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RESUMEN: Diversidad en palmas nativas (Arecaceae): citogené tica,
contenido de ADN y analisis moleculares poblacional es.

En Uruguay se distribuyen seis especies de palmas nativas, Butia capitata, B.
yatay, B. paraguayensis, B. lallemantii, Syagrus romanzoffiana y Trithrinax
campestris. Su estado de conservacibn es comprometido, cuentan con
poblaciones envejecidas de escasa regeneracion. Este trabajo buscé obtener
informacion de su diversidad genética, para aportar a la gestion de su
conservacion. Las relaciones taxonOmicas de Butia y Syagrus (subtribu
Attaleinae) son complejas, con problemas de definicion, entre ellos la ubicacion
taxonomica de B. paraguayensis respecto de B. yatay, y la definicion reciente de
B. lallemantii como entidad especifica, considerada un ecotipo acaule de B.
paraguayensis. De estas dos subsisten pocas poblaciones aisladas y reducidas
debido a acciones antropicas. Los objetivos especificos fueron caracterizar la
variabilidad en la organizacion gendmica estructural de las seis especies de
palmas nativas, usando técnicas de citogenética clasica y molecular y
determinar su contenido de ADN 2C por citometria de flujo. Ademas se propuso
analizar en las tres especies de taxonomia compleja: B. yatay, B. paraguayensis
y B. lallemantii la variacion genética a nivel intra e interpoblacional detectada por
medio de marcadores ISSR y establecer las distancias genéticas
interpoblacionales e interespecificas. En cuanto a la organizacion gendmica
estructural , los conteos cromosémicos (2n = 32) y cariotipos en B.
paraguayensis y B. lallemantii, son el primer registro. Se aplicaron bandeos
diferenciales (tincion con plata, bandeo C y CMA/DAPI) y deteccion de sitios de
ADN ribosomales (FISH). Las especies de Butia y S. romanzoffiana presentan
un par de bandas CMA+/DAPI-, coincidentes con el NOR y las bandas C, de
localizacion terminal en el brazo corto de un par acrocéntrico menor. Alli también
se localiza el ADNr 45S, mientras que la sefial del 5S es pericentromérica en un
par mediano metacéntrico. En T. campestris se observan 4 pares de bandas
CMA+/DAPI-, colocalizados con las bandas C y correspondientes al ADNr 45S.
El ADNr 5S es pericentromérico y mapea en un par largo. Esta especie presenta
un patrén complejo de bandas DAPI+. Las especies de Butia tienen contenidos
de ADN promedio 2C entre 4.07 y 4.18 pg, Syagrus tiene 2C de 4.44 pg,
significativamente diferente de Butia, y ambas se diferencian de Trithrinax (2C =
17.15 pg). En el estudio de marcadores moleculares ISSR , con S.
romanzoffiana como grupo externo, se calcularon indices de polimorfismo y de
diversidad e indices de diferenciacion genética por AMOVA. Se realiz6 un
agrupamiento por el algoritmo UPGMA y un PCoA. Se encontr0 alta variabilidad
intrapoblacional y baja interpoblacional e interespecifica. El andlisis de
conglomerados y el PCoA no logran separar inequivocamente las tres especies.
La variabilidad encontrada representa un gran potencial para su recuperacion, Si
se toman medidas para su manejo sustentable. Palabras clave: Butia, Syagrus,
Trithrinax, FISH, citometria de flujo, marcadores ISSR.



SUMMARY: Diversity in native palms (Arecaceae). Cytogenetic s, DNA
content and molecular population analyses.

There are six palm species in Uruguay: Butia capitata, B. yatay, B.
paraguayensis, B. lallemantii, Syagrus romanzoffiana and Trithrinax campestris.
Lack of regeneration and aging of their populations are problems which
jeopardize their continuity in the short-term future. Information about their genetic
diversity was gathered in order to assist the decision-making process related to
the implementation of conservation plans. Taxonomic relations among Butia and
Syagrus (subtribe Attaleinae) are complex, with some definition problems. B.
paraguayensis’ taxonomic relation with B. yatay is dubious, as is B. lallemantii’s
description as a species, previously considered a stemless ecotype within B.
paraguayensis. The populations of these two are scarce, reduced and isolated
due to human activity. The specific aims were to characterise variability in the
structural genomic organisation of all six native palm species through classic and
molecular cytogenetics, as well as to estimate their 2C DNA content using flow
cytometry. In addition, to analyse genetic variability within and among
populations and species in B. yatay, B. paraguayensis and B. lallemantii by
means of ISSR markers, and to establish genetic distances among populations
and species. As regards structural genomic organisation , chromosome counts
and classic karyotypes were obtained for B. paraguayensis and B. lallemantii (2n
= 32), for the first time. Differential banding techniques (Ag-NOR, C-banding,
CMA/DAPI) and Fluorescent in situ hybridization (FISH) were applied to all
species. Butia species and S. romanzoffiana possess a single pair of
CMA+/DAPI- bands, which coincides with NOR and C bands, located terminally
on the short arm of a short acrocentric pair, where 45S rDNA is also located,
whereas the 5S rDNA site is pericentromeric on a metacentric pair. In T.
campestris 4 pairs of CMA+/DAPI- bands were observed, which coincide with the
C bands and correspond to the 45S rDNA. The 5S rDNA site is located on the
pericentromeric region of a long pair. This species displays a complex DAPI+
banding pattern. Butia species have average DNA contents ranging from 4.07 to
4.18 pg, while Syagrus is significantly different, with 4.44 pg, and both genera
from Trithrinax, with 2C = 17.15 pg. ISSR molecular markers were employed,
with S. romanzoffiana as outgroup. Diversity and polymorphism indexes were
calculated and genetic divergence indexes were determined through AMOVA,
using GenAIlEx. A cluster analysis and a Principal Coordinates Analysis (PCoA)
were performed using FAMD. High levels of variability were found within
populations, while that among populations and species was low. The cluster
analysis and the PCoA were unable to unequivocally discriminate the three
species. The high variability found poses great potential for their recovery, if
measures are taken concerning their sustainable development.

Key words: Butia, Syagrus, Trithrinax, FISH, flow cytometry, ISSR markers.



1. INTRODUCCION GENERAL

La familia Arecaceae Schultz-Schultzenstein (1832) (=Palmae) a la que
pertenecen las palmeras es uno de los grupos mas antiguos reconocidos en
el registro fésil dentro de las monocotiledoneas (Moore y Uhl 1982, Jones
1995). Se origino a fines del Jurasico o principios del Cretacico en América
del Sur y Africa (oeste de Gondwana), dispersandose luego hacia otros
continentes (Moore y Uhl 1982). Actualmente tiene una distribucion tropical y
subtropical, encontrandose con menos frecuencia en regiones templadas, las
que podrian ser relictos de climas méas benignos (Dahlgren et al. 1985). La
familia, que es extremadamente diversa, esta integrada por 189 géneros y
mas de 3000 especies. Se reconocen cinco subfamilias, Arecoideae,
Coryphoideae Ceroxyloideae, Calamoideae y Nypoideae (Dransfield et al.
2005), siendo Arecoideae la mas numerosa. Esta integrada por varias tribus,
de las cuales Cocoseae se encuentra representada en nuestro pais, a traves
de los géneros Butia y Syagrus que pertenecen a la subtribu Attaleinae de
dicha tribu. El otro género con representante nativo es Trithrinax, subfamilia

Coryphoideae, tribu Thrinaceae (Dransfield et al. 2005).

Luego de las gramineas, las palmas son la familia de monocotiledoneas
mas importante por su utilidad para el hombre. Aportan alimento, material
para construccion, combustible, fibras, papel, azucar, aceite, cera (Dransfield
y Uhl 1998), asi como derivados quimicos (jabones, perfumes, colorantes)
(Chebataroff 1974). La especie mas ampliamente reconocida por su utilidad
al hombre es sin dudas el cocotero (Cocos nucifera). De gran y diverso uso
es también la palma datilera (Phoenix dactylifera), la cual constituye la fuente
de alimento basico en los oasis de Medio Oriente y el Norte de Africa. Su
fruto es rico en carbohidratos vy, junto con la leche, constituye la base de la

dieta estandar de los pobladores del desierto desde hace mas de quinientos



afios. Otras muchas otras palmeras proporcionan alimentos, como el palmito
(Euterpe edulis) cuya yema terminal es ampliamente comercializada en
conserva; otras aportan frutos comestibles, aztcares o vinos (Chebataroff
1974). Elaeis guineensis provee el segundo aceite vegetal para el consumo
humano mas producido en el mundo luego del de soja (Jourdan y Rey 1997).
En Uruguay, Cardoso (1996) menciona una gran variedad de usos de la
palma butia, para consumo familiar, actividad ganadera y produccion
artesanal. Ya los pobladores mas primitivos de nuestro pais consumian
frecuentemente los frutos de nuestras palmas, habiéndose encontrado
endocarpos (cocos) de Butia capitata asociados a asentamientos primitivos
que pudieron ser datados en mas de 9000 afios de antigiedad (Carusso
com. pers.}). Las palmas son ademas muy apreciadas a nivel mundial por su
valor ornamental, existiendo asociaciones internacionales dedicadas a su

cultivo (por ejemplo: The International Palm Society; www.palms.org);

ademas se usan con fines de proteccion y de sombra. En nuestro pais se
plantan palmas a lo largo de carreteras y otras vias publicas, al igual que en
plazas, parques y jardines. En muchos casos se trata de especies nativas
(Chebataroff 1974). B. capitata y B. yatay forman palmares de gran valor

paisajistico y turistico.

1.1 TAXONOMIA Y FILOGENIA DE LA FAMILIA ARECACEAE ( =
PALMAE)

La familia Arecaceae integra el orden Arecales, el inico comprendido
dentro del superorden Areciflorae y su condicion monofilética ha sido
sustentada por estudios que la resuelven como un grupo con fuerte apoyo de
evidencia molecular (Chase et al. 2000, Lewis y Doyle 2001). Sin embargo,

las posiciones relativas de las distintas subfamilias, las relaciones a niveles

! Luciana Carusso 2009



taxondmicos mas bajos y la posicion de la raiz dentro de la familia no fueron
resueltas de manera concluyente. Se han logrado grandes avances en los
trabajos mas recientes de reevaluacion de la clasificacion filogenética de toda
la familia y de las subfamilias, realizados por Dransfield et al. (2005, 2008) y
Asmussen et al. (2006). Estudios previos, no concluyentes, se basaron en
distintas fuentes de informacién: estudios morfologicos y de RFLPs en
ADNCcp (Uhl et al. 1995), estudios moleculares de secuencias nucleares y
cloroplasticas (Hahn et al. 1995, Lewis y Doyle 2001, Hahn 2002). La
informacion generada en dichos estudios ha sido recogida en el trabajo de
Dransfield et al. (2008), de donde se adaptd el arbol de las relaciones

filogenéticas entre las subfamilias que se puede apreciar en la Figura 1.

La subfamilia Arecoideae soélo recientemente ha podido resolverse
como una subfamilia monofilética (Asmussen et al. 2006) y estudios
moleculares han llevado a su divisibon en clados (Baker et al. 1999,
Asmussen et al. 2000). El origen mono o polifilético de la subfamilia
Coryphoideae sigue aun en discusion. Son varios los autores que la
consideran monofilética (Baker et al. 1999, Asmussen et al. 2000, Asmussen
y Chase 2001, Hahn et al. 1995) y sin embargo mas recientes estudios de
Lewis y Doyle (2001), basado en secuencias de ADN del gen nuclear malato

sintasa y de Hahn (2002) concluyen lo contrario.



Calamoideae

MNypoideae

Coryphoideae

Ceroxyloideae

Arecoideae

Figura 1- Relaciones filogenéticas entre las subfamilias de la familia Arecaceae. El arbol esta basado en
los estudios de Dransfield et al. (2008) y fue tomado del Missouri Botanical Garden. www.mobot.org .

De las seis especies de palmeras presentes en Uruguay, cuatro
pertenecen al género Butia (Becc.): Butia capitata (Mart.) Becc., B. yatay
(Mart.) Becc., B. paraguayensis (Barb. Rodr.) L. H. Bailey y B. lallemantii
Deble y Marchiori. Los géneros Butia y Syagrus pertenecen a la subfamilia
Arecoideae, cuyos taxa inferiores sufrieron modificaciones. Esto implica que
anteriormente pertenecian a la tribu Cocoeae y subtribu Butiinae (Uhl y
Dransfield 1987), siendo que Dransfield et al. (2005) las reclasificaron como

tribu Cocoseae, subtribu Attaleineae.
1.2 DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y ASPECTOS ECOLOGICOS

La subfamilia Arecoideae presenta una distribucién tropical y subtropical.
Incluye 13 géneros, entre ellos Butia y Syagrus con representantes nativos de

Uruguay y la regién. La subfamilia es considerada la mas amplia y diversa



dentro de la familia Arecaceae, y es en la que se registra un mayor nimero de
especies con utilidad para el hombre (Cocos nucifera, Elaeis guineensis y E.
oleifera, Bactris gasipaes, Euterpe edulis, entre otras) (Dransfield et al. 1998).
Los géneros Butia y Syagrus tienen distribucidon neotropical, exclusivamente
sudamericana. Butia se encuentra en Brasil, Paraguay, Argentina y Uruguay.
Este dltimo representa el limite sur de su distribucién. Las 11 especies que
integran el género Butia a nivel regional presentan marcada adaptacion a sus
ambientes especificos. La mayoria se encuentra en areas que sufren fuerte
presion antropica, con gran necesidad de medidas para su conservacion. Por
otra parte, las especies de Syagrus estan ampliamente distribuidas en todo el
continente. Las poblaciones uruguayas se encuentran también en el extremo
sur de su distribucion, que incluye Argentina y Brasil (Marcato 2004). La
palma yatay forma en la Mesopotamia Argentina y en Brasil palmares de gran
extension. Se encuentran vastas extensiones de palmares de B.
paraguayensis y B. lallemantii en el estado de Rio Grande do Sul (Deble &
Marchiori 2006, Rossato com. pers.?), cuya localizacién, junto con la del resto
de las especies de Butia de Rio Grande do Sul, puede visualizarse en el mapa
de la figura 2 (Rossato 2007). B. paraguayensis es la especie que presenta

mas amplia distribucion a nivel regional (Marcato 2004).

2 Marcelo Rossato 2009
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Figura 2. Mapa de ocurrencia de las especies del género Butia en los distintos municipios del
Estado de Rio Grande do Sul, Brasil. Tomado de Rossato (2007)

En Uruguay B. capitata y B. yatay forman extensas asociaciones de
bosques basicamente monoespecificos, denominados palmares. La primera,
denominada palma butia, forma palmares de gran extension, cubriendo
70000 hectareas en el este, en el departamento de Rocha (Cardoso 1996),
mientras que la segunda, palma yatay, forma palmares en Paysandu
(palmares de Quebracho y Guichén) y en Rio Negro (palmares de Porrda y
de Mujica) (Chebataroff 1974). B. paraguayensis, palma enana, esta
restringida a cimas y laderas de cerros de arenisca del norte, en Rivera, en
ambientes muy similares a los que habita B. lallemantii, palma rastrera, en el

mismo departamento. S. romanzoffiana, pindd, vive asociada con mucha



frecuencia a nuestros bosques fluviales y de quebrada (ejemplares aislados o
en pequeiios grupos) con una amplia distribucién. T. campestris, caranday,
es escasa Y vive en el litoral oeste de Uruguay, en blanqueales al borde de
bosques fluviales (Chebataroff 1974). Existen hibridos intergenéricos
naturales entre B. capitata y S. romanzoffiana (X Butyagrus nabonnandii
(Prosch.) Vorster) (Chebataroff 1974, Jones 1995). La distribucién de las
poblaciones nativas de dichas especies se puede observar en el mapa de la
figura 3, adaptado de Chebataroff (1974).

Trithrinax campestris

Syagrus romanzoffiana

Butia paraguayensis

B. capitata
Palmares de B. capitata
Palmares de 8. yatay

Rirtin lnllomantii

Atldntico

Figura 3. Mapa de distribucion de las seis especies nativas de palmas en
Uruguay. Adaptado de Chebataroff (1974).

A pesar de la importancia de esta familia, de su gran diversidad, de
encontrarse muchas de sus especies en riesgo de extinciéon y de la variedad

de estudios que existen a nivel internacional, en nuestro pais son escasos los



estudios de las especies nativas. En los ultimos afios se han realizado
trabajos que buscan determinar estrategias para la conservacion in situ de los
palmares de butia, los cuales integran la Reserva de Bidsfera Bafiados del
Este. Una de ellas es el establecimiento de areas protegidas y el incentivo del
desarrollo sustentable de la produccién, implementando producciones
compatibles con la regeneraciéon del palmar y la revalorizacién de la palma a
nivel nacional (Zaffaroni 2004, Jaurena y Rivas 2005, Rivas 2005). En este
marco, el conocimiento de la biologia de la especie es imprescindible para la
toma de decisiones en su gestion. Ademas de Butia capitata, se considera
gue todas nuestras especies de palmas se encuentran, en diferentes grados,
en peligro de extincidon, sufriendo amenazas por parte de la accion humana,
con falta de regeneracion y numeros muy reducidos de individuos en algunos
casos. Syagrus romanzoffiana y T. campestris parecen ser las menos

amenazadas.

Las especies de Butia y Syagrus pertenecen a la subtribu Attaleinae. Las
relaciones entre las especies de esta subtribu son complejas y la taxonomia
de dicho grupo aun no esta resuelta a pesar de existir estudios tendientes a
abordar esta problemética desde el punto de vista biogeografico, morfolégico,
de biologia reproductiva, y filogenias basadas en ADN cloroplastico de toda la
familia, incluyendo algunas especies de esta subtribu. Ejemplo de ello es que
los géneros Butia y Syagrus han sido reevaluados en varias oportunidades, y
las distintas especies de Uruguay como hoy las conocemos, en varias
ocasiones pertenecieron a un mismo género (Glassman 1979). A su vez
existen dudas acerca de la ubicacién taxonémica de Butia paraguayensis
situada como subespecie dentro de B. yatay (Xifreda y Sanso 1996), en base
a sus caracteristicas vegetativas y reproductivas. Mas recientemente Marcato
(2004) realizé una revision taxonOmica y una filogenia de la subtribu

encontrando que aunque el género Butia es monofilético con fuerte apoyo,



incluso utilizando una enorme cantidad de datos morfolégicos y moleculares
(ADNCcp), no le fue posible definir las relaciones entre especies ni dilucidar las
relaciones filogenéticas a nivel de la subtribu Attaleinae. Segun un estudio
aun mas reciente trata de una subtribu monofilética con gran apoyo de
evidencia molecular (genes nucleares WRKY). Este trabajo llegd a una
filogenia bien resuelta a nivel de géneros, que sitla a Syagrus como genero
hermano de Cocos, mientras que Butia se ubica distante de estos dos dentro
de la subfamilia y como hermano del género chileno Jubaea. La divergencia
entre estos Ultimos dos géneros coincidiria con el levantamiento de la
cordillera de los Andes. La divergencia a nivel de especies se habria dado en
los ultimos 10 millones de afios (Meerow et al. 2009), pero no fue posible

resolver las relaciones internas del género.

Es controversial la descripcion de Butia lallemantii como entidad
especifica, ya que hasta el 2006 (Deble y Marchiori) era considerada un
ecotipo acaule de B. paraguayensis (Brussa y Grela 2007). Estos ultimos
autores (2007) afirman que B. lallemantii se encuentra a nivel regional en
poblaciones mas o menos aisladas al sur de Brasil y noreste de Uruguay, y
gue probablemente en el pasado presentase una distribucion continua entre
estas zonas. La consideran una especie con alto riesgo de extincion en
Uruguay, donde se la puede encontrar formando palmares muy pequefios o
creciendo de manera aislada. Se conocen muy pocas poblaciones de esta
especie, la mayoria en terrenos forestales de Rivera, las que estan integradas
por nimeros reducidos de individuos (Gaiero, Mazzella, Gago com. pers.®).
Por su parte B. paraguayensis s6lo se encuentra citada en una poblacion de
175 individuos en el Cerro del Miriflaque, ya que segun plantean Brussa y
Grela (2007) los otros ejemplares anteriormente considerados integrantes de
esta especie en referencias para Uruguay, pertenecerian a B. lallemantii. Las
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reducidas poblaciones de ambas especies deberian ser motivo de estudio y
gestion a corto plazo. De acuerdo con todo lo anteriormente enumerado,
estas dos especies presentan, ademas de problemas particulares en su
definicion como entidades especificas, problematicas de conservacion
compartidas con el resto de las especies nativas de palmas. Estas dos
tematicas seran el eje de este trabajo, que intentara aportar conocimiento que

asista a su resolucion.

Con la finalidad de conocer los recursos genéticos de palmas que
presenta nuestro pais, se requiere de estudios especificos que ayuden a
comprender la taxonomia de nuestras especies y la variabilidad presente. En
particular se presenta la urgencia de definir el estatus taxonémico de B. yatay,
B. lallemantii y B. paraguayensis, al igual que determinar cuales son los
niveles de variabilidad a nivel molecular presentes en las reducidas
poblaciones de las dos dultimas. Ademas resulta importante conocer la
variabilidad genética detectada a otros niveles en el resto de las especies
nativas de palmas. Existen varias herramientas genéticas que se pueden
utilizar para acceder a informacion que aporte a la resolucion de estos

problemas.

El objetivo general del presente trabajo fue caracterizar genéticamente
las especies de palmas nativas de Uruguay: Butia capitata, B. yatay, B.
paraguayensis, B. lallemantii, Syagrus romanzoffiana y Trithrinax campestris,
con fines taxondmicos y como herramienta para planes de conservacion. En
el Capitulo 2 se estudia la organizacion gendémica estructural de todas esas
especies considerando aspectos citogenéticos y de contenido de ADN
nuclear. En el tercer capitulo se evaltan por medio de marcadores
moleculares ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) tres de las especies:

Butia yatay, B. paraguayensis y B. lallemantii, analizando su variabilidad
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genética intra e interpoblacional, junto con la variabilidad entre especies. A su
vez se consideran distancias entre poblaciones y especies para aportar a su

definicion taxondmica.

2. CITOGENETICA Y CONTENIDO DE ADN

2.1 INTRODUCCION

Para definir la taxonomia y las relaciones filogenéticas de especies
vegetales un dato valioso es conocer su organizacién gendmica estructural.
En palmas particularmente, la informacién en aspectos cariolégicos es de
gran interés por tratarse de un grupo altamente variable en tamafos
cromosomicos, estructura de nucleos interfasicos y tipos y disposicion de
heterocromatina, presentando en contraste pequefia variacion en cuanto a
nameros cromosomicos cuyo rango va de 2n = 36 a 2n = 26 (Roser 1994,
Roser et al. 1997). Al respecto los mismos autores proponen que
evolutivamente los reordenamientos dieron lugar a una disminucion en el
namero de cromosomas, generando una serie disploide. La misma consiste
en un cambio numérico paso a paso, que indica cambios de a pares
(Ehrendorfer 1964) y tendria una gran importancia en la evolucion de los
genomas de palmas y en el aislamiento reproductivo (Roser 1994, 1999). A
nivel de subfamilias, los nimeros cromosémicos son bastante constantes,
siendo para Arecoideae 2n = 36 a 2n = 28 y en particular para la subtribu
Attaleinae a la cual pertenecen Butia y Syagrus, 2n = 32 y para la tribu
Thrinaceae a la cual pertenece T. campestris, 2n = 36 (Roser 1994). Los
primeros conteos cromosémicos para poblaciones de Uruguay fueron
realizados por Gaiero (2005), que encontro para Butia capitata, B. yatay y S.
romanzoffiana 2n = 32 y para T. campestris 2n = 36. Posteriormente Corréa

et al. (2009) realizaron un estudio para especies del género Butia (B.
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capitata, B. yatay, B. paraguayensis, B. odorata y B. eriospatha) analizando
poblaciones del estado de Rio Grande do Sul, Brasil. Algunas de estas
especies coincidian con las estudiadas por Gaiero (2005), con la
incorporacion de especies no analizadas anteriormente (B. odorata y B.
eriospatha). También encontraron complementos cromosomicos de 2n = 32
en todas las especies, lo que estaria confirmando que para el género Butia el
namero cromosoOmico es constante (2n = 32). Hay pocas descripciones de
cariogramas de las especies uruguayas de palmas, siendo el trabajo de
Roser (1994) el unico previo al de Gaiero (2005) en incluir representantes de
dichas especies. Existen descripciones de cariotipos de las especies de Butia
presentes en Rio Grande do Sul, en las cuales se detallan medidas

descriptivas de los cariotipos, (Corréa et al. 2009).

Es posible ademas describir aspectos de organizacion gendmica
estructural de los cariotipos de plantas, en este caso de las palmas nativas.
Se cuenta con técnicas especiales, tales como la tincion argéntica para
localizar regiones organizadoras nucleolares (NOR), que permite ubicar las
NOR que estuvieron activas en el ciclo celular anterior (Hizume et al. 1980).
Las NOR en palmas se encuentran generalmente en los brazos cortos de los
cromosomas, sobre todo en cromosomas acrocéntricos, y muchas veces
contiguas a los teldmeros. Las situadas en los brazos cromosémicos largos
son poco frecuentes. Es comun dentro de la familia encontrar dos o cuatro
cromosomas con NOR (Rdser 1994, 1995). Sin embargo, la tincién argéntica
no permite detectar aquellas NOR muy pequefias 0 que no estuvieron activas
en el ciclo celular anterior, las que pueden ser evidenciados mediante el uso
de los fluorocromos CMA (Cromomicina A3) y DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindol), ya que las bandas CMA*/DAPI" suelen coincidir con las NOR,
sin importar su actividad previa (Miller 1981, Guerra 2000). También se

pueden detectar por hibridacion in situ fluorescente FISH (Guerra 2004). La
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técnica de FISH, muy utilizada para estudios de gendmica estructural y en
citotaxonomia, consiste en el apareamiento por homologia de determinado
segmento de ADN (sonda), marcado con un fluorocromo, con una secuencia
complementaria dentro de la célula (secuencia blanco), lo que permite
visualizar su localizaciéon (Guerra 2004). Los genes que codifican para el
ARN ribosomal son muy utilizados como sondas para identificar cromosomas
y describir genomios, debido a tratarse de secuencias repetidas y a su
localizacion especifica (Leitch y Heslop-Harrison 1993). Estos genes estan
organizados en largos tAndems de repetidos de las unidades 45S por un lado
y 5S generalmente por otro, lo que facilita su deteccién (Guerra 2004). Su
namero y localizacion a menudo varian entre especies, por lo que han
permitido estudiar homologias cromosomicas y carioevolucion en varios
géneros de plantas (Jiang y Gill 1994, Castilho y Heslop-Harrison 1995,
Ansari et al. 1999, Heslop-Harrison 2000 Pedrosa et al. 2002, Vaio et al.
2005, entre otros). En palmas se han realizado estudios con FISH en la
palma aceitera, Elaeis guineensis, usando sondas de ADN ribosomal (ADNr),
microsatélites y secuencias repetitivas. Esto permitid individualizar sus
cromosomas, al igual que examinar la organizacion, localizacion y secuencia
del ADN repetitivo en su genoma (Castilho et al. 2000). En la misma especie
se utilizo la técnica de FISH combinando las dos sondas de ADNr (5S y 45S)
para realizar un mapeo fisico de estas secuencias en sus cromosomas. La
técnica se continda utilizando para localizar otras secuencias, de interés para

el mejoramiento genético (Madon et al. 2001).

Los bandeos diferenciales, como el Bandeo C, permiten conocer la
distribucion de la heterocromatina constitutiva en el genoma de una especie,
también aportando entonces al conocimiento de la organizacion gendémica
estructural de las especies vegetales. Existen para ellos antecedentes en la

familia Arecaceae (Roser 1994, 1995). No es sencillo aplicar la técnica de
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Bandeo C a cromosomas de palmas, por lo que puede resultar dificil
evidenciar la presencia y localizacion de bandas heterocrométicas (Roser
1994). Sin embargo, esas bandas pueden ser evidenciadas por técnicas de
tincion con fluorocromos. Una de las técnicas de tincion por fluorocromos
mas utilizada es la de doble tincibn con CMA/DAPI, los que permiten
diferenciar las regiones heterocromaticas ricas en A-T y G-C,
respectivamente. Se conoce que las bandas de heterocromatina DAPI
positivas localizadas en la regién proximal de los cromosomas, son comunes
en palmas, mientras que no fueron encontradas bandas intercalares (Roser
1994). Se encuentran también bandas CMA+ generalmente asociadas a las
NOR. En Trithrinax brasiliensis (tribu Thrinaceae), especie muy cercana a T.
campestris, Rdser (1994) encontré un patron simple de bandeo CMA/DAPI.
Dicho autor indica ademas que la tribu en su conjunto posee propiedades de
tincion con fluorocromos diferentes en los géneros del Viejo y el Nuevo
Mundo, ademas se trata de la Unica tribu con dos tipos de bandas proximales
citoquimicamente distintas (uno rico en A-T y otro rico en G-C). Rdser (1994)
también afirma que esta tribu presenta caracteristicas cariolégicas que
habitualmente se consideran tipicas Unicamente de monocotiledoneas
herbaceas (nucleos interfasicos reticulados, distribucion de los distintos tipos
de heterocromatina, entre otras), con lo que podrian tratarse de caracteres

ancestrales compartidos.

Considerando la alta variabilidad a nivel de estructura nuclear en la
familia, relacionada con una moderada variacidbn en nimeros cromosomicos,
resulta importante estudiar el contenido de ADN nuclear en palmas, para
obtener informacidén cuantitativa sobre este fenbmeno. Roser et al. (1997)
encontraron una amplia variacién en los tamafios gendmicos, a pesar de la
limitada variacion en los nimeros cromosomicos, lo que constituye una de

las caracteristicas mas sobresalientes de los genomas diploides de palmas.
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En este trabajo se cuantificara el pardmetro contenido de ADN para todas las

especies nativas.

Existen en plantas procesos de aumento y reduccion del tamafo
genomico, pero es poco lo que se conoce acerca de ellos, aunque la
investigacibn en cuanto a contenidos de ADN nuclear muestra que la
mayoria de la variabilidad encontrada en plantas se debe a diferencias en
contenido de ADN repetitivo, en particular los retroelementos (Bennetzen et
al. 2005). Estos autores plantean para el caso de la reduccién en tamafo
gendmico mecanismos de remocion de estos retroelementos, tales como la
recombinacibn homodloga desigual o la recombinacién ilegitima como
posibles explicaciones y evallan si estos mecanismos compiten de manera
eficiente con la amplificacion de dichos elementos moviles en los genomas

de arroz y Arabidopsis thaliana.

La técnica mas utilizada para determinar el contenido de ADN nuclear
en plantas es la de citometria de flujo, y por su precision y rapidez ha sido

utilizada en un alto numero de especies vegetales (Bennett y Leitch 2005).

Dado que es necesario conocer la organizacion genémica estructural de
estas especies para aportar a su definicion taxondmica y dilucidar sus
relaciones, de manera de orientar a la toma de medidas de conservacion de
nuestras palmeras nativas, este capitulo tiene como objetivos describir por
primera vez la organizacion gendmica estructural de todas las especies de
palmas nativas: Butia yatay, B. capitata, B. paraguayensis, B. lallemantii,
Syagrus romanzoffiana y Trithrinax campestris, usando técnicas de
citogenética clasica y molecular y determinar el contenido de ADN 2C de

todas las especies mencionadas mediante citometria de flujo.
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2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Material Vegetal

Las especies de palmas nativas incluidas en este estudio fueron Butia

capitata, B. yatay, B. paraguayensis, B. lallemantii, Syagrus romanzoffiana y

Trithrinax campestris. En la Cuadro 1 se detallan los origenes y numeros de

accesion del conjunto de individuos usados y mantenidos en el invernaculo

del Departamento de Biologia Vegetal de la Facultad de Agronomia en

Montevideo (Universidad de la Republica).

Cuadro 1. Coleccion de palmeras nativas mantenida en el invernaculo del Depto de Biologia Vegetal,
Facultad de Agronomia. Se indica especie, origen de cada material y cédigo de identificacion de cada
maceta: Trithrinax campestis TC, T y TB, Butia paraguayensis BP, B. lallemantii BL, B. capitata BC, B.

yatay BY y Syagrus romanzoffiana SR.

Especie ORIGEN Identific. Especie ORIGEN Identific.
Trithrinax | Paysandd, Arroyo Rabén Ruta TC1 Canelones, El Pinar, parada 21 BC17
campestris 24 km 90
Rio Negro, Arroyo Coladeras TC2 v TC3 Butia Rocha, R9 Km 271.5, cultivadas en BC18-
Ruta 20 km 26 y capitata Vivero de Grupo Palmar BC22
Canelones, Santa Lucia R 63 BC23y
KM 2.8- Vivero Ka S A. T2-T7 Rocha, Aguas Dulces BC24
Canelones, Toledo- Vivero :
Ministerio de Agricultura y TBL.TBS Rocha, Palmar de Castillos, Ruta 16 BC25y
Pesca Km 2 BC26
Butia BY1
paraguayen- Rivera, Cerro del Miriflaque BP1-3 Paysandu, Palmar de Quebracho BY2y
sis
Rivera, Cerro del Galgo BL1 Paysandd, R3 km 90 B;P:B—Eg4
e " Rivera, Cerro de los Moros BL2-BL4 B Paysandu, Palmar de Quebracho BYSy
lallemantii yatay BY7
) - Canelones, Santa Lucia Ruta 63 km
Rivera, Cerro de los Ministros BL5 2.8 Vivero Kaia S.A. BY8
Montevideo, Facultad de BC1vBC2 Paysandu, Cafiada del Campamento BY9y
Agronomia y R90 BY10
Rocha, Palmar de Castillos BC3-BC8 Paysandu, Estancia El Ombu, R90 BBYY]Z-I.]é-
Butia Montevideo, Facultad de BC9y . s BY14y
capitata Agronomfa BC10 Paysandu, Palmar de Guichon BY1S
Rocha, R9 Km 273.5, borde de BClly . P SR1ly
caretera BC12 Montevideo, Facultad de Agronomia SR2
Rocha, Palmar de Castillos- BC13 Treinta y Tres, Quebrada de los SR3
germinada Cuervos
Canel EIPi t S
anelones, £ Finar, entre BC14 | romanzoffii Montevideo, Facultad de Agronomia SR4-SR9
parada 22y 23 ana
Canelones, Toledo- Vivero BC15
Ministerio de G. Agricultura y chy Tacuarembd, R5, Arroyo Tres Cruces SR10
Pesca
. . SR11-
Canelones, Toledo-Vivero M.G.A.P: SR15

16




2.2.2 Preparaciones citoldgicas

2.2.2.1 Pretratamiento y fijacion de las raices

Para los estudios cariolégicos se obtuvieron células en division de
meristemos de punta de raiz de plantulas jovenes (hojas aun enteras y de no
méas de 20 cm). Las raices fueron colectadas preferentemente entre los
meses de noviembre y febrero, entre las 11 y las 12 AM, ya que se observo
que ambas condiciones resultaban Optimas para la méaxima actividad
meristematica en estas especies, lo que permite un mayor numero de células
en division mitotica. Las raices se pretrataron con 8-hidroxiquinolina 0,002 M
por 24 h a 4° C para inhibir el ciclo mitético en metafase de modo de
conseguir la mayor proporcion posible de células en esa etapa de la division.
Luego se transfirieron las raices a una solucion fijadora (3:1) etanol absoluto:
acido acético a temperatura ambiente en un volumen de al menos 20 mL
durante 30 min con agitacién, de manera de lograr una fijacion efectiva, para
obtener preparados libres de citoplasma. Las raices asi fijadas fueron
mantenidas en heladera a 4° C para ser utilizadas dentro de un plazo

maximo de 6 meses (Pedrosa et al. 2002).
2.2.2.2. Digestion del material y realizacion de pr  eparados

Con el fin de obtener preparaciones citologicas de calidad satisfactoria
para los objetivos buscados se siguio el protocolo de Pedrosa et al. (2002),
con el que se obtuvieron los mejores resultados, particularmente teniendo en
cuenta la dificultad que presentan para ello las raices de palmeras, debido a
su pronta suberificacion y la presencia de alto contenido de fibras y de
inclusiones minerales (rafides de oxalato de calcio y silicofitolitos). El
ablandamiento de las raices se realizd6 en camara hiumeda, depositando el
meristema radicular sobre el portaobjetos en una gota de solucién mezcla de

enzimas (3% celulasa - 30% pectinasa), ajustando los tiempos de digestion
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enzimatica segun el estado de la raiz, pero siempre con al menos 4 h de
digestiéon en estufa a 37° C. Luego de comprobar el adecuado ablandamiento
de las raices, se absorbié con papel de filtro el restante de la mezcla de
enzimas y se agregé una gota de 10 uL de acido acético 60% o 45%
(dependiendo del estado de la raiz) durante 30 min en camara humeda para
eliminar el citoplasma. Se absorbié con papel de filtro el 4cido acético y se
volvié a agregar una nueva gota de 8 pL de acido acético en la cual el tejido
meristematico fue disgregado con agujas bajo lupa. Cuando el estado fue
satisfactorio, asegurando la dispersién de las células y la remocion de restos
sélidos que pudieran dificultar el aplastado, se colocé sobre el material un
cubreobjetos de 18 cm x 18 cm. Se sometieron las preparaciones a la llama
de mechero con el objetivo de calentar el acido acético y aumentar su
capacidad de retirar el citoplasma. Se dispers6 el material golpeando el
cubreobjetos levemente con aguja. Los resultados de estos procedimientos
se fueron comprobando periédicamente en microscopio con contraste de
fases hasta alcanzar la calidad deseada. Se aplastd el preparado y se
removié el cubreobjetos con N, liquido. Los preparados fueron secados al
aire. Se comprobd la calidad de las preparaciones en microscopio con
contraste de fases y/o por tincion con DAPI (2 pg/mL): glicerol 1.1 (v/iv) y
observacion en microscopio de fluorescencia. Los preparados con por lo
menos 10 metafases o prometafases completas y la menor cantidad de
citoplasma fueron seleccionados y luego destefiidos en solucién Carnoy 3:1
durante 30 min y deshidratados en etanol absoluto por al menos 2 h. Estos

preparados fueron conservados en freezer a -20° C hasta su utilizacion.

2.2.3 Conteos cromosOmicos vy cariotipos clasicos

En el caso de Butia paraguayensis y B. lallemantii, especies en las

cuales no existian conteos cromosomicos ni cariotipos clasicos, se tifieron
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preparados con coloraciébn Giemsa (Gurr) al 2%. Las preparaciones
obtenidas fueron observadas en microscopio Olympus New Vanox AH-3 y se
seleccionaron las mejores metafases para fotografiar. Las imagenes fueron
digitalizadas usando una camara Olympus DP71. Se utilizaron tres
metafases para elaborar los cariogramas, usando los programas Corel
PHOTO-PAINT, Corel DRAW 13 y para realizar las mediciones el programa
Image-j. Se realizaron ajustes que afectaron de forma homogénea a todos

los pixeles de la imagen.

2.2.4 Tinciones diferenciales

2.2.4.1 Tincién con Nitrato de Plata para detectar NOR activas

Se ajusto la técnica de tincidn argéntica, afadiendo al protocolo de
Hizume et al. (1980) las modificaciones sugeridas por Martin Rdser (Martin
Luther-Universitat, Alemania, com. pers.?). Los preparados fueron
preincubados en un frasco de coplin de 80 mL con el tampon salino 2 X SSC
(Citrato de Sodio Salino 1x: 0.15 M NacCl, 0.015 M citrato de sodio) pH 7.0 en
bafio humedo a 40° C durante un tiempo optimizado de 30 min. Se secaron
con pera de goma sin enjuague previo y se dejé que se terminaran de secar
al aire. Simultaneamente se precalenté en estufa a 80° C una camara
hameda que estaria pronta para realizar la tincion de los preparados. Se
preparé en el momento de usarla una solucion 1:1 de AgNOs: Acido formico
1% pH 3.5. Fue mezclada enérgicamente y guardada en tubo eppendorf
nuevo cubierto con papel aluminio para evitar el pasaje de luz. Cada
preparado fue tefiido con una gota de 8 uL de esta solucion aplicada con
micropipeta usando una punta nueva cada vez para evitar la precipitacion de
cristales de plata. Se control6 antes de tefiir cada preparado que la solucion

no hubiese precipitado, en cuyo caso fue descartada y preparada

* Martin Réser 2008
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nuevamente. El material fue cubierto con un cubreobjetos limpio de 22 cm x
22 cm y luego el preparado fue colocado en la cdmara humeda a 80° C e
incubado por 30 s a 3 min segun el preparado, controlando que no se
excediese la tinciobn e intentando visualizar en el microscopio o6ptico el
precipitado de cristales de plata en la regidén organizadora nucleolar. Cuando
se alcanzd la tincibn deseada se enjuagd con agua destilada corriente
usando piseta, durante 1 min de manera de retirar el cubreobjeto y el exceso
de solucion. Se seco con pera de goma y se monté definitivamente con una
gota de Balsamo de Canada (Biopack). Las imagenes fueron adquiridas y
procesadas como se detalla en “Conteos cromosémicos y cariotipos clasicos”.

2.2.4.2 Bandeo C

Se utiliz6 el protocolo de Schwarzacher et al. (1980) con algunas
modificaciones introducidas en el Laboratorio de Citogenética Vegetal de la
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Brasil, donde parte de la técnica
fue desarrollada bajo la orientacion de la Dra. Ana Emilia Barros e Silva y del
Dr. Marcelo Guerra. Se utilizaron preparados libres de citoplasma y con un
envejecimiento de un maximo de 3 dias para obtener mejores bandeos. El
protocolo consiste en tratamientos secuenciales de los preparados con distintas
soluciones, que deben estar precalentadas al comenzar la técnica y luego ser
mantenidas en bafio maria. Se sumergieron en primer lugar los preparados en
una solucion de &cido acético 45% a 60° C durante 10 min en un frasco de
coplin para hidrolizar el ADN. Se retir6 la solucion de acido acético y se reservo
para su posterior uso. Se enjuagaron los preparados con agua corriente
durante 1 min y se termind el enjuague cubriéndolos con agua destilada. Se
secaron con pera de goma y se transfirieron a una solucion saturada de
hidroxido de bario a 60° C también durante 10 min con el fin de desnaturalizar

el ADN menos condensado de la muestra. Al colocar los preparados se cuido
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de retirar los cristales sobrenadantes, para que el Hidroxido de bario no
guedara adherido a los preparados. Se enjuagdé con agua corriente, dejando
desbordar el frasco de coplin hasta asegurarse que los cristales sobrenadantes
fueran eliminados. Se vacio el frasco y se lo llend con la solucién de acido
acético 45% que habia sido utilizada en el paso anterior, también con el mismo
objetivo. Se retir6 rapidamente la solucion y se llené el frasco con agua
destilada. Los preparados fueron secados nuevamente y se los incubd en
tampon 2 X SSC a 60° C durante 80 min para realizar la renaturalizacion. En el
caso de preparados que mantenian algo de citoplasma, se control6 la
incubacién cada 10 min en microscopio Optico, buscando evitar la pérdida de
material por arrastre. Se retird el 2 X SSC, se lavaron los preparados con agua
destilada y se secaron con pera de goma. Una vez secos fueron tefidos
individualmente siendo sumergidos en una solucién de Giemsa al 2% en agua
destilada durante 30 s a 2 min dependiendo del preparado y controlando la
tincion en microscopio Optico. Se secaron y montaron definitivamente con las
resinas Entellan (Merck) o Balsamo de Canada (Biopack). Las imagenes fueron
capturadas y procesadas como se detalla en la seccibn “Conteos

cromosomicos y cariotipos clasicos”.
2.2.4.3 Tincién secuencial con CMA/DAPI

Se utilizo la doble tincion secuencial con los fluorocromos Cromomicina
A3 (CMA) y 4’,6-diamidino-2-phenilindol (DAPI) (Cabral et al. 2006) Esta
técnica fue desarrollada en el Laboratorio de Citogenética Vegetal de la
UFPE. Los mejores resultados fueron obtenidos en las preparaciones libres
de citoplasma. Se las dejo envejecer a temperatura ambiente por tres dias
antes de exponerlas a los fluorocromos CMA/ DAPI, los cuales tienen mayor
afinidad por ADN rico en bases G-C y A-T, respectivamente. Se aplicaron 10

puL de CMA, a una concentracion optimizada de 0.5 mg/mL a temperatura
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ambiente, se cubrié el material con un cubreobjetos de 22 cm x 22 cm, se
incubaron los preparados en una camara humeda y se guardaron en
oscuridad durante 1 h. Se lavaron los preparados con agua destilada,
retirando el cubreobjetos por arrastre y se secaron con una pera de goma.
Para la contratincion se colocaron 10 pL de DAPI a una concentraciéon de 1
png/mL, luego siguiendo el mismo procedimiento que para el CMA pero
incubando durante 30 min. Luego del lavado y secado los preparados se
montaron en tampén Mcllvaine (pH 7)/ glicerol (viv 1:1). Antes de
observarlos, se dejaron tres dias en oscuridad ya que el CMA presenta
inestabilidad si se expone a la luz antes de ese periodo.

Se registraron al menos 10 divisiones por preparado. Las imagenes se
adquirieron utilizando una camara de video Cohu-CCD acoplada a un
fotomicroscopio Leica DMLB y se combinaron utilizando el software Leica
Qfish. El procesamiento final se realizé con los programas Paint Shop Pro,
Corel PHOTO-PAINT 13 y Corel Draw 13. Posteriormente se removié el
cubreobjeto y se destifieron los preparados siguiendo el mismo
procedimiento que para el DAPI/glicerol (ver “Digestion del material y
realizacion de preparados”). Se almacenaron a —20° C hasta su tratamiento
de hibridacion in situ.

2.2.5 Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

En preparados de excelente calidad se analiz6 el numero de sitios y
localizacion del ADN ribosomal (ADNr) 45S y 5S mediante la técnica de
hibridacién in situ fluorescente (FISH) utilizandose el protocolo descrito en
Pedrosa et al. (2002) con modificaciones. Este trabajo fue realizado como una
Pasantia de Investigacion en el Laboratorio de Citogenética Vegetal de la
Universidade Federal de Pernambuco, como entrenamiento en la técnica de

FISH y en particular en su aplicacion a especies nativas de palmas.
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2.2.5.1 Sondas de ADN

Se utilizaron las sondas R2 y D2. La sonda R2 es un fragmento de
aproximadamente 6.5 Kb conteniendo una unidad de repeticion de los ADN
ribosomales 18S-5.8S-25S (45S) de Arabidopsis thaliana (Wanzenbéck et al.
1997), con las secuencias espaciadoras transcriptas internas ITS1 e ITS2 y
un pequefio segmento de la regién intergénica 5’ (IGR) incluidos. La sonda
D2 es un dimero del ADN ribosomal 5S de Lotus japonicus (Pedrosa et al.
2002) de 500 pb de longitud aproximadamente. Ambas sondas fueron
marcadas mediante el método enzimético “nick translation” (Invitrogen). La
sonda R2 fue marcada indirectamente con biotina-11-dUTP (Roche) y la

sonda D2 directamente con el fluorocromo Cy3 (Amersham).
2.2.5.2 Pretratamientos

Los preparados fueron pretratados con 50 yL de ARNasa (USB, 1:200
en 2 x SSC) cubiertos con cubreobjetos plasticos (Parafilm, Sigma) durante 1
h en camara humeda a 37° C. Luego se incubaron en 50 yL de pepsina
(Sigma, 1 mg/mL, 2 yL y completar a 200 pL con HCI 0, 01 N) por 40 min en
camara humeda a 37° C. Estos pretratamientos se efectuaron para evitar
reacciones cruzadas. Posteriormente las preparaciones fueron fijadas por
inmersion en paraformaldehido 3.7% en tampon PBS durante 10 min a
temperatura ambiente. Los preparados se lavaron dos veces en 2xSSC
durante 5 min después de cada tratamiento, manteniéndolos humedos entre
tratamientos. Al finalizar fueron sometidos a una deshidratacion en una serie
alcoholica (3 min en etanol 70%; 3 min en etanol 100% ambos a 20° C) y se

dejaron secar al aire por un minimo de 1 h.
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2.2.5.3 Desnaturalizaciones e hibridacién

Para lograr buena hibridacién sobre los cromosomas de las especies
incluidas en este trabajo fue necesario realizar una desnaturalizacion de los
preparados previa a la desnaturalizacion convencional, con el fin de asegurar
qgue posteriormente ocurriera la hibridacién con la sonda. Para ello se
colocaron 50 pL de formamida deionizada al 50% en 2 x SSC en cada
preparado, cubriéndolo con cubreobjetos plastico de 22 cm x 22 cm. Se dejo
desnaturalizar durante 7 min a 75° C en un termociclador. Al terminar el
cubreobjetos fue retirado con pinza y los preparados fueron sumergidos
rapidamente en etanol 70% a -20° C por 5 min y luego transferidos a etanol

100% a -20° C por otros 5 min. Se los dej6 secar al aire durante 1 h.

Se prepar6 una mezcla de hibridacion compuesta por 50% (v/v)
formamida deionizada, 10% (p/v) sulfato de dextrano, 0.2% (p/v) SDS
(dodecil sulfato de sodio), 2 X SSC y 1 mg/uL de cada sonda, mezcla con la
cual se logra un 76% de astringencia. Se homogeneizé cuidadosamente en
vortex y se desnaturalizaron las sondas sometiendo la mezcla a 75° C
durante 10 min. Fue inmediatamente transferida a hielo durante al menos 5
min para asegurar que las sondas se mantuviesen desnaturalizadas hasta el
momento de la hibridacion. Se aplicaron 10 pL de la mezcla bien
homogeneizada a cada preparado, se los cubrié con cubreobjetos de vidrio
de 20 cm x 20 cm y se los dejé desnaturalizar a 85° C durante 10 min. Al
completarse la desnaturalizacién, los preparados fueron sellados con
pegamento plastico y se los dejé hibridar a 37° C durante 20 h (overnight),
siempre evitando la exposicion a la luz para mantener la fluorescencia del

fluorocromo Cy3 de la sonda D2.
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2.2.5.4 Lavados post hibridacion

Se retird el pegamento con pinza y se sumergieron los preparados en 2
X SSC por al menos 5 min con el fin de retirar los cubreobjetos. Luego fueron
incubados dos veces en 2 X SSC a 42° C durante 5 min. Se comenzaron los
lavados de astringencia, fijada en 72%. Para ello los preparados se
incubaron otras dos veces en 0,1 X SSC también durante 5 min a 42° C. Se
incubaron una vez mas en 2 X SSC por 5 min a 42° C y fueron luego
transferidos a 2 X SSC a temperatura ambiente durante 10 min, también en

todo momento evitando la exposicién a la luz.
2.2.5.5 Deteccidn de la sefial de hibridacion

Previo a la deteccion de las sefiales de hibridacion los preparados se
sumergieron en 1 X PBS conteniendo 0.1% de Tween 20 por 5 min a
temperatura ambiente. A continuacién se aplicaron sobre cada preparado 50
uL de solucién bloqueadora que consistié en 3% de seroalbumina bovina en
1 X PBS, se cubrio el material con cubreobjetos plastico y se incubaron en
una camara humeda a 37° C por 30 min, con el fin de evitar uniones
inespecificas de los anticuerpos. La sonda R2 (ADNr 45S) marcada con
digoxigenina fue detectada empleando dos juegos de anticuerpos. El
anticuerpo primario utilizado fue anti-digoxigenina conjugada con
isotiocianato de fluoresceina (FITC; Boehringer Mannheim) y se colocaron
0.4 pL de este anticuerpo en 19.6 pL de la solucién blogueadora 3% BSA en
1 X PBS. Se colocaron 20 pL por preparado y luego de aplicado un
cubreobjeto de plastico se incubaron en camara humeda a 37°C durante 1 h.
Luego los preparados fueron lavados tres veces en 1 X PBS a temperatura
ambiente durante 2 min. El anticuerpo secundario, que se unio al primario
para amplificar la sefal, fue preparado en una solucion de 0.7 puL de anti-

FITC de oveja conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC; Star88F,
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Serotec) en 19.3 pL de la misma solucién bloqueadora 3% BSA en 1 X PBS.
Al igual que para el anticuerpo primario se colocaron 20 pL y se incubaron
durante otra hora (Moscone et al., 1996). Luego de repetir los lavados, los
preparados se montaron en 8 pL de DAPI (2uL/mg) en Vectashield (Vector)
sellandolos con esmalte de ufias comercial (Pedrosa et al., 2002). Las
imagenes se adquirieron y se procesaron utilizando el mismo procedimiento
descrito para la tincién con fluorocromos detallado en la seccion “Tincion
secuencial con CMA/DAPI".

2.2.6 Contenido de ADN

2.2.6.1 Medicién del contenido de ADN

Se determin6 el contenido de ADN nuclear (valor 2C) de todas las
especies de palmas nativas en el Servicio de Clasificacion Celular y
Citometria de Flujo (SECIF-IIBCE) del Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable, bajo la orientacion del Dr. Gustavo Folle y con la
colaboracion de la Lic. (MSc) Magdalena Vaio, la Ing. Agr. Beatriz Lopez vy el
Lic. Federico Santifaque. Se efectuaron mediciones de al menos tres plantas
de distinto origen para cada especie, cada uno de una poblacion nativa
diferente, a excepcion de B. lallemantii en la cual se utilizaron cinco individuos
ya que tres de ellos pertenecian a una misma poblacion. Se realizaron por lo
menos tres repeticiones de cada planta (Cuadro 2). Algunas son mantenidas en
el invernaculo del Depto. de Biologia Vegetal, Facultad de Agronomia y de
otras se tomaron muestras a campo. Se utilizaron como estandares internos las
especies Pisum sativum (2C=9.09 pg) para los materiales del género Butia y
Syagrus, y Vicia faba (2C=26.4 pg) para medir el contenido de ADN 2C de

Trithrinax campestris.
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Se sigui6 el protocolo de Dolezel y Godhe (1995) con las modificaciones
introducidas en Vaio et al. (2007). Se colocaron muestras de 5 cm de hojas
jovenes de la planta a analizar y del estandar interno en una placa de Petri.
Se agregaron 0.5 mL de tampdn Otto | (0.1 M acido citrico+ 0.5% Tween 20)
gue estaba conservado en hielo y se fraccionaron simultdneamente las hojas
con una hoja de afeitar bien afilada. Se filtr6 inmediatamente el machacado
de hojas a través de una membrana de nylon de 45 um de poro a un tubo de
citometro de 5 mL y se lo incub6 a temperatura ambiente por un minimo de
10 min y hasta 1 h dependiendo del material analizado. Posteriormente
fueron adicionados 0.5 mL del buffer Otto 1l (0.4 M Na,HPO,4.12H,0), ARNasa
(50 pg/mL) e ioduro de propidio (50 pg/mL) procediéndose inmediatamente al

analisis de la muestra en citbmetro de flujo.

Cuadro 2. Individuos utilizados en la medicién de contenido de ADN por citometria de flujo.

Especie Identificaciéon Origen Repeticiones
Butia capitata BC5 Castillos, Rocha 5
BC11 R9 Km 273.500, borde de carretera, Rocha 3
BC15 Vivero Ministerio GAP - Toledo, Canelones 4
B. yatay BY?2 Quebracho, Paysandi 6
BY5 Quebracho, Paysandi 5
BY12 Estancia EI Ombd, Ruta 90, Paysandu 4
B. paraguayensis BP1 Cerro del Mirifiaque, Rivera 4
B.par 1 (Mirifiaque 2008)  Cerro del Mirifague, Rivera 3
B. par 2 (Miriflaque 2008)  Cerro del Mirifaque, Rivera 4
B. lallemantii BL1 Cerro del Galgo, Rivera 9
B. lal 1 (Weyerhaeuser) Cerro de los Moros, Rivera 3
B. lal 2 (Weyerhaeuser) Cerro de los Moros, Rivera 3
B. lal 3 (Weyerhaeuser) Cerro de los Moros, Rivera 4
BL5 Cerro de los Ministros, Rivera 5
Syagrus romanzoffiana SR3 Quebrada de los Cuervos, Treintay Tres 8
SR6 Parque de Fac. de Agronomia, Montevideo 7
SR10 Arroyo Tres Cruces, Tacuarembé 5
Trithrinax campestris  7C1 Arroyo Rab6n Ruta 24 km 90, Paysandu 4
TC2 Arroyo Coladeras Ruta 20 km 26, Rio Negro 5
TC 6 Vivero Kaia, Santa Lucia, Canelones 6
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La determinacion del contenido de ADN se realiz6 en un citometro de
flujo Facs Vantage (Becton Dickinson) equipado con un laser Innova 330 el
cual opera a una longitud de onda de 488 nm. Se estimaron parametros
fotométricos tales como dispersion frontal (FSC) y dispersion lateral (SC) de
la luz laser asi como FL2 (fluorescencia de IP). Se utilizé filtro de banda
575/26 para seleccionar la fluorescencia emitida por los nucleos teflidos con
IP y un fotomultiplicador para su amplificacion. Los datos obtenidos fueron
analizados con el programa CELLQuest. Se analizaron entre 5000 y 10000
nacleos por muestra. El contenido de ADN absoluto (contenido de ADN

nuclear o 2C) se calculé mediante la férmula detallada a continuacion:

Contenido de ADN nuclear 2C= (media del pico G1 muestra/media del pico G1 estandar)
X contenido de ADN 2C del estandar.

Se calcularon ademas el desvio estandar, el error estandar y el
coeficiente de variacidén. Todos los valores fueron expresados en picogramos
(pg) y ademas transformados a Mega pares de bases (Mpb) utilizando la
relacion 1 pg = 978 Mpb de DolezZel et al. (2003).

2.2.6.2 Analisis estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa SAS®
(SAS Institute Inc., 2002) con la asistencia de la Ing. Agr. (PhD) Lucia
Gutiérrez. Algunos de los datos fueron descartados para este analisis debido
a falta de precision en la medicion. Los datos fueron analizados en principio
con el Univariate Procedure del programa SAS para comprobar la normalidad
de la distribucién. Para el analisis de varianza se utiliz6 el Proc GLM (General

Lineal Model) teniendo en cuenta que los datos se ajustan a un modelo lineal

generalizado del tipo: Y = o+ Bi + vyij + eijk
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donde Y es la medicién de contenido de ADN, a representa la media de
la especie, Bi el efecto fijo de la especie, yij el efecto aleatorio de la planta

dentro de la especie y ¢ijk el error aleatorio.

Para la comparacion de las medias se utiliz6 el GLM con el test a
posteriori de Bonferroni para comparaciones multiples, tomando en cuenta el
desbalance de los datos. Ademas se realizaron contrastes ortogonales entre

los géneros Butia, Syagrus y Trithrinax.

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Conteos cromosOmicos vy cariotipos clasicos

Para determinar los numeros cromosomicos soméaticos de Butia
paraguayensis y B. lallemantii se realizaron conteos a partir de 10 metafases
y prometafases bien dispersas, tefiidas con Giemsa al 2%. A los efectos de
armar los cariotipos de estas dos especies, se formaron los pares de
cromosomas homologos considerando su tamafio relativo y los patrones
heteropicnoticos. Para alinearlos en el cariograma se tomaron en cuenta,
como es clasico, también la posicion del centromero y el tamafio relativo de

los brazos.

Se obtuvieron tres cariogramas de calidad satisfactoria de Butia
paraguayensis (uno de ellos en Fig. 4a) y tres de B. lallemantii (uno de ellos
en Fig. 4b) a partir de tres metafases o prometafases, seleccionadas entre
aguellas en que se realizaron los conteos cromosomicos. Ambas especies
presentaron complementos cromosomicos somaticos de 2n = 32
cromosomas, agrupados en 16 pares. Estas determinaciones coinciden con
las ya realizadas en la tesis de grado de Gaiero (2005) para poblaciones de
las otras especies nativas de Butia (B. capitata y B. yatay) asi como para

Syagrus romanzoffiana. Diferente fue el caso de Trithrinax campestris donde
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en el mismo trabajo de tesis se determind un numero 2n = 36, con 18 pares
cromosomicos. El complemento cromosdmico hallado en B. paraguayensis y
B. lallemantii coincide con el presentado por Corréa et al. (2009). En dicho
trabajo sélo se analizé la primera de las dos especies, pero es posible que
algunos de los individuos analizados pertenezcan a la segunda y hayan sido
errbneamente clasificados debido a la similitud morfol6gica entre ambas y a
la dificultad de diferenciarlas en la etapa de renuevos (Rossato com. pers.®).
Con respecto a B. paraguayensis, existe un unico trabajo previo (Cocucci,
1964), en el cual a partir de metafases | meibticas en la microsporogénesis
obtenidas por medio de secciones microtomicas seriadas, se observo un
namero haploide n = 8. En el presente trabajo se reevalia dicha
determinacién, descartando el nimero haploide obtenido anteriormente y el
namero cromosOmico diploide de 16 que se infiere (nimero incluso no
presente en la familia, cuyo minimo es 26), seguramente deducido por error
por la técnica utilizada. Por otra parte, los nameros cromosOmicos
encontrados en este trabajo coinciden con los hallados a nivel regional para
otras especies de Butia: B. capitata (Read 1966, Corréa et al. 2009), B.
yatay, B. eriospatha y B. odorata (Corréa et al. 2009) y para Syagrus
romanzoffiana (Réser 1994, Moro 1999). Para la subtribu Attaleinae (ex
Butiinae) a la que pertenecen ambos géneros, se han determinado como los
mas comunes los complementos cromosémicos 2n = 32 y 2n = 34.
Comparando a nivel de la subfamilia Arecoideae a la que pertenece la
subtribu Attaleinae, los valores aqui encontrados o confirmados quedan
comprendidos entre 2n = 28 y 2n = 34 que posee toda la subfamilia, siendo
nuevamente los mas frecuentes 2n = 32 y 2n = 34 (Rdser 1994). La

determinacion de los complementos cromosomicos de B. paraguayensis y B.

*Marcelo Rossato 2009
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lallemantii, junto con los datos aportados por Gaiero (2005) y Corréa et al.
(2009) para otras Butia, estan de acuerdo con la observacion de Réser (1994,
1999) que afirma que en la familia Arecaceae los numeros cromosémicos son

generalmente constantes dentro de un mismo género

En la figura 4 (a y b) se observa uno de los cariogramas para cada
especie, construidos a partir de las metafases presentada en la figura 4 (c y d),
respectivamente. Todos los cromosomas son bibraquiados, siendo seis de los
pares metaceéntricos, siete submetacéntricos y los tres pares menores
acrocéntricos, siguiendo a Levan et al. (1964). Esto coincide con lo encontrado
para Butia capitata y B. yatay en Uruguay (Gaiero 2005) y B. paraguayensis
(posiblemente confundida con B. lallemantii), B. eriospatha y B. odorata en Rio
Grande do Sul (Corréa et al. 2009). Es coherente con lo encontrado a nivel de
la subfamilia Arecoideae, donde los cromosomas son predominantemente
metacéntricos a submetacéntricos, con unos pocos acrocéntricos y raramente
telocéntricos (Roser 1994). En los dos casos se trata de cariotipos simeétricos,
ya que las longitudes de los cromosomas disminuyen gradualmente, al igual
gue en las demas especies del género (Gaiero 2005, Corréa et al. 2009). Segun
el criterio de Guerra (2000) se trata de cromosomas pequefios en promedio (< 3
pm). En B. paraguayensis presentan un largo promedio de 2,85 um, con un
rango entre 4,32 y 1,92 um mientras que en B. lallemantii la longitud promedio
es de 2,55 um, con un rango que va de 3,76 a 1,38 um. En el Cuadro 3 se
detallan las longitudes promedio de todos los pares cromosémicos.
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Cuadro 3. Longitudes promedio en pum de todos los pares cromosémicos de Butia paraguayensis y B. lallemantii a partir

de las mediciones realizadas en tres metafases de cada especie.

Longitud promedio en pm

Par Butia paraguayensis  Butia lallemantii

1 4.32 3.76
2 3.68 3.45
3 3.46 3.30
4 3.36 2.88
5 3.34 2.63
6 3.03 2.59
7 2.81 2.56
8 2.79 2.54
9 2.77 2.36
10 2.74 2.27
11 2.54 2.26
12 2.47 2.19
13 2.21 2.13
14 2.15 1.83
15 1.99 1.65
16 1.92 1.38

Las mediciones para las otras especies de palmas nativas fueron
realizadas en Gaiero (2005), siendo el promedio para B. capitata ligeramente
menor (2.3 um) y el de B. yatay apenas mayor (2.9 um). En cambio en el
trabajo de Corréa et al. (2009) la longitud promedio de los cromosomas de B.
paraguayensis es notoriamente menor (2.01 um) a la encontrada aqui, siendo
las determinaciones realizadas por dichos autores para el resto de las especies
de Butia también claramente menores que las halladas para B. paraguayensis y
B. lallemantii en este trabajo. Esto puede deberse al grado de condensacion de
las divisiones elegidas para efectuar las mediciones, ya que en el trabajo de
Corréa et al. (2009) se observan metafases muy condensadas. Si analizamos
los rangos de las longitudes de los cariotipos, los hallados en este trabajo
coinciden en términos generales con los encontrados por Gaiero (2005) para las

demas Butia nativas de Uruguay, siendo la longitud del par mas largo
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ligeramente mayor aqui que en Gaiero (2005), 3.8 um, y en Corréa et al. (2009),
3.44 ym. Nuevamente esto puede deberse al estado de condensaciéon de los
cromosomas en las divisiones analizadas. Sin embargo, los tres trabajos
coinciden en los limites inferiores de los rangos. Para la subfamilia Arecoideae
el estudio de la longitud del cromosoma mas largo en 23 géneros arroja valores
de 2.3 a 4.1 um, quedando los valores hallados en este trabajo comprendidos
dentro de este rango (Roéser 1994). Con la tincion clasica de Giemsa se
detectan a lo largo de los cromosomas distintos patrones heteropicnéticos,
similares a los hallados en las otras dos especies de Butia al tefiir con orceina
(Gaiero 2005). Estos patrones de picnosis asociados a la condensacion son
comunes en la subfamilia Arecoideae (Roser 1994). En suma, la tincion
convencional en estas especies no permite evidenciar diferencias entre ellas, lo
qgue indica que son muy similares en cuanto a las caracteristicas cariotipicas

observadas por esta técnica.

2.3.2 Deteccion de patrones de diferenciacion longi tudinal en los

cromosomas por tinciones diferenciales.

2.3.2.1 Regiones organizadoras nucleolares (NOR) ac tivas

detectadas por tincion con Nitrato de Plata.

Con el fin de detectar regiones organizadoras nucleolares (NOR) activas en
todas las especies, metafases y prometafases de buena calidad fueron sometidas
a tincion con nitrato de plata. En las figuras 5 a 7 se presentan metafases y
nacleos interfasicos de todas las especies en estudio. Tanto en las del género
Butia (Fig. 5) como en Syagrus romanzoffiana (Fig. 6) se observo un unico par de
sitios activos localizado en la region subtelomérica del brazo corto del par 14. Esto
coincide con lo que se encuentra generalmente en la subfamilia Arecoideae, en la
cual es comun identificar 2 o0 4 NOR, habitualmente en los brazos cortos de

cromosomas de tamano intermedio, en ocasiones cerca de los teldbmeros
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Figura 5. Metafases, prometafases e interfases de (a) Butia capitata(b) B.yatay
(c) B. paraguayensisy (d) B. lallemantii tefiidas con Nitrato de Plata. Las flechas rojas indican
las NOR. La barra representa 10 micras.
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Figura 6. Metafase de Syagrus
romanzoffiana tefiida con

Nitrato de Plata. Las flechas rojas
indican las NOR. La barra representa

10 micras.

Figura 7. Metafase e interfases deTrithrinax
campestris tefiidas con Nitrato de Plata.
Las flechas rojas indican las NOR. La barra
representa 10 micras.
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(Roser 1994). En particular esto fue lo hallado por este autor en Jubaea chilensis,
especie muy cercana a Butia y Syagrus. Butia y Jubaea son géneros hermanos
cuyo origen probablemente esté relacionado con el surgimiento de la Cordillera de
los Andes (Marcato 2004, Meerow 2009). Ademas segun Guerra (2000), los sitios
de NOR-heterocromatina (NOR-HC, heterocromatina asociada a las regiones
organizadoras nucleolares) tienden a distribuirse cerca de los telémeros, a ambos
lados de la constriccion secundaria. Estos sitios no habian sido identificados
anteriormente al realizar los cariogramas clasicos (Gaiero 2005) y tampoco se
logro identificar constricciones secundarias en los cariogramas clasicos realizados
en este trabajo para Butia paraguayensis y B. lallemantii. Las constricciones
secundarias son generalmente dificiles de visualizar cuando se encuentran
cercanas a los teldmeros o en cromosomas pequefios (Guerra et al. 1997) como

€n este caso.

En el caso de T. campestris, a pesar de las multiples repeticiones de la
técnica los resultados no fueron concluyentes. Cuando se analizaron metafases y
prometafases, se observaron tefidos con nitrato de plata solo las regiones
teloméricas de un par de cromosomas, el par 18 (Fig. 7). Sin embargo, en los
ndcleos interfasicos se observaron tefiidos, tres y hasta cuatro nucleolos, lo que
permite suponer que habria al menos cuatro regiones NOR. Para la tribu
Thrinaceae lo comun es hallar uno o dos pares de NOR activos, raramente tres

(Roser 1994), lo cual coincide con lo encontrado en este trabajo en las interfases.
2.3.2.2 Patrones heterocromaticos detectados por Ba  ndeo C.

Para detectar regiones heterocromaticas en los cromosomas de las
especies en estudio se aplicOo la técnica de Bandeo C en metafases,
prometafases y nudcleos interfasicos de las seis especies, las cuales se
muestran en las figuras 8 y 9. En el género Butia (Fig. 8) y en Syagrus

romanzoffiana (Fig. 9a) se hall6 un par de bandas C en la region terminal del

37



\‘ P % o )
n pist s
S
a — b
y 10.0 pm
a-' v - a.” % i ] f 7
- A1 1 e D
& a“‘f. : 2 4 P o -
fas. DR & | By A A
2 % o
Py % / ¢ b T
‘.‘ 1 X P ‘
R S : - L& \/"‘c
— - P o — ¥ > —
_ '
C ~ “ d
N o
A Y . .
-y -

¥ .
5" L ﬂ.\ e ‘
10.0 ym .

100pm

Figura 8. Bandeo C en metafases y prometafases de (a) Butia capitata,(b) B. yatay,

(c) B. paraguayensis y (d) B. lallemantii. Las flechas rojas indican las bandas C. Se observan
ademas patrones de condensacion en (a’)Butia capitata y (b’) B. yatay y nucleos interfasicos de
(a")B. capitata. La barra representalO micras.
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brazo corto del par 14, coincidente con las NOR activas, por lo que se trata de
NOR-heterocromatina (Guerra 2000). Para T. campestris (Fig. 9b) los pares de
bandas hallados fueron cuatro, uno de ellos de posicion telomérica en el par 18,
coincidente con las NOR detectadas y otros tres en posicion pericentromérica
en los pares 7, 9 y 13. En otra especie del género, Trithrinax brasiliensis, Roser
(1994) encontrd sélo tres pares de bandas C coincidentes con bandas CMA+,
por lo que el presente seria el registro del nUumero mas alto para la subfamilia y
de los mas altos de la familia, junto con los cinco pares observados en la
especie diploide Pseudophoenix vinifera (2n = 34; subfamilia Ceroxyloideae
subtribu Cyclospatheae).Roser (1994) afirma que en la subfamilia Coryphoideae
tribu Thrinaceae no se encuentran bloques heterocrométicos a nivel telomérico,
por lo que lo observado en este trabajo es la primera determinacion para uno de
los pares de bandas C. Por otra parte, se logra distinguir otro patron de bandeo
de menor intensidad que parece coincidir con el observado al tefiir con DAPI.
En los nucleos interfasicos se encontraron grandes diferencias en la estructura
de la cromatina en T. campestris (Fig. 9b) con respecto a las especies de Butia
(Fig. 8) y la de Syagrus (datos no presentados). Los nucleos de estas ultimas
son arreticulados mientras que los de T. campestris son reticulados segun el
criterio de Guerra (1987). Posiblemente esta diferencia esté relacionada con el
mayor numero y tamafo cromosémico, asi como con el mayor contenido de
ADN (Guerra 1987, Roser 1994) de Trithrinax.

2.3.2.3 Patrones heterocromaticos detectados porti  ncidn secuencial con
CMA/DAPI

Paralelamente se buscO detectar las regiones heterocromaticas en los
cariotipos de las seis especies en estudio en base a su tincion diferencial con los
fluorocromos cromomicina A3 (CMA) y 4, 6 diamidino fenilindol (DAPI). Una

seleccion de las mejores metafases tefliidas con ambos fluorocromos en todas
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las especies, se muestran en las figuras 10 a 14. Se llegé a un excelente nivel
de fotografias, comparandolo con trabajos publicados en palmas y en plantas en
general. Probablemente esto se deba a la optimizacion en el momento de
colecta de las raices, a su seleccion y a los procedimientos llevados a cabo para
la remocién del citoplasma, tal como se detalla en la seccion “Digestion del
material y realizacion de los preparados”. En todas las especies del género
Butia estudiadas (Fig. 10 a 12) y en Syagrus romanzoffiana (Fig. 13) se
obtuvieron los mismos resultados, por tanto estas especies son altamente
similares en cuanto a las caracteristicas evaluadas a través de estas técnicas:
se encontrado un uUnico par que presenta una banda CMA+/DAPI-, coincidente
con las NOR y las bandas C, lo que es habitual para la NOR-heterocromatina
(Guerra 2000). La sefal es mas intensa y de mayor tamafio en uno de los
cromosomas del par en Syagrus romanzoffiana. Este heteromorfismo también
se ha observado en algunas metafases de Butia yatay, no registrandose en el
resto de las especies del género. Existen varios ejemplos en plantas y animales
de heteromorfismo en las bandas CMA+, en general en las que corresponden a
la NOR- heterocromatina y por tanto coinciden con sitios 45S (Guerra 2000,
Besendorfer et al. 2002, Caperta et al. 2002, Hajdera et al. 2003, Cabral et al.
2006, de Carvalho y Dias 2007) aunque en el caso de especies del género
Quercus este heteromorfismo se da en bandas CMA+ coincidentes tanto con los
sitios 45S como con los 5S (Zoldos et al. 1999). Sin embargo, no hay registros
de heteromorfismo en la Fam. Arecaceae. A esto se agrega el hecho que en
Syagrus romanzoffiana el tamafio y la intensidad de ambas sefiales es
comparativamente mayor a las correspondientes en las especies de Butia. En
algunas metafases se observé constriccidn secundaria y satélite, presentandose
muchas veces la constriccion distendida, sefialando actividad en el ciclo

anterior.
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Figura 10. (a) Tincion con fluorocromos CMA (amarillo)/DAPI (azul) y (b) Hibridacién in sitdluorescente FISH con
sondas de ADNr 5S (rojo) y 45S (verde) en tres metafases de Butia capitata.La tercer imagen en cada fila es la
superposicion de las dos anteriores, en el FISH los cromosomas fueron contratefiidos con DAPI Las fle chas rojas
marcan las bandas CMA+/DAPI- y la sefial de ADNr 45S. Las puntas de flecha blancas indican la sefial de ADNr 5S
La barra representa 10 micras.
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Figura 11. (a) Hibridacion in situ fluorescente FISH con sondas de ADNr 5S (rojo) y 45S (verde) y (b) tincién con
fluorocromos CMA (amarillo)/ DAPI (azul) en seis metafases de Butia yatay. La tercer imagen en cada fila es la
superposicién de las dos anteriores, en el FISH los cromosomas fueron contratefiidos con DAP| Las flehas rojas
marcan las bandas CMA+/DAPI- y la sefial de ADNr 45S. Las puntas de flecha blancas indican la sefiade ADNr 5S.
La barra representa 10 micras.
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Figura 12. Tincion con fluorocromos CMA (amarillo)/DAPI (azul) en tres metafases de (a) Butia paraguayensis
y (b) Butia lallemantii. La tercer imagen en cada fila es la superposicion de las dos anteriores
Las flechas rojas marcan las bandas CMA+/DAPI-. La barra representa 10 micras.
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Figura 13. (a) Hibridacion in situ fluorescente FISH con sondas de ADNr 5S (rojo) y 45S (verde) vy (b)Tincién con
fluorocromos CMA (amarillo)/DAPI (azul) en tres metafases de Syagrus romanzoffiana. La tercer imagen en cada fila es
la superposicion de las dos anteriores, en el FISH los cromosomas fueron contratefiidos con DAPI. Las flechas rojas
marcan las bandas CMA+/DAPI- y la sefial de ADNr 45S. Las puntas de flecha blancas indican la sefial de ADNr 5S.

La barra representa 10 micras.
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Figura 14. (a) Hibridacion in situfluorescente FISH con sondas de ADNr 5S (rojo) y 45S (verde) y (b)Tincion con
fluorocromos CMA (amarillo)/DAPI (azul) en tres metafases de Trithrinax campestris. La tercer imagen en cada fila es
la superposicion de las dos anteriores, en el FISH los cromosomas fueron contratefiidos con DAPI .Las flechas rojas
marcan las bandas CMA+/DAPI- vy las sefiales de ADNr 45S. Las puntas de flecha blancas indican la sefial de ADNr 5S
La barra representa 10 micras.
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Las especies de Butia y Syagrus analizadas no presentan bandeo positivo
con DAPI. En las palmas aceiteras africana y americana Elaeis guineensis y
Elaeis oleifera (2n = 32, Madon et al. 1995, 1998), especies de gran importancia
econémica y cercanas a Butia y Syagrus (subfamilia Arecoideae, tribu
Cocoseae), Castilho et al. (2000) y Madon et al. (1996, 2001) tampoco
encontraron bandas positivas al tefiir sus cromosomas con DAPI. Se ha
encontrado una gran uniformidad en cuanto al numero y la distribucion de
bloques heterocromaticos entre las especies de Butia —0 sea a nivel genérico- y
entre estas con respecto a Syagrus, que integra la misma subtribu. Esto
confirma la cercania entre las especies de Butia y de estas con Syagrus
romanzoffiana. Las observaciones estarian de acuerdo con Guerra (2000) quien
afirma que a pesar de ser los patrones de distribucion de la heterocromatina
sumamente variables a nivel de plantas superiores, los cambios drasticos y

discontinuos dentro de grupos cercanos de especies no son frecuentes.

En cambio en Trithrinax campestris (Fig. 14) se observan cuatro pares de
cromosomas que presentan bandas CMA+/DAPI-, que coinciden con las
bandas C, por lo que se trata de NOR-HC (Guerra 2000). Tres pares de
bandas presentan localizacién pericentromérica en los pares cromosémicos 7, 9
y 13 y uno tiene ubicacién telomérica en el par 18. En algunos casos las bandas
pericentroméricas se observan distendidas, lo que estaria indicando actividad
en el ciclo anterior. Sin embargo no aparecieron tefildas con nitrato de plata.
Esta ausencia de impregnacion con plata puede deberse entonces a una falla
en esta técnica y no a que dichos sitios no estén en actividad, sobre todo
teniendo en cuenta el numero de nucleolos observados. Por otra parte se
registr0 un muy marcado bandeo DAPI+ sobre los cromosomas. En Trithrinax
brasiliensis, Roser (1994) encontr0 bandas de heterocromatina DAPI+
proximales, pero afirma que a nivel de la tribu Thrinaceae los cariotipos estan

formados normalmente por cromosomas con patrones de bandeo simples, con
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reducido numero de bandas, contrario a lo hallado aqui para T. campestris.
Estas bandas DAPI+ intersticiales son caracteristicas de las Thrinaceae del
Nuevo Mundo (Rdser 1994, 1995) y ademas esta localizacion es mas frecuente
en especies con cromosomas medianos y largos (Guerra 2000), como es el
caso de T. campestris. Los patrones de los dos fluorocromos combinados
permiten la identificacion de cada uno de los 18 pares cromosomicos de esta
especie (Fig. 15). Roser (1995) sugiere que la subtribu Thrinaceae debe ser
sujeto de estudios mas profundos, dado que es en la Unica dentro de las
palmas en la que se encuentran bandas proximales de dos tipos citoquimicos
diferentes (afines a CMA o a DAPI). Ademas en algunos cromosomas de esta
especie se encuentran bandas DAPI+ muy cercanas a las bandas CMA+. Esto
también se observo en otras especies vegetales como Gibasis karwinskyana
(Commelinaceae) (Kenton 1991) y Dasypyrum villosum (Poaceae) (Cremonini
et al. 1994).

2.3.3 Deteccion de sitios de ADNr por Hibridacion in situ

fluorescente, FISH.

Con el objetivo de caracterizar la localizacion de los sitios de ADN
ribosomal 45S y 5S en las seis especies de palmas nativas, las mismas células
estudiadas con la doble tincion CMA/DAPI fueron analizadas mediante
hibridacién in situ fluorescente utilizando sondas de ADNr 5S y 45S sobre los
cromosomas. Esta técnica fue aplicada a todas las especies en estudio, pero
los resultados en algunas de ellas no fueron adecuados para un analisis
concluyente. Son muy escasos los trabajos en los que se ha aplicado esta
técnica en la familia Arecaceae (Castilho et al. 2000, Madon et al. 1996, 2001),
y se han restringido exclusivamente a especies de gran importancia econémica

(Elaeis guineensis y E. oleifera).
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Figura 15. ldiograma de Trithrinax cammpesttis. Las bandas amarillas corresponden a
bandas CWA+ v las celestes bandas DAPI+. Los puntos verdes representan sefiales
de ADMr 455 v |05 rojos de ADMr 55, La barra representa 10 micras.



El presente estudio es el primero en el que se utiliza esta técnica en palmas
nativas. Para las cuatro especies de Butia y en las especie de Syagrus y de
Trithrinax, se muestran los resultados de la técnica de FISH en las imagenes de
las figuras 10, 11, 13 y 14, junto con las correspondientes fotografias para
CMA/DAPI. En Butia capitata (Fig. 10), B. yatay (Fig. 11) y en S. romanzoffiana
(Fig. 13) las sefales 45S (verde) se encontraron en la region telomérica del
brazo corto del par cromosomico 14, coincidiendo con las NOR activas, las
bandas C y las bandas CMA+/DAPI-. Se conoce que los sitios para el ADNr
45S son regiones heterocromaticas con mayor riqueza en nucleotidos G-C
(Miller 1981) por lo que era de esperar esta coincidencia. En las especies del
género Butia y Syagrus aqui estudiadas, se trata de los uUnicos bloques de
heterocromatina ricos en G-C encontrados. Esto sucede en otros géneros de
plantas como en especies de Paspalum (Vaio et al. 2005), Lupinus (Hajdera et
al. 2003), Cucumis (Hoshi et al. 1999), Solanum (Srebniak et al. 2002) y
Brassica (Hasterok y Maluszynska 2000).

Esta localizacion distal del ADNr 45S no soOlo es la mas frecuente en
palmas (Roser 1994) sino que ademas es tipica en las plantas superiores y en
otros organismos estudiados (Lima-de-Faria 1976, Leitch 2000). En el 86.6% de
los casos revisados por Lima-de-Faria (1976), los cistrones ribosomales se
ubicaban en los brazos cortos, y generalmente tendiendo a localizarse proximos
a los extremos, sin llegar a los teldmeros. En particular en Arecaceae existen
antecedentes de un unico sitio de ADNr 45S en Elaeis guineensis y Elaeis
oleifera (Castilho et al, 2000, Madon et al. 1996, 2001), en la misma ubicacion
encontrada aqui, o sea en la region subtelomérica de un par acrocéntrico menor
(en los casos citados en el par 16). En Syagrus romanzoffiana las sefiales son
de mayor intensidad, al igual que fue observado para las bandas CMA/DAPI,
por lo que podria tratarse de un caso en el que hay mayor nimero de copias de

ADNI, ya que la intensidad de la sefial es directamente proporcional al nimero
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de copias de ADNr presentes en el sitio, por lo tanto, a mayor intensidad mayor
namero de copias (Jiang y Gill 1994). También podria deberse a una mejor
exposicidn o mayor hibridacion. En las especies de Butia (Fig. 10y 11) y en S.
romanzoffiana (Fig. 13) la sefial 5S (roja) se encuentra en la regiéon
pericentromérica de los cromosomas del par 8. Para las especies B.
paraguayensis y B. lallemantii no se obtuvo sefal consistente para las dos
sondas sobre los cromosomas, a pesar que se aplicd la técnica sobre dos
preparados diferentes de cada especie y que ademas ambos preparados fueron
rehibridados. En B. yatay no fue posible conseguir hibridacion in situ en las
mismas células que habian sido tefildas con CMA/DAPI, por tanto se muestran

imagenes de metafases diferentes.

Trithrinax campestris (Fig. 14) presentd un patron de hibridacion para la
sonda de ADNr 45S diferente al observado en las otras especies de palmas
nativas. Se detectaron cuatro sefiales del ADNr 45S (verde), tres de ellas
localizadas en las regiones pericentroméricas de los pares 7, 9y 13 y una en la
region telomérica del par 18, todas coincidiendo con las bandas CMA+/DAPI-.
Sin embargo, lo encontrado en la mayoria de las palmas (Réser 1994) y en los
organismos eucariotas (Lima-de-Faria 1976, Leitch 2000) es que las NOR se
ubican en los brazos cortos, cerca de los extremos (como en uno de los cuatro
sitios), segun este ultimo autor debido a mecanismos de evolucion cromosomica
que residen en las propiedades fisicas y estéricas de sus moléculas
constituyentes. Por tanto, los genes de ADNr tendrian una localizacion efectiva,
en la cual estarian interactuando en equilibrio con las demas partes del
cromosoma. Es posible que debido a esto sdlo la NOR que se encuentra cerca
del extremo del brazo corto del par 18 presente actividad, aunque debido a la
dificultad de la técnica de tincién argéntica en esta especie, no es posible sacar
conclusiones al respecto. En general se asocia el numero de nucleolos

encontrados en una especie con su nivel de ploidia (Vilhar et al. 2002, Wagih et al.
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2007). Sin embargo, en este caso no es de esperar que se trate de una especie
poliploide, ya que su complemento cromosomico (2n = 36) coincide con el nimero
basico ancestral propuesto para la Familia Arecaceae (x = 18; Rdser 1994). Dado
que el mecanismo propuesto por este autor para el cambio cromosémico dentro
de la Familia es la disploidia, se podria suponer que las especies mas basales de
Arecaceae poseian un mayor numero de cromosomas con NOR (como es el caso
de T. campestris y otras especies dentro de la subfamilia Coryphoideae) y que
estos cromosomas con NOR se fueron perdiendo en la serie disploide
descendiente, hasta llegar a un Unico par de NOR, como es comun en subfamilias
que divergieron posteriormente como Arecoideae, a la cual pertenecen Butia y
Syagrus. También es posible que debido a un proceso de fusion nucleolar, el
namero de nucleolos por nucleo varie desde uno a cuatro. Cada NOR puede
formar su propio nucleolo, o diferentes NORs pueden asociarse para formar un
nucleolo en comudn (Ghosh 1976). En T. campestris la sefial 5S (roja) se

encuentra en la region pericentromérica de los cromosomas del par 6 (Fig. 14).

La constancia del numero y localizacion del sitio para el ADNr 5S en todas
las palmas incluidas en este estudio es de esperar teniendo en cuenta que se
trata de una regiébn altamente conservada, especialmente en taxa que
presentan caracteristicas cariotipicas muy constantes (Adams et al. 2000),
como es el caso de las especies de Butia y Syagrus estudiadas. Es comdn en
plantas diploides (como las especies estudiadas en este trabajo) encontrar un
anico sitio 5S ya sea en monocotiledoneas o en dicotiledéneas (Ansari et al.
1999; De Melo y Guerra 2003; Seijo et al. 2004; Vaio et al. 2005; Moraes et al.,
2007). En la Familia Arecaceae, en Elaeis guineensis y E. oleifera, género de la
misma tribu Cocoseae que Butia y Syagrus, también se encontrd un Unico sitio
5S, aunque de localizacion distal en el cromosoma mas largo (Castilho et al.
2000, Madon et al. 1996, 2001). Es interesante destacar que entre estos tres
géneros tan cercanos (Elaeis, Butia y Syagrus) existe conservacion en cuanto a
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la posicién del sitio de ADNr 45S pero no en la localizacion del sitio 5S,
contrario a lo generalmente observado en plantas superiores (Adams et al.
2000). Cuando se amplie la investigacion a mas especies de la misma tribu, se
podra concluir si efectivamente la localizacion aqui detectada del cistréon
ribosomal 45S se trata de un plesiomorfismo (caracter de origen ancestral) para
la tribu. Es importante subrayar la uniformidad encontrada a nivel de la
organizacion genomica estructural en el género Butia, la cual es coherente con

la condicion monofilética del género hallada por Marcato (2004).

En cambio el numero y localizacion de los sitios para el ADNr 45S en T.
campestris son claramente diferentes de lo encontrado en las especies de Butia
y en Syagrus romanzoffiana. La tribu a la que pertenece T. campestres
presenta caracteristicas cariologicas consideradas ancestrales (Roser 1994).
En ese sentido, si lo observado en Butia y Syagrus fueran caracteres derivados,
podria deberse a una pérdida de cromosomas con sitios 45S dentro de la serie
disploide planteada para explicar la evolucion cariotipica de la Familia (Réser
1994). Este autor plantea la hipotesis de la carioevolucion por disploidia, la
reduccion en los tamafios cromosomicos y la pérdida de heterocromatina,
evidenciada por la simplificacion en los patrones de bandeo en especies de la
subfamilia Ceroxyloideae, que presenta caracteres derivados y es muy cercana
a Arecoideae, la subfamilia a la que pertenecen Butia y Syagrus. Réser (1994)
afirma que una gran proporcion de las especies de la tribu Thrinaceae poseen
altos porcentajes de heterocromatina, siendo en las especies del Nuevo Mundo
mas frecuentemente DAPI+, lo cual coincide con el complejo bandeo DAPI+
encontrado en T. campestris. Por otra parte, pueden haber ocurrido rearreglos
cromosomicos frecuentemente asociados a cambios en la posicién de los sitios
45S (Hall y Parker 1995), aunque es poco probable dado que no se observa la
presencia de los sitios de ADNr 45S pericentroméricos de T. campestris en
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ninguna otra posicion en los cariotipos de las especies de Butia o de S.

romanzoffiana.

2.3.4 Contenido de ADN

Con el objetivo de aclarar la resolucion de las relaciones taxonémicas entre
las especies de palmas nativas se analizd su variabilidad en contenido de ADN
nuclear mediante citometria de flujo. Se logré determinar el contenido de ADN de
todos los materiales incluidos en este trabajo, poniendo a punto la técnica para las
especies de palmas nativas, lo cual presentd una gran dificultad, debido a la
dureza de las hojas (por su alto contenido de fibras y silicofitolitos) y a la presencia

de compuestos quimicos que interfieren con las mediciones.

En la Figura 16 se presentan histogramas representativos de los contenidos
relativos de ADN de las seis especies de palmas nativas analizadas, mientras que
en el cuadro 4 se muestra el contenido de ADN nuclear 2C calculado en
picogramos. En este cuadro también se presenta cada contenido promedio de
ADN 2C convertido a mega pares de bases (Mpb) y se detallan los promedios de
los coeficientes de variacion (CV) obtenidos para las muestras de cada especie

y de los estdndares internos, junto con sus correspondientes rangos.

En términos generales los coeficientes de variaciéon fueron de 2,5 a 6,71
con una media de 4,25 y para los estandares internos de 1,75 a 5,71 con una
media de 3,49, aceptables para permitir buena resolucién segun DolezZel et al.
(1998). El promedio de los contenidos de ADN totales (2C) para el conjunto de
los materiales del género Butia analizados fue de 4.12 + 0.22 pg y para

Syagrus romanzoffiana de 4.44 + 0.07 pg.
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Figura 16. Histogramas representativos de los contenidos de ADN de las seis especies
de palmas nativas (M2) con respecto al estandar interno (M1), Pisum sativum para las
especies de Butia y Syagrus y Vicia faba para Trithrinax..
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Cuadro 4. Contenido de ADN 2C promedio (pg y Mpb) y su correspondiente error estandar para
todas las especies de palmas. Resultados del test de Bonferroni para comparacion de las medias
entre las especies y coeficientes de variacion (CV) promedio y rango.

Especie Contenido de ADN 2C promedio Test de Cv CV rango
+ error estandar. Bonferroni  promedio
Pg Mpb
Butia capitata 418 £ 0.07 4089 + 67 a 3.83 3.17-5.41
Butia yatay 4.13 +0.07 4039 + 66 a 4.59 2.95-6.71
Butia 4.11 +0.07 4021 + 66 a 4.04 2.99 -4.78
paraguayensis
Butia lallemantii 4.07 £0.05 3983 +£51 a 4.27 2.74-6.52
Syagrus 4.44 +0.06 4344 + 64 b 4.37 2.50-5.73
romanzoffiana
Trithrinax 17.15+£0.07 16776 £+ 66 c 4.39 2.90-5.11
campestris

Estos valores se encuentran dentro del amplio rango encontrado para la
subfamilia Arecoideae por Réser et al. (1997), que va de 4C = 55.62 pg (2C
estimado = 27.81 pg) para Pinanga subintegra a 4C = 7.21 pg (2C estimado =
3.6 pg) para Beccariophoenix madagascariensis. En el trabajo de Rdser et al.
(1997) se evaluaron ejemplares de Syagrus romanzoffiana, obteniendo un valor
4C = 12.2 £ 0.23 pg (2C estimado = 6.1 + 0.11 pg), claramente superior al
hallado en el presente trabajo. Esto puede deberse a la menor precision de la
técnica de microdensitometria con tincion Feulgen empleada (Michaelson et al.
1991, Dolezel et al. 1998), entre otras razones debido a que por el tiempo que
insume cada evaluacion, soOlo consiguieron evaluar 20 nudcleos para dicha
especie, mientras que aqui se evaluaron entre 5000 y 10000 nucleos. Los
valores hallados por Rdser et al. (1997) para la subtribu Butiinae (ahora
Attaleinae) -excluyendo a la especie poliploide Voanioala gerardii- van de 4C =
14.19 pg (2C estimado = 7.1 pg) en Cocos nucifera, la palma cocotera, hasta
4C= 10.2 pg (2C estimado = 5.1 pg) en Jubaea chilensis, esta ultima cercana a
Butia y Syagrus. Los valores aqui encontrados amplian por lo tanto el rango
conocido para dicho taxdn. No obstante, para la palma aceitera Elaeis

guineensis, especie perteneciente a la misma tribu que Butia y Syagrus, las
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estimaciones de contenido de ADN nuclear 2C por citometria de flujo fueron
valores cercanos a los hallados en el presente estudio, con un promedio de 2C
=3.76 + 0.09 pg (Rival et al. 1997).

Los analisis de la distribucion de la variable “contenido de ADN” no
presentaron una desviacion significativa de la normalidad (datos no mostrados)
por lo que se procedio con los analisis de varianza y comparacion de medias
basados en la normalidad de la distribucion. El andlisis de varianza de los datos
promedio de contenido de ADN nuclear (2C), analizando las seis especies
(cuadro 5), puso en evidencia la existencia de diferencias significativas entre
algunas de ellas. En el cuadro 5 también se presentan los resultados de la
comparacion de las medias del contenido de ADN nuclear utilizando el test de
Bonferroni. Estos andlisis estadisticos arrojan tres grupos, uno que agrupa a
todas las especies de Butia, otro que contiene a S. romanzoffiana y un tercer
grupo que incluye Unicamente a T. campestris. Esta Ultima separacion era de
esperar, por tratarse de una especie perteneciente a una subfamilia muy alejada,
y con grandes diferencias a nivel cariotipico. En cambio es de destacar la
diferencia entre las especies de Butia y Syagrus, dada la cercania entre los
géneros Yy las similitudes encontradas entre sus cariotipos. Esta diferencia podria
verse reflejada citogenéticamente en la diferencia encontrada en el tamarfio de la
sefal del ADNr 45S, la cual era notoriamente mayor en Syagrus romanzoffiana
gue en las especies del género Butia. El Unico grupo formado por las especies del
género Butia era de esperar dado que segun Roser et al. (1997) en general en
palmas los valores de contenido de ADN nuclear son uniformes dentro de un
mismo género. Ademas el género Butia es un grupo monofilético con gran apoyo
estadistico (Marcato 2004).

Todos estos resultados se ven apoyados por los analisis de minimos

cuadrados y contrastes ortogonales presentados en el cuadro 6. Las diferencias
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en contenido de ADN entre las especies nativas de palmas permiten

distinguirlas a nivel de género.

Cuadro 5. Comparacion de medias de la variable contenido de ADN para todas las especies y sus
respectivas probabilidades. Los nimeros en cursiva y negrita denotan diferencias significativas.

B. yatay B. capitata B.paraguayensis  B. lallemantii S. romanzoffiana
B. yatay
B. capitata 0,99461067
B. paraguayensis 0,99875152 0,90611106
B, lallemantii 0,97598141 0,75264132 0,99991113
S.romanzoffiana  0,00014222 0,00080645 0,00013 0,00012434
T. campestris 0,00012434 0,00012434 0,00012434  0,00012434 0,00012434

El mayor promedio en contenido de DNA encontrado para S.
romanzoffiana respecto de las especies de Butia puede deberse a una
amplificacion en los cistrones ribosomales, aumentando la NOR-
heterocromatina, como se evidencio a nivel citogenético. Esto ha sido descrito
para otras especies vegetales, siendo habitual un aumento en el contenido de
ADN de una especie debido a una amplificacién en secuencias medianamente
repetidas, transposones, retrotransposones, etc. (Bennetzen et al. 2005). Los
contenidos de ADN nuclear relativamente bajos encontrados en las especies de
Butia y Syagrus se corresponden con lo hallado en cuanto a sus caracteristicas
cariologicas, ya que presentan un niamero menor de cromosomas (2n = 32) con
respecto al nimero basico de la Familia (x = 18; Réser 1994), cromosomas de
tamafno pequefio (< 3.0 um) segun la clasificaciéon de Guerra (2000) y con una
proporcion reducida de heterocromatina (evidenciada a partir de los bandeos

diferenciales realizados en este trabajo).

Para Trithrinax campestris el promedio del contenido de ADN nuclear 2C
fue considerablemente alto, de 17.15 = 0.07 pg. Es coincidente con lo
encontrado para la subfamilia Coryphoideae a la que pertenece, en la cual se
dan los mayores tamafos gendmicos de las palmas (Familia Arecaceae) (Roser

et al. 1997). Estos altos tamarfios diploides parecen ademas estar restringidos
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dentro de dicha subfamilia a la tribu Thrinaceae, a la que pertenece (Roser et al.
1997). El alto contenido de ADN nuclear de Trithrinax campestris también se
corresponde con sus caracteristicas carioldgicas, ya que posee el numero
diploide mas alto registrado para la Familia (2n = 36; Roser 1994), cromosomas
de gran tamafio (> 5.0 um) segun la clasificacion de Guerra (2000) con un
promedio de 5.4 um (Gaiero 2005) y gran proporciéon de heterocromatina

evidenciada a través de los bandeos diferenciales realizados en este estudio.

Si analizamos comparativamente las especies de las dos subfamilias
estudiadas, el contenido de DNA promedio varié entre las especies desde 4.07
pg en Butia lallemantii hasta 17.15 pg en Trithrinax campestris. El promedio de
las cuatro especies de Butia es de 4.12, lo que representa 4.15 veces mas ADN
nuclear en T. campestris que en Butia. Se trata de una gran variacion, similar a
la encontrada dentro de las Orchidaceae (4.5 veces), la mayor familia de
monocotiledéneas (Bharathan et al. 1994), si bien menor a la encontrada por
Roser et al. (1997) para toda la familia Arecaceae (14.3 veces). El valor 2C de
la especie de Trithrinax encontrado es mayor que el promedio de todas las
Angiospermas. Para éstas, de un total de 4427 especies presentes en la base
de datos del Kew Botanical Garden (http://data.kew.org/cvalues) el valor

promedio es de 13.03 pg, siendo 0.2 pg (Fragaria viridis, Fam. Rosaceae con
2n = 14) la de menor tamafio gendmico y 254.8 pg la de mayor (Fritillaria

assyriaca, Fam. Lilliaceae con 2n = 48).

Dentro de las palmas Rdser (1994) considera que evolutivamente lo que
habria ocurrido es una disminucion gradual en el complemento cromosémico
por una serie disploide descendente, y a su vez ha tenido lugar una reducciéon
del tamafio gendmico total. Es poco lo que se conoce sobre los procesos de
reduccion del tamafio gendmico, aunque se han planteado mecanismos de

remocion de retroelementos en los genomas de arroz y Arabidopsis thaliana,
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junto con pequefias deleciones en las unidades de dichos elementos moviles,
producto de recombinacién desigual homdloga y recombinacion ilegitima
(Bennetzen et al. 2005). Al ser reducido el nUmero de especies incluido en este
estudio, no es posible sacar conclusiones acerca de la ocurrencia de estos
procesos en palmas. Seria necesario ampliar estos andlisis a una mayor
cantidad de especies. Ademas, segun Guerra (2008), la carioevolucién de un
taxon solo puede interpretarse correctamente cuando se cuenta con
informacion sobre las relaciones entre las especies con fuerte apoyo por parte
de otras caracteristicas, que empleadas en conjunto pueden ayudar a visualizar

los mecanismos que operan la evolucion cariotipica del grupo.

Las técnicas de citogenética clasica y molecular empleadas no permitieron
a este nivel la discriminacion de las especies de Butia analizadas, lo cual
permite inferir una alta similitud a nivel de su organizacion genémica estructural,

gue estaria evidenciando una gran cercania entre estas especies.
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3. ANALISIS POBLACIONALES MEDIANTE MARCADORES
ISSR

3.1 INTRODUCCION

La subtribu Butiinae (ahora Attaleinae, Dransfield et al. 2005), que
pertenece a la subfamilia Arecoideae, esta integrada por 12 géneros de los
cuales dos (Butia y Syagrus) estan representados en Uruguay. Presenta gran
interés a nivel sistematico ya que las relaciones entre las especies son
complejas, y la taxonomia de dicho grupo aun no esta resuelta a pesar de los
estudios tendientes a abordar esta problemética. Se han planteado dudas
acerca de la ubicacion taxondémica de Butia paraguayensis situada como
variedad dentro de yatay (Beccari 1916) y luego como subespecie, en base a
sus caracteristicas vegetativas y reproductivas, definiéndola como B. yatay ssp.
paraguayensis (Xifreda y Sanso 1996). La descripcion de Butia lallemantii como
entidad especifica (Deble y Marchiori 2006) sigue siendo controversial por los
pocas variables morfolégicas que la describen, y es para algunos considerada

aun un ecotipo acaule de B. paraguayensis (Brussa y Grela 2007).

Todas las especies del género Butia presentan distribuciones
determinadas posiblemente por su gran especificidad en cuanto a las
condiciones ecoldgicas, particularmente edaficas (Chebataroff 1974). De las 13
especies que integran el género Butia, cuatro especies del género Butia estan
presentes en Uruguay. De ellas, Butia yatay se encuentra cubriendo grandes
extensiones en Rio Grande do Sul en Brasil y en la Mesopotamia Argentina
(Provincias del Chaco, Corrientes, Entre Rios, Misiones y Santa Fé). En
Uruguay forma extensos palmares en Paysandu (palmares de Quebracho y
Guichén) y de menor tamafo en Rio Negro (Chebataroff 1974, Zuloaga et al.
2009). Butia paraguayensis se distribuye ampliamente en Paraguay, en algunas

provincias de Argentina (Corrientes y Misiones) y algunos estados de Brasil
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(Mato Grosso, Minas Gerais, Sédo Paulo, Parana y Rio Grande do Sul), mientras
gue en Uruguay se localiza en una Unica poblacién en la cima y laderas del
Cerro del Mirinaque, un cerro de arenisca del Departamento de Rivera
(Chebataroff 1974, Marcato 2004, Brussa y Grela 2007). Por ultimo Butia
lallemantii, entidad recientemente reconocida como especie y descripta por
Deble y Marchiori (2006) ha sido registrada en Rio Grande do Sul (Brasil) donde
comparte su distribucién en amplias extensiones con B. paraguayensis y en
Rivera para Uruguay (Deble y Marchiori 2006, Brussa y Grela 2007), donde fue
determinada por Noblick (com. pers.®). Tiene una distribuciéon muy restringida y
en poblaciones pequefias, algunas localizadas en laderas bajas o cornisas de
arenisca y otras a campo abierto o en bosques forestados con pinos (Gaiero,
Mazzella, Gago, Grela, Profumo com. pers.’). Probablemente su ambiente ha

recibido una intensa influencia antrépica.

Las especies en estudio presentan problemas serios de conservacion
compartidos con el resto de las palmeras nativas (envejecimiento de las
poblaciones, falta de regeneracion) y en el caso de B. lallemantii y B.
paraguayensis problemas particulares de reduccion y fragmentacion de
poblaciones, junto con el ataque a sus inflorescencias e infrutescencias por
parte del ganado, que amenaza la regeneracion en etapas mas tempranas.
Brussa y Grela (2007) afirman que probablemente B. lallemantii, hoy en riesgo
de extincién en nuestro pais, en el pasado tuviera una distribuciéon continua
entre Rio Grande do Sul y el noreste de Uruguay. Los lugares donde quizas
formaron en otros tiempos poblaciones importantes han sufrido en las dltimas

décadas continuas quemas para limpieza de campos de produccion agricola

% Larry Noblick 2007
7 Paola Gaiero, Cristina Mazzella, Julian Gago 2008
Ivan Grela, 2009; Ludmila Profumo 2009.
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(Mantero com. pers.?). Por su parte B. paraguayensis sélo cuenta con una
poblacién de 175 individuos. Las reducidas poblaciones de ambas especies en
Uruguay y los palmares mayores de B. yatay presentan por un lado problemas
particulares en su definicion como entidades especificas y a su vez
problematicas de conservacion que ponen en riesgo su continuidad. Estas dos
tematicas seran el eje de este trabajo, que intentar4 generar conocimiento que

asista a su resolucion.

Sobre la biologia reproductiva de estas palmas solo existen estudios en
nuestro pais para B. capitata (Morel 2006), pero las caracteristicas generales
encontradas se pueden extender a todo el género (Jones 1995). Se trata de
plantas monoicas, en las cuales la floracion masculina se da con anterioridad a
la femenina (viz. protandria) y separada de ésta por una interfase (Morel 2006).
Estas caracteristicas favorecen la fecundacion cruzada, por lo que se pueden
esperar niveles de variabilidad altos, propios de especies aldgamas (Hamrick y
Godt 1996), como los encontrados a nivel fenotipico por Rivas y Barilani (2004).
La polinizacion podria ser entomdfila, aunque no se descarta la existencia de
polinizacibn anemdfila, bastante comun en otros géneros de palmeras (Jones
1995). La dispersion de semillas en B. capitata es llevada a cabo por mamiferos
frugivoros (San Martin et al. 1996), siendo particularmente estudiado el caso del
zorro de monte (Cerdocyon thous), que puede llegar a dispersarlas entre 0.5y 2
km, aumentando su tasa de germinacién (Rodriguez-Mazzini y Molina 1990). En
B. yatay hay evidencias de que es también realizada por este zorro y ademas

por fiandues (Olmedo Masat et al. 2008).

Una herramienta muy (til en comparaciones taxonOmicas y para
determinar niveles de variabilidad poblacional, que sera utilizada en este

trabajo, es la técnica de fingerprinting por marcadores moleculares ISSR (Inter

8 Carlos Mantero 2009

63



Simple Sequence Repeat) (Zietkiewicz et al. 1994), la cual permite detectar
polimorfismo basado en la presencia de microsatélites a lo largo del genoma.
Los marcadores ISSR son secuencias de ADN delimitadas por dos
microsatélites (SSR) invertidos compuestos por las mismas unidades. Pueden
ser amplificadas con una misma reaccion de PCR (Polymerase Chain Reaction)
iniciada por cebadores complementarios a los SSR flanqueantes (Zietkiewicz et
al. 1994). Son marcadores universales dominantes, producen patrones
multilocus altamente reproducibles, abundantes y polimoérficos. Ademas dichos
patrones son complejos y especie-especificos. Permiten estudios sin necesidad
de informacion previa acerca de la secuencia, e identifican niveles significativos
de variacion. Son muy Uutiles para realizar perfiles de ADN en especies
estrechamente relacionadas. A pesar de ser marcadores dominantes, son
altamente informativos y han sido ampliamente usados para determinar
distancias genéticas entre especies y diferenciar variedades dentro de una
especie (Zietkiewicz et al. 1994; Bornet y Branchard 2004, Gonzalez-Guzman
et al. 2006). En palmas se han utlizado para distinguir variedades
morfoldégicamente diferentes, simpatricas y supuestamente con aislamiento
reproductivo, asi como para calcular indices de diversidad y de diferenciacion
poblacional (Roncal et al. 2007). En especies de palmas del género Butia,
incluyendo algunas cuya éarea de distribucibn comprende a Uruguay (B.
capitata, B. yatay, B. paraguayensis y X Butyagrus nabonnandii) han sido
usados para caracterizar poblaciones nativas en Rio Grande do Sul (Brasil). Se
puso a punto la técnica para dichas especies, se determiné el nivel de
polimorfismo poblacional y se estimaron distancias interpoblacionales e
interespecificas (Rossato et al. 2007). Los marcadores ISSR son cada vez mas
utilizados para determinar niveles de variabilidad genética y estructura de
poblaciones (Assefa et al. 2003, Ci et al. 2008).
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El objetivo de este estudio fue analizar la variacion genética a nivel intra e
interpoblacional en Butia yatay, B. paraguayensis y B. lallemantii detectada por
medio de marcadores ISSR vy establecer las distancias genéticas
interpoblacionales e interespecificas entre ellas, con el fin de asistir a la
resolucién taxonOmica de estas especies y evidenciar estructura genética en
sus poblaciones. A pesar de los importantes problemas planteados a nivel
sistematico y de conservacion, en nuestro pais no se cuenta con estudios de
genética de poblaciones en el género Butia. La evaluacion de la diversidad de
las poblaciones de una determinada especie es una herramienta esencial para
asistir en la toma de decisiones relativas a la implementacién de planes de
conservacion. Los parametros de diversidad genética obtenidos a partir del
analisis por marcadores moleculares pueden informar sobre divergencia entre
poblaciones y sobre reducciones en la variabilidad genética que pongan en
peligro la continuidad de las poblaciones, o de lo contrario evidenciar potencial

geneético de recuperacion ante la degradacion demografica y la fragmentacion.

3.2 MATERIALES Y METODOS

El trabajo se realiz6 en el Laboratério de Oleos Essenciais e Extratos
Vegetais de la Universidad de Caxias do Sul, Brasil, bajo la orientacion del Dr.
Marcelo Rossato. Se analizaron mediante marcadores ISSR tres poblaciones
naturales de Butia yatay, una de B. paraguayensis —la unica poblacion
conocida- y cuatro de B. lallemantii, todas de Uruguay. Su localizacién se
muestra en la Figura 17 y las coordenadas geograficas estan detalladas en la
Cuadro 6. Se colectaron muestras de hoja fresca de un nuimero variable de
individuos segun la poblacién y se seleccionaron aleatoriamente 20 individuos
(cuando fue posible contar con ese numero) de cada poblaciéon para la

extraccion de ADN. Se tomaron ademas como grupo externo muestras de 5
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individuos de Syagrus romanzoffiana de distintos origenes y mantenidos en el
invernaculo del Departamento de Biologia Vegetal (Facultad de Agronomia).
Las muestras fueron secadas y mantenidas en silica gel para su conservacion

hasta la extraccion de ADN.
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Figura 17. Poblaciones de Butia yatay (puntos verdes), Butia paraguayensis (punto rojo) y Butia lallemantii

(puntos azules) analizadas mediante marcadores ISSR.

Cuadro 6. Coordenadas geogréficas de todas las poblaciones incluidas en andlisis poblacional

por ISSR.
Especie Poblacion Latitud Longitud E\:]%T/ie(;ﬁodse
Butia lallemantii FY S 31°12' 49.8” W 55° 48’ 50.0” 20
Butia lallemantii GC S 31°10’ 01.6” W 55° 51’ 07.9” 22
Butia lallemantii w S 31° 23 50.8” W 55° 42’ 24.5” 14
Butia lallemantii CO S 30°59’'15.3” W 55° 36’ 53.5” 17
Butia paraguayensis CM Cerro del Mirifnaque S 31° 32’ 00.8" W 55° 37" 58.3" 20
Butia yatay Q Quebracho S 31° 54’ 36.8” W 57° 39" 32.4” 20
Butia yatay GUI Guichon S 32020 35.8” W 57° 09’ 33.9” 20
Butia yatay CC Cafiada del S 32023 06.9” W 57°10' 58.7" 20
Campamento
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3.2.1 Extraccion de ADN

El ADN genomico total de las muestras fue extraido por el método de

extraccion de ADN con tampon CTAB (Doyle y Doyle 1987) con modificaciones.

Se colocd en mortero un trozo de 1 g de hoja seca, previamente retirando
la nervadura central y se trituré con la asistencia de nitrogeno liquido hasta
obtener un polvo fino. Se transfirieron 0.3 g de muestra molida a un tubo
eppendorf de 2 mL y se le agregaron 800 uL de tampén CTAB 2% precalentado
a 65° C y 8 yL de p-mercaptoetanol para evitar el efecto oxidativo de los
polifenoles sobre el ADN. Se agitd y se dejo incubar a 65° C por al menos 1 h
en bloque seco (Tonegen Block, Tonegen), mezclando por inversion cada 5

min.

Al cabo de 1 h de incubacién se dejaron enfriar las muestras y luego se les
agrego 1 volumen (en este caso 800 uL) de cloroformo: alcohol isoamilico 14: 1
a temperatura ambiente. Se agitaron por inmersion enérgicamente todos los
tubos en simultaneo hasta lograr una mezcla completamente homogénea. Se
centrifugaron a 13000 rpm durante 5 min y luego se retiraron cuidadosamente
450 uyL de la fase acuosa superior, que contiene al ADN disuelto, evitando
mezclar las fases o tomar de las fases inferiores, ya que estas contienen restos
vegetales y proteinas en solucion. Se transfirieron a un nuevo eppendorf de 1.5
mL y se adicion6 un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico 14:1, repitiendo
el ciclo de homogeneizacion y centrifugado. Este ciclo se puede repetir tantas
veces como sea conveniente para asegurar la separacion del ADN de las
proteinas, evitando interferencias en las posteriores amplificaciones. Se
transfirieron 300 pL de la fase acuosa a otro tubo eppendorf de 1.5 mL y se
agrego 1 volumen de isopropanol a -20° C, que captura el ADN para hacerlo
precipitar. Se mezclo delicadamente por inversion, observandose el “ovillo” de

ADN que comienza a aparecer en suspension. Se dejo precipitar a -20° C
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durante 20 h (overnight). Posteriormente se centrifugaron las muestras a 13000
rpm por 10 min, se descartd cuidadosamente el sobrenadante y se dejaron
escurrir las muestras por inversion de los tubos sobre papel absorbente. Para
limpiar el pellet con el ADN se agregaron 200 uL de etanol 75% a -20° C, que
actué durante 5 min, se retir6 cuidadosamente con micropipeta, evitando
despegar el pellet. Se repitié el procedimiento con etanol 100% y se dejo secar.
Las muestras fueron resuspendidas en 100 uL de tampon TE (1 mM EDTA, 10
mM Tris-HCI pH = 8.0) que por el efecto quelante del EDTA inhibe la accion de
endonucleasas que pudieran degradar el ADN. En estas condiciones fueron
conservadas a -20°C.

3.2.2 Preparacion de las muestras para las amplific  aciones

Para verificar la integridad del ADN, 10 uL de las muestras stock en 5 pL
de tampdn de corrida 6x (0.09% azul de bromofenol, 0.09% cyanol xileno FF y
60% Glicerol) fueron corridas en geles de agarosa 0.8% en tampon TBE (50mM
Tris, 50mM acido bérico, 2.5 mM EDTA, pH 8.3). Los geles fueron tefiidos con
bromuro de etidio al 0.003% y para la corrida electroforética fueron sometidos a
una diferencia de potencial de 40 V (3 V/cm) durante 2 h. Fueron visualizados

en transiluminador UVI doc v 10.0 con camara digital acoplada.

Las muestras que se presentaban integras fueron incubadas con 1 uL de
ARNasa Invitrogen a 37° C durante 1 h. A continuacién la concentracién de
ADN de cada muestra fue estimada usando un espectrofotbmetro Beckman DU
530 a una longitud de onda de 260 nm. La relacion de absorbancia a 260
nm/absorbancia a 280 nm fue registrada para comprobar que las muestras no
tuvieran una concentracion excesiva de proteinas. En base a la estimacion de la
concentracion de ADN se efectuaron las diluciones de las muestras, de modo

de llegar a una concentracion de ADN de uso de 5 ng/uL.
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3.2.3 Seleccidon de cebadores y amplificaciones ISSR  -PCR

Se realizaron las reacciones de amplificaciéon ISSR-PCR, ajustando el
protocolo desarrollado por Rossato et al. (2007) para estas especies. En la
Cuadro 7 se detallan los cebadores que se probaron para seleccionar los que
se iban a utilizar. Dichos cebadores estuvieron entre los utilizados en Rossato
et al. (2007) para especies de palmas cuya area de distribucion comprende a
Uruguay.

Cuadro 7. Secuencia delos microsatélites probados como cebadores en las reacciones de amplificacion ISSR-PCR.
Los cebadores sombreados fueron los seleccionados para este trabajo.

Temperatura de re naturalizacié n optimizada Temperatura de renaturali -
50°C zacion optimizada 48° C
(AG)sT (CA)T (CT)sA  (AG)¢*  (CA)s

(CTeT  (GAC)s (GA)sA- (GT)sA- (GAA)s  (GACA),

Los cinco cebadores finalmente utilizados fueron seleccionados en base a

Secuencia

la calidad de los perfiles de amplificacion y el nimero de marcadores obtenidos

usando seis muestras, dos de cada especie en estudio.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen total de 25
ML. La mezcla de reaccidon estaba compuesta por 10 mM Tris—HCI (pH 8.3), 50
mM KCI, 0.2 mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dTTP y dGTP), 1.15 mM MgCI2,
0.1 uM de cebador, 1.5 unidades de Tag ADN polimerasa (Invitrogen), 2%
DMSO y 50 ng de ADN gendémico de la muestra. Las amplificaciones ISSR-PCR
fueron realizadas en placas para termociclador con 96 pocillos, cada uno con un
volumen total de 200 pL, en termociclador Tonegen Palm (Tonegen). Las
condiciones de amplificacion consistieron en una primera fase de
desnaturalizacion a 92° C por 4 min 30 s, seguida de 40 ciclos térmicos de: 92°
C (1 min), 48/50° C (segun temperatura de renaturalizacion del cebador, 50 s) y
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72° (2 min). Se completaron las reacciones con una etapa final de extension a
72° C (5 min) y 5 min a 10° C.

En cada conjunto de amplificaciones se utilizaron muestras de individuos
de todas las poblaciones y se incluyé un control negativo (blanco, sin ADN
gendmico). Para posibilitar las comparaciones entre amplificaciones distintas
con un mismo cebador, se repiti6 en cada conjunto una muestra de cada
especie, que actué como estandar interno. Las muestras utilizadas como
estandares internos fueron seleccionadas en base a la cantidad de material
disponible y a la calidad del patron de amplificacibn en la primera corrida
electroforética de la primera reaccion para cada cebador.

3.2.4 Visualizacion y analisis de imagenes

La separacion de los productos de amplificacion se llevo a cabo en geles
de agarosa 1.5% en tampén TBE tefiidos con bromuro de etidio al 0.003%,
sometidos a una diferencia de potencial de 90 V (3 V/cm) durante 3 h. En todos
los geles se aplicaron en un carril 5 yL de un marcador de peso molecular (10
Kb DNA Ladder, Real Biotech Corporation) y un control negativo. Todas las
poblaciones en estudio se encontraban representadas en cada gel. Para
comparar entre distintos geles de amplificaciones con un mismo cebador, se
incluyé en cada gel una repeticion de cada uno de los estandares internos de
las especies. La visualizacion de los geles fue efectuada en transiluminador UVI
doc v 10.0 con camara digital acoplada.Las imagenes fueron procesadas
usando el programa Adobe PhotoShop CS3 v 10.0, realizando ajustes que
afectan de forma homogénea a todos los pixeles. Todas las bandas claras y
consistentes fueron registradas con la asistencia del programa Lab Image Free
Edition 2.7.0 (Kapelan Bio-Imaging 1999-2003). Se construyeron matrices de
datos a partir de los geles, basadas en presencia (1) o ausencia (0) de bandas.
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3.2.5 Analisis estadisticos

Se analiz6 la similitud entre los genotipos empleando el coeficiente de
Jaccard (Jaccard 1908). Se realizaron andlisis de agrupamiento mediante el
algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Average values) y un
andlisis de coordenadas principales, usando el software FAMD (Fingerprinting
Analysis with Missing Data) v. 1.21 (Schluter y Harris 2006). Se empled a
Syagrus romanzoffiana como grupo externo, o sea para darle una raiz al

dendograma generado por el agrupamiento y asi definir mejor los grupos.

Para analizar la variabilidad intra e interpoblacional se calcularon indices
de polimorfismo y de diversidad y se llevaron a cabo AMOVA -Analysis of
Molecular Variance -(Excoffier et al, 1992) por medio del programa GenAlEx
(Peakall y Smouse 2006), por los cuales se calcularon indices de diferenciaciéon
genética (®s1) utilizando el coeficiente de distancia de Nei- Li (1979) para
evaluar la diferenciacién genética entre las poblaciones y especies en estudio.

Este coeficiente se define mediante la siguiente ecuacion:

) . N’ - nimero de bandas comunes
Diy=1-2N! entre genotipos i y j
N+ N N'o N'— nimero de bandas para
el genotipoioj.

Varia entre 0 (minima distancia) y 1 (maxima distancia).

La capacidad de discriminacion de cada cebador utilizado fue expresada
a través del coeficiente de Simpson (h; = X (1-Zp?)/n), donde p; es la frecuencia
del i-ésimo alelo y n corresponde al nimero de loci detectados por cada
cebador (Hunter y Gaston 1988). Un coeficiente de 1.0 indica la capacidad del
cebador de discriminar entre todas las muestras, mientras que un valor de 0

significa que todas las muestras son indistinguibles a través de este cebador.
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3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis realizado en este trabajo para evaluar las distancias genéticas
entre poblaciones y la variabilidad intra e interpoblacional e interespecifica entre
Butia yatay, B. paraguayensis y B. lallemantii es el primero para especies de
palmas nativas de nuestro pais, ya que no existen estudios con abordaje
poblacional mediante marcadores y también lo es para dos de las especies, ya
gue sbélo Butia yatay ha sido anteriormente evaluada mediante marcadores
ISSR en Brasil (Rossato et al. 2007).

El método de extraccion utilizado (Doyle y Doyle (1987), con escasas
modificaciones) resulto altamente eficiente, no fue necesario descartar ninguna
muestra por no conseguir extraccion y soélo fue preciso repetir la extraccion en
dos casos. Se obtuvieron muestras de ADN gendémico de buena calidad y alta
concentracion. En la figura 18 se observa la fotografia de una electroforesis en
gel de agarosa empleada para comprobar la integridad de las muestras.

De los 16 cebadores de ISSR probados se seleccionaron cinco -
(CTC)4RT, (AG)sYT, (AC)sT, (CA)sG y (GA)sT-, en base al numero de bandas
amplificadas y a su intensidad. Estos cebadores mostraron indices de Simpson
entre 0.67 ((CA)sG) y 0.90 ((AC)sT), con un promedio de 0.77, con un poder de
discriminacion cercano a 1, por lo que el numero de cebadores empleado es

apropiado (Hunter y Gaston, 1988).

Se efectud una seleccién de aquellas bandas que serian consideradas en
el anadlisis. Para ello se fueron descartando aquellas que no eran nitidas, las
que superaban el limite superior e inferior de peso molecular establecido para
cada marcador y las que no presentaban buena repetibilidad entre
amplificaciones y geles, evaluadas en base a su repetibilidad en los perfiles de
los estandares internos para cada especie (Figura 19). Se descartaron ademas
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individuos que presentaban perfiles de amplificacion poco informativos (patrén
de bandas pobre, de muy baja intensidad o con arrastre que no permitia

distinguir las bandas).

Para cada cebador se evaluo el total de bandas amplificadas, el rango de
tamafios (en pares de bases) y el porcentaje de bandas polimoérficas. Se
consideraron polimérficos aquellos loci en los que la frecuencia de la banda era
menor al 95%. Los datos se muestran en la Cuadro 8. Los cebadores
seleccionados generaron un total de 74 fragmentos amplificados que actuaron
como marcadores, con un promedio de 14.8 fragmentos por cebador,
presentando un rango entre 17 y 11 bandas. Los tamafos de los productos de
amplificacion tomados en cuenta variaron entre 911 pb ((AC)sT) y 73 pb
((AG)sYT).

Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % tefiida con bromuro de etidio mostrando una banda por
carril correspondiente al ADN genémico de cada muestra. Carriles 1 al 3y 15 al 17: muestras de B.
paraguayensis; 4 al 11, 18 al 27 y 32: muestras de B. yatay; 28 al 31: muestras de B. lallemantii. Carriles
12, 13y 14: ADN genoémico entero del virus A a distintas concentraciones (100 ng/ pL, 200 ng/pL y 250

ng/uL, respectivamente) empleado para estimar visualmente la concentracion de ADN de las muestras.
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Butia lallemantii B. paraguayensis

Syagrus romanzoffiana

Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % tefiido con bromuro de etidio de los productos de
amplificacion ISSR-PCR a partir del cebador (CTC)4RT. Se observan enmarcados en azul los carriles
correspondientes a muestras de B. lallemantii, en rojo a B. paraguayensis, en verde a B. yatay y en blanco
los correspondientes al grupo externo, Syagrus romanzoffiana. Se sefiala con A a cada marcador de peso

molecular usado como referencia en cada gel.

En términos generales las bandas suficientemente nitidas y repetibles
como para ser consideradas en el analisis fueron fragmentos de peso molecular
en pb bajo a medio. Un 96% (14.2) de las bandas fueron polimorficas,
incluyendo a Syagrus romanzoffiana (grupo externo) en el analisis.
Considerando sOlo las tres especies de Butia, el porcentaje de bandas
polimorficas fue de 91% (13.4). Los cebadores con mayor numero de
fragmentos amplificados fueron (CTC)4RT, (AG)sYT y (AC)sT con 17 bandas
cada uno, siendo los dos ultimos los que presentaron mayor nimero de bandas

polimorficas. Rossato et al. (2007) trabajando con palmas del género Butia
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probaron también 16 cebadores de ISSR-PCR y seleccionaron nueve, de los
cuales siete presentaron capacidad de discriminacion entre las especies. De los
cinco cebadores que en dicho trabajo fueron responsables de la mayor parte del
polimorfismo registrado, tres fueron incluidos aqui — (AC)sT, (CTC)4RT y (CA)sG
—. Coincidentemente, en las dos investigaciones, el cebador (AC)gT fue el que
presentd el mayor numero de productos de amplificacion y de bandas
polimorficas. EI numero de bandas obtenidas por cebador presenta un limite
superior menor en este trabajo que en el de Rossato et al. (2007), lo que podria
deberse a que este autor utilizé bulks de muestras de cada poblacion en vez de
amplificar muestras individuales como en el presente trabajo. Ademas este
autor incluydé mayor nimero de especies en su andalisis. En otro estudio similar
en palmas con variedades de Geonoma macrostachys (Geonomateae,
subfamilia Arecoideae) (Roncal et al. 2007) se utilizé un nimero mucho mayor
de cebadores de ISSR-PCR (27), pero el nimero de fragmentos obtenidos (99)
no fue sustancialmente mayor al de este estudio, mientras que el porcentaje de
bandas polimorficas fue notoriamente menor (51%). El analisis de Roncal et al.
(2007) arrojé un promedio de fragmentos y de bandas polimdrficas por cebador
mucho menor al del presente trabajo (3.67 y 1.89 bandas, respectivamente).

En Butia capitata (Nunes et al. 2008) se usaron 21 cebadores de RAPD
para evaluar 22 genotipos, obteniendo un total de bandas mucho mayor que en
el presente trabajo (136) pero con un porcentaje de bandas polimérficas muy
inferior (57%), siendo el rango y promedio de bandas obtenidas por cebador
menor al de este estudio. También se utilizaron marcadores RAPD en Syagrus
romanzoffiana (lob et al. 2005) con numeros de cebadores ligeramente
menores (ocho) pero obteniendo un total de bandas y un porcentaje de bandas
polimorficas similares a los de este trabajo (85 bandas, 97% polimoérficas) En
especies de la subfamilia Arecoideae se han utilizado marcadores dominantes

como AFLP en Euterpe edulis (Cardoso et al. 2000), y codominantes como
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microsatélites (SSR) en Bactris gasipaes (Rodrigues et al. 2004). Para la
primera se usaron cinco pares de cebadores, dando 429 marcadores (63 a 102
por cebador), nimero cinco veces mayor del obtenido en este estudio. Para la
segunda especie y con 10 cebadores, se logr6 un numero de marcadores
similar al hallado en este trabajo, de 14.6 alelos por locus, siendo cada locus

altamente polimorfico, con una heterocigosis esperada de 0.83.

Cuadro 8. Nimero de bandas amplificadas, nimero y porcentaje de bandas polimérficas (intergenéricas e

interespecificas), rango de pesos moleculares (pb) e indice de Simpson (h) para los cebadores utilizados.

Cebador N N Ninteresp  %Pintergen  %Pineresp  R@NQO (pb) h
intergen

(CTC)RT 17 15 13 88 76.5 849 - 109 0.71

(AG)gYT 17 17 16 100 94 708 —73 0.85
(AC)eT 17 17 16 100 94 911 - 391 0.90
(CA)sG 11 10 10 91 91 648 — 100 0.67
(GA)T 12 12 12 100 100 600 — 127 0.77
Media 14.8 14.2 13.4 95.8 91.1 419 0.77
Total 74 71 67 96 90.5 911-73

Se obtuvo un patrén Unico de bandas para el género Butia y otro para
Syagrus, con unas pocas diferencias. Ademas, estos patrones de amplificacion
mostraron marcadores género-especificos. A modo de ejemplo, el cebador
(CTC)4RT amplific6 un fragmento de 520 pb que caracterizaba a las tres
especies de Butia en estudio y otro fragmento de 440 pb exclusivo de Syagrus.
Estos patrones también fueron observados en el trabajo de Rossato et al.
(2007).

En el cuadro 9 se presentan los indices de diferenciacién genética (Pst)
entre todos los pares de especies de Butia (inferidos a partir del indice de
distancia de Nei-Li). Esta diferenciacion varié entre 0.053 (B. lallemantii y B.

paraguayensis) y 0.157 (B. lallemantii y B. yatay) mientras que entre
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poblaciones de una misma especie fue de 0.025 (B. lallemantii FY y B.
lallemantii W, p = 0.035) a 0.202 (B. yatay Q y B. yatay CC, p = 0.001) y entre
poblaciones de distintas especies de Butia fue de 0.047 (B. lallemantii GC y B.
paraguayensis CM, p = 0.002) a 0.255 (B. yatay CC vs B. lallemantii FY y B.
paraguayensis CM, p = 0.001). La distancia genética interespecifica entre
especies de Butia fue considerablemente baja en promedio (0.12), y atn mas lo
fue la distancia promedio entre poblaciones de una misma especie (0.034 para
B. lallemantii, 0.11 para B. yatay). Como ya fue mencionado, los valores de
distancia mas bajos fueron los encontrados entre B. lallemantii y B.
paraguayensis a nivel interespecifico (0.053) y entre B. lallemantii FY y B.
lallemantii W (0.025, p = 0.035) considerando poblaciones de una misma
especie. Los valores de distancia genética mas altos se registraron, como era
de esperar, entre las especies de Butia y la especie usada como grupo externo,
Syagrus romanzoffiana, que presento una distancia promedio de 0.312 (Cuadro
9). Se registraron valores menores de diferenciacion interpoblacional, llegando
inclusive a 0, pero estos valores presentan probabilidades superiores al nivel
critico de p = 0.05, con lo cual estas poblaciones no son significativamente
divergentes. Esto puede deberse a que se trata de poblaciones muy préximas
geograficamente, (ver mapa en figura 17) por lo que el flujo génico entre ellas
puede ser alto, evitando que ocurra diferenciacion entre dichas poblaciones
(Wright 1951, Slatkin 1987). Aunque los indices de diferenciacion entre el resto
de las poblaciones presentaron valores bajos, la gran mayoria tuvo fuerte apoyo
estadistico que indica que las poblaciones y especies son significativamente
divergentes. Rossato et al. (2007) encontraron, usando ISSR en especies de
Butia y Syagrus, valores de similitud calculada a partir del coeficiente de
Jaccard bajos en comparacion con lo hallado en este trabajo, posiblemente por
el uso de bulks que no permiten ver la variabilidad intrapoblacional. En B.
capitata, con marcadores RAPD, se encontraron también distancias genéticas

mayores que en el presente trabajo, entre 0.05 y 0.4 (Nunes et al. 2008),
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diferencia que puede estar relacionada al tipo de marcador. En S.
romanzoffiana utilizando también marcadores RAPD, se encontraron niveles
bajos de diferenciacion entre poblaciones (Rossato et al., en redaccién). En
Geonoma macrostachys, en base a marcadores ISSR al igual que aqui, los
indices de Nei-Li entre poblaciones variaron entre 0.028 y 0.55 (Roncal et al.
2007), por lo que en su limite superior fueron mucho mayores a los encontrados
aqui. Aunque es dificil realizar comparaciones de valores entre especies
diferentes, se podria pensar que estos valores mas altos se deben a que las
distancias geogréficas entre las poblaciones estudiadas en el presente trabajo
son mucho menores que entre las estudiadas por Roncal et al. (2007), lo que
permitiria mayor flujo génico entre ellas y por tanto menor diferenciacion (Wright
1951, Slatkin 1987). Las distancias encontradas en Euterpe edulis usando
AFLP (Cardoso et al. 2000) fueron similares a las halladas en el presente

trabajo.
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Cuadro 9. Indices de diferenciacion genética (®st) entre poblaciones, calculados a partir de la distancia de
Nei-Li, (a) comparando todas las poblaciones incluidas en el estudio y considerando las especies
separadamente (b) Butia lallemantii y (c) B. yatay. Por debajo de la diagonal se observan los ®sr y por
encima los valores de probabilidad para cada indice, basados en 999 permutaciones. Las letras ns indican

divergencia no significativa (p > 0.05).

a
Butia lallemantii Butia Butia yatay
paragua- Syagrus
yensis roman-
CM zoffiana
FY GC w Cco GUI Q cC SR
FY 0,000 0,442ns 0,035 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
GC 0,000 0,000 0,012 0,001 0,002 0,001 0,001 0,001 0,001
W 0,025 0,033 0,000 0,089 ns 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
CO 0,046 0,047 0,017 0,000 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
CM 0,054 0,047 0,054 0,055 0,000 0,001 0,001 0,001 0,001
GUl 0,114 0,091 0,125 0,083 0,089 0,000 0,069ns 0,001 0,001
Q 0,150 0,131 0,137 0,109 0,109 0,016 0,000 0,001 0,001
CC 0,254 0,248 0,221 0,221 0,255 0,202 0,113 0,000 0,001
SR 0,324 0,337 0,280 0,324 0,332 0,262 0,297 0,338 0,000
b
Butia lallemantii Syagrus
FY GC w CcO romanzoffiana
FY 0,000 0,458 ns 0,041 0,002 0,001
GC 0,000 0,000 0,012 0,001 0,001
w 0,025 0,033 0,000 0,094 ns 0,001
CcoO 0,046 0,047 0,017 0,000 0,001
SR 0,324 0,337 0,280 0,324 0,000
c
Butia yatay Syagrus
Guichon Quebracho C Campamento romanzoffiana
GUI 0,000 0,062 ns 0,001 0,001
Q 0,016 0,000 0,001 0,001
CcC 0,202 0,113 0,000 0,001
SR 0,262 0,297 0,338 0,000

Considerando todas las muestras simultaneamente, los resultados del
AMOVA (Cuadro 10a y Fig. 20a) indican que estas especies presentan altos
niveles de variabilidad intrapoblacional (84%), en tanto la variabilidad entre
poblaciones y entre especies es comparativamente baja (6% y 10%,

respectivamente).
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Figura 20. Graficos de reparticion de los componentes de varianza obtenidos a partir del analisis de
varianza molecular (AMOVA) de todas las especies en conjunto (a) ,de Butia paraguayensis y B.
lallemantii (b) y de cada especie por separado, comparadas con Syagrus romanzoffiana; (c) B. lallemanti,
(d) Butia paraguayensis, y (e) B. yatay.

Teniendo en cuenta cada especie por separado (Cuadro 9b y c; Fig. 20c, d
y e), el mayor porcentaje de variabilidad interespecifica encontrado fue entre B.
paraguayensis y Syagrus romanzoffiana (33%) y el mayor porcentaje de
variabilidad entre poblaciones de una misma especie fue hallado en B. yatay
(10%). El mayor porcentaje de variabilidad intrapoblacional fue registrado
también en B. yatay (71%), aunque el encontrado en B. lallemantii fue
similarmente alto (69%). Los menores porcentajes fueron registrados a nivel
interespecifico para B. yatay y Syagrus romanzoffiana (20%), a nivel
interpoblacional en B. lallemantii (2%) y a nivel intrapoblacional fue ligeramente
menor en B. paraguayensis (67%). No es posible realizar comparaciones de
estos resultados con los de Rossato et al. (2007) para Butia o con los de

Rossato et al. (en redaccion) para Syagrus, ya que en estos trabajos se
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utilizaron bulks de muestras para cada poblacion, con lo cual no es posible
detectar variabilidad intrapoblacional. En Euterpe edulis el porcentaje de
variabilidad intrapoblacional fue menor (57%; Cardoso et al, 2000) mientras que
en Geonoma macrostachys el 100% de la variabilidad registrada estuvo
explicada por variabilidad intrapoblacional (Roncal et al. 2007). Por otra parte,
al realizar la particion de los componentes de varianza entre Butia
paraguayensis y Butia lallemantii (Fig. 20b) se observo una muy alta variabilidad
dentro de las poblaciones (95%) y muy pequefia variabilidad interpoblacional
(2%). La variabilidad entre estas especies resulto practicamente del mismo
valor que la evidenciada entre poblaciones, lo que permite afirmar que se trata

de especies muy cercanas.

Estos elevados niveles de variabilidad intrapoblacional son de esperar en
el caso de especies silvestres (no sometidas a presion de seleccion artificial) y
particularmente en el caso de especies longevas, posiblemente con
reproduccion alégama y grandes distancias de dispersion de polen, lo que
posibilita alto flujo génico dentro y entre poblaciones de una misma especie
(Hamrick y Godt (1996). Lamentablemente no existen estudios sistematicos de
la biologia reproductiva de estas especies que permitan inferir los niveles de
flujo génico y variabilidad genética intra e interpoblacional esperados a partir de
la morfologia floral, la fenologia de la floracion, el sistema reproductivo y los
mecanismos de polinizaciéon y dispersiéon de polen y semillas. Estudios de estas
caracteristicas, acompafados de un estudio de con marcadores moleculares
codominantes como los microsatélites (SSR), podrian definir mas claramente
los niveles de flujo génico dentro y entre poblaciones de estas especies. Sélo se
cuenta con informacion de la biologia reproductiva de Butia capitata en Uruguay
(Morel 2006) y en Brasil (Rosa et al. 1998), siendo esta especie monoica y con
protandria, mecanismos que podrian estar garantizando fecundacion cruzada.

Observaciones no sistematicas realizadas durante este trabajo permiten afirmar
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que el resto de las especies de Butia presentes en Uruguay también son
monoicas y presentan protandria, por o que se puede suponer alogamia, la cual
estaria explicando en parte los altos niveles de variabilidad intrapoblacional y la

baja diferenciacion entre poblaciones.

Al hallar tal variabilidad intrapoblacional se puede afirmar que las
caracteristicas reproductivas y de historia de vida de estas especies aseguran
el mantenimiento del acervo génico de las poblaciones actuales a pesar de
encontrarse reducidas, fragmentadas y en malas condiciones a nivel
demografico y sanitario. Por tanto, de garantizarse el reclutamiento y la
continuidad de estas poblaciones se podria mantener la variabilidad original ya
que la diversidad genética encontrada les permite tener potencial de
recuperacion. De todos modos se debe evitar la pérdida de habitats estas
especies, especialmente de Butia lallemantii y B. paraguayensis, porque por el
pequefio tamafio de sus poblaciones, y por estar en el limite austral de su
distribucion, son mas vulnerables a las alteraciones ambientales (Karron 1991).
Otra posible explicacion para la alta variabilidad intrapoblacional hallada en este
estudio es que hayan ocurrido eventos de hibridacion entre estas especies en
un pasado reciente, lo que permitiria un gran aumento de la variabilidad dentro
de sus poblaciones junto con una reduccion en la variabilidad entre dichas

especies (Rieseberg 1997, Chung et al. 2005, Lorenz-Lemke et al. 2006).
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Cuadro 10. Analisis molecular de varianza para todas las especies y cada especie por separado comparada
con S. romanzoffiana. Se detallan las fuentes de variacién, los grados de libertad (g.l.) suma de cuadrados
(SC), los cuadrados medios (CM), el valor de varianza estimada y su porcentaje.

Fuente g.l SC CM Var. est. %
Entre especies 3 199,113 66,371 1,302 10%
Entre poblaciones 5 128,691 25,738 0,763 6%
Dentro de pobls. 153 1679,193 10,975 10,975 84%
Total 161 2006,997 13,040 100%

Fuente g.l SC CM Var. est. %
Entre especies 1 58,232 58,232 4,813 29%
Entre poblaciones 3 50,571 16,857 0,298 2%
Dentro de pobls. 75 851,405 11,352 11,352 69%
Total 79 960,208 16,463 100%
‘Butia paraguayensis vs Syagrus romanzoffiana
Fuente g.l SC CM Var. est. %
Entre especies 1 53,385 53,385 5,333 33%
Dentro de pobls. 23 246,663 10,724 10,724 67%
Total 24 300,049 16,057 100%
‘Butiayatay vs Syagrus romanzoffiana
Fuente g.l. SC CM Var. est. %
Entre especies 1 45,856 45,856 2,911 20%
Entre poblaciones 2 78,120 39,060 1,391 10%
Dentro de pobls. 63 650,991 10,333 10,333 71%
Total 66 774,967 14,635 100%

Ademas en este estudio sélo se incluyeron individuos adultos, que pueden
estar reflejando una situacién de variabilidad anterior a la accion antrpica, ya
que son individuos muy longevos, que han sobrevivido dichas alteraciones
antrépicas. Son las cohortes posteriores (semillas y plantulas) las que se ven
mas afectadas por la fragmentacion de las poblaciones y la pérdida de habitats.
Dado que las alteraciones antropicas sufridas por estas poblaciones son
relativamente recientes, las palmas adultas pueden no haber tenido tiempo
suficiente para responder a la fragmentacion (en el caso de B. paraguayensis y
B. lallemantii) reteniendo altos niveles de variabilidad genética. Esta demora en
expresar los efectos de la fragmentacion en palmas depende de la esperanza
de vida de las especies y de su sensibilidad a las alteraciones (Scariot 1999).
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En definitiva, el tiempo transcurrido desde el comienzo de la alteracion
antropica es corto comparado con los tiempos generacionales y la esperanza
de vida de estas especies (Feyissa et al. 2007). Los altos niveles de variabilidad
genética intrapoblacional encontrados en este trabajo, junto con la baja
diferenciacion interpoblacional estan acuerdo con lo establecido por Hamrick y
Godt (1996) en su revision de niveles de variabilidad en Angiospermas segun
sus historias de vida. Las especies de fecundacion cruzada tienen niveles de
diversidad entre poblaciones significativamente menores y mayores valores de
variabilidad global. Ademés las plantas lefiosas tienen menor diferenciacion
entre poblaciones, debido a su alta estatura y las bajas densidades
poblacionales que presentan, lo que aumenta las distancias de dispersion de
polen y semillas, posibilitando mayores niveles de flujo génico. Los valores de
indices de diferenciaciéon encontrados en el presente estudio se hallan en los
rangos presentados por Hamrick y Godt (1996) para especies
monocotiledéneas autégamas, perennes de vida larga y con dispersion de
semilla por gravedad o por animales (entre 0.097 y 0.223). En cambio los
niveles de polimorfismo hallados para las especies de Butia en este estudio son
muy superiores a los rangos establecidos (50 a 65%) en dicho trabajo.
Posiblemente se deba al hecho que la revision realizada por esos autores fue
basada en analisis con isoenzimas, marcadores no tan sensibles para detectar
variabilidad como los marcadores ISSR (Zietkiewicz et al. 1994). Existen
muchos casos de especies arbéreas de vida larga que presentan altos niveles
de diversidad genética, incluso luego de sufrir fragmentaciones y alteraciones
en sus ambientes (Gonzalez-Astorga y Castillo-Campos 2004, Lowe et al. 2005,
Feyissa et al. 2007, Cabrera-Toledo et al. 2008). Las poblaciones pueden
presentar una respuesta adaptativa por aumento en su diversidad genética ante
cambios bruscos en sus ambientes, sin la cual se extinguirian. Para ello es

necesario que se trate de poblaciones de gran tamafo y/o que la alteracion
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afecte moderadamente su adaptacion al ambiente (Gomulkiewicz y Holt 1995,
Orr y Unckless 2008).

Con el objetivo de agrupar las distintas poblaciones y especies en estudio
se realiz0 un andlisis de conglomerados basado en los resultados de los
marcadores ISSR. Para ello se tuvo que excluir algunos marcadores y algunos
individuos por tener demasiados datos faltantes (falla en la amplificacién o
corrida con alguno de los cebadores), utilizando un total de 12 individuos por
poblacién y 61 marcadores. A partir de este andlisis de conglomerados se
construyé un dendrograma que se presenta en la Figura 21, mediante el
algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method Arithmetic Average) y
usando la distancia de Jaccard (Jaccard 1908).

En este dendrograma Syagrus romanzoffiana muestra una clara
separacion de las especies del género Butia, actuando como grupo externo y
enraizando el dendrograma. Esta separaciéon se ha observado anteriormente no
s6lo a nivel de variabilidad genética detectada por marcadores ISSR (Rossato
et al. 2007), sino también a través de marcadores gquimiotaxonomicos como las
fracciones de hidrocarburos presentes en las ceras de la superficie de las hojas
(Paroul et al. 2009). En el analisis filogenético mas reciente de la subfamilia
Attaleinae se observé que la separacion entre estos dos géneros es clara
(Meerow et al. 2009). La siguiente separacion clara que se observa es la de un
grupo que contiene Unicamente muestras de Butia yatay, ramificandose muy
proximo a la raiz del dendrograma. Dentro de este grupo se observa un
subgrupo mas compacto, correspondiente a la poblacion CC, la cual presento
en el analisis de varianza molecular la mayor diferenciacion con el resto. En el
presente analisis B. yatay se estaria presentando como una entidad cohesiva,
bien conformada y homogénea. Luego se distinguen dos grupos paralelos, uno

de ellos con mayor numero de muestras, que contiene dos subgrupos
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hermanos, uno menor con individuos de B. yatay y otro mas heterogéneo,
conteniendo mayoritariamente individuos de B. paraguayensis intercalados con
muestras de B. lallemantii y B. yatay de todas las poblaciones. Esto se
corresponde con los bajos indices de diferenciacion registrados entre estas dos
especies y B. paraguayensis y esta similitud genética puede estar sugiriendo la
existencia de intercambio génico, que podria haberse dado en la evolucién de
estas especies 0 puede seguir ocurriendo en el presente, especialmente entre
B. paraguayensis y B. lallemantii, especies que presentaron los menores niveles
de diferenciacion interespecifica y tienen una distribucion geogréfica muy
proxima en Uruguay (podria considerarse simpatrica), siendo claramente
simpatrica en Rio Grande do Sul, en poblaciones como las de Sao Francisco de

Asis y Miguel de Viana (Rossato com. pers.?).

La existencia de especies con areas de distribucion compartida es comun
en palmas, por ejemplo en géneros como Geonoma, Bactris y Chamaedorea,
pero son especies con mecanismos de aislamiento reproductivo por diferencias
fenologicas y en polinizadores (Svenning 2001, Roncal et al. 2007). En el caso
de las especies incluidas en el presente estudio, las barreras que impiden
intercambio de genes, de existir, parecen ser relativamente recientes, ya que
los resultados de este trabajo podrian estar evidenciando instancias de
hibridacién en el pasado reciente. Este fenomeno es comun en palmas (Uhl y
Dransfield 1987), especialmente en las especies del género Butia que
presentan gran propension a generar hibridos naturales y artificiales con
Syagrus (XButyagrus nabonnandii, (Prosch.) Véster; Butia lallemantii x Syagrus
romanzoffiana, Brussa y Grela 2007) y con otras especies de la subtribu
Attaleinae (Wilcox y Wilcox 1990). Sin embargo, no hay registros de hibridacién
entre especies de Butia. Ademas, todos los casos de hibridos intergenéricos

conocidos hasta ahora presentan esterilidad en distintos grados (Uhl y

? Marcelo Rossato 2009
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Dransfield 1987), con lo cual este intercambio genético no seria efectivizado en
la poblacion. Las barreras reproductivas entre B. yatay y B. paraguayensis
podrian nunca haber existido por no ser necesarias al encontrarse alejadas
geograficamente, tal como ocurre con una especie rara de Australia,
Ptycosperma bleeserii (Arecaceae), la cual sufre de erosidon de su acervo
genético por introgresion de especies emparentadas normalmente alejadas
geograficamente, cuando éstas son cultivadas en las cercanias de sus
poblaciones naturales (Shapcott 1998). Sin embargo, esto se aplicaria en
nuestras especies a su distribucibn en Uruguay, ya que a nivel regional

comparten areas de ocurrencia (Marcato 2004).

Muy posiblemente estas tres especies compartan genes provenientes de
un ancestro comun muy cercano, es preciso realizar estudios filogenéticos que
esclarezcan la relaciones entre ellas, usando herramientas de mayor precision
para la deteccion de variabilidad genética, tales como las secuencias de
regiones nucleares y cloroplasticas, aunque es posible que estas herramientas

no sean suficientes para resolver dichas relaciones.

El hecho de que Butia paraguayensis no presente un grupo exclusivo
también puede deberse a los altos niveles de variabilidad intrapoblacional
registrados e incluso a el hecho de solo contar con una poblacion en el territorio
de Uruguay, incluida en el estudio. El otro grupo separado en el dendrograma
estd formado principalmente por muestras de B. lallemantii, con unos pocos
individuos de B. paraguayensis y B. yatay mezclados. Posiblemente se deba a
la proximidad genética anteriormente descripta, pero también a los altos niveles
de variabilidad intrapoblacional hallados para esta especie. Se puede observar
gue las poblaciones no se agrupan claramente dentro de este grupo, lo que se
corresponde también con la alta variabilidad intrapoblacional y ademas con los

bajos niveles de variabilidad interpoblacional registrados. Aunque la

87



comparacion con el estudio de Roncal et al. (2007) sea complicada debido a
tratarse de una especie diferente y de distintos niveles taxondmicos, en dicho
trabajo tampoco se logré6 una agrupacion clara de los individuos de cada
variedad en el dendrograma. Sin embargo en ese caso no se explica por altos
niveles de variabilidad, a pesar que el 100 % de la variabilidad registrada fue
intrapoblacional, sino por la influencia de la localidad en el agrupamiento. Datos
de un estudio sobre morfologia y viabilidad polinica ain en progreso para
poblaciones uruguayas indican que en B. paraguayensis existe un dimorfismo
polinico no hallado en Butia lallemantii, con quien comparte sé6lo una de las dos
formas de grano de polen (Mourelle et al., datos no publicados). Esta seria otra
caracteristica morfolégica distintiva entre estas dos especies y ademas podria
tratarse de un mecanismo de aislamiento reproductivo incipiente. Un hallazgo
reciente, interesante y que amerita mayor estudio es que no se han encontrado
granos de polen de Butia paraguayensis en el suelo superficial del Cerro del
Mirifaque, lo que indicaria que el polen viaja mayores distancias que la
superficie del cerro chato, o quiza porque polinizadores estarian capturando
muy eficientemente la gran mayoria del polen emitido (Mourelle com. pers.'°).
Se pueden entonces plantear tres posibles explicaciones para los
resultados encontrados en este trabajo. En primer lugar, como fue planteado
anteriormente, la existencia de hibridacion en el pasado reciente entre estas
poblaciones y especies. Por otra parte, como también se discutid, la retencién
de polimorfismo ancestral proveniente de un ancestro comun relativamente
reciente (menos de 10 MA, Meerow et al. 2009). Por ultimo, no se puede
descartar que lo que se esté evidenciando sea la consecuencia de una
homoplasia de caracteres debida a que los marcadores utilizados no tienen
especificidad de secuencia, con lo cual se puede considerar como un mismo

marcador bandas de igual longitud pero sin homologia de secuencia.

' Dominique Mourelle 2009
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Para corroborar los resultados del dendrograma se realiz6 un analisis de
coordenadas principales (Figura 22). Se consideraron las tres primeras
coordenadas a la hora de graficar, estando el 30% de la variabilidad explicada
por la primera coordenada, el 18% explicado por la segunda y el 16% por la
tercera, con un porcentaje acumulado de 64%. Los individuos de Syagrus
romanzoffiana se separan del resto, o que coincide con lo hallado por Rossato
et al. (2007), pero para las especies de Butia no se logré por este analisis
evidenciar claras separaciones, aunque se registraron algunas tendencias. Las
muestras de Butia yatay tienden a separarse del resto, aunque unos pocos
individuos aparecen mezclados. Dentro del grupo de B. yatay, los individuos de
la poblaciéon CC forman una nube un poco mas compacta, tal como se habia
observado en el dendrograma. Los individuos de B. paraguayensis y B.
lallemantii no forman grupos separados. La primera especie se muestra
intermedia entre B. yatay y B. lallemantii. Los individuos de B. lallemantii
presentan una gran dispersion, que se corresponde con la alta variabilidad
intrapoblacional encontrada. Al igual que en el dendrograma, no se observan
grupos de individuos correspondientes a cada una de las poblaciones dentro de
esta especie. En general esta especie tiene menor tendencia a superponerse
con el grupo de B. yatay. Los resultados obtenidos por Rossato et al. (2007)
para las especies de Butia son similares, ya que solo las poblaciones de una
especie (Butia eriospatha) se agrupan claramente tanto en el dendrograma
como en el analisis de componentes principales. Marcato (2004) tampoco logro
resolver las relaciones entre las especies dentro del género Butia por medio de
datos morfologicos y moleculares (secuencias de ADNcp). En la filogenia de la
tribu Cocoseae planteada por Meerow et al. (2009) el género Butia no presenta
resolucion interna, siendo muy reciente (10 ma) la divergencia entre las

especies de Butia.
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No fue posible en el presente analisis de coordenadas principales general
separar las poblaciones dentro de cada especie, por lo cual se realiz6 para
cada especie, pero de todos modos no fue suficiente para obtener grupos claros
por poblacion. Todos los resultados anteriores (alta variabilidad intrapoblacional,
baja diferenciacion interpoblacional, dificultad para obtener agrupamientos
claros para las poblaciones) a nivel genético, coinciden con la alta variabilidad
encontrada a nivel morfologico en las poblaciones de estas especies. Rossato
(2007) describe altos niveles de variabilidad fenotipica en términos de
caracteristicas morfologicas, potencial productivo y reproductivo y composicion
quimica del endocarpo en poblaciones de Butia yatay, B. paraguayensis (ahora
B. lallemantii) y otras especies del género Butia de Rio Grande do Sul. Para
poblaciones uruguayas de Butia capitata se han realizado descripciones
similares, hallando también alta variabilidad fenotipica a nivel morfolégico y de
potencial productivo y reproductivo (Rivas y Barilani, 2004). AUn no existen
estudios de este tipo para poblaciones de Butia lallemantii, B. paraguayensis o
B. yatay, los cuales serian de sumo interés para observar si existen
correlaciones entre la variabilidad fenotipica y la variabilidad genética neutra
detectada con marcadores y comprobar si se registran adaptaciones locales, las
cuales son de gran importancia a la hora de determinar areas a ser protegidas
(Leinonen et al. 2008).

Observando el dendrograma obtenido a partir del analisis de
conglomerados Yy el analisis de coordenadas principales, se puede afirmar que
los cinco cebadores seleccionados presentan moderada capacidad de
discriminar entre las especies. Considerando esto, junto con la cantidad de
cebadores de ISSR-PCR utilizados en estudios en otras especies de palmas
(Roncal et al. 2007), otras monocotiledéneas (Eragrostis tef en Assefa et al.
2003, Lollium perenne en Ghariani et al. 2003, Allium spp. en Smolik et al.
2007), en dicotiledoneas (Anacardium occidentale en Archak et al. 2003,
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Brassica spp. y Arabidopsis thaliana en Bornet y Branchard 2004, Cunila spp.
en Agostini et al, 2008) e incluso en gimnospermas (Cycas guizhouensis en
Xiao et al. 2004) seria conveniente utilizar un mayor niumero de cebadores en
estudios futuros. De todos modos, tal como afirma Marcato (2004), la resolucion
de las relaciones entre las especies del género Butia es dificil, incluso utilizando

gran variedad de datos morfolégicos y moleculares.

Los resultados obtenidos en este trabajo tienen implicaciones en la
conservacion de las especies incluidas. En el caso de Butia yatay, el tamafio
efectivo de los palmares presentes en Uruguay pareceria estar garantizando el
mantenimiento de niveles de variabilidad genética altos, por lo menos a nivel de
adultos. Al no conocerse los niveles de flujo génico ni las distancias de
dispersion de polen y semillas en estas especies, no se puede dejar de lado
que las poblaciones de B. yatay o las pequefias poblaciones de B. lallemantii
pudieran estar actuando como una red de poblaciones o metapoblacién, o
incluso, junto con B. paraguayensis, recibiendo flujo génico de poblaciones mas
extensas y continuas en Rio Grande do Sul, manteniendo asi el acervo genético

de las especies (ver mapa en figura 2).

Finalmente no se puede descartar que estas poblaciones, especialmente
las de Butia lallemantii y Butia paraguayensis segun sugieren Brussa y Grela
(2007), sean relictos ubicados en el limite sur de distribucion de poblaciones
mas extensas, continuas con aquellas de Rio Grande do Sul y Paraguay o con
las de Rio Grande do Sul y Argentina en el caso de Butia yatay, lo que podria
estar explicando el mantenimiento de altos niveles de variabilidad genética
ancestral, presentes en este continuo que fue interrumpido recientemente por
acciones antropicas. Se supone que esto es lo sucedido con Butia capitata,
cuyas poblaciones eran un continuo de las ahora halladas en Rocha en

Uruguay con las de Santa Vitoria do Palmar, Quarai y Herval do Sul en Brasil, el
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cual fue interrumpido por la tala de individuos para sustituirlos por plantaciones
de arroz (Rossato y Barbieri 2007). Estas cuestiones podrian resolverse de
realizarse un estudio filogeografico para estas especies a lo largo de toda su

distribucion.

Dada la gran diversidad genética dentro de las poblaciones en estudio, se
puede afirmar que tienen gran potencial para la implementacién de medidas de
conservacion y sobre todo manejo sustentable, garantizando el reclutamiento
en las poblaciones de Butia yatay, B. paraguayensis y B. lallemantii, y
recuperando el nimero de individuos en las poblaciones de estas dos Ultimas
especies. Estas medidas deben ser tomadas a la brevedad, dado que los
resultados de este trabajo estan mostrando la conservacion de la variabilidad
genética que poseian estas poblaciones antes de las alteraciones en sus
ambientes, pero no se puede garantizar el mantenimiento de estos niveles de
variabilidad en futuras generaciones. Para la urgente implementacién de estas
medidas se hace necesaria una definicion inequivoca del estatus taxonémico de
cada una de las entidades incluidas en este estudio, para lo cual deberan
utilizarse herramientas moleculares como ser la secuenciacion de regiones
cloroplasticas y nucleares, que aporten mayor informaciéon en cuanto a las

relaciones entre estas especies.
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4. CONCLUSIONES

Existe una gran uniformidad en la organizacion gendmica estructural
dentro del género Butia, tanto en la distribucion y contenido de
heterocromatina, como en el nimero y localizacion de los sitios de ADNr
45S. Esto surge del analisis realizado en Butia capitata, B. yatay, B.
paraguayensis y B. lallemantii. Estas caracteristicas serian distintivas
para el género, y permiten identificar las especies de Butia de las de
Syagrus, representado por S. romanzoffiana y a la vez diferencian
claramente a dichos géneros de Trithrinax, representado en este estudio
por T. campestris.

El andlisis del contenido de ADN nuclear 2C es también una caracteristica
que permite discriminar los tres géneros Butia, Syagrus y Trithrinax.

En B. yatay, B. paraguayensis y B. lallemantii se evidencia una alta
variabilidad genética intrapoblacional y una comparativamente baja
variabilidad interpoblacional e interespecifica, arrojadas por el analisis de
marcadores moleculares ISSR. Esto sugiere que poseen gran potencial
genético de recuperacion, si se toman urgentes medidas de conservacion
para reestablecer su reclutamiento y asegurar su integridad demogréfica.
Las distancias genéticas entre las poblaciones y especies estimadas a
partir de marcadores ISSR no permiten concluir inequivocamente acerca
de la identidad taxondmica de B. paraguayensis con respecto de B.
lallemantii y de B. yatay, si bien esta ultima se presenta como una
entidad mejor definida. Es necesario ampliar el estudio a un mayor
namero de cebadores de ISSR o utilizar marcadores moleculares que
permitan evidenciar mayores niveles de variabilidad entre estas especies

para obtener resultados concluyentes en este sentido.
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Abstract: The genus Butia Becc. (Arecaceae) comprises 13 species distributed
exclusively in South America. Four of them are distributed in Uruguay: Butia lallemantii,
B. paraguayensis, B. yatay, and B. capitata. All species show serious regeneration
problems which jeopardise their continuity in the near future, though Butia lallemantii
and B. paraguayensis are in the most critical situation, with restricted distributions
(fragmented and reduced by cattle grazing and forestation) and few individuals. The
objective of this study was to assist the taxonomic resolution of the closely related
species B. paraguayensis, B. lallemantii and B. yatay, and examine the genetic variability
of their natural populations based on ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) markers, in
view of long term conservation plans. Twenty individuals were sampled from four B.
lallemantii populations, three B. yatay populations and the only B. paraguayensis
population reported for Uruguay. Five representative specimens of Syagrus
romanzoffiana were used as outgroup. Sixteen ISSR primers were tested and five were
selected based on amplification profiles. Genetic distances among species determined
through ISSR were not informative enough to draw conclusions on the taxonomic status
of each species. Their relationship was evaluated by constructing dendrograms using
UPGMA and principal coordinates analysis. Results indicate the existence of low
variability among Butia species, and that B. yatay samples are more closely related than
those of B. paraguayensis and B. lallemantii, which are very close species. Variability
within populations was high, possibly due to past hybridization or life history traits. This

variability provides great potential for recovery.
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Introduction

The palm family (Arecaceae Schultz-Schultzenstein (1832) = Palmae) is one of
the oldest groups present in fossil records of monocotyledons (Moore and Uhl 1982;
Jones 1995). It originated in late Jurassic or early Cretacic in South America and Africa
(western Gondwana), and then spread to other continents (Moore and Uhl 1982). Its
current distribution is tropical to subtropical, and is less frequently recorded in temperate
regions, probable relicts of milder climates (Dahlgren et al. 1985). This extremely diverse
family comprises 189 genera with over 3000 species (Dransfield et al. 2005). Two of the
five subfamilies in which the genus has been divided are present in Uruguay, Arecoideae,
represented by genera Butia (Becc.) and Syagrus, and Coryphoideae represented by

genus Trithrinax (Chebataroff 1974).

The neotropical genus Butia (tribe Cocoseae, subtribe Attaleineae) is distributed
exclusively in South America, across Brazil, Paraguay, Argentina and Uruguay, which is
its southernmost limit. Its distribution has been described as austral endemic by Pintaud
et al. (2008). The genus has undergone adaptive radiations which explain the high
number of species present in this region (Pintaud et al. 2008). Out of the 13 species
included in this genus, four have natural populations in Uruguay: Butia capitata (Mart.)
Becc., B. yatay (Mart.) Becc., B. paraguayensis (Barb. Rodr.) L. H. Bailey and B.
lallemantii Deble and Marchiori. The latter, recently described (Deble and Marchiori
2006), has only been recorded in the state of Rio Grande do Sul, Brazil, where its wide

populations overlap with those of B. paraguayensis. The species has also been recorded
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in Uruguay (Rivera), where it is restricted to small populations either on low sandstone
slopes and ledges or in open fields and pine forested areas. Its natural habitats have
probably been strongly affected by cattle grazing and forestation (Deble and Marchiori

2006; Brussa and Grela 2007).

Subtribe Attaleineae, with 11-12 genera, the majority of which are neotropical
endemic (Dransfield et al. 2008), is regarded as interesting from the systematic standpoint
due to the complexity of relationships among its species and to its unresolved taxonomy.
It belongs to the monophyletic tribe Cocoseae (Hahn 2002). Only recently was a well-
resolved phylogeny for Attaleineae obtained, when a phylogenetic analysis was
performed using seven WRKY genes across the entire subtribe, whose monophyly is
highly supported (Meerow et al. 2009). Butia and Syagrus have undergone several
reevaluations, in which Uruguayan species were at times placed in the same genus
(Glassman 1979). According to more recent studies on their phylogeny, these genera are
not sister groups, but are closer to Jubaea and Cocos, respectively. Butia and Jubaea
form a well-supported clade, diverging with the rise of central Andes, but with no further
internal resolution. Species level divergences within Butia occurred in the last 10 MYBP.
Phylogenetic analyses based on nuclear genes such as WRKY, using varied
reconstruction methods (Maximum parsimony, Maximum likelihood and Bayesian) are
powerful tools which allow resolution at generic level but do not resolve relationships
among species, particularly those of Butia (Meerow et al. 2009). With respect to their

taxonomy, doubts have been cast on Butia paraguayensis’ taxonomic status, since it was
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ranked as a subspecies called Butia yatay ssp. paraguayensis by Xifreda and Sanso
(1996). Additionally, Butia lallemantii has been regarded as a stemless ecotype within B.

paraguayensis (Marchiori 2004; Brussa and Grela 2007).

The species included in this study are exposed to severe conservation problems
which are common to all native palms — aging populations, lack of recruitment — and in
the cases of B. lallemantii and B. paraguayensis some more specific conservation issues,
such as population depletion and fragmentation. Brussa and Grela (2007) state that B.
lallemantii is likely to have had a continuous distribution stretching from Rio Grande do
Sul to north-eastern Uruguay. The species is regarded as highly endangered, side by side
with B. paraguayensis, which nowadays presents a single population of 175 individuals
in Uruguay. In this scenario, their reduced populations, together with the larger ones
belonging to B. yatay, should become the object of emergency studies and management

practices in the short run.

Despite the various systematic uncertainties and conservation problems
surrounding this genus, no studies on the population genetics of its species have been
conducted in Uruguay, and regionally there is only one study on genetic diversity for
species distributed in Rio Grande do Sul, Brazil: Rossato et al. (2007). Information about
a species’ genetic diversity is an essential tool in conservation plans. Genetic diversity
parameters inferred from molecular marker analyses provide insights into divergence

among populations and reductions in variability levels which may jeopardise the species

118



continuity in the long run, or point out genetic potential for recovery from demographic

degradation and fragmentation.

When developing population genetics analyses, knowledge on the species’
reproductive biology is crucial. This issue has only been addressed for B. capitata
populations in Uruguay, but the findings can be extended to other species within the
genus (Jones 1995). B. capitata is a monoecius and protandric species (Morel 2006),
characteristics which suggest outcrossing. Although systematic studies on its mating
system have not been conducted, Rivas and Barilani (2004) found high levels of
phenotypic variability in its largest population, as expected for alogamous species.
Pollination is likely to be entomophylous, though anemophylus pollination cannot be
disregarded (Jones 1995). Seed dispersal is performed by frugivorous mammals (San
Martin et al. 1996), particularly foxes, reaching a dispersal range of 0.5 to 2 km
(Rodriguez-Mazzini and Molina 1990). In B. yatay there is evidence of seed dispersal by

foxes and fiandues (Masat et al. 2008).

Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) fingerprinting (Zietkiewicz et al. 1994) is
an extremely useful tool in taxonomic comparisons and to determine intrapopulation
genetic variability levels. It detects polymorphism based on the presence of
microsatellites throughout the entire genome. Since these are universal dominant
markers, studies can be conducted without previous knowledge of their sequence.
Moreover, their patterns are species-specific, so they are useful when identifying profiles

in closely related species (Zietkiewicz et al. 1994). ISSR markers have been widely used
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to estimate genetic distances among species and to differentiate varieties within a species
(Zietkiewicz et al. 1994; Bornet and Branchard 2004; Gonzélez-Guzman et al. 2006;
Agostini et al. 2008). In palms ISSR markers have been employed to establish whether
morphologically different varieties, sympatric and reproductively isolated were
distinguishable, and also to calculate diversity and population divergence indexes
(Roncal et al. 2007). In the genus Butia they have been used to characterise populations
native to Rio Grande do Sul, Brazil. Levels of intra- and interpopulational polymorphism
were determined for populations and interspecific distances were estimated (Rossato et

al. 2007).

Considering the difficulties to define these species as specific entities, together
with the serious threats to their continuity, the aim of this work was to analyse the genetic
variation within and among populations of Butia yatay, B. paraguayensis and B.
lallemantii detected through ISSR markers and to establish genetic distances and

relationships among populations and species.

Materials and Methods

A total of 153 samples, 73 taken from four Butia lallemantii populations, 20 from
one Butia paraguayensis population — the only population described in Uruguay — and
60 samples from three natural populations of B. yatay, were collected in different
locations in Uruguay (Fig. 1). Fresh leaves were collected and dried in silica gel. Twenty

individuals from each population (when available) were randomly selected for DNA
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extraction. Five samples of Syagrus romanzoffiana from different origins were also
included as outgroup in the analysis. Specimens of each species were identified by Dr.
Larry Noblick and deposited in the ‘B. Rosengurtt’ Herbarium, Facultad de Agronomia

(Montevideo, Uruguay).

Fig 1 Populations of Butia yatay (grey dots), Butia paraguayensis (white dot) and Butia

lallemantii (black dots) included in this study.
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Table 1: Geographic coordinates (GPS) and number of samples of all populations

included in this study.

Number of
Species Population Latitude Longitude
samples

Butia lallemantii FY S31°12°49.8” W 55°48’ 50.0” 20
Butia lallemantii GC S31°10° 01.6” W 55°51°07.9” 22
Butia lallemantii W S31°23°50.8” W 55°42°24.5” 14
Butia lallemantii CcO S30°59° 15.37 W 55°36° 53.5” 17
Butia paraguayensis CM S31°32°00.8” W 55°37° 58.3” 20
Butia yatay Q S31°54°36.8” W 57°39°32.4” 20
Butia yatay GUI S32°20° 35.87 W 57°09’ 33.9” 20
Butia yatay CcC S32°23°06.9 W 57°10° 58.7” 20

DNA extraction and sample pretreatment

Equal amounts (1 g) of leaf tissue from each sample were placed in porcelain
mortars and frozen with liquid nitrogen to be ground to a fine powder. Total genomic
DNA was extracted according to the CTAB method (Doyle and Doyle 1987). After
precipitation the DNA pellet was washed in 200 pL ice-cold ethanol (75%) for five min
and repeated with ice-cold absolute ethanol. DNA samples were evaluated in 0.8%

agarose gels stained with 0.003% ethidium bromide. Each sample was incubated in 1 pL
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RNAse (Invitrogen) at 37° C for 1 h. DNA samples were quantified in a Beckman DU

530 spectrophotometer at 260 nm and then diluted to a final concentration of 5 ng/uL.

Primer selection and ISSR-PCR amplifications

ISSR-PCR amplifications were conducted following Rossato et al. (2007) with
some modifications in the reaction mix. Sixteen primers previously used by Rossato et al.
(2007) were tested and five anchored primers — (CTC)4RT, (AG)sYT, (AC)sT, (CA)G
and (GA)sT — were selected according to the quality of amplification profiles produced

and to the number of markers obtained with two samples from each species.

Amplification reactions were performed in a total reaction volumes of 25 puL
containing 10 mM Tris—HCI (pH 8.3), 50 mM KCI, 0.2 mM each dNTP (dATP, dCTP,
dTTP and dGTP), 1.15 mM MgCl,, 0.1 uM of primer, 1.5U of Taq DNA polimerase
(Invitrogen), 2% of DMSO and 50 ng of genomic DNA from each sample. DNA
amplifications were conducted in a Tonegen Palm thermal cycler (Tonegen).
Amplification conditions consisted of one initial 4:30 min step at 92° C, followed by 40
cycles of: 92° C (1 min), 48/50° C (depending on primer’s annealing temperature, 50 s)
and 72° (2 min). Reactions were completed by a final extension step at 72° C (5 min) and
10° C (5 min). Each amplification set contained samples from all populations and a
negative control without genomic DNA. In order to make comparisons among different
amplification sets of a primer, an internal standard for each species was used. These were

repeated in each amplification and run in each gel.
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Image capture and analysis

ISSR amplification products were separated by horizontal electrophoresis in 1.5%
agarose gel stained with 0.003% ethidium bromide, soaked in 1x TBE buffer (50 mM
Tris, 50 mM boric acid, 2.5 mM EDTA, pH 8.3) at 90 mA. Electrophoresis gels were
visualized and photographed under ultraviolet light. The size of the amplified products
was determined by comparison with a molecular weight marker (10Kb DNA Ladder,
Real Biotech Corporation). All clear and consistent bands were scored with the assistance
of Lab Image Free Edition 2.7.0 (Kapelan Bio-Imaging, 1999-2003) as a binary variable

for presence (1) or absence (0) of fragment sizes.
Statistical analyses

Binary data matrixes — 1/0— (data available from corresponding author) were
built and employed to calculate divergence among populations (®Pst) using Nei and Li’s
distance coefficient (Nei and Li 1979) chosen as the most appropriate for unspecific
markers like ISSR and RAPD, since it does not attribute any genetic meaning to the
coincidence of absent bands. The coefficient was calculated using the formula: DijN =1-
(2 NI/N' -+ Nj), where N is the number of shared bands between samples i and j while N
or N! represent the amplified fragments in samples 1 and j respectively. Analysis of
Molecular Variance (AMOVA) (Excoffier et al. 1992) was performed for all samples and
for each species separately using GENALEX (Peakall and Smouse 2006). Polymorphism

and diversity indexes were calculated using the same software. Relationships among
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species and populations were evaluated by performing a cluster analysis to construct
dendrograms using Jaccard’s coefficient (Jaccard 1908) and UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Average values) algorithm and also a Principal Coordinates Analysis
(PCoA) both using FAMD (Fingerprinting Analysis with Missing Data) v. 1.21 (Schliiter

and Harris 2006). Syagrus romanzoffiana was used as outgroup.

The discrimination potential of each primer was expressed by Simpson’s
coefficient (hj = X (1-Zpi 2)/n), where p; is the frequency of the i"™ allele, and n is the
number of loci detected by each primer (Hunter and Gaston 1988). A value of 1.0
indicates that the primer is able to distinguish all samples and 0.0 indicates that it regards

all samples as identical.
Results and discussion

To assess the suitability of ISSR primers, 16 primers were screened against total DNA
from two of each species. Based on the number of amplification products, quality of the
profiles, level of polymorphism and reproducibility, five primers were selected for the
identification of Butia species and evaluation of their relationships and genetic
variability. When applied to all samples, these primers displayed high discriminating
ability, substantiated by Simpson’s indexes ranging from 0.67 to 0.90, averaging 0.77
(Table 2). This justified the use of a small number of primers in this work. Using the five
primers selected, the PCR protocol applied to the 153 samples studied amplified a total

of 74 fragments, with an average of 14.8 fragments per primer. The size of the amplified
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Table 2: Number of amplified fragments, number and percentage of polymorphic bands
(intergeneric and interspecific), range of molecular weights (in bp), and Simpson’s index

(h) for the five primers used here.

Range
Primer N Nintergen ~ Nintersp  70Pintergen ~ %0Pintersp H
(bp)
(CTC)4RT 17 15 13 88 76.5 849-109  0.71
(AG)YT 17 17 16 100 94 708 — 73 0.85
(AC)sT 17 17 16 100 94 911-391  0.90
(CA)G 11 10 10 91 91 648 -100  0.67
(GA)T 12 12 12 100 100 600-127  0.77
Mean 14.8 14.2 13.4 95.8 91.1 419 0.77
Total 74 71 67 96 90.5 911-73

products ranged from 73 to 911 bp and the number of amplified products per primer
varied from 17 [(CTC)4RT; (AG)sYT; (AC)sT] to 11 [(CA)sG]. When the outgroup
Syagrus romanzoffiana was included in the analysis, 96% of the amplified fragments (71)
were polymorphic, whereas when only Butia species were considered the percentage of
polymorphic bands was 90.5%. The polymorphism among Butia species was similar to
that previously reported by Rossato et al. (2007) for populations of four species of Butia
from Rio Grande do Sul (Brazil), which include Butia yatay. Studies using RAPD

markers in Butia capitata revealed low polymorphism levels (57%) (Nunes et al. 2008),
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whereas in Syagrus romanzoffiana the detected polymorphism was considerably higher
(97%) (Rossato et al. unpublished data). In a study on Geonoma macrostachys (subfamily
Arecoideae), Roncal et al. (2007) reported lower polymorphic values (51%) using ISSR

markers.

A unique pattern of amplified fragments was obtained for each species with only
some differences. These patterns of amplification revealed genus-specific markers. For
instance, the primer (CTC)4RT amplified a fragment of 520 bp that characterized all the

species of genus Butia and another of 440 bp that was characteristic of S. romanzoffiana.

Genetic divergence (®s) calculated using Nei and Li’s distance index (Nei and
Li 1979) for all pairs of species varied from 0.053 (B. lallemantii and B. paraguayensis)
to 0.157 (B. lallemantii and B. yatay) (Table 3). The genetic distance among Butia
species was considerably low (0.12, on average) in comparison with data obtained by
Rossato et al. (2007) for Rio Grande do Sul species. As expected, the highest divergence
values (0.312, on average) were obtained between Butia species and the outgroup S.

romanzoffiana.
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Table 3: Genetic divergence among populations (Pst), based on the Nei-Li’s distance

coefficient. ®gr values are shown below diagonal. Probability values based on 999

permutations are shown above diagonal. Values marked with an asterisk represent pairs

of populations which are significantly divergent (p < 0.05) and ns represents pairs of

populations which are not significantly divergent (p > 0.05).

2 S

I <

S ¢ g

Butia lallemantii 2 = Butia yatay 5 o

=S = N} g

R %0 -~ S

N A s

3 S

FY GC W CO CM GUI Q CcC SR

FY 0.000 ns * * * * * * *
GC 0.000 0.000 * * * * * * *
w 0.025 0.033 0.000 ns * * * * *
CcO 0.046 0.047 0.017 0.000 * * * * *
CM  0.054 0.047 0.054 0.055 0.000 * * * *
GUI 0.114 0.091 0.125 0.083 0.089  0.000 ns * *
Q 0.150 0.131 0.137 0.109 0.109  0.016  0.000 * *
CC 0.254  0.248 0.221 0.221 0.255 0.202 0.113  0.000 *

SR 0.324 0.337 0.280 0324 0332 0.262 0.297 0338 0.000

The inter- and intraspecific variability values calculated using AMOVA were on

average 10% and 84%, respectively, whereas variability among populations was 6% (Fig.

2). This is common in wild species, particularly alogamous ones, with long life cycles
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and high levels of pollen dispersion (Hamrick and Godt 1996), as seems to be the case of
the species included in this survey, according to previous studies on B. capitata (Rosa et

al. 1998; Morel 2006).

AMONG
SPECIES
10%

AMONG
POPULATIONS
6%

WITHIN
POPULATIONS
84%

Fig 2 Proportion of the different components of variance considering all species

The ISSR-based UPGMA dendrogram (Fig. 3) separated the Butia species of
interest from the outgroup (S. romanzoffiana). These data agree with previous works that
used ISSR molecular markers (Rossato et al. 2007) and chemotaxonomic markers such as
hydrocarbon extracts from waxes on the leaf surface (Paroul et al. 2009). According to

the most recent phylogenetic analysis of subtribe Attaleinae, these two genera are clearly

separated (Meerow et al. 2009).
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algorithm with Jaccard’s coefficient. Individuals identified with their corresponding

species and population code. The bar indicates genetic distance
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The cluster formed by Butia species was divided into two groups. The first one
(Group 1) was formed by two subgroups (Sgl and Sg2), both encompassing samples of
B. paraguayensis, B. lallemantii and B. yatay, and the second group (Group 2), which
diverged first, was composed only by B. yatay samples. The first subgroup (Sgl) showed
marked predominance of B. lallemantii specimens (61% of the total sampling), though on
the other hand it displayed the lowest percentage of samples corresponding to B.
paraguayensis (21.5%), and B. yatay (5.5%). Subgroup two (Sg2) appeared to be the
most variable, formed by approximately 39% of B. lallemantii samples, 785% of B.

paraguayensis and finally, 555% of B. yatay samples.

Group 2 was the most uniform and included all remaining samples corresponding
to B. yatay (39%). Despite the genetic similarity observed among Butia species,
preventing the formation of well-defined groups, B. yatay samples tended to form a
specific group, even though some individuals appeared to be mixed with samples from
other species. Within B. yatay, samples from CC population formed the most compact

aggregation, as observed in the cluster analysis (Fig. 3).

Samples of B. paraguayensis and B. lallemantii appeared highly scattered in the
dendrogram, not grouping according to their respective populations, possibly due to the
low levels of divergence found in these species (Table 3). These results were confirmed

by principal coordinates analysis (Fig. 4).
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Fig 4 Principal coordinates analysis for all samples and species together. Individuals
were identified with their corresponding species and population code. Butia yatay
(triangles); population GUI (black triangles), population Q (white triangles) and
population CC (grey triangles). Butia paraguayensis (white boxes). Butia lallemantii
(circles); population FY (black circles), population GC (striped circles), population W

(white circles), population CO (grey circles).

Regarding their morphology, Butia yatay is among the tallest species in genus
Butia, whereas B. paraguayensis and B. lallemantii are among the shortest (Rossato

2007), particularly in the case of B. lallemantii — because most of its stem remains
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underground. The main difference among these species is that while B. yatay and B.
paraguayensis possess only one stem, B. lallemantii displays a cespitose habit, usually
with three to six stems (Deble and Marchiori 2006). On the other hand, B. paraguayensis
and B. lallemantii share some characteristics, such as leaf length and number, and fruit
size and shape, which might help group them together and differentiate them from B.
vatay (Deble and Marchiori 2006; Rossato 2007). Inflorescence length in B.
paraguayensis is intermediate between those of B. yatay and B. lallemantii (Deble and
Marchiori 2006; Rossato 2007), a feature which coincides with the genetic information

found in the present study.

The low divergence levels depicted among Butia species could be seen as
evidence of gene flow (Wright 1951; Slatkin 1987; Bohonak 1999), which is particularly
likely in the case of B. lallemantii and B. paraguayensis, since their distribution areas are
very close in Uruguay and overlap in Rio Grande do Sul. The existence of species with
overlapping distributions is common in palms, although they display mechanisms of
reproductive isolation through differences in phenology and specificity of pollinators
(Svenning 2001; Roncal et al. 2007). In this case, however, these barriers might not be
present or might have arisen recently, allowing for gene flow in the recent past.
Hybridisation is common among palms (Uhl and Dransfield 1987), as is usually the case
between Butia and Syagrus (XButyagrus nabonnandii, (Prosch.) Voster; Butia lallemantii
x Syagrus romanzoffiana, Brussa and Grela 2007). Therefore, hybridisation among the

species included in this study could have taken place at some point in their recent past.
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No present cases of hybrids among species of Butia have been reported, though their
identification presents several difficulties. On the other hand, the low genetic
differentiation among these species could result from shared ancestry, considering the
retention of ancestral polymorphism. This is the case between two closely related
Quercus species (Muir and Schlotterer 2004), although Lexer et al. (2006) consider gene
flow as a more parsimonious explanation in this case. Proximity between B.
paraguayensis and B. yatay was already expected, considering they have been repeatedly
regarded as the same species, with B. paraguayensis a subspecies within B. yatay
(Xifreda and Sanso 1996). Both have chemically similar fatty acids composition of the
endocarp (Rossato 2007). Phylogenetic analyses within subtribe Attaleinae (Marcato
2004; Meerow et al. 2009) produced results which support our findings, since no internal

resolution was obtained within Butia in those works.

This is the first report of a molecular characterization using ISSR markers for
South American species of Butia. ISSR results showed high levels of genetic proximity
among the three Butia species studied here, Species’ separation into independent groups
remains unclear. The high genetic variability found within populations indicates that their
life history and reproductive traits ensure the maintenance of their gene pool, regardless
the anthropic effect (Lowe et al. 2005; Feyissa et al. 2007; Cabrera-Toledo et al. 2008).

Combined studies using ISSR and other molecular markers will be important to
increase our knowledge of the diversity of this genus. Future works will focus on

different approaches to better clarify the taxonomy of Butia, including the phylogenetic
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study of the genus based on the combined analysis of nuclear (ITS rDNA) and plastidial

(trnL-L-F) DNA sequences, side by side with chemical and cytogenetic findings.

In conclusion, this work shows that the genetic proximity among the three species
of Butia studied prevents them from being considered clearly separate genetic groups,
and therefore their taxonomic definition remains uncertain. Further studies using tools
which allow a more precise insight into their genetic variation — such as sequencing of
nuclear and chloroplastic genes — are necessary to shed light on their relationships. The
high levels of intrapopulational variability found in Butia yatay, B. paraguayensis and B.
lallemantii indicate that their life history and reproductive traits, together with possible
hybridization in their recent past, ensures the maintenance of their gene pool, regardless
of the human influences they are under. If their recruitment levels are returned to normal
and the integrity of their populations is restored, their genetic variability provides

potential for recovery.
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Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first
author of each work.
Journal article
Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet
L (2009) Effect of high intensity intermittent training on heart rate variability in
prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:731-738. doi: 10.1007/s00421-
008-0955-8
Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in
long author lists will also be accepted:
Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N
Engl J Med 965:325-329
Article by DOI
Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine
production. J Mol Med. doi:10.1007/s001090000086
Book
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South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London
Book chapter
Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of
modern genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257
Online document
Doe J (1999) Title of subordinate document. In: The dictionary of substances
and their effects. Royal Society of Chemistry. Available via DIALOG.
http://www.rsc.org/doseltitle of subordinate document. Accessed 15 Jan 1999
Dissertation
Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of
California
Always use the standard abbreviation of a journal’'s name according to the ISSN
List of Title Word Abbreviations, see www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php
Tables

All tables are to be numbered using Arabic numerals.

Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components
of the table.
Identify any previously published material by giving the original source in the
form of a reference at the end of the table caption.
Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or
asterisks for significance values and other statistical data) and included
beneath the table body.

Electronic Figure Submission

Supply all figures electronically.
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Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use

TIFF format. MS Office files are also acceptable.
Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.

Line Art
Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering
within the figures are legible at final size.
All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a

minimum resolution of 1200 dpi.
Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
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Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale
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Halftone Art

bars within the figures themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.
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Combination Art

Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line
drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.

Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.
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Color Art

Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one
another when converted to black and white. A simple way to check this is to
make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the
different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the
captions.

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).
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Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually
about 2-3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use
8-pt type on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering
All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures,
continue the consecutive numbering of the main text. Do not number the
appendix figures, "Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic
Supplementary Material) should, however, be numbered separately.

Figure Captions
Each figure should have a concise caption describing accurately what the
figure depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the
figure file.
Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure
number, also in bold type.
No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be
placed at the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes,
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circles, etc., as coordinate points in graphs.
Identify previously published material by giving the original source in the form
of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm
wide and not higher than 234 mm.
For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm
wide and not higher than 198 mm.
Permissions
If you include figures that have already been published elsewhere, you must
obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online
format. Please be aware that some publishers do not grant electronic rights for
free and that Springer will not be able to refund any costs that may have
occurred to receive these permissions. In such cases, material from other
sources should be used.
Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title, journal name,
author names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.
To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files
may require very long download times and that some users may experience
other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations
Always use MPEG-1 (.mpg) format.
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Text and Presentations
Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-
term viability.

A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets
Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is
intended.
If the readers should be encouraged to make their own calculations,
spreadsheets should be submitted as .xIs files (MS Excel).

Specialized Formats
Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica
notebook), and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files

It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering
If supplying any supplementary material, the text must make specific mention

of the material as a citation, similar to that of figures and tables.

Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in
the animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online
Resource 4”.

Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf".
Captions

For each supplementary material, please supply a concise caption describing

the content of the file.
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Processing of supplementary files
Electronic supplementary material will be published as received from the
author without any conversion, editing, or reformatting.
After acceptance
Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author
Query Application at Springer’s web page where you can sign the Copyright
Transfer Statement online and indicate whether you wish to order OpenChoice,
offprints, or printing of figures in color.
Once the Author Query Application has been completed, your article will be
processed and you will receive the proofs.
Open Choice
In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to
the journal and access to that article is granted to customers who have
purchased a subscription), Springer provides an alternative publishing option:
Springer Open Choice. A Springer Open Choice article receives all the benefits
of a regular subscription-based article, but in addition is made available publicly
through Springer’s online platform SpringerLink. We regret that Springer Open
Choice cannot be ordered for published articles.

Springer Open Choice

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant
the Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure
the widest possible protection and dissemination of information under copyright
laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright
remains with the author. In opting for open access, they agree to the Springer

Open Choice Licence.
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Offprints

Additional offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations
Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print
version, authors will be expected to make a contribution towards the extra costs.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the
completeness and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes
in content, e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not
allowed without the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an
Erratum, which will be hyperlinked to the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is
the official first publication citable with the DOI. After release of the printed
version, the paper can also be cited by issue and page numbers.

Languages

Articles and abstracts must be in English or in the journal's official language(s),
but the journal accepts additional abstracts in other languages of the author’s
choice (for instance in the author’s first language, if not English or the journal's
official language). Such abstracts are optional. Authors would need to supply
such abstracts themselves, certify that they are a faithful translation of the
official abstract, and they must be supplied in Unicode (see www.unicode.org for
details), especially if they are using non-roman characters.

http://www.unicode.org
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Such abstracts in other languages will carry a disclaimer:

"This abstract is provided by the author(s), and is for convenience of the users
only. The author certifies that the translation faithfully represents the official
version in the language of the journal, which is the published Abstract of record
and is the only Abstract to be used for reference and citation.”

Springer Open Choice™

Your Research. Your Choice.

Springer operates a program called Springer Open Choice. It offers authors to
have their journal articles made available with full open access in exchange for
payment of a basic fee (‘article processing charge’).

With Springer Open Choice the authors decide how their articles are published
in the leading and well respected journals that Springer publishes. Springer
continues to offer the traditional publishing model, but for the growing number of
researchers who want open access, Springer journals offer the option to have
articles made available with open access, free to anyone, any time, and
anywhere in the world. If authors choose open access in the Springer Open
Choice program, they will not be required to transfer their copyright.

Whatever the decision, an author’s work will always benefit from all Springer has
to offer. There is no difference in the way that they are treated between Springer
Open Choice articles and other articles among the well over 100,000 that
Springer publishes annually. All articles will be peer-reviewed, professionally
produced, and available both in print and in electronic versions on SpringerLink.
In addition, every article will be registered in CrossRef and included in the
appropriate Abstracting and Indexing services. Springer Open Choice articles
will have the possibility of incorporating additional non-text files such as sound
or video in the electronic edition.

Copyright information
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Submission of a manuscript implies: that the work described has not been
published before (except in form of an abstract or as part of a published lecture,
review or thesis), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
its publication has been approved by all co-authors, if any, as well as — tacitly or
explicitly — by the responsible authorities at the institution where the work was
carried out. Transfer of copyright to Springer becomes effective if and when the
article is accepted for publication. The copyright covers the exclusive right (for
U.S. government employees: to the extent transferable) to reproduce and
distribute the article, including reprints, translations, photographic reproductions,
microform, electronic form (offline, online) or other reproductions of similar

nature.

All articles published in this journal are protected by copyright, which covers the
exclusive rights to reproduce and distribute the article (e.g., as offprints), as well
as the translation rights. No material published in this journal may be reproduced
photographically or stored on microfilm, in electronic data bases, video disks,
etc., without first obtaining written permission from the publisher. The use of
general descriptive names, trade names, trademarks, etc., in this publication,
even if not specifically identified, does not imply that these names are not

protected by the relevant laws and regulations.

An author may self-archive an author-created version of his/her article on his/her
own website. He/she may also deposit this version on his/her institution's and
funder's (funder designated) repository, including his/her final version, provided
it is not made publicly available until after 12 months of official publication.
He/she may not use the publisher's PDF version which is posted on

www.springerlink.com for the purpose of self-archiving or deposit. Furthermore,

the author may only post his/her version provided acknowledgement is given to

the original source of publication and a link is inserted to the published article on
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Springer's website. The link must be accompanied by the following text: "The

original publication is available at www.springerlink.com".

Please use the appropriate URL and/or DOI for the article. Articles disseminated
via SpringerLink are indexed, abstracted and referenced by many abstracting
and information services, bibliographic networks, subscription agencies, library

networks, and consortia.

The author warrants that this contributions is original and that he/she has full
power to make this grant. The author signs for and accepts responsibility for

releasing this material on behalf of any and all co-authors.

After submission of this agreement signed by the corresponding author,
changes of authorship or in the order of the authors listed will not be accepted
by Springer.

While the advice and information in this journal is believed to be true and
accurate at the date of its publication, neither the authors, the editors, nor the
publisher can accept any legal responsibility for any errors or omissions that
may be made. The publisher makes no warranty, express or implied, with

respect to the material contained herein.

Special regulations for photocopies in the U.S.A. Photocopies may be made for
personal or in-house use beyond the limitations under Section 107 or 108 of
U.S. Copyright Law, provided a fee is paid. All fees should be paid to the
Copyright Clearance Center, Inc., 222 Rosewood Drive, Danvers, MA 01923,
USA, Tel.: +1-978-7508400, Fax: +1-978-6468600, http://www.copyright.com,
stating the ISSN 0304-8608, the volume, and the first and last page numbers of
each article copied. The copyright owner’s consent does not include copying for

general distribution, promotion, new works, or resale. In these cases, specific
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written permission must first be obtained from the publisher.

The Canada Institute for Scientific and Technical Information (CISTI) provides a
comprehensive, world-wide document delivery service for all Springer journals.
For more information, or to place an order for a copyright-cleared Springer
document, please contact Client Assistant, Document Delivery, CISTI, Ottawa
K1A 0S2, Canada (Tel+ 1-613-9939251, Fax +1-613-9528243, e-mail:

cisti.docdel@nrc.ca).
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