos haploides, os autores propuseram que a evolução cariotípica 

com influência de poliploidização só ocorreu dentro da espécie C. vernus. Já todos os outros 

táxons revelaram que a evolução cromossômica foi possivelmente acompanhada pela 

ocorrência de disploidias, fusões e fissões, às vezes envolvendo todo o conjunto 

cromossômico haploide. O estudo citogenético comparativo do grupo sugeriu que a série 

Verni está submetida a um tipo característico de modificação nos dois braços do cromossomo, 

ou seja, a variação no conteúdo do DNA (perda ou ganho) é diferente para as diversas 

espécies da série (HARPKE et al., 2014). 

VERLAQUE et al. (2011) compararam as espécies nativas Sul Africanas, 

Carpobrotus edulis e C. acinaciformis e os seus homólogos invasivos em Provence (França) 

C. edulis e C. aff. acinaciformis com o intuito de verificar alterações morfológicas e 

cariológicas nas espécies consideradas invasoras. Nesses estudos, as avaliações morfológicas 

destacaram diferenças mais expressivas na espécie C. aff. acinaciformis (invasora) quando 

analisados 13 caracteres morfológicos, tais como comprimento, largura e espessura da folha, 

comprimento e diâmetro dos entrenós. Os autores observaram reestruturação cromossômica 

em ambos os táxons da região da Provence, através da diminuição da assimetria cariotípica 

envolvendo caracteres ligados a posição centromérica (redução da assimetria 

intracromossômica). Os autores observaram ainda, aumento da variabilidade dentro das 

espécies, à medida que os cariótipos das espécies invasoras da Provence sofreram mudanças 

de forma que essas espécies tornaram-se menos parecidas com as espécies nativas (Sul da 

África) e mais semelhantes entre si (VERLAQUE et al., 2011). 
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2.6 Coloração com Giemsa 

 

Desde o século XIX a citogenética vegetal faz uso de corantes para pesquisas nas áreas 

da citologia e histologia. Esses corantes começaram a ser extraídos de fontes vegetais ou 

animais e com o passar dos anos começaram a ser produzidos de maneira sintética. 

Os corantes utilizados em preparações citológicas podem ser classificados como 

fluorescentes e não fluorescentes, apresentando variedade de tipos e compostos químicos. 

Essas propriedades possibilitam sua utilização em estudos citogenéticos clássicos e 

moleculares (BRAMMER et al., 2015). 

Uma das formas de caracterização cariotípica é através da coloração convencional em 

que podem ser utilizados diferentes corantes, tais como Giemsa, Carmim acético, Orceína 

acética, Fucsina, entre outros. Esses corantes atuam destacando o DNA como um todo, não 

havendo formação de bandas (SHARMA & SHARMA,1994).  

O Giemsa permite definir qual o número cromossômico das espécies, aferir as 

medidas cromossômicas, estipular o comprimento total da cromatina, qual o índice de 

assimetria, possibilita ainda a observação do centrômero, da constrição secundária e satélite 

(quando existentes), a classificação dos cromossomos (metacêntrico, submetacêntrico, 

acrocêntrico ou telocêntrico) e a definição da fórmula cariotípica (GUERRA, 1983; GUERRA 

& SOUZAS, 2002). Além de ser utilizado para revelar bandas na finalização da técnica de 

bandamento-C.  

O corante Giemsa é composto pelos corantes azur II (mistura de azur I e azul de 

metileno) e eosinato de azur II (mistura de azur I, azul de metileno e eosina amarelada) 

(CRUZ, 2009; BROWN, 2010). 

SCHWEIZER (1973) aplicou duas técnicas para observação dos padrões de bandas 

nas regiões heterocromáticas, a Banda-C e Quinacrina fluorescente. Foram avaliadas cinco 

espécies de monocotiledôneas (Trillium grandiflorum, Scillia sibrica e três espécies de 

Fritillaria) e duas de dicotiledôneas (Vicia faba e Crepis capillaris). Foi possível identificar 

padrões de bandamento mais evidentes nas regiões heterocromáticas das espécies estudadas 

através do Bandamento-C, demonstrando que essa técnica é a mais eficiente para 

identificação da heterocromatina e diferenciação longitudinal dos cromossomos.  

CARVALHO et al. (2008) construíram o cariótipo do pinhão manso (Jatropha curcas 

L.) utilizando a coloração dos cromossomos em solução de Giemsa. Através desta técnica os 

autores conseguiram determinar que o cariótipo de J. curcas é composto por 22 cromossomos 

homomórficos, metacêntricos e submetacêntricos, de tamanho variando entre 1,24 e 1,71 μm.  
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LOMBELLO & FORNI-MARTINS (1998a) estabeleceram o número cromossômico 

de 11 espécies de trepadeiras de sete famílias distintas (Canavalia parviflora, Canavalia 

picta, Centrosema sagitattum, Phaseolus lunatus (Fabaceae), Dalechampia pentaphylla 

(Euphorbiaceae), Mascagnia anisopetala, Stigmaphyllon lalandianum (Malpighiaceae), 

Merremia macrocalyx (Convolvulaceae), Momordica charantia (Cucurbitaceae), Passiflora 

miersii (Passifloraceae), Pereskia aculeata Mill. (Cactaceae). Para o desenvolvimento deste 

trabalho, os autores fizeram uso da coloração com Giemsa e a caracterização foi 

complementada com informações de medidas dos pares de cromossomos e índice 

centromérico. Além das espécies já citadas, foi feita da mesma forma, através de coloração 

com Giemsa, a descrição do número de cromossomos para outras cinco espécies (Serjania 

caracasana, S. fuscifolia, S. meridionalis, Urvillea laevis (tribo Paulliniae) e Talisia obovata 

(tribo Melicocceae)) da família Sapindaceae, e mais uma vez esta coloração permitiu a 

identificação cromossômica. Informações complementares de medidas dos pares e índice 

centromérico possibilitaram a caracterização das espécies (LOMBELLO & FORNI-

MARTINS, 1998b). 

Pesquisa realizada por ORTOLANI et al. (2007), avaliou a espécie Schlumbergera 

truncata (Cactaceae), que exibe variação na coloração de suas flores e o híbrido 

Schlumbergera X buckleyi, através da montagem de cariótipo com o uso da técnica da Banda-

C e de coloração Giemsa. A diferenciação das espécies desse gênero com base apenas no 

fenótipo de suas plantas não era confiável o bastante. Contudo, a aplicação da técnica de 

Giemsa em conjunto com o bandamento-C e a aferição das medidas cromossômicas, 

permitiram a caracterização das espécies através da cariotipagem. Os autores identificaram 

para a espécie S. truncata, variedades com flor de cor branca, vermelha e pink, 2n=22 

cromossomos com fórmula cariotípica 16m+6sm. O híbrido S. × buckleyi apresentou 

resultado semelhante, 2n=22 e 16m+6sm. Já para a planta S. truncata com pétalas de 

coloração amarelada, os autores observaram 2n=34 cromossomos, no entanto essa variedade 

não apresentou nenhum padrão de bandas-C, não sendo possível obter o cariótipo e a 

classificação cromossômica para esta amostra.  

SAKURAI & ICHIKAWA (2001), sugeriram que os gêneros Zebrina e Setcreasea da 

família Commelinaceae, deveriam ser considerados representantes do gênero Tradescantia. 

Os autores analisaram os cariótipos e os padrões de bandamento-C. Foram comparados três 

clones de Zebrina (Z. pendula Schnizl, Z. pendula cv. Quadricolor e Z. purpusii Brückn) e 

dois clones de Setcreasea (S. purpurea (Brasil e Fukuoka) com um triploide de Tradescantia 

(T. ohiensis). Os clones Z. pendula Schnizl e Z. purpusii apresentaram 2n=24 cromossomos e 
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mesma fórmula cariotípica (4 metacêntricos + 6 subtelocêntricos + 14 telocêntricos). Esses 

clones revelaram também bandas intersticiais em oito cromossomos telocêntricos do conjunto 

haploide. Já o clone Z. pendula cv. Quadricolor apresentou 2n=23 cromossomos, com formula 

cariotípica (6 metacêntricos + 5 subtelocêntricos + 11 telocêntricos + 1 acrocêntrico), com 

bandamento no satélite do acrocêntrico, bandas teloméricas nos braços longos de todos os 

cromossomos metacêntricos e uma banda intersticial em seis telocêntricos (SAKURAI & 

ICHIKAWA, 2001). Os dois clones de S. purpurea apresentaram 2n=24 cromossomos com a 

fórmula cariotípica 8 metacêntricos + 8 “nearly” metacentricos + 8 submetacêntricos, sendo o 

termo “nearly metcentrics” usado pelo próprio autor no trabalho apresentado. Além disso, 

foram observadas bandas teloméricas em muitos braços cromossômicos e bandas no satélite 

em dois “nearly” metacêntricos e em um cromossomo submetacêntrico. O triploide T. 

ohiensis revelou 2n=18 cromossomos (9 metacêntricos + 9 submetacêntricos) com presença 

de bandas teloméricas em ambos os braços e presença de banda no satélite de três 

cromossomos submetacêntricos (SAKURAI & ICHIKAWA, 2001). Os autores verificaram 

através do bandamento-C a presença de diversos padrões de bandas nas regiões centroméricas 

em todos os cromossomos de todos os clones estudados e que houve diferenciação estrutural 

nos cromossomos dos clones, especialmente em Zebrina. Mostraram também que S. purpurea 

está relativamente próxima de T. ohiensis, enquanto Zebrina se encontra distante dos outros 

dois gêneros. Portanto, continua a existir, pelo menos, uma questão citológica para unir 

Zebrina com Tradescantia (SAKURAI & ICHIKAWA, 2001). 

A coloração cromossômica, através de técnica convencional utilizando Giemsa, 

possibilita diferenciar espécies, porém em muitos casos ainda se faz necessária a aplicação de 

outras técnicas tais como o bandamento-C, bandamento-NOR, bandamento com fluorocromos 

CMA e DAPI, entre outras. Todas essas metodologias permitem que os cromossomos possam 

ser analisados de maneira mais detalhada, evidenciando a morfologia e estrutura linear, 

permitindo a sua caracterização individual (ZANELA, 2009; BRAMMER et al., 2015). 

 

2.7 Bandamento com os corantes fluorescentes CMA e DAPI  

 

A técnica de bandamento com o uso de corantes fluorescentes (fluorocromos) tem sido 

realizada visando à obtenção de padrões diferenciais característicos de bandas fluorescentes 

nos cromossomos. Essa técnica permite uma análise mais apurada dos conjuntos 

cromossômicos.  
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Os fluorocromos mais comuns são o 4-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e a 

Cromomicina A3 (CMA). Preparações cromossômicas com DAPI e CMA produzem padrões 

de bandamento conforme a afinidade de bases do DNA. O corante fluorescente CMA se liga 

às regiões heterocromáticas ricas em bases nitrogenadas guanina e citosina (GC). Em 

contrapartida, o corante DAPI se liga às regiões cromossômicas ricas em bases nitrogenadas 

adenina e timina (AT). Estes fluorocromos podem ser associados a antibióticos como a 

Distamicina e Actinomicina, respectivamente (SCHWEIZER,1976a; 1976b). 

O fluorocromo CMA quando associado ao antibiótico Distamicina (CMA/DA) age 

como um contra-corante se ligando às bases AT visando promover um maior contraste nas 

regiões ricas em GC durante a visualização do fluorocromo primário. Da mesma forma, a 

associação do DAPI com a Actinomicina (DAPI/AMD) faz com que este funcione também 

como um contra-corante, ligando-se às bases GC e gerando maior contraste das regiões ricas 

em AT (SCHWEIZER, 1976a; 1976b).  

Os resultados obtidos com o auxílio dessa técnica têm permitido uma melhor 

compreensão sobre a origem e evolução dos cariótipos de plantas devido à possibilidade de 

comparação entre os padrões de bandas fluorescentes, e sua composição, nos diferentes 

cromossomos e nos diferentes complementos. 

ALI et al. (2009), investigaram as relações filogenéticas entre cinco espécies de Vicia 

(V. macrocarpa, V. sativa, V. narbonensis, V. ervilia e V. faba) utilizando o bandamento com 

o fluorocromo DAPI (4-6-diamidino-2-fenilindol) para caracterização dos cromossomos e 

também usando sondas das sequências de genes de rRNA (5S e 25S) para determinar as 

regiões organizadoras do nucléolo. De acordo com os resultados, os autores conseguiram 

verificar que a espécie V. ervilia está estreitamente relacionada com V. narbonensis enquanto 

que V. narbonensis está relacionada com V. macrocarpa. Porém, o grau de ligação entre V. 

narbonensis e V. macrocarpa é menor que a relação entre V. narbonensis e V. ervilia. As 

relações filogenéticas envolvendo V. sativa apontaram que essa espécie está filogeneticamente 

próxima de V. macrocarpa. A espécie V. faba não apresentou proximidade filogenética com 

nenhuma das espécies analisadas (ALI et al., 2009). 

LOMBELLO & PINTO-MAGLIO (2004), estudaram citogeneticamente espécies do 

gênero Coffea (C. brevipes e C. racemosa) e duas espécies do gênero Psilanthus (P. 

bengalensis e P. travancorensis), utilizando as técnicas de bandamento de regiões 

heterocromáticas com CMA, DAPI e hibridação in situ com fluorescência (FISH). Para a 

última técnica, foram usadas as sequências 45S e 5S de rDNA como sondas, as sondas pTa71 

e a pScT7 respectivamente, para a detecção das regiões organizadoras do nucléolo. Nenhuma 
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das quatro espécies revelou bandas DAPI positivas, porém foi possível verificar dois pares de 

cromossomos com bandas CMA positivas nas espécies C. racemosa e P. travancorensis e um 

par de cromossomos bandados nas espécies C. brevipes e P. bengalensis. A marcação de 

sítios NOR, foi observada em todas as espécies. A sonda pTa71 marcou um sítio NOR nas 

espécies P. travancorensis, C. brevipes e P. bengalensis e dois sítios na C. racemosa. Já a 

sonda pScT7, detectou uma região organizadora do nucléolo (NOR) nas quatro espécies 

(LOMBELLO & PINTO-MAGLIO, 2004). Apesar da evidente similaridade citológica entre 

as espécies e gêneros avaliados, as análises baseadas na aplicação dos marcadores CMA, 

DAPI e FISH, contribuíram para a caracterização cariotípica dessas espécies e forneceram 

dados para discussão da taxonomia no grupo (LOMBELLO & PINTO-MAGLIO, 2004). 

 No trabalho descrito por BESENDORFER et al. (2002), foram aplicadas técnicas de 

bandamento com CMA e DAPI para 6 populações da espécie Allium communtatum 

(Aliaceae). As características dos cariótipos eram as mesmas para todas as populações 

avaliadas (2n=2x=16). Os padrões de bandamento encontrados para Cromomicina (CMA) e 

4-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), evidenciaram que a heterocromatina de caráter 

constitutivo era rica tanto em segmentos de DNA com bases C-G, como também em bases A-

T. As bandas de CMA destacaram a ocorrência de heteromorfismo associado à 

heterocromatina entre os cromossomos homólogos possuidores das NORs. 

Buscando maior conhecimento sobre aspectos citogenéticos e evolutivos do gênero 

Selaginella (Pteridophyta), MARCON et al. (2005), estudaram sete espécies do gênero (S. 

muscosa Spring, S. simplex Baker, S. willdenowii Baker, Selaginella sp., S. producta Baker, S. 

plana, S. convoluta Spring), todas nativas do Brasil. Para execução do trabalho os autores 

adotaram diferentes métodos de coloração. Os autores aplicaram as técnicas de bandamento 

com os fluorocromos CMA com Distamicina e DAPI e impregnação com prata (AgNO3) e em 

complemento ao estudo também mapearam a distribuição dos sítios de rDNA 45S, através de 

hibridação in situ (MARCON et al., 2005). O bandamento com os fluorocromos CMA e 

DAPI exibiu fraca diferenciação cromossômica e os padrões de bandas com CMA 

demonstraram afinidades com os sítios de rDNA (45S). Os autores concluíram que houve 

variação no número cromossômico (2n=18, 20 e 24) e variação em relação ao comprimento 

dos cromossomos das espécies (MARCON et al., 2005). Ao associar essas informações com a 

localização dos sítios de rDNA, foi possível concluir ainda, que as variações estruturais 

observadas colaboraram para a evolução do gênero, além de sugerirem também que as 

variações relacionadas ao número básico do gênero (x=9 e x=10) poderiam ter surgido duas 

ou mais vezes independentemente (MARCON et al., 2005). 
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2.8 Hibridação in situ 

 

A hibridação in situ (HIS) é uma metodologia empregada, para a visualização em 

células e cromossomos, de sequências definidas de ácidos nucléicos, DNA alvo (DNA ou 

RNA), por meio da hibridação com sequências complementares conhecidas (DNA sonda). 

O objetivo principal da hibridação in situ, é verificar se a célula, tecido ou 

cromossomos possuem as sequências de nucleotídeos complementares as sequências do DNA 

utilizado como sonda. A primeira descrição dessa técnica foi feita por GALL & PARDUE 

(1969). 

O procedimento permite a interação entre conhecimento da biologia celular, 

citogenética clássica e genética molecular. A metodologia de hibridação in situ fluorescente 

(fluorescent in situ hybridization - FISH), ao contrário da HIS, utiliza corantes fluorescentes 

para detectar os nucleotídeos marcados da sonda.  

Esse método é utilizado para a construção de mapas físicos de cromossomos, análise e 

investigação da estrutura, função e evolução dos cromossomos e na caracterização de 

genomas (LEITCH et al., 1994). 

As sondas mais utilizadas são aquelas compostas de sequências repetitivas, devido 

proporcionarem sinais mais evidentes e em consequência facilitarem a sua detecção. As mais 

empregadas são as sequências de DNA ribossômico (rDNA) 45S e 5S.  

A sonda de rDNA 45S conhecida como pTa71 apresenta 9,0 Kb e corresponde à 

sequência de DNA ribossômico retirada de Triticum aestivum, a qual abrange as regiões 28S, 

5.8S e 26S e foi clonada no plasmídeo pUC19 (GERLACK & BEDBROOK, 1979). Já a 

sonda de rDNA 5S, pScT7, corresponde à sequência de DNA ribossômico 5S isolada de 

Secalle cereale, contém 300-500 pb e foi clonada no plasmídeo pUC8 (LAWRENCE & 

APPELS, 1986). 

Estas sondas de rDNA por serem formadas por sequências altamente conservadas são 

empregadas para caracterizar a quantidade e localização das regiões organizadoras do 

nucléolo em um complemento cromossômico, as quais são responsáveis pela formação do 

nucléolo em diversas espécies vegetais. Para exemplificar a utilização da técnica hibridação in 

situ, alguns trabalhos podem ser citados.  

Em estudo comparativo de três cultivares de pepino, da espécie Cucumis sativus L., 

HOSHI et al. (2011) compararam duas cultivares europeias ´Borszczagowski` e ´Monastyrski` 

e uma japonesa ´Zibai` através de bandamento com cromomicina A3 (CMA) e 4,6-diamidino-

2-phenylindole (DAPI) e hibridação in situ com fluorescência (FISH) com sondas de rDNA 
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5S, 45S e de sequências repetitivas do telômero. A cultivar 'Borszczagowski' foi definida 

como o cariótipo básico de pepino (2n=2x=14). De acordo com as análises, a C. sativus 

‘Monastyrski’ foi considerada cariotipicamente semelhante a cultivar padrão, porém com 

algumas diferenças. Esta apresentou bandas nos braços longos e curtos dos cromossomos 3 e 

7, enquanto que a cultivar ´Borszczagowski` exibiu somente uma banda na região terminal do 

braço longo desses cromossomos. Foram observadas ainda, bandas heterocromáticas 

CMA/DAPI nos braços longos dos cromossomos 2 e 5, as quais se apresentaram em 

diferentes tamanhos entre as cultivares (HOSHI et al., 2011). A cultivar ´Zibai` demonstrou 

fortes diferenças em relação às cultivares europeias, quatro dos sete cromossomos do conjunto 

haplóide da cultivar japonesa não foram encontrados no cariótipo da cv ´Borszczagowski` 

pelo padrão de bandamento. No entanto, os outros três cromossomos restantes, mostraram-se 

muito similares aos cromossomos 1, 2 e 4 da cv ´Borszczagowski`. Já as sequências de rDNA 

45S e 5S emitiram sinais de tamanhos variados em todos os cromossomos e sinais das sondas 

teloméricas (FISH) apareceram nos finais de todos os cromossomos (HOSHI et al., 2011). 

WITKOWSKA et al. (2009) desenvolveram o mapeamento físico de genes no DNA 

ribossomal da espécie Jatropha curcas, através da aplicação de hibridação in situ com 

fluorescência (FISH). Esses autores avaliaram a diversidade genética entre uma variedade de 

origem africana e cinco asiáticas. Em todas as variedades estudadas, foram destacados, um 

locus de rDNA 5S e 2 loci de 45S, em regiões específicas dos cromossomos e localizadas 

repetições teloméricas (TTTAGGG)n nas regiões terminais em todos os cromossomos. Diante 

das observações, foi confirmada a estabilidade e a conservação destas sequências repetitivas 

entre as linhas de pinhão-manso. 

A conífera abeto vermelho, pertencente ao gênero Picea, pode ser encontrada por toda 

a Eurásia e América do Norte. O número cromossômico dessa espécie é 2n=24 e por 

apresentar cariótipos muito semelhantes, o uso de técnicas convencionais de coloração 

objetivando-se análises comparativas, não é o mais adequado. Devido a isso, SHIBATA & 

HIZUME (2008), utilizaram hibridação fluorescente in situ (FISH) com sondas de rDNA 45S, 

5S, e Sau3A para montagem de cariótipos comparativos de 11 espécies do gênero Picea. 

Através do FISH foi possível observar relações interespecíficas de seis espécies provenientes 

da Eurásia (P. abies, P. asperata, P. koyamai, P. obovata, P. jezoensis var. hondoensis, P. 

schrenkiana) e cinco norte-americanas (P. breweriana, P. engelmannii, P. mariana, P. 

pungens var. glauca, P. rubens). Esta técnica permitiu ainda verificar que as espécies 

euroasiáticas possuíam cariótipos com padrões de bandamento similares ao contrário do que 
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foi constatado pelos autores em relação às espécies norte-americanas, pois os sinais de 

hibridação emitidos foram variáveis (SHIBATA & HIZUME, 2008). 

LIM et al. (2007) investigaram os parentais do alopoliploide Iris versicolor (2n=108) 

com auxílio de técnicas de citogenética molecular FISH e GISH (genomic in situ 

hybridization), envolvendo também as espécies Iris virginica (2n=70) e Iris setosa (2n=38), 

buscando-se verificar se esses eram seus genitores. As sondas de rDNA utilizadas no estudo 

foram 5S e 18-26S. Os resultados de GISH confirmaram que a espécie I. versicolor possuía o 

complemento cromossômico das espécies Iris virginica e Iris setosa, e o FISH evidenciou que 

todos as sítios de rDNA 18-26S presentes na espécie I. versicolor foram provenientes de I. 

virginica. No entanto, foram detectados dois sítios de rDNA 5S em I. versicolor os quais eram 

provenientes de I. setosa e I. virginica, sendo um em cada espécie. Dessa forma, diante dos 

dados obtidos, os autores concluíram que I. versicolor é realmente um alopoliploide 

envolvendo as espécies I. virginica e I. setosa (LIM et al., 2007). 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Local dos experimentos 

 

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratório de Citogenética do Centro de 

Pesquisa e Desenvolvimento de Recursos Genéticos Vegetais, localizado no Centro 

Experimental de Campinas na Fazenda Santa Elisa do Instituto Agronômico, Campinas, SP. 

 

3.2 Material vegetativo 

 

Foram utilizados materiais vegetativos de duas populações da espécie Acrocomia 

aculeata, sendo uma localizada em Montes Claros/MG e outra de Santa Luzia/MG. As 

sementes foram coletadas e germinadas em parceria com a Empresa Acrotech Sementes e 

Reflorestamento Ltda., localizada em Viçosa/MG. A parte vegetal utilizada neste estudo foi o 

meristema de raízes provenientes de sementes recém germinadas. 
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MÉTODOS 

 

3.3 Pré-tratamento de raízes e fixação 

 

O pré-tratamento das pontas de raízes realizado com antimitóticos, possui a finalidade 

de interromper o ciclo de divisão celular para a obtenção de um maior número de células na 

fase de metáfase e uma maior condensação dos cromossomos. 

As raízes utilizadas foram submetidas a testes com três tipos de antimitóticos visando 

a escolha daquele que resultasse no melhor pré-tratamento (Figura 5). 

 

 

Figura 5 - Semente de macaúba (Acrocomia aculeata) com raízes no tamanho adequado para 

coleta e aplicação do pré-tratamento visando à interrupção do ciclo de divisão celular para 

obtenção de células na fase de metáfase (arquivo pessoal). Barra = 1 cm. 

 

Foram testados três antimitóticos em cinco períodos: (a) solução saturada de 

paradiclorobenzeno (PDB); (b) 8-hidroxiquinolina 0,02 M (8-HQ) e (c) colchicina 2% durante 

5, 8,13, 14 e 15 horas, à temperatura de 15°C. Os melhores resultados foram obtidos para o 

uso do 8-HQ por 15 horas, que foi então estabelecido como pré-tratamento padrão. 

Após o processo de imersão das raízes em antimitótico foi feita a fixação em solução 

de Carnoy (etanol absoluto e ácido acético glacial na proporção de 3:1). As raízes recém 

fixadas foram submetidas ao vácuo durante 3 a 5 minutos, pois a conservação do material e 

preservação das estruturas cromossômicas é melhor quando apressamos a penetração do 

fixador no tecido evitando-se com isto a oxidação do material. Logo após a fixação e 

passagem pelo vácuo as raízes foram mantidas durante 24 horas em temperatura ambiente, em 
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seguida permaneceram 24 horas em geladeira (4-5°C) e por fim foram armazenadas em 

freezer (-18°C) até serem utilizadas. 

 

3.4 Hidrólise e preparações citológicas 

 

A hidrólise tem a finalidade de propiciar o amolecimento e esmagamento dos tecidos e a 

remoção das paredes celulares, permitindo que as substâncias corantes entrem em contato 

com os cromossomos. Esta hidrólise pode ser ácida ou enzimática. 

Antes do início da hidrólise dos meristemas, as raízes foram lavadas com água 

destilada e em seguida em tampão citrato. Foram testados para a hidrólise das raízes quatro 

procedimentos: a) uma mistura de enzimas Pectolyase + Celulase + Cytohelicase (Sigma- 

Aldrich) a (2%), b) Pectinase clara (Sigma-Aldrich P-4716), c) Pectinase escura (Sigma-

Aldrich P-9179) e d) hidrólise ácida com HCl 5M, em diferentes tempos e mesma temperatura 

de 37oC em banho-maria (Tabela 3).  

 

Tabela 3 - Tempo de hidrólise utilizando diferentes tipos de agentes, a temperatura de 25-

37oC. 

Agentes Temperatura Tempo (h) 

Mistura de enzimas (2%) * 37oC (2), (2,5), (3), (3,5), (4), 

(4,5) e (5)  

Pectinase clara (P-4716)  37oC (2), (2,5), (3), (3,5), (4), 

(4,5) e (5)  

Pectinase escura (P-9179)  37oC (2), (2,5), (3), (3,5), (4), 

(4,5) e (5)  

HCl 5M 37oC (30’), (35’) min 

* Mistura das enzimas: Pectolyase + Celulase + Cytohelicase (Sigma-Aldrich). 

 

Foram utilizados dois procedimentos para montagem das lâminas. No primeiro 

procedimento, após o processo de hidrólise, foi feito o isolamento do meristema das raízes 

com o auxílio de um bisturi. Em uma lâmina, foi realizado o esmagamento do meristema 

utilizando-se ácido acético a 45% ou corante Carmim Acético 1,2%, colocando-se uma 

lamínula sobre este e batendo suavemente, com auxílio um palito, até atingir um bom 

espalhamento do material celular. Em seguida, as lâminas foram pré-analisadas em 
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microscópio com condensador de contraste de fase para verificar a qualidade das mesmas. As 

lâminas que se encontravam em boas condições, com grande número de células na metáfase, 

foram selecionadas e mergulhadas em nitrogênio líquido para a remoção das lamínulas, com 

auxílio de uma lâmina de barbear. Após a retirada das lamínulas, as lâminas foram deixadas 

secando em temperatura ambiente durante um dia. Em seguida foram armazenadas no freezer 

para posterior aplicação das diferentes técnicas e processos de coloração. 

 Para o segundo procedimento foi utilizado o protocolo de suspensão de células 

(Steam Drop) conforme KIROV et al. (2014) que está resumido abaixo. Com este segundo 

procedimento buscou-se incrementar o espalhamento celular, a qualidade dos cromossomos e 

a limpeza da lâmina. 

 

3.4.1 Método "SteamDrop" - tratamento enzimático 

 

- Lavagem das raízes em solução tampão (0,1 M) de ácido cítrico com pH 4,8 durante 10 

minutos. 

- Corte, separação e transferência de 5-7 meristemas para microtubos de 0,5 mL com 30 μL 

de mistura enzimática 3% contendo Pectolyase + Celulase + Cytohelicase (Sigma-Aldrich). 

Nessa mistura a concentração foi diferente da utilizada no primeiro método (2%). 

- Incubação do tubo em estufa a 37 °C durante o período de 15 minutos. 

 

3.4.2 Preparação da suspensão celular 

 

- Transferência dos tubos com meristemas hidrolisados para um agitador de tubos tipo 

“vortex” durante 15-25 segundos buscando-se obter células em suspensão. 

- Adição de 500 µL de solução tampão (0,1 M) de ácido cítrico com pH 4,8 e mistura da 

suspensão manualmente. 

- Centrifugação a 900 rpm durante 10 minutos e em seguida 5.000 rpm por 42 segundos. 

- Descarte do sobrenadante com auxílio de uma pipeta Pasteur. 

- Adição de 500 µL de etanol (96%) e mistura manual do pellet no tubo (nessa etapa a 

suspensão celular pode ser conservada a -20 °C durante pelo menos 6 meses). 

- Nova centrifugação a 900 rpm durante 10 minutos e em seguida 5.000 rpm por 42 segundos. 

- Descarte do sobrenadante utilizando-se uma pipeta Pasteur. 

- Resuspensão final do pellet em 30 µL de etanol (96%). 
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3.4.3 Preparação dos cromossomos 

 

- Gotejamento de 15-20 µL da suspensão de células em uma lâmina até que a superfície 

adquirir um aspecto granulado por cerca de 10-20 segundos. 

- Gotejamento de 18-22µL de fixador (etanol: ácido acético), variando as concentrações 1:1 

ou 3:1 de acordo com o grau de necessidade de digestão do tecido. Quanto maior a quantidade 

de ácido maior o grau de amolecimento. Aguarda-se de 30-45 segundos até que a superfície 

apresente um aspecto granulado e a camada de fixador se torne fina, quase seca. 

- Disposição das lâminas de cabeça para baixo sobre o vapor de um banho Maria a 55°C à 

distância de 10-15 cm da superfície da água durante 5-7 segundos. 

- Secagem das lâminas imediatamente em um fluxo de ar ou soprando. 

 

3.5 Coloração com Giemsa 

 

As lâminas previamente preparadas e armazenadas foram retiradas do congelador e 

reservadas em suporte até apresentarem-se completamente secas.  

Posteriormente, as lâminas foram colocadas em uma cuba contendo solução Giemsa 

2% (98 mL de água milli-Q e 2 mL de Giemsa) e mantidas durante 7 minutos. O tempo 

definido para a melhor coloração com Giemsa foi estabelecido após monitoramento das 

mesmas, com análise ao microscópio, depois de terem sido imergidas na solução de Giemsa 

2% em diferentes tempos. 

Após o período de 7 minutos, as lâminas foram lavadas com água destilada e mantidas 

em temperatura ambiente para secarem durante pelo menos 24 horas. Em seguida, realizou-se 

a análise em microscópio com condensador de contraste de fase, a captura das imagens para 

avaliação e início da montagem do cariótipo da espécie Acrocomia aculeata. 

 

3.6  Microscopia e análise das imagens 

 

Todas as preparações citológicas utilizadas nesse trabalho, foram analisadas em um 

microscópio Olympus BX50 com acessório para epifluorescência e câmera digital refrigerada 

Olympus Q-Color 3. Para as lâminas em que foram aplicadas as técnicas de bandamento 

fluorescente e a técnica de hibridação in situ foram utilizados os filtros: U-MWU para DAPI 

(AZUL/UV – excitação a 330/385 nm e emissão a 420 nm), U-MWBV para Cromomicina 

(VERDE/UV – excitação a 400/440 nm e emissão a 475 nm) e U-MNB2 para FITC 
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(VERDE/UV – excitação a 450 nm e emissão a 570 nm) para detecção dos sinais de 

fluoresceína na hibridação in situ. 

As observações das lâminas sem coloração ou coradas com Giemsa, foram realizadas 

em microscópio com um condensador para contraste de fase. A captura das imagens foi obtida 

através de um sistema de análise de imagens computadorizado e com o software Image-

ProPlus versão 6.0 (Media Cybernetics, Inc, Silver Spring, MD, USA). 

 

3.7 Bandamento com fluorocromo DAPI/AMD (4’-6’-diamidino-2-

fenilindol/Actinomicina D) 

 

A coloração DAPI foi feita de acordo com técnica descrita por SCHWEIZER (1976b). 

Aplicou-se sobre cada lâmina 50 μL da solução de Actinomicina D (AMD) (0,2 mg/mL) de 

água deionizada), colocou-se a lamínula e manteve-se a preparação citológica no escuro por 

20 minutos à temperatura ambiente. Passado esse tempo, as lâminas foram lavadas com água 

deionizada e deixadas secar naturalmente no escuro. 

Após secas, colocou-se 50 μL da solução de DAPI (2 μL da solução estoque de DAPI 

acrescido de 198 μL de água) em cada lâmina, em seguida permaneceram incubadas no 

escuro durante 30 minutos, em sequência foram lavadas e secas como descrito anteriormente. 

Por fim, as lâminas foram montadas utilizando-se 50 μL de uma mistura de glicerina 

para fluorescência e água, na proporção de 1:4 e em seguida analisadas em microscópio de 

fluorescência com filtro específico para o fluorocromo DAPI (365nm). 

 

3.8 Bandamento com fluorocromo CMA3/DA (Cromomicina A3/Distamicina) 

 

Para a coloração com CMA3/DA seguiu-se também técnica descrita por SCHWEIZER 

(1976a) com algumas modificações, ou seja, aplicou-se Cromomicina em conjunto com a 

Distamicina-DA (agente que tem como função amplificar o sinal do fluorocromo). 

Inicialmente, colocou-se 40 μL de uma solução tampão contendo CMA sobre cada 

lâmina, em seguida estas foram cobertas com lamínulas e mantidas no escuro durante uma 

hora e meia à temperatura ambiente. Após esse período, as lâminas foram lavadas com água 

deionizada até o desprendimento da lamínula e colocadas para secar à temperatura ambiente 

no escuro por uma hora. 
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 Nas lâminas já secas, aplicou-se 30 μL da solução de Distamicina (0,1mg/mL) e 

novamente estas foram incubadas no escuro durante 20 minutos. Posteriormente, foram 

lavadas e secas como descrito acima. 

Na etapa final, nas lâminas já secas, aplicou-se 30 μL de uma solução de Cloreto de 

Magnésio 1M e tampão Mcllvane, as quais foram incubadas em estufa a 37°C durante três 

dias. Após este período foram feitas as análises em microscópio de fluorescência com filtro 

apropriado para Cromomicina (436nm).  

 

3.9 Hibridação in situ fluorescente (FISH) 

 

3.9.1 Sondas  

 

Para a execução da técnica de hibridação in situ, foi usada a sonda de rDNA pTa71. 

Essa sonda corresponde à sequência de DNA ribossômico 45S, que abrange as regiões 18S, 

5.8S e 26S, que foi isolada de Triticum aestivum. Essa sequência possui 9,0 Kb e foi clonada 

no plasmídeo pUC19 (GERLACK & BEDBROOK, 1979). A marcação da sonda foi feita 

através de reação de “nick translation” com utilização de digoxigenina-11-dUTP (Roche) 

conforme instruído pelo fabricante.  

 

3.9.2 Hibridação in situ de sondas de DNA ribossomal 45S 

 

A aplicação da técnica de hibridação in situ fluorescente (FISH) foi feita de acordo 

com o protocolo descrito por PENDAS et al. (1993) e modificado por PINTO-MAGLIO et al. 

(2000). Esse protocolo é composto das seguintes etapas:  

a) Pré-tratamento das preparações citológicas 

b) Desnaturação da sonda 

c) Desnaturação de cromossomos 

d) Hibridação  

e) Lavagens após hibridação 

f) Detecção dos sinais da hibridação 

 

a) Pré-tratamento das preparações citológicas: antes de realizar a hibridação, o material foi 

previamente tratado com RNAse e pepsina buscando-se reduzir a possibilidade de hibridações 

não específicas, interações com proteínas ou outros componentes celulares.  
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b) Desnaturação da sonda e cromossomos: a desnaturação da sonda e dos cromossomos 

foram feitas para se obter fitas simples de DNA e foram realizadas separadamente. A sonda 

marcada foi inicialmente diluída em uma mistura de desnaturação composta por sais 

(20XSSC), formamida, tampão fosfato e dextran sulfato e a desnaturação propriamente dita 

foi realizada mantendo-se a sonda diluída em banho-maria a uma temperatura de 99°C 

durante 8 minutos. Para a desnaturação dos cromossomos, adicionou-se também às lâminas 

uma mistura de desnaturação contendo: sais, formamida e tampão fosfato. Em sequência as 

lâminas foram submetidas a uma temperatura de 80°C durante 2 minutos. Imediatamente após 

a desnaturação tanto a sonda como as lâminas foram mantidas em baixa temperatura (0°C) 

para manutenção das cadeias abertas do DNA. 

c) Hibridação: Pingou-se 15-20 μL de sonda desnaturada nas lâminas para a hibridação, as 

preparações foram incubadas em câmara úmida e mantidas em estufa a 37°C durante período 

aproximado de 16 horas (overnight).  

d) Lavagens após hibridação: após a hibridação as lâminas foram lavadas em soluções 

salinas adstringentes buscando-se a remoção do excesso da sonda não hibridada ou não 

inteiramente associada aos cromossomos, assegurando assim que nas preparações citológicas, 

permanecessem apenas as ligações das sequências perfeitamente hibridadas.  

e) Detecção dos sinais da hibridação: após a hibridação e lavagens adstringentes foi 

realizada reação do tipo antígeno anticorpo com propósito da detecção dos sinais de 

hibridação nos cromossomos. Para isto colocou-se nas lâminas, 15-20 μL de anti-

digoxigenina conjugada com isocianato de fluoresceína (FITC) as quais foram incubadas em 

câmara úmida a 37ºC durante 45 minutos. Após esta reação foram realizadas as lavagens pós-

detecção. 

f) Lavagens pós-detecção: Após a detecção, o excesso de anticorpo foi eliminado fazendo-se 

três etapas de lavagens. Ao final as lâminas passaram por desidratação em série alcoólica 70%, 

90% e 100%.  

As lâminas foram finalizadas com o meio de montagem para fluorescência 

Vectashield (Vector Laboratories) contendo o contra-corante 4’-6-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI).  

A visualização dos sítios onde ocorreu a hibridação entre a sequência do DNA sonda e 

a sequência do DNA alvo nos cromossomos é decorrente da excitação do fluorocromo através 
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de luz de comprimento de onda adequado ao fluorocromo escolhido. Os sinais obtidos por 

emissão foram analisados no microscópio de fluorescência com filtros apropriados e as 

imagens capturadas conforme descrito no item 3.2.4. Como a sonda foi marcada com 

digoxigenina, e detectada com anti-digoxigenina com FITC os sinais foram visualizados na 

cor verde. 

 

3.10 Medida dos cromossomos 

 

Para a obtenção e análise das medidas dos cromossomos foi utilizado o programa 

MicroMeasure versão3.3 (MM), disponibilizado pelo site 

http://www.colostate.edu/Depts/Biology/MicroMeasure pelo departamento de Biologia da 

Colorado State University (REEVES & TEAR, 2000; REEVES, 2001). 

Utilizando as imagens capturadas pelo analisador de imagens, os cromossomos foram 

medidos em 10 células de cada população, e a média dos valores dos pares cromossômicos e 

dos braços foi empregada como padrão, incluindo a posição do centrômero. A nomenclatura 

utilizada para a morfologia cromossômica foi a proposta por LEVAN (1964) e os pares foram 

alinhados pelos centrômeros e numerados em ordem decrescente de tamanho. 

A caracterização do cariótipo foi desenvolvida fazendo-se uso das medidas dos CTC 

(Comprimento Total de Cromatina), calculadas mediante somatória do tamanho individual de 

todos os cromossomos, do IC (Índice Centromérico) de cada par cromossômico calculado 

conforme LEVAN (1964), e do índice TF% (Índice de Assimetria) calculado de acordo com 

HUZIWARA (1962). Adicionalmente, calculou-se o número fundamental (número de braços 

cromossômicos no complemento cromossômico) em conformidade com MATHEY (1945) e o 

coeficiente de variação da média do comprimento dos pares classificados segundo GOMES 

(2000). 

A partir das imagens capturadas em contraste de fase, foram construídos os 

cariogramas e idiogramas, e a edição foi executada com auxílio do programa Adobe 

Photoshop CS6 e Power Point. Para a confecção dos idiogramas utilizou-se o programa 

Microsoft Word com base nas médias das medidas de comprimento total e dos braços dos 

cromossomos. 

 

 

 

 



49 

 

4 RESULTADOS 

 

Durante as análises das preparações citológicas de indivíduos provenientes de ambas 

as populações observou-se grande quantidade de ráfides e também a presença de bolhas de 

óleo, próprias do material, espalhadas por todo o citoplasma celular o que dificultou a 

visualização dos cromossomos, a aplicação da técnica de hibridação in situ fluorescente e a 

captura de imagens de boa qualidade (Figura 6A e 6B). 

 

 

Figura 6 - Células de Acrocomia aculeata A. Citoplasma com bolhas de óleo. B. Citoplasma 

com ráfides. Barra = 10 μm.  

 

4.1  Acrocomia aculeata - População de Montes Claros/MG 

4.1.1  Microscopia de fase e coloração com Giemsa 

 

As análises das preparações citológicas coradas com corante Giemsa demonstraram 

que a espécie A. aculeata população de Montes Claros possui número cromossômico diploide 

2n=2x=30 (Figuras 7A e 8). O complemento cromossômico evidenciou morfologia distinta 

entre os cromossomos, sendo os pares classificados com base na posição do centrômero. Os 

pares de 2 a 15, exceto o par 14, foram classificados como metacêntricos, par 1 

submetacêntrico e par 14 subtelocêntrico. Observou-se também na espécie A. aculeata 

população Montes Claros, a presença de constrições secundárias (regiões organizadoras do 

nucléolo) nos braços longos dos pares 2 e 8 e apenas um destes com satélite (SAT) (Figura 

7B). 
 

A B 
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Figura 7 - Cariótipo de Acrocomia aculeata da população de Montes Claros/MG. A. 

Metáfase mitótica com 30 cromossomos coloridos com Giemsa. B. Destaque para as 

constrições secundárias nos braços longos dos pares de cromossomos 2 e 8 (setas). Barra = 10 

μm. 

 

 

Figura 8 - Cariograma da espécie Acrocomia aculeata da população de Montes Claros/MG 

com 2n=2x=15 pares de cromossomos. Constrições secundárias nos braços longos dos pares 2 

e 8 (*). Coloração com Giemsa. Barra = 10 μm. 

 

4.1.2  Bandamento com CMA/DA (Cromomicina A3/Distamicina) 

 

Os cromossomos da espécie A. aculeata população de Montes Claros/MG quando 

submetidos à técnica de bandamento com fluorocromo CMA3/DA, exibiram 2 bandas 

A 

1                 2*                 3                 4                5 

B 

6                  7                 8*                9               10  

11                 12                13               14               15 
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pequenas e 2 bandas grandes CMA3/DA +. As bandas observadas estavam localizadas nas 

regiões teloméricas dos cromossomos. Porém não foi possível a identificação dos pares 

cromossômicos que exibiram a banda fluorescente (Figura 9), revelada pela primeira vez para 

a espécie. Nos demais pares cromossômicos o bandamento com CMA3/DA não foi observado.  

 

 

Figura 9 – Célula pré-metafásica da espécie Acrocomia aculeata da população de Montes 

Claros/MG. Preparação citológica com bandamento obtido com aplicação de Cromomicina 

com Distamicina (CMA/DA). Destacam-se quatro sinais (setas). Barra = 10 μm. 

 

Observou-se também que quanto mais condensados os cromossomos, mais 

imperceptíveis eram os sinais. Conforme o grau de condensação da cromatina a visualização 

dos sinais fluorescentes era dificultada, portanto nos cromossomos pré-metafásicos as bandas 

CMA+ eram detectadas, porém quando em metáfase mitótica em algumas células não eram 

claramente visíveis (Figura 10).  
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Figura 10 - Célula em metéfase mitótica da espécie Acrocomia aculeata população Montes 

Claros/MG. Sinais de bandamento com Cromomicina e Distamicina (CMA/DA) evidenciados 

em cromossomos com maior grau de condensação. Barra = 10 μm. 

 

4.1.3  Bandamento com DAPI/AMD (4’-6’-diamidino-2-fenilindol/Actinomicina D) 

 

O genótipo A. aculeata da população de Montes Claros/MG, quando submetido ao 

bandamento com fluorocromo DAPI/AMP revelou banda nos pares cromossômicos 2 e 4. No 

par 2 destacou-se uma banda na porção centromérica dos cromossomos e o par 4 apresentou 

uma banda na região mediana do braço longo do par. Nos pares restantes, foi possível 

constatar variação na intensidade da fluorescência, mas não foram observadas bandas nítidas 

DAPI/AMP positivas. Esses resultados da aplicação da técnica de coloração com fluorocromo 

DAPI/AMP, foram inéditos para a espécie A. aculeata (Figura 11). 
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Figura 11 – Acrocomia aculeata da população de Montes Claros/MG. Cromossomos em 

metáfase mitótica com bandamento com 4’-6’-diamidino-2-fenilindol/ActinomicinaD 

(DAPI/AMD). Destacam-se quatro sinais nos pares cromossômicos 2 e 4 (setas). Barra = 10 

μm. 

 

4.1.4  Hibridação in situ fluorescente (FISH)  

 

A hibridação in situ com a sonda de rDNA 45S, pTa71, foi testada inicialmente em 

conjunto com lâminas citológicas de trigo (Triticum), utilizadas como controle positivo. No 

entanto, a hibridação in situ com a sonda de rDNA 45S, apresentou resultado negativo para a 

A. aculeata população de Montes Claros. Não foi identificada a presença e localização de 

sítios de rDNA nos pares cromossômicos. Além da ausência de sinais de hibridação verificou-

se durante as observações, a presença de um envoltório na maioria das células, sendo este 

visivelmente destacado somente após a aplicação do FITC (Figura 12). 
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Figura 12 – Cromossomos em metáfase mitótica da espécie Acrocomia aculeata da 

população de Montes Claros/MG. Ausência de sinais de hibridação in situ fluorescente 

(FISH) no complemento cromossômico. Cromossomos coloridos com isocianato de 

fluoresceína (FITC). Barra = 10 μm. 

 

4.1.5  Medidas cromossômicas 

 

O comprimento total dos cromossomos do complemento da espécie Acrocomia 

aculeata, população Montes Claros, variou entre 1,94 ± 0,45 e 4,01 ± 0,92 µm e os 

coeficientes de variação (CV%) dessas medidas apresentaram-se próximos a 20% (Tabela 4). 

A fórmula cariotípica de A. aculeata foi 13m+1sm+1st (treze pares cromossômicos 

metacêntricos, um par submetacêntrico e um par subtelocêntrico) sendo os pares 2 e 8 com 

constrição secundária e apenas no par 8 a constrição secundária está associada a um satélite 

pelo fato da medida do segmento terminal da constrição secundária ser inferior a 10% do 

comprimento total do cromossomo (Tabela 4 e Figura 13). No par 2, a medida da contrição 

secundária foi superior a 10% (0,58 µm), dessa forma de acordo com os parâmetros 
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estabelecidos o comprimento do segmento terminal da constrição secundária não é 

classificado como satélite.  

 

Tabela 4 - Média dos comprimentos totais dos pares cromossômicos, média dos braços curtos 

e braços longos dos cromossomos, razão entre os braços longos e curtos, classificação, satélite 

(SAT.) e coeficiente de variação das médias (CV%) das amostras obtidas de plantas de A. 

acuelata de Montes Claros/MG. 

Pares 
Compr. 

cromoss.a 

Crompr. braços b 
Razãoc Classif.d SAT.e ICf CV (%)g 

Curto Longo 

1 4,01 ± 0,92  1,31 2,70 2,06 sm   32,67 22,93 

2 3,84 ± 0,72 1,49 1,77 1,58 met 
 

38,80 18,88 

3 3,65 ± 0,72 1,54 2,11 1,37 met   42,19 19,6 

4 3,49 ± 0,63 1,52 1,97 1,30 met   43,55 18,06 

5 3,35 ± 0,65 1,42 1,93 1,36 met   42,39 19,31 

6 3,22 ± 0,61 1,3 1,92 1,48 met   40,37 18,82 

7 3,13 ± 0,60 1,35 1,78 1,32 met   43,13 19,1 

8 3,09 ± 0,68 1,19 1,56 1,60 met 0,34 L 38,51 21,91 

9 2,93 ± 0,60 1,32 1,61 1,22 met   45,05 20,39 

10 2,80 ± 0,50 1,26 1,54 1,22 met   45,00 18,07 

11 2,60 ± 0,43 1,08 1,52 1,41 met   41,54 16,56 

12 2,59 ± 0,39 1,04 1,43 1,38 met   42,11 15,68 

13 2,33 ± 0,45 0,91 1,42 1,56 met   39,06 19,24 

14 2,31 ± 0,22 0,51 1,80 3,50 st   22,24 9,47 

15 1,94 ± 0,45 0,77 1,17 1,52 met   39,69 23,29 
a Compr. cromoss. – indica o comprimento (µm) total, incluindo a medida do satélite e o desvio padrão para cada 

par de cromossomos; 
b Compr. braços – indica o comprimento (µm) dos braços longos (L) e curtos (C) dos cromossomos; 
c Razão – calculada pela divisão do braço longo pelo braço curto; 
d Classif. – classificação dos cromossomos conforme a razão (met – metacêntrico, sm – submetacêntrico, st –

subtelocêntrico); 
e SAT. – indica o tamanho (µm) do satélite quando presente nos pares cromossômicos; Pares 2 e 8 apresentam 

constrição secundária, satélite presente no par 8. 
f IC – Índice centromérico (LEVAN, 1964); 
g CV (%) – indica o coeficiente de variação (em porcentagem). 
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Figura 13 – Idiograma representativo dos cromossomos de Acrocomia aculeata da população 

de Montes Claros/MG indicando o resultado do bandamento com (4’-6’-diamidino-2-

fenilindol/Actinomicina D (DAPI/AMD) nos pares 2 e 4. Pares 2 e 8 com constrição 

secundária (CS) no braço longo; par 8 com satélite. 

 

4.2  Acrocomia aculeata - População de Santa Luzia/MG  

 

4.2.1  Microscopia de fase e coloração com Giemsa 

 

As preparações citológicas submetidas à coloração com Giemsa e capturadas em 

microscopia de fase demonstraram que a espécie Acrocomia aculeata da população de Santa 

Luzia possui mesmo número cromossômico que a população de Montes Claros (2n=2x=30) 

(Figuras 14A e 15). Os cromossomos do complemento de A. aculeata – Santa Luzia 

apresentaram diferenças morfológicas quanto a posição do centrômero. Com exceção dos 

pares 1, 14 (submetacêntricos) e 3 (subtelocêntrico), todos os demais cromossomos foram 

classificados como metacêntricos. Observou nesta espécie A. aculeata - Santa Luzia, a 

ocorrência de constrições secundárias nos pares 3, 4 e 7 e presença de satélite no braço longo 

deste último par (Figura 14B). 
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Figura 14 - Cariótipo de Acrocomia aculeata da população de Santa Luzia/MG. A. Metáfase 

mitótica com 30 cromossomos coloridos com Giemsa. B. Destaque para o satélite no braço 

longo do cromossomo 7 (setas pretas) e as constrições secundárias no braço longo do 

cromossomo 3 (setas vermelhas) e braço curto do cromossomo 4 (setas verdes). Barra = 10 

μm. 

 

 

Figura 15 - Cariograma da espécie Acrocomia aculeata da população de Santa Luzia/MG 

com 2n=2x=15 pares de cromossomos. Constrições secundárias nos braços longos dos pares 3 

e 7 e braço curto do par 4 (*). Coloração com Giemsa. Barra = 10 μm. 

 

 

1                 2                   3*                4*               5 

6                  7*                 8                  9                10  

11                 12               13                 14              15 
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4.2.2  Bandamento com CMA/DA (Cromomicina A3/Distamicina) 

 

O complemento cromossômico dos indivíduos da espécie A. aculeata da população de 

Santa Luzia/MG, exibiu 4 bandas CMA3/DA + (pequenas), porém não foi possível identificar 

os pares cromossômicos que exibiram as bandas (Figura 16). As pequenas bandas 

fluorescentes evidentes no complemento localizaram-se nas regiões teloméricas dos 

cromossomos. Nos demais pares cromossômicos não foram observadas outras regiões ricas 

em C-G. 

 

 

Figura 16 - Acrocomia aculeata da população de Santa Luzia/MG. Célula pré-metafásica 

com bandamento obtido com a aplicação de Cromomicina com Distamicina (CMA/DA). 

Destacam-se quatro sinais pequenos e terminais (setas). Barra = 10 μm. 

 

4.2.3  Bandamento com DAPI/AMD (4’-6’-diamidino-2-fenilindol/Actinomicina D) 

 

O bandamento com uso do fluorocromo DAPI/AMD foi negativo para todo o conjunto 

cromossômico da espécie A. aculeata da população de Santa Luzia/MG. A análise dos 

resultados possibilitou verificar a ocorrência de homogeneidade na coloração, sem a presença 

de regiões ou bandas com maior na intensidade de fluorescência (Figura 17).  
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Figura 17 - Acrocomia aculeata da população de Santa Luzia/MG. Cromossomos em 

metáfase mitótica após aplicação de bandamento com 4’-6’-diamidino-2-

fenilindol/Actinomicina D (DAPI/AMD). Não há ocorrência de bandas em nenhum dos 

cromossomos do complemento. Barra = 10 μm. 

 

4.2.4  Hibridação in situ fluorescente (FISH) 

 

A hibridação in situ com a sonda de rDNA 45S, pTa71, foi testada inicialmente em 

conjunto com lâminas citológicas de Triticum, utilizadas para assegurar a funcionalidade da 

sonda como controle positivo. No entanto, a hibridação in situ com a sonda pTa71, apresentou 

resultado negativo para a A. aculeata população de Santa Luzia/MG. Não foi detectado 

qualquer sítio de hibridização da sequencia de rDNA 45S em nenhum dos cromossomos do 

complemento evidenciando as regiões organizadoras do nucléolo (Figura 18).  
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Figura 18 - Célula em metáfase mitótica de A. aculeata da população de Santa Luzia/MG. 

Ausência de sinais de hibridação in situ (FISH) no complemento cromossômico. 

Cromossomos coloridos com isocianato de fluoresceína (FITC). Barra = 10 μm. 

 

4.2.5  Medidas cromossômicas 

 

O comprimento total dos cromossomos do complemento da espécie Acrocomia 

aculeata, população Santa Luzia/MG, variou entre 1,80 ± 0,20 e 3,47 ± 0,41 µm e os 

coeficientes de variação (CV%) dessas medidas apresentaram-se próximos a 7 e 11% (Tabela 

5). Verificou-se ainda que a espécie A. aculeata (SL) possui cariótipo assimétrico cuja 

fórmula cariotípica é 12m+2sm+1st (doze pares cromossômicos metacêntricos, dois pares 

submetacêntricos e um de subtelocêntrico).  

Observou-se a presença de constrição secundária nos pares 3,4 e 7, sendo que nesse 

último par a constrição secundária estava associada a um satélite de acordo com o a medida 

do segmento terminal da constrição secundária ser inferior a 10% do comprimento total do 

cromossomo (Tabela 5 e Figura 19). Nos pares 3 e 4, a medida da contrição secundária foi 

superior a esse valor (0,60 e 0,46 µm), dessa forma, de acordo com os parâmetros 

estabelecidos, o comprimento do segmento terminal da constrição secundária não é 
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classificado como satélite. A medida do satélite que consta da Tabela 5 está incluída no 

comprimento total cromossômico (Figura 19). 

 

Tabela 5 - Média dos comprimentos totais dos pares cromossômicos, média dos braços curtos 

e braços longos dos cromossomos, razão entre os braços longos e curtos, classificação, satélite 

(SAT.) e coeficiente de variação das médias (CV%) das amostras obtidas de plantas de 

Acrocomia acuelata de Santa Luzia/MG. 

Pares 
Compr. 

cromoss.a 

Crompr. braços b 
Razãoc Classif.d SAT.e ICf CV (%)g 

Curto Longo 

1 3,47 ± 0,41 1,06 2,41 2,27 sm   30,55 11,23 

2 3,37 ± 0,38 1,41 1,96 1,39 met   41,84 11,15 

3 3,20 ± 0,21 0,76 1,84 3,21 st  23,75 6,70 

4 3,13 ± 0,24 0,90 1,77 1,30 met  43,45 7,80 

5 3,07 ± 0,18 1,25 1,82 1,46 met   40,72 5,87 

6 2,99 ± 0,20 1,37 1,62 1,18 met   45,82 7,09 

7 2,90 ± 0,22 1,10 1,60 1,23 met 0,20 L 44,83 7,43 

8 2,82 ± 0,16 1,26 1,56 1,24 met   44,68 5,80 

9 2,71 ± 0,22 1,26 1,45 1,15 met   46,49 8,00 

10 2,60 ± 0,29 1,17 1,43 1,22 met   45,00 10,99 

11 2,50 ± 0,21 1,06 1,44 1,36 met   42,40 8,57 

12 2,31 ± 0,26 1,09 1,22 1,12 met   47,19 11,35 

13 2,08 ± 0,22 0,97 1,11 1,14 met   46,63 10,66 

14 1,93 ± 0,39 0,63 1,30 2,06 sm   32,64 19,00 

15 1,80 ± 0,20 0,83 0,97 1,17 met   46,11 11,36 
a Compr. cromoss. – indica o comprimento (µm) total e o desvio padrão para cada par de cromossomos; 
b Compr. braços – indica o comprimento (µm) dos braços longos (L) e curtos (C) dos cromossomos; 
c Razão – calculada pela divisão do braço longo pelo braço curto; 
d Classif. – classificação dos cromossomos conforme a razão (met – metacêntrico, sm – submetacêntrico, st – 

subtelocrocêntrico); 
e SAT. – indica o tamanho (µm) de um satélite quando presente nos pares cromossômicos; Pares 3, 4 e 7 

apresentam constrição secundária, satélite presente no par 7. 
f IC – Índice centromérico (LEVAN, 1964); 
g CV (%) – indica o coeficiente de variação (em porcentagem). 
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Figura 19 - Idiograma representativo de Acrocomia aculeata da população de Santa 

Luzia/MG. Pares 3, 4 e 7 com constrição secundária (CS). Pares 3 e 7 com CS no braço longo 

e par 4 no braço curto; par 7 com satélite. 

 

O comprimento total da cromatina (CTC) dos cromossomos da população de Montes 

Claros (MOC) foi 90,32 ± 8,77 µm e o índice de assimetria (TF%) foi 39,89%. Esse valor 

indica que o cariótipo é moderadamente assimétrico. O número fundamental dos braços (NF) 

foi 29, pois foi considerado o valor 2 para cada braço metacêntrico e submetacêntrico e o 

valor 1 para cada subtelocêntrico (Tabela 6). 

Os mesmos dados observados para a população de Santa Luzia, demonstraram 

algumas diferenças nos valores estimados. O comprimento total da cromatina (CTC) foi de 

81,60 ± 3,82 µm, TF foi 39,43%, comprovando que o cariótipo é moderadamente assimétrico. 

O número fundamental dos braços foi o mesmo encontrado para população de MOC (29), os 

valores foram calculados da mesma forma (Tabela 6). 

 

Tabela 6 – Número cromossômico (2n), variação no tamanho dos cromossomos, -

comprimento total da cromatina (CTC), índice de assimetria (TF%), fórmula cariotípica e 

número fundamental (NF) das duas populações de Acrocomia aculeata localizadas em 

Montes Claros/MG e Santa Luzia/MG. 

População 2na 
Variação de 

tamanhob 
CTCc TF%d Fórmula cariotípicae NFf 

Montes 

Claros 
30 1,94 - 4,01 90,32 ± 8,77 39,89 13m+1sm+1st 29 

Santa Luzia 30 1,8 - 3,47 81,6 ±3,82 39,43 12m+2sm+1st 29 

a 2n - número diploide de cromossomos; 
b Variação de tamanho - do menor cromossomo para o maior (µm); 
c CTC - comprimento total da cromatina calculado em relação aos 15 pares cromossômicos (µm); 
d TF% - índice de assimetria (%) (HUZIWARA, 1962); 
e Fórmula cariotípica - classificação cariotípica (met – metacêntrico, sm – submetacêntrico, st – subtelocêntrico); 
f NF – número fundamental de braços (MATHEY, 1945). 
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5 DISCUSSÃO 

 

Os métodos utilizados na obtenção das preparações citológicas permitiram constatar 

que o pré-tratamento das raízes mais adequado para a A. aculeata foi 8-hidroxiquinolina 0,02 

M (8-HQ), à temperatura de 15°C durante 15 horas, estabelecido como padrão (Tabela 3). 

Esse anti-mitótico foi o mais eficiente em interromper o ciclo de divisão celular e promover o 

maior número de células em metáfase e uma maior condensação dos cromossomos.  

A utilização de pectinase de coloração clara (P-4716, Sigma-Aldrich), durante o 

período de duração, ou seja, um período de 4 horas ou um período de 5 horas para retirada da 

parede celular e dos tecidos diferenciados, resultou numa hidrólise na qual se obteve um 

melhor amolecimento e esmagamento do meristema e consequentemente o espalhamento 

celular. Isto possibilitou melhor coloração e visualização cromossômica.  

 Apesar de utilizados dois procedimentos na montagem das lâminas, o método 

tradicional de esmagamento do meristema foi menos eficiente que o método de suspensão de 

células (Steam Drop) conforme KIROV et al. (2014). Esse método proporcionou efeito maior 

no espalhamento celular, qualidade na morfologia dos cromossomos e na limpeza das 

lâminas. 

A espécie A. aculeata população de Montes Claros (MOC) possui número 

cromossômico diploide 2n=2x=30 e a fórmula cariotípica foi 13m+1sm+1st (treze pares 

metacêntricos, um par submetacêntrico e um par subtelocêntrico) (Figuras 7 e 8). Na 

população de Santa Luzia (SL) foi observado mesmo número cromossômico porém com 

diferente fórmula cariotípica: 12m+2sm+1st (12 cromossomos metacêntricos, 2 

submetacêntricos e 1 subtelocêntrico) (Figuras 14 e 15).  

De acordo com RÖSER (1994), o número de cromossomos presentes na família 

Arecaceae pode apresentar variação entre 2n=26 e 2n=36 cromossomos. Outros trabalhos 

comprovam essa variação no número cromossômico básico observado em palmeiras 

(MOORE, 1973; RAVEN, 1975). Nessa família, cromossomos metacêntricos e 

submetacêntricos são os mais relatados (RÖSER, 1994), porém nesse estudo e em trabalho 

desenvolvido por ABREU et al. (2011), foram encontrados cromossomos do tipo 

subtelocêntrico. 

O número cromossômico da A. aculeata foi o mesmo registrado por ABREU et al. 

(2011) em palmeiras do Pará, confirmando assim que a A. aculeata possui 15 pares de 

cromossomos em seu cariótipo. No entanto, os autores apresentaram a fórmula cariotípica de 
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6m+7sm+2a (seis pares metacêntricos, sete pares submetacêntricos e dois pares acrocêntricos) 

portanto distinta das fórmulas observadas nesse estudo. 

Os cariótipos de MOC e SL, revelaram diferenças na posição do centômero, 

determinando assim variações nas fórmulas cariotípicas encontradas para a mesma espécie e 

também diferenças na posição das constrições secundárias, assim como foi observado em 

trabalho apresentado por OLIVEIRA et al. (2016), em que compararam três espécies de 

palmeiras do gênero Euterpe (E. edulis, E. oleracea e E. precatoria).  

De acordo com STEBBINS (1971), os cromossomos podem diferir em relação à 

posição centromérica. Essa divergência está ligada á ocorrência de rearranjos cromossômicos, 

como inversões pericêntricas ou translocações desiguais. Essas alterações no cariótipo 

influenciam fortemente a assimetria cariotípica (DAS et al., 1998; BUIZA & ANDARA, 

2002). 

Observou-se na espécie A. aculeata população de MOC, a presença incomum de 

constrições secundárias (regiões organizadoras do nucléolo) nos braços longos dos pares 2 e 8 

com a presença de satélite (SAT) apenas no par 8 (Figura 7B). Na população de SL, também 

foram observadas constrições secundárias nos braços longos dos pares 3 e 7 além da 

constrição secundária no braço curto do par 4. A presença de satélite foi verificada apenas no 

braço longo do par 7 (Figura 14B). 

Esses resultados discordam de ABREU et al. (2011), pois estes autores não 

descreveram presença de satélites ou constrições secundárias no complemento desta espécie. 

A presença de constrições secundárias localizadas em braços longos é incomum e 

provavelmente poderia indicar a ocorrência de algum tipo de alteração estrutural. De acordo 

com BRANDHAM (1971), constrições secundárias presentes nas regiões intermediárias dos 

braços longos, são causadas por um efeito de inversão ou de translocação das regiões de 

heterocromatina das cromátides irmãs. 

Estudos cariotípicos de palmeiras, geralmente não relatam a ocorrência de contrições 

secundárias. No entanto, RÖSER (1993) publicou trabalho em que foram descritos cariótipos 

de 13 espécies distintas, pertencentes a 13 diferentes gêneros da subfamília de 

monocotiledôneas Coryphoideae. Nesse estudo o autor indicou a presença de constrições 

secundárias em 10 desses gêneros. CORRÊA et al., 2009 também relataram presença de 

satélites em palmeiras do gênero Butia. 

Analisando os resultados, observou-se que os cariótipos apresentaram semelhança 

quanto aos comprimentos dos cromossomos considerados pequenos e médios (Tabelas 4 e 5). 

De acordo com FUKUI (1996), cromossomos metafásicos pequenos são aqueles que possuem 
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comprimento inferior a 3 µm, os médios aqueles que exibem medidas entre 3 e 8 µm e 

grandes cromossomos com comprimento maior que 8 µm. 

O índice de assimetria (TF%), descrito por HUZIWARA (1962), foi muito próximo 

nas duas populações, 39,89% (MOC) e 39,43% (SL) (Tabela 6), valor semelhante foi descrito 

por NETO (2014) para a espécie Cocos nucifera L., em que o TF% foi 39,5. Esses valores 

estão dentro do percentual que indica assimetria. No entanto por estarem muito próximos a 

50% mostra que ambos os cariótipos tendem à simetria, pois quando o TF é menor do que 

50%, o cariótipo é considerado assimétrico, mas quando superior ou próximo á 50%, a 

espécie possui simetria cariotípica. A característica de heterogeneidade cariotípica foi também 

constatada em trabalhos com outras espécies de Senecio, Tephroseris, Turanecio 

(ALTINORDU et al., 2014), Minuartia anatolica (EROĞLU et al., 2013), Zephyranthes 

(FÉLIX et al., 2007) e Caesalpinia (RODRIGUES et al., 2014). 

 Os cromossomos dos dois cariótipos revelaram conjuntos cromossômicos com 

destacada diferença em relação à morfologia, pois o complemento cromossômico está 

constituído de cromossomos metacêntricos, submetacêntricos e subtelocêntricos nas duas 

populações (MOC e SL). Associando-se aos dados de estabilidade no número cromossômico 

(2n=30) (ABREU et al., 2011; ROSER, 1997), essas variações no cariótipo podem estar 

relacionadas com os rearranjos cromossômicos.  

 Cariótipos são considerados simétricos quando o conjunto dos cromossomos que os 

compõem possuam tamanhos similares e a posição do centrômero situa-se na porção mediana 

ou submediana do cromossomo. Já os cariótipos são considerados assimétricos quando os 

cromossomos que os constituem apresentam centrômeros situados nas posições submediana, 

subterminal ou terminal e demonstram acentuadas diferenças nos comprimentos 

cromossômicos, revelando um cariótipo heterogêneo (STEBBINS, 1971). 

A construção do cariótipo com base nos cromossomos coloridos com Giemsa foi 

desafiadora. Durante o processo de obtenção das células metafásicas o material estudado 

apresentou diversos problemas. Inicialmente foi necessário elaborar um protocolo de 

preparações citológicas para A. aculeata devido às poucas informações sobre a citogenética da 

espécie.  

A macaúba possui particularidades que dificultaram a obtenção de lâminas limpas. 

Foram encontradas numerosas células produtoras de ráfides. Essas ráfides se espalhavam por 

todo o citoplasma celular e isso acabou prejudicando o espalhamento celular e a obtenção de 

células com cromossomos em um único plano para captura de imagens nítidas (Figura 6B). 
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Além das ráfides, as pontas das raízes utilizadas na montagem das lâminas, continham 

uma coifa grossa que impedia o esmagamento do meristema, além da presença de uma fina 

película amarelada e de textura viscosa difícil de ser eliminada das pontas das raízes. Esses 

resíduos eram cuidadosamente retirados, mas mesmo assim sobravam resquícios que poluíam 

as preparações citológicas ao se misturarem com o meristema durante os procedimentos.  

O material de A. aculeata tem também características bolhas de óleo no citoplasma de 

suas células, provavelmente devido a sua natureza oleaginosa, o que comprometeu a 

visualização dos cromossomos e a qualidade das imagens (Figura 6A).  

A aplicação da técnica de bandamento fluorescente tem sido bastante expressiva em 

diversas espécies vegetais como Allium (BESENDORFER et al., 2002), Amaranthus 

(KOLANO et al., 2013), Selaginella (MARCON et al., 2005), Abelmoschus (MERITA et al., 

2014), Brassica (ZHENG et al., 2015), onde foi utilizada na busca da caracterização de 

regiões heterocromáticas ricas em bases G-C quando utilizado fluorocromo CMA/DA e 

regiões heterocromáticas ricas em bases A-T quando utilizado fluorocromo DAPI/AMP. 

A utilização do bandamento com CMA3/DA e DAPI/AMP é inédita para a espécie 

A.aculeata. 

As populações de Montes Claros e Santa Luzia/MG destacaram igualmente quatro 

bandas CMA3/DA positivas nas regiões teloméricas dos cromossomos. No entanto, apesar da 

emissão da fluorescência nas regiões heterocromáticas ricas em C-G, não foi possível 

identificar quais foram os pares cromossômicos bandados (Figuras 9 e 16). Observou-se 

também que quanto mais condensados os cromossomos, mais difícil era de serem visualizadas 

as bandas, sendo em alguns casos imperceptíveis. Isto era agravado por conta da fluorescência 

bastante efêmera, típica do CMA, durante a exposição do fluorocromo ao microscópio (Figura 

10). 

 As bandas detectadas foram obtidas a partir de cromossomos pré-metafásicos em sua 

maioria, ou ainda detectados nos núcleos interfásicos das células (Figuras 9 e 16). Este fato 

foi semelhante ao ocorrido nos resultados encontrados por ROSER (1993) para os gêneros de 

palmeiras Nypa, Pseudophoenix, Jubaea e subfamília Coryphoideae. Isto em parte corrobora 

os problemas vivenciados na nossa pesquisa. 

Heterocromatina, de acordo com HEITZ (1928), são segmentos de cromossomos que 

se mantêm condensados durante todo o ciclo celular. Essas regiões cromossômicas são 

caracterizadas pela presença de sequências curtas de DNA altamente repetitivas e inativas 

para transcrição do DNA (REDI et al., 2001).  
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  Existem muitos autores que associam a heterocromatina rica em CG às regiões 

organizadoras do nucléolo, conhecidas como NORs (SCHWEIZER, 1976a,1976b; 

DEUMLING & GREILHUBER, 1982; MOSCONE et al., 1996; FORNI-MARTINS & 

GUERRA, 1999; GUERRA et al., 2000). 

ROSER (1994), ao analisar o padrão de bandas CMA/DAPI em diversas espécies da 

família Arecaceae, revelou que foi detectada uma banda de CMA na região subterminal em 

apenas um par cromossômico para a maioria das espécies dessa família, diferentemente dos 

dados encontrados no nosso trabalho com A. aculeata onde foram detectadas bandas terminais 

em dois pares de cromossomos.  

O genótipo A. aculeata da população de Montes Claros/MG, quando submetido ao 

bandamento com fluorocromo DAPI/AMP revelou banda nos pares cromossômicos 2 e 4. No 

par 2 destacou-se uma banda na porção centromérica dos cromossomos e o par 4 apresentou 

uma banda na região mediana do braço longo do par. Dados de bandamento DAPI positivos 

em cromossomos de palmeiras foram relatados por ROSER (1993) para espécies Phoenix 

pusilla, Calamus ornatus, Arenga westerhoutii, por NETO (2014) espécie Cocos nucifera L. e 

GAIERO et al. (2012), em palmeiras da espécie Trithrinax campestris. 

 Nos pares restantes, foi possível constatar variação na intensidade da fluorescência, 

mas não foram observadas bandas nítidas DAPI/AMP positivas (Figuras 11 e 13).  

Já na população de Santa Luzia, não foi identificada nenhuma banda evidenciando 

regiões ricas em bases A-T, detectou-se apenas variação na intensidade da fluorescência 

(Figuras 17 e 19).  

Resultados de bandamento DAPI – foram também evidenciados em duas espécies do 

gênero Coffea (C. brevipes e C. racemosa) e duas espécies do gênero Psilanthus (P. 

bengalensis e P. travancorensis) (LOMBELLO & PINTO-MAGLIO, 2004). De acordo com 

os autores o não bandamento positivo para DAPI é comum para as espécies de café, com 

algumas exceções. O bandamento DAPI negativo ocorre comumente em espécies que 

possuem cromossomos pequenos (NAKAMURA et al., 2001; LOMBELLO & PINTO-

MAGLIO, 2007; GAETA, 2009). 

MORAES (2007), ao estudar as espécies do gênero Hypericum: H. brasiliense Choisy, 

H. cordatum (Vell.) N. Robson e H. ternum A., St.Hill descreveu resultado DAPI negativo 

para todas, devido ao tamanho reduzido dos cromossomos (1,0 a 2,5 µm) que dificultou a 

amplificação das bandas. 
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Os resultados de DAPI/AMP nas duas populações (MOC e SL) da mesma espécie 

mostram que ambas possuem diferenças na distribuição da heterocromatina ao longo dos 

cromossomos.  

A marcação de duas bandas (pares 2 e 4), indica maior concentração de bases A-T nos 

cromossomos da população de MOC (Figuras 11 e 13). E ao contrário, a não marcação de 

bandas na população de SL, pode ser devido à possibilidade das bases A-T estarem 

distribuídas de maneira uniforme na cromatina que compõe os cromossomos dos 

complementos dos indivíduos dessa localidade (Figuras 17 e 19).  

A sonda pTa71 correspondente a sequência de rDNA 45S usada neste trabalho, foi 

testada em cromossomos somáticos de trigo como controle positivo. Este controle confirmou 

a qualidade da sonda que se mostrou eficiente na localização das regiões organizadoras do 

nucléolo (NOR) nas preparações citológicas de Triticum, mas não resultou em nenhum sinal 

de hibridação em qualquer cromossomo do cariótipo da espécie A. aculeata de ambas as 

populações.  

Com o objetivo de localizar as NORs, utilizando-se a sequência de rDNA 45S, várias 

tentativas e adequações do protocolo de aplicação de FISH foram realizadas. No entanto, a 

aplicação da técnica de FISH, apesar de ter sido realizada pela primeira vez em cromossomos 

da espécie, não mostrou resultados positivos para as duas populações de A. aculeata (Figuras 

12 e 18). 

A concentração inicial da sonda utilizada foi de 10 ng/µL. Porém não foi o suficiente 

para emissão de sinal de hibridação. Então foi realizado um novo teste com o dobro da 

concentração, 20 ng/µL ainda assim o resultado foi negativo.  

Supõe-se que a não ocorrência de sinais de hibridação FISH-rDNA no material pode 

ser devido a três possíveis causas ou até mesmo a somatória delas:  

(1) a presença de um envoltório persistente que atuou como uma barreira à penetração 

da sonda pTa71 impedindo a marcação das NOR’s. Buscando-se eliminar o envoltório 

persistente, foi utilizada pepsina, considerando-se que provavelmente essa camada seria 

constituída de proteína. A utilização inicialmente de 0,05g de pepsina, conforme o protocolo, 

não promoveu a digestão do envoltório e nem mesmo o aumento da concentração para 0,5g.  

(2) Outra explicação poderia ser dada se considerarmos que esta espécie tenha as 

sequências de rDNA, complementares a sonda (pTa71), em baixo número de repetições, o que 

então poderia gerar sinais muito pequenos, difíceis de serem detectados.  

(3) E por último, poder-se-ia atribuir a não visualização de sinais de hibridação ao 

tamanho dos cromossomos da espécie, que são considerados pequenos e médios.  
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Independente dos resultados negativos para o FISH-rDNA, outro fato que dificultou a 

obtenção de boas preparações citológicas do material de macaúba, e que também dificultou a 

caracterização cromossômica, foi a ocorrência frequente de células com os cromossomos 

aderidos uns aos outros ou sobrepostos. 

Em relação às medidas, o comprimento total da cromatina (CTC) apresentou maior 

variação de tamanho (90,32 ± 8,77 µm) na população de MOC e menor variação (81,6 ±3,82 

µm) em SL. Comparando-se as duas, os cromossomos de MOC destacaram maior CTC do 

que os cromossomos de SL (Tabela 6). Não foram encontrados trabalhos na literatura que 

discutem esse parâmetro para o gênero Acrocomia. No entanto, observando-se os dados 

apresentados por ABREU et al., (2011), verifica-se que não foi feito cálculo para CTC, porém 

também não foi possível estimar o valor médio do comprimento dos 15 pares de 

cromossomos utilizados no estudo desses autores para podermos compará-las com os valores 

obtidos no presente trabalho, de modo a poder verificar a variação de tamanho médio dos 

cromossomos das populações das diferentes localidades. 

 O valor médio do comprimento dos cromossomos, obtido com base nos dados 

analisados por ABREU et al., (2011) foi 3,97 µm em materiais provenientes de palmeiras do 

Pará. Já a média do comprimento dos 15 pares de cromossomos de Montes Claros foi 3,01 µm 

e de Santa Luzia foi 2,72 µm, ou seja, ambas menores que a medida de 3,97 µm apresentada 

pelos autores acima.  

Os coeficientes de variação (CV%) são calculados para dar uma noção da veracidade e 

precisão dos dados apresentados. Nesse estudo, os CVs% das médias dos comprimentos para 

os pares cromossômicos de A. aculeata da população de MOC variaram entre 9,47 e 23,29% 

com a maioria dos pares próximos á 20%. Para a população de SL variaram entre 5,87 e 

19,00% com a maioria dos pares próximos de 7 a 11% (Tabelas 4 e 5). De acordo com 

GOMES (2000), coeficientes de variação até 10% são mais precisos, porém valores entre 10% 

a 20% estão ainda dentro de uma faixa de precisão admitida GOMES (2000).  

 Diante dos resultados obtidos, verifica-se que para a população de Santa Luzia os 

valores dos CVs revelam maior precisão para as medidas dos comprimentos dos 

cromossomos (Tabela 5). Já os dados obtidos para os pares de cromossomos da população de 

Montes Claros podem ser considerados menos precisos, porém encontram-se ainda dentro da 

faixa aceitável, exceto para os pares 1, 8 e 15 que apresentaram valores pouco maiores que 

20% (Tabela 4). 
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6 CONCLUSÕES 

 

Com base nos resultados deste estudo conclui-se que:  

a) As populações Montes Claros/MG e Santa Luzia/MG da espécie Acrocomia aculeata 

podem ser diferenciadas através de cariótipos estabelecidos com base na morfologia e 

medidas cromossômicas, presença e posição de constrições secundárias e satélites, mas não 

no número de cromossomos. 

b) Essas populações não podem ser diferenciadas com base nas técnicas de bandamento 

com os fluorocromos CMA3 e FISH-rDNA da sequência 45S.  

c)  As espécies podem ser diferenciadas através do padrão de bandamento com o 

fluorocromo DAPI. 

d) A fórmula cariotípica apresentada pelos indivíduos das duas populações da A. 

aculeata, indica que provavelmente a evolução da espécie está sendo acompanhada por 

rearranjos cromossômicos, como inversões pericêntricas ou translocações desiguais.  
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