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CARACTERIZACAO CITOGENETICA E MORFOAGRONOMICA DE ACESSOS
DE Stylosanthes spp. (Fabaceae — Papilionoideae) COLETADOS NO NORDESTE
BRASILEIRO

RESUMO

Pesquisas relacionadas a avaliacdo e selecdo de forrageiras nativas podem contribuir para
melhoria na alimentacdo dos rebanhos do Semiérido brasileiro, destacando-se o género
Stylosanthes como uma importante fonte de espécies com grande potencial forrageiro. O
presente trabalho teve por objetivo realizar caracterizacdo morfoagrondmica e citogenética de
acessos de Stylosanthes, visando contribuir com estudos que promovam a insercdo desta
leguminosa na alimentacéo animal, buscando caracterizar e selecionar gendtipos superiores, e
também selecionar descritores de importancia na caracterizacdo de germoplasma da espécie.
Para caracterizacdo morfoagrondmica, foram avaliados 19 descritores e destes, quatro foram
descartados imediatamente por ndo apresentarem variabilidade entre os acessos, sendo a analise
estatistica realizada nos 15 descritores restantes. Os dados foram submetidos a analises
univariadas e multivariadas. Foi realizada a andalise de variancia apenas nos descritores
quantitativos NRP, CHP, Lfo, Cfo, ECAA, ECAS e CP, ja para os descritores qualitativos CC,
AC, PC, HC, CF, AF, PF e FF, foi realizada analise descritiva. Para a caracterizacdo
citogenética foram utilizadas pontas de raizes obtidas de sementes de 17 acessos de
Stylosanthes, seguindo a metodologia descrita por Guerra e Souza (2002). O teste de Scott e
Knott foi realizado para o agrupamento de médias, os descritores foram significativos a (p >
0,01) o que possibilitou a formacao de dois grupos, também foi realizada analise multivariadas
pelo célculo da distancia de Mahalanobis, utilizando o método de Tocher original, observa-se
a formacdo de dois grupos. O grupo 1 foi formado por 42 acessos e 0 grupo 2 apenas pelo acesso
CPAC 4955. Observou-se a formacdo de quatro grupos onde no dendograma observar-se
também que apenas o0 acesso CPAC 4955 ndo agrupou com nenhum outro acesso. Este acesso
apresentou folhas mais compridas que os demais, caule muito espesso e falta de pilosidade nas
folhas. Dos descritores avaliados pelo teste de Singh observa-se que 0s que mais contribuiram
para a diversidade dos geno6tipos foram CP (11,64%) e NRP (10,98%) seguidos por HC (8,62%)
e FF (8,44%). Através da andlise citogenética observaram-se acessos com 2n=20 e 2n=40
cromossomos, permitindo a diferenciacdo das espécies S. scabra da S. seabrana, com nucleo
interfasico do tipo semirreticulado, cariétipo simétrico com morfologia cromossémica variando
de metacéntrica a submetacéntrica e tamanho cromossémico médio em torno de 2,5 um. Foram
observadas diferencas no comprimento médio dos cromossomos e no comprimento total do
genoma. A analise com dupla coloragdo CMA3/DAPI permitiu a visualizagdo de quatro blocos
CMAY, sendo dois blocos CMA™ localizados na regido subterminal do brago curto de um par
cromossémico submetacéntrico, e dois blocos localizados na regido proximal de outro par
metacéntrico em S. scabra, e ainda dois blocos na regido subterminal de um par metacéntrico
nos acessos de S. seabrana. Também foi possivel a visualizagdo de bandas DAPI+ e CMA- nos
acessos CPAC 1261 e CPAC 5205. Os acessos avaliados neste estudo apresentaram, em geral,
plantas com habito de crescimento semiereto, folhas com coloragdo verde escura e com
pilosidade, caule em sua maioria bastante ramificado. A coloragéo diferencial de cromossomos,
associados a outros marcadores citogenéticos, auxilia na caracterizacdo de acessos de colecdes
de germoplasma de Stylosanthes spp. Observou-se que ha variabilidade genética entre os
acessos estudados da colecéo de Stylosanthes da Embrapa Semiérido.

Palavras-chave: Cromossomos, Fluorocromos, Diversidade genética, Melhoramento de
forrageiras.



CYTOGENETIC CHARACTERIZATION AND MORPHOAGRONOMIC OF
Stylosanthes spp. (Fabaceae — Papilionoideae) COLLECTED IN NORTHEAST
BRAZILIAN

ABSTRACT

Searches related to evaluation and selection of native forages can contribute to improvement in
feeding cattle in the Brazilian semiarid region, highlighting the Stylosanthes gender as an
important source of forage species with great potential. This study aimed to perform
morphoagronomic and cytogenetics Stylosanthes accessions, to contribute to studies that
promote the inclusion of this legume in animal feed, seeking to characterize and select superior
genotypes, and also select important in the characterization of germplasm of the species. To
characterize morphoagronomic were evaluated 19 descriptors and of these, four were
immediately discarded for not having variability among accessions, with the statistical analysis
performed in the remaining 15 descriptors. The data were submitted to univariate and
multivariate analyzes. Analysis of variance was performed only in quantitative descriptors
NRP, CHP, Lfo, Cfo, ECAA, ECAS and CP, as to the qualitative descriptors CC, AC, PC, HC,
CF, AF, PF and FF, descriptive analysis was performed. For cytogenetic characterization were
obtained root tips used seed access Stylosantes 17, following the method described by War and
Souza (2002). Scott and Knott test was performed for the grouping of averages, the descriptors
were significant at (p > 0.01) which allowed the formation of two groups, multivariate analysis
was also performed by calculating the Mahalanobis distance using the method original Tocher,
there is the formation of two groups. Group 1 consisted of 42 accesses and the group 2 only
through access CPAC 4955. We observed the formation of four groups where the dendrogram
also be noted that only the access CPAC 4955 did not group with any other access. This access,
for long leaves that too, very thick stem and lack of body hair on the sheets. The descriptors
evaluated by Singh test is observed that the main contributors to the diversity of genotypes were
CP (11,64%) and NRP (10,98%) followed by HC (8,62%) and FF (8, 44%). By cytogenetic
analysis were observed hits with 2n = 20 and 2n = 40 chromosomes, allowing differentiation
of species S. scabra of S. seabrana with interphase nucleus of semirreticulado type,
symmetrical karyotype with chromosome morphology ranging from the metacentric
submetacéntrica and size Average chromosomal around 2,5 microns. Differences were
observed in the average length of the chromosomes and the total length of the genome. The
analysis with double staining CMAs/DAPI enabled visualization of four CMA+ blocks, two
CMA + blocks in subterminal region of the short arm of a chromosome pair submetacentric,
and two blocks located in the proximal region of another metacentric pair in S. scabra, and still
two blocks in the subterminal region of a metacentric pair in S. seabrana access. It was also
possible to visualize DAPI and CMA+ bands in access CPAC 1261 and CPAC 5205. The
accessions in this study were, in general, plants with semiereto growth habit, leaves with dark
green color and hairiness, stem mostly quite branched. The differential staining of
chromosomes, together with other cytogenetic markers, assists in characterizing germplasm
collections access Stylosanthes spp. It was observed that there is genetic variability among the
accessions studied the collection of Stylosanthes Embrapa Semi-Arid.

Keywords: chromosomes, fluorochromes, Genetic diversity, forage enhancement.
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INTRODUCAO GERAL

As espécies do género Stylosanthes pertencem a familia Fabaceae, subfamilia
Papilionoideae (POLHILL e RAVEN, 1981), sendo constituido por 50 espécies descritas, das
quais 25 ocorrem no Brasil, seu maior centro de origem (LEWIS et al. 2005). Embora o género
seja originario da América Central e do Sul, em virtude de sua importancia econémica, também
é encontrado em cultivo na América Subtropical e na Australia (STACE e EDYE, 1984), sendo
a Australia o primeiro pais a reconhecer a espécie como forrageira (EDYE, 1997). No Brasil, as
espécies de Stylosanthes  sdo  conhecidas  vulgarmente como  trifélio, meladinho,
manjericdo do campo e alfafa do Nordeste (KARIA, 2008). Em outros paises sdo também
conhecidas como stylo arbustiva (Australia), capitan juan ou pata de Terecay (Venezuela),
pencilflower (EUA), e stylo perduan (Indonésia) (FORAGES, 2013).

As leguminosas ainda sdo pouco utilizadas em pastagens no semiarido brasileiro, sendo
necessaria a realizacdo de estudos que estimulem o seu uso (PAULINO et al. 2006). Espécies
do género Stylosanthes estdo entre as mais importantes leguminosas forrageiras para utilizacéo,
sob pastejo, em areas de solos acidos e de baixa fertilidade natural, como as areas tropicais
aridas e semiaridas (GUODAO et al. 1997).

Gomide e Zago (1980) afirmam que as forrageiras leguminosas suprem as necessidades
nutricionais do rebanho, organicas ou minerais, e desempenham inumeras funcgoes fisiologicas
que estdo relacionadas com a espécie, a idade da planta e a fertilidade do solo. Entretanto,
apesar de serem muito difundidas em regides de clima temperado, as leguminosas ainda sdo
pouco utilizadas em regides de clima tropical (KARIA, 2008).

As leguminosas sdo 0 grupo de plantas mais bem representados na caatinga, com cerca
de 264 espécies (COSTA, 2002). A maioria das espécies de Stylosanthes é perene, com potente
sistema radicular, tolerantes a seca, possuindo grande capacidade de coloniza¢do de novos
ambientes por sua adaptacdo a solos de baixa fertilidade e simbiose com bactérias fixadoras de
nitrogénio (ANDRADE e KARIA, 2000; VILELA, 2000).

Apresentam sistema reprodutivo predominantemente autdgamo, porém é muito comum
encontrar certa taxa de polinizagdo cruzada (STACE et al. 1984). De modo geral, as espécies
do género Stylosanthes apresentam grande variabilidade, tanto intra como interespecifica
(VIEIRA et al. 2007) (Figuras 1A, B, C,D,EeF).
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Figura 1. Variabilidade intraespecifica quanto ao habito de crescimento em Stylosanthes scabra. Acesso CPAC
4396 (A) e Acesso CPAC 5196 (B), comprimento da folha e coloracédo das folhas acesso CPAC 4950 (C) e Acesso
CPAC 4385 (D), espessura do caule Acesso CPAC 4955 (E) e Acesso CPAC 4962 (F). Fotos: Irlane Lira e Leila
Bruno.

Um dos principais problemas em todo tipo de atividade agropecuaria é a producdo de
forrageiras adequadas a regido de producdo, pois nas Ultimas décadas, os setores econdémicos,
estdo sujeitos as mudancas, as quais exigem modificacfes de comportamentos por parte dos
produtores em relacdo as variacdes nos modelos atuais de exploragdo. Para tanto, 0 modelo

proposto seria a intensificagdo dos sistemas de producéo pastoris de forma sustentavel, evitando
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a ocorréncia de desmatamento de novas areas para a producdo agropecuaria (BARCELLOS et
al. 2008).

Dentre as espécies de Stylosanthes com uso potencial em pastagens no Brasil, destacamos
as espécies S. seabrana e S. scabra. A S. seabrana possui ocorréncia registrada apenas no
estado da Bahia, enquanto S. scabra tem ocorréncia em 22 estados brasileiros sendo que a
maioria se concentra nos estados da Bahia, com 269 ocorréncias, e Pernambuco, com 179
ocorréncias (CRIA, 2015). Porém apesar do grande niumero de ocorréncias nessas regides, o
potencial de uso destas espécies ainda é muito pouco estudado.

As duas espécies sdo nativas do semidrido brasileiro, apresentam tolerancia a seca e a
baixa fertilidade dos solos, além de terem um grande potencial forrageiro. Falta, entretanto,
acOes de coleta e caracterizacdo tanto morfoagronémica como citogenética desses materiais.
Vale ressaltar que na Australia existe cultivares comerciais derivadas de acessos de
germoplasma coletados no semiarido brasileiro (STACE e EDYE, 1984). Por outro lado, 0
Brasil possui nove bancos de espécies forrageiras que ficam localizados em Unidades da
Embrapa, no Instituto de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras - UFLA, e na Empresa
de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina - Epagri, 0s quais possuem um
total de 9.956 acessos, sendo que 1.229 séo acessos do género Stylosanthes e, desses, apenas
167 estéo devidamente identificados (FAO, 2014).

Ainda existem poucas informacdes sobre a delimitacdo taxondmica entre as espécies de
Stylosanthes, tornando-se necessdria a realizacdo de estudos mais detalhados para
caracterizacdo das espécies e acessos. Nesse caso, as técnicas em citogenética tém sido uma
importante ferramenta de estudo para caracterizacdo dos mais variados taxons (SILVA et al.
2009).

Em Stylosanthes, os poucos estudos referentes a citogenética do género relatam a
existéncia de diploides, tetraploides e hexaploides em varias espécies (CAMERON, 1967;
GOLDBLATT, 1981; BATTISTIN, 1981; VIEIRA, 1988).

Vanni e Fernadez (2011), relataram a existéncia de citétipos diploides e tetraploides em
uma mesma amostra de sementes comerciais de S. seabrana cv. Unica, considerando o nivel
de ploidia insuficiente como critério para distin¢do de espécies.

A citogenética vem sendo utilizada como um importante instrumento para a compreensdo
das relagdes de parentesco, na taxonomia vegetal, e nos estudos sobre mecanismos de evolucéo

das espécies (GUERRA, 1988). Para Sybenga (1992), no senso amplo da palavra, citogenética
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é a ciéncia dos cromossomos, que inclui ndo s6 o estudo das caracteristicas microscopicas e
moleculares, mas seu comportamento durante a interfase e diviséo celular.

Caracteres citoldgicos, tais como nimero e morfologia dos cromossomos mitoticos
podem contribuir para o conhecimento da evolucao e das relagcdes entre diferentes populagdes
e espécies (HEYWOOD, 1978). A citogenética desenvolveu-se principalmente a partir do inicio
do século passado, e seu progresso acompanhou o aprimoramento de técnicas e equipamentos
de microscopia.

A caracterizacdo cromossémica foi por muito tempo baseada unicamente em parametros
morfolégicos, como tamanho dos bracos, posicao dos centrdmeros e localizagao das constrigdes
secundérias (GUERRA, 2000; GUERRA e SOUZA, 2002) (Figura 2).

Cromatide

Teldmero \/,.
Satélite

Constrigho ="

Secundéria ‘5 -

Brago
ICromossdmico

Teldmeros

Figura 2. Esquema ilustrativo de cromossomo metafasicos com bandas. Fonte: Soares-

Scott et al. (1998).

Porém os horizontes da citogenética tem se expandido muito com o advento das técnicas
de bandeamento cromossémico, cuja aplicagdo deu-se primeiramente no pareamento
cromossémico, sendo baseadas na coloracdo diferencial de regides da cromatina. Essas técnicas
tém possibilitado compreender melhor as alteracdes cromossomicas que se estabelecem em
cada gendtipo (GUERRA, 1988).

Dessa forma, quando se trabalha com qualquer grupo vegetal a fim de desenvolver novas

combinagbes e cruzamentos, € necessario conhecer o numero, o tamanho e a forma dos
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cromossomos, além de outros marcadores Uteis para 0 reconhecimento de cada par
cromossémico.

Portanto, considerando a escassez de estudos citogenéticos e morfoagronémicos no
género Stylosanthes, realizou-se a caracterizacdo morfoagrondmica e citogenética de acessos
de Stylosanthes, visando promover o seu uso como forrageira, por meio da geragdo de
informagdes basicas necessarias para o desenvolvimento de um programa de melhoramento

genético das espécies do género.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA DE ACESSOS DE Stylosanthes spp.
(Fabaceae — Papilionoideae) COLETADOS NO NORDESTE BRASILEIRO

Capitulo submetido a publicacdo na revista Caatinga.
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CARACTERIZACAO MORFOAGRONOMICA DE ACESSOS DE Stylosanthes spp.
(Fabaceae — Papilionoideae) COLETADOS NO NORDESTE BRASILEIRO

RESUMO

Um dos fatores que mais limitam o desempenho da caprino-ovinocultura no Semiérido é a
escassez de alimentagdo para os rebanhos. Tal situacdo é um reflexo de muitos fatores, porém,
um deles esta relacionado a falta de pesquisas voltadas para a avaliacéo e selecdo de forrageiras,
entre elas as espécies de Stylosanthes. Assim esse trabalho teve por objetivo caracterizar
morfologicamente 43 acessos de Stylosanthes spp. visando quantificar a variabilidade genética
existente, assim como também selecionar os descritores de maior importancia com a finalidade
de gerar informacGes para o programa de melhoramento genético dessa leguminosa. Foram
avaliados 19 descritores: habito de crescimento (HC); nimero de ramos primarios (NRP);
comprimento da haste principal (CHP); espessura do caule 5 cm acima do solo (ECAS);
espessura do caule 5cm abaixo do apice (ECAA); cor (CC), aculeo (AC) e pilosidade no caule
(PL); cor (CF), actleo(AF) e pilosidade nas folhas (PF); formato (FF), largura(LFo) e
comprimento do foliolo (CFo); comprimento do peciolo (CP); viscosidade na inflorescéncia
(V1); formato do &pice do foliolo(FAF); aculeo na inflorescéncia (Al) e viscosidade do caule
(VC). Os ensaios foram conduzidos no Campo Experimental de Bebedouro da Embrapa
Semiéarido, localizados em Petrolina-PE. Para caracterizagdo morfoagrondmica, foram
avaliados 19 descritores destes quatro foram descartados imediatamente por ndo apresentarem
variabilidade entre os acessos, sendo a andlise estatistica realizada nos 15 descritores restantes.
Os dados foram submetidos as analises univariadas e multivariadas. A analise de variancia foi
realizada apenas nos descritores quantitativos NRP, CHP, Lfo, Cfo, ECAA, ECAS e CP, ja para
os descritores qualitativos CC, AC, PC, HC, CF, AF, PF e FF, foi realizada analise descritiva.
O teste de Scott e Knott foi realizado para o agrupamento de médias, os descritores foram
significativos a (p > 0,01) o que possibilitou a formagao de dois grupos, também foi realizada
analise multivariadas pelo calculo da distancia de Mahalanobis, utilizando o método de Tocher
original, observa-se a formacéo de dois grupos. O grupo 1 foi formado por 42 acessos e 0 grupo
2 apenas pelo acesso CPAC 4955. No dendograma observou-se a formagéo de quatro grupos
onde observar-se também que apenas o acesso CPAC 4955 ndo agrupou com nenhum outro
acesso, este acesso apresentou caule muito espesso, maior largura no foliolo e falta de
pilosidade nas folhas. Dos descritores avaliados pelo teste de Singh observa-se que 0s
descritores que mais contribuiram para a diversidade dos genotipos foram CP (11,64%) e NRP
(10,98%) seguidos por HC (8,62%) e FF (8,44%). Os acessos avaliados neste estudo
apresentaram em geral plantas com habito de crescimento semiereto, folhas com coloracéo
verde escura e com pilosidade, caule bastante ramificado.

Palavras-chave: Forrageiras, Diversidade genética, Melhoramento, Descritores.
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CHARACTERIZATION MORPHOAGRONOMIC OF ACCESS Stylosanthes spp.
(Fabaceae — Papilionoideae) COLLECTED IN THE NORTHEAST BRAZILIAN

ABSTRACT

One of the factors that limit the performance of the goat and sheep production in the semiarid
region is the shortage of feed for livestock. This situation is a reflection of many factors, but
one of them is related to lack of research focused on the evaluation and selection of forage,
including the species of Stylosanthes. Thus, this study aimed to characterize morphologically
43 accessions of Stylosanthes spp. to quantify the genetic variability, as well as select the most
important descriptors in order to generate information for the breeding program of this legume.
We evaluated 19 descriptors: growth habit (HC); number of primary branches (NRP); length of
main stem (CHP); thickness of stem 5 cm above ground (ECAS); thickness of stem 5¢cm below
the apex (ECAA); color (CC), aculeus (AC) and hairiness on stem (PL); color (CF), aculeus
(AF) and pubescence on leaves (PF); format (FF), width (LFO) and length of leaves (CoF);
length of the petiole (CP); viscosity in the inflorescence (V1); leaflet apex format (FAF); aculeus
in the inflorescence (Al) and viscosity of the stem (VC). The tests were conducted at the
Bebedouro Experimental Station of Embrapa Semi-Arid, located in Petrolina. To characterize
morphoagronomic were evaluated 19 descriptors of these four were immediately discarded for
not having variability among accessions, with the statistical analysis performed in the remaining
15 descriptors. The data were submitted to univariate and multivariate analyzes. Analysis of
variance was performed only in quantitative descriptors NRP, CHP, Lfo, Cfo, ECAA, ECAS
and CP, as to the qualitative descriptors CC, AC, PC, HC, CF, AF, PF and FF, descriptive
analysis was performed. Scott and Knott test was performed for the grouping of averages, the
descriptors were significant at (p > 0.01) which allowed the formation of two groups,
multivariate analysis was also performed by calculating the Mahalanobis distance using the
method original Tocher, there is the formation of two groups. Group 1 consisted of 42 accesses
and the group 2 only through access CPAC 4955. The dendrogram was observed the formation
of four groups where also be noted that only the access CPAC 4955 did not group with any
other access, access is presented stem very thick, wider on the leaflet and lack of body hair on
the sheets. The descriptors evaluated by Singh test is observed that the descriptors that most
contributed to the diversity of genotypes were CP (11,64%) and NRP (10,98%) followed by
HC (8,62%) and FF (8,44%). The accessions evaluated in this study had generally plants with
semiereto growth habit, leaves with dark green color and hairiness, very branched stems.

Keywords: Forage, Genetic diversity, Improvement, Descriptors.
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INTRODUCAO

As espécies do género Stylosanthes pertencem a familia Leguminosae ou Fabaceae
(APGII, 2003), terceira maior familia de angiospermas, compreendendo cerca de 727 géneros
e 19.325 espécies (LEWIS et al. 2005). De modo geral, Stylosanthes se caracteriza por ser uma
planta perene, havendo apenas uma espécie anual (S. humilis), apresentando distribuicao natural
no tropico e subtropico de todos os continentes, sendo o Brasil seu principal centro de origem
e diversidade (VIEIRA et al. 2007). A maioria das espécies é autbgama, porém apresenta uma
pequena porcentagem de fecundacao cruzada em condi¢des naturais (MILES, 1985; STACE,
1984).

Uma das atividades sécio-econdmicas mais importantes para agricultura familiar de areas
de sequeiro da regido Nordeste do Brasil é a ovino-caprinocultura (NEPPA, 2005), sendo a
forragem produzida na pastagem a fonte de alimento mais barata (ELY, 1995). Figueiredo
(1990) j& expressava a necessidade do lancamento e avaliacdo de plantas forrageiras mais
especificas para criagdo de pequenos ruminantes, com alta producéo e boa aceitabilidade.

De acordo com IBGE (2013) no Brasil o efetivo de caprinos foi de 8,779 milhdes,
registrando crescimento de 1,5% em relacdo ao nimero de cabecas de 2012, a Bahia foi o0 estado
brasileiro com o maior efetivo desta espécie (28,0%), seguido pelo Estado de Pernambuco
(22,5%). Os maiores efetivos municipais estavam localizados em Floresta (PE), com 3,6%,
Casa Nova (BA), com 2,6%, e Petrolina (PE), com 2,4%, observando-se grande dispersao
municipal. Entre os 10 municipios com os maiores efetivos, metade situava-se no Estado da
Bahia e a outra metade, no Estado de Pernambuco.

Ainda segundo IBGE (2013) o nimero de ovinos registrado pela Producdo da Pecuéria
Municipal 2013 foi de 17,291 milhGes de cabegas, aumento de 3,0% em relagéo ao efetivo de
2012. Em termos de participagéo regional, foi observado que 56,5% dos animais estavam na
Regido Nordeste; 30,0% na regido Sul; 5,5% na regido Centro-Oeste; 4,2% na regido Sudeste;
e 3,8% na regido Norte. O efetivo de ovinos encontrava-se, sobremaneira, localizado nos
Estados do Rio Grande do Sul (24,6%), Bahia (16,9%), Ceara (11,9%) e Pernambuco (10,6%).

Segundo Aradjo et al. (2008) esses rebanhos estdo quase que exclusivamente em areas de
sequeiro no Nordeste, evidenciando-se a necessidade de plantio de espécies forrageiras mais
adaptadas. Nesse caso, uma das alternativas € o uso de algumas espécies nativas que ja séo

adaptadas as condicGes adversas de clima e solo da regiéo.
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Por outro lado, a primeira etapa para se realizar um programa de selecdo e melhoramento
genético vegetal é a introducdo de populacdes de plantas heterogéneas e a sua devida
caracterizacdo (KARIA et al. 2002). Nesse caso, durante a caracterizacdo de germoplasma,
costuma-se realizar avaliagbes com um ndmero muito grande de caracteres morfoldgicos,
botanicos e agronémicos, levando assim a necessidade de utilizagdo de muita méo de obra e
muito tempo.

Entretanto, é possivel reduzir drasticamente o tempo e a méo de obra realizando o descarte
de alguns descritores que ndo contribuem com a identificacdo das espeécies, sendo importante
conhecer qual a real contribuigdo de cada descritor para discriminar 0s acessos de maneira
eficiente (SANTOS et al. 1995). Segundo Daher et al. (1997), h4 uma tendéncia de que o
aumento do numero de descritores avaliados ocasione a presenca de caracteres redundantes, por
estarem quase sempre associados a outros caracteres.

Diante do exposto, este estudo procurou caracterizar 43 acessos de Stylosanthes spp.
provenientes da colegdo de trabalho da Embrapa Semiérido, visando quantificar a variabilidade
genética existente, assim como também selecionar os descritores de maior importancia com a

finalidade de gerar informacdes para o programa de melhoramento genético dessa leguminosa.
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2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Campo Experimental de Bebedouro pertencente a
Embrapa Semiarido, localizado em Petrolina-PE, realizado de Outubro de 2012 a Junho de 2014.
Inicialmente as sementes destes acessos foram tratadas através de escarificacdo mecénica com
lixa e colocadas para germinar em caixas gerbox. Em seguida, foram transplantadas para
bandejas de polietileno com 280 células e mantidas em casa de vegetacdo por 60 dias, sendo
novamente transferidas para sacos plasticos de 1 kg e mantidas em telado por trés meses até o
transplantio definitivo em campo. Com 100 dias de cultivo foi realizado um corte de
uniformizacdo das plantas, sendo a avaliacdo realizada 100 dias apds o referido corte. Foi
utilizado o delineamento em blocos inteiramente casualizados, contendo trés repeti¢cGes, com
quatro plantas por parcela, sendo considerada como parcela Gtil as duas plantas centrais, no
espacamento de 1,5m x 1,0m em solo. Para o preparo do solo foi utilizado uma aragéo e uma
gradagem. O sistema de irrigacdo utilizado foi por gotejamento, sendo irrigado 3 vezes por
semana por uma hora por dia durante os primeiros 130 dias, depois a irrigacdo passou a ser a
cada 8 dias por duas horas por dia, sendo totalmente suspensa 15 dias antes da avaliacdo. Como
tratos culturais foram realizadas capinas frequentes. Para o experimento foram utilizados 43

acessos de Stylosanthes (Tabela 1).

Tabela 1. Relacao dos 43 acessos de Stylosanthes spp. utilizados e ano de coleta.

Acessos/ ANODE  Acessos/s ANODE  Acessoss ANODE  Acessos/ ANO DE
CPAC COLETA CPAC COLETA CPAC COLETA CPAC COLETA

397 1979 1261 1981 4401 1996 5114 1999
415 1979 1273 1981 4947 1997 5178 2000
490 1979 1275 1981 4950 1997 5179 2000
564 1979 4380 1996 4953 1997 5196 2000
995 1980 4385 1996 4954 1997 5197 2000
996 1980 4387 1995 4955 1997 5203 2000
1242 1981 4388 1996 4956 1998 5205 2000
1244 1981 4389 1995 4962 1997 5228 2000
1245 1981 4393 1996 4963 1997 5234 2000
1249 1981 4394 1997 4966 1997 5612 2004
1251 1981 4395 1996 4986 1997

Os acessos foram avaliados quanto as seguintes caracteristicas adaptadas a partir dos
estudos de Karia et al. (2002) e Costa (2006):
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Descritores morfoagronémicos avaliados.

1) Habito de crescimento (HC): para cada planta foi atribuida uma nota, 1= ereta. 2= semiereta.
3= prostrada.

2) Numero de ramos primarios (NRP): Contado a quantidade de ramos primarios até a altura
de 10cm do solo.

3) Comprimento da haste principal (CHP): medido em centimetro da base até o apice.

4) Espessura do caule acima do solo (ECAS): medida a 5 cm do solo.

5) Espessura do caule abaixo do apice (ECAA): medida a 5 cm abaixo do apice.

6) Cor do caule (CC): para cada planta foi atribuida uma nota 1= verde. 2= avermelhado. 3=
outra cor.

7) Aculeo no caule (AC): atribuidas notas para l1=ausente; 2=presente nas estipulas; 3=
presente nos nddulos; 4=presente nas estipulas e ndédulos; 5=presente em toda planta.

8) Pilosidade do caule (PC): atribuida de acordo com as seguintes notas: 1=ausente; 2=de um
lado do caule; 3=em todo o caule.

9) Cor das folhas (CF): 1=verde claro; 2=verde escuro; 3=verde muito escuro; 4=outra cor.

10) Aculeo nas folhas (AF): 1=ausente; 2=ao redor das margens; 3=em toda a folha.

11) Pilosidade nas folhas (PF): 1=ausente; 2=atras da folha; 3=em toda folha.

12) Formato do foliolo (FF): 1=lanceolada; 2=eliptica; 3=ovalada.

13) Largura do foliolo (LFo): medido na 52 folha do 1° ramo secundario.

14) Comprimento do foliolo (CFo): medido na 52 folha do 1° ramo secundario.

15) Comprimento do peciolo (CP): medido na 5? folha do 1° ramo secundario.

16) Viscosidade da inflorescéncia (V1): foi atribuido 0=ndo viscoso; 1=viscoso

17) Formato do apice do foliolo (FAF): foi atribuido 1=agudo; 2=obtuso

18) Aculeo na inflorescéncia (Al): 0 = ausente. 1= presente

19) Viscosidade do caule (VC): 0=n&o viscoso; 1= viscoso

Para a obtencdo dos dados morfoagronémicos foram utilizadas régua e paquimetros
manuais. Os dados obtidos, a partir dos descritores, foram submetidos a analise de variancia e
as médias comparadas pelo teste proposto por Scott e Knott (1974), com nivel de significancia
de 5% de probabilidade. Para avaliar a divergéncia genética entre os acessos, foram utilizadas

técnicas de analise multivariada, tais como: distancia generalizada de Mahalanobis (D?), como
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pelo método de otimizacdo de Tocher (este método adota o critério de que a média das medidas
de dissimilaridade dentro de cada grupo deve ser menor do que as distdncias médias entre
quaisquer grupos), e a medida de dissimilaridade para determinar o grau de divergéncia entre
0s pares de acessos, através do agrupamento com o método UPGMA (agrupamento pela ligacéo
média entre grupos) o dendograma é estabelecido pelo acesso geneticamente mais proximo. Foi
calculada também a importancia relativa dos caracteres (S.j) para a diversidade, utilizando-se o
método proposto por Singh (1981). Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio
do programa GENES (CRUZ, 2006).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os 19 descritores avaliados, os descritores VI, FAF, Al, VC, foram descartados
imediatamente por ndo apresentarem variabilidade entre os acessos, sendo as analises
estatisticas realizadas nos 15 descritores restantes 7 descritores quantitativos e 8 descritores

qualitativos.

3.1 Analises univariadas

Na Tabela 2 é apresentado o resumo da ANOVA para as variaveis quantitativas, sendo

elas: NRP, CHP, Lfo, Cfo, ECAS, ECAA e CP. Pode-se inferir que houve diferencas

significativas (P<0,01) entre os gendtipos para as variaveis, NRP e Lfo, indicando que houve

variabilidade entre os acessos. Nessas variaveis, os coeficientes de variacdo experimental (CV)
ndo indicaram boa precisdo experimental, porém mesmo apresentando CV muito alto as
diferengas foram significativas, o que pode ser devido a grande variabilidade existente no

género tanto inter como intraespecifica (VIEIRA et al. 2007).

Tabela 2. Resumo da analise de varincia para os descritores, nimero de ramos primarios (NRP), comprimento
da haste principal (CHP), largura do foliolo (Lfo), comprimento do foliolo (Cfo), espessura do caule acima do solo
(ACAS), espessura do caule abaixo do apice (ECAA) e comprimento do peciolo (CP), realizada a partir da
avaliac8o de 43 acessos de Stylosanthes spp., em experimento conduzido em Petrolina, PE (2012/2014).

QUADRADOS MEDIOS

FV GL NRP CHP Lfo Cfo ECAS ECAA CP
BL 2 216,18 261,33 1,72 56,23 6,07 3,79 62,9
ACES 42 285,42 ** 296,23 "™ 3,46** 21,02 15,47 0,82 7,46™
RS 84 117,16 231,27 1,47 14,64 12,84 0,24 0,17
MD 27,48 65,78 6,09 15,18 6,26 1,66 5,56
CV (%) 39,39 23,12 19,93 25,21 57,25 51,94 45,46

** e * significativos a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F; ™ ndo-significativo pelo teste F, FV=Fonte de
variagdo; BL= bloco; ACES= acessos; RS= residuos; MD= média; CV= coeficiente de variagdo; GL= grau de liberdade.

De acordo com o teste de Scott e Knott apresentado na Tabela 3, observam-se as
caracteristicas avaliadas que apresentaram variabilidade genética entre e dentro dos acessos
para os descritores (NRP e Lfo). O descritor NRP apresentou amplitude de variacao entre 14,00
e 57,33 ramos por planta, sendo o0 acesso CPAC 1245 o que obteve o maior NRP. Karia et al.
(2002), entretanto, obtiveram em seus estudos valores médios com variagdo entre 8 e 12 ramos,

e 12 e 20 ramos, para as espécies S. macrocephala e S. capitata, respectivamente. O NRP ¢
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uma caracteristica importante para estimar a quantidade de matéria seca da planta, onde acessos
com NRP elevados apresentam-se como uma excelente alternativa para alimentagdo animal.
O descritor Lfo apresentou variacao entre 3,67mm, para o acesso CPAC 4950, a 8,67mm,

para 0 acesso CPAC 4385, demonstrando potencialidade para producdo de maior massa foliar.
Tabela 3. Comparagdo dos valores médios e agrupamentos obtidos para os descritores nimero de ramos primarios

(NRP), largura do foliolo (LFo). Entre 43 acessos de Stylosanthes®, em experimento conduzido em Petrolina, PE
(2012/2014).

ACCESAS(():S/ NRP (rl;lfr(r)l) Aégsxicc):y NRP (m)
397  3517a 517b 4401 4217a 517b
415  2833b 467b 4947  1950b 817a
490  4017a 633b 4950  4233a 367b
564  3333a 583b 4953  1383b 7.83a
995  2300b 567b 4954  2500b 483b
996  2450b 483b 4955  2817b 7,00a
1242 1400b 747a 4956  4117a 633b
1244 1967b 600b 4962  1817b 500b
1245 5733a 617b 4963  1517b 500b
1249 3617a 483b 4966  2400b 567b
1251 4600a 600b 4986  2067b 550b
1261  3900a 550b 5114  2750b 7,50a
1273 2017b 617b 5178  3500a 517b
1275 2233b 7,07a 5179  3250a 6,00b
4380 3650a 517b 5196  21,50b 817a
4385 1967b 867a 5197  3350a 5,67b
4387 2400b 633b 5203  27,50b 6,00b
4388 1883b 517b 5205  1850b 6,50 b
4389 1933b 6,17b 5228  1867b 6,33b
4393 1900b 733a 5234  2433b 6,17b
4394 1733b 667a 5612  2333b 7,50a
4395  2617b 567b

*As médias seguidas pela mesma letra na vertical, pertencem ao mesmo grupo estabelecido pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade.

As variaveis qualitativas HC, CF, FF, CC, AC, PC, AF e PF foram analisadas de forma
descritiva, onde se pode observar que para a variavel HC, a amplitude de variagéo foi de 1,00
a 3,00, sendo 1 porte ereto e 3 de porte prostrado. Nove acessos apresentaram HC ereto, sendo
eles: CPAC 995, CPAC 1251, CPAC 4387, CPAC 4389, CPAC 4394, CPAC 4401, CPAC
4947, CPAC 4953 e CPAC 5114; trinta e um apresentaram HC semiereto; e apenas 0S acessos
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CPAC 1245, CPAC 4954 e CPAC 4962 apresentaram HC prostrado. O acesso CPAC 1245
apresentou maior média (3,00) entre os 43 acessos, demonstrando HC predominantemente
prostrado. Plantas com HC semiereto e prostrado sdo ideais para alimentacdo de animais de
pequeno e médio porte, ja plantas com HC ereto séo ideais para cultivo em consércio para
alimentacdo de animais de grande porte.

A coloracgéo da folha (CF) teve uma amplitude de variacdo entre 1,00 e 2,83 sendo essa
amplitude observada entre e dentro do acesso, sendo atribuida nota 1 para verde claro, 2 para
verde escuro, e 3 para verde muito escuro. Sete acessos apresentaram plantas com folhas de
coloragéo verde clara, sendo eles: CPAC 4950, CPAC 4954, CPAC 4956, CPAC 4962, CPAC
4963, CPAC 4966 e CPAC 5178; quatro com folhas de coloragdo verde muito escura, sendo
eles: CPAC 490, CPAC 995, CPAC 1275 e CPAC 4380; e 0s 32 acessos restantes apresentaram
folhas com coloracdo verde escura. O acesso CPAC 1275 foi o que obteve maior média
apresentando folhas de coloragdo verde muito escura.

O descritor FF apresentou amplitude de variagdo média entre 1,00 e 2,67 onde anota 1 é
atribuida para folhas lanceoladas, 2 para folhas elipticas e 3 para folhas ovaladas. Foram
observados 27 acessos apresentando folhas lanceoladas, 15 folhas elipticas, e apenas o0 acesso
CPAC 5196 apresentou folhas ovaladas.

No descritor CC, 36 acessos apresentaram caules avermelhados e apenas 0s acessos
CPAC 415, CPAC 1245, CPAC 1251, CPAC 4954, CPAC 4956, CPAC 4962 e CPAC 4966
apresentaram caules verdes. Para a variavel AC, 13 acessos nao apresentaram aculeo no caule,
29 apresentaram aculeo nas estipulas e apenas o acesso CPAC 1242 apresentou aculeo nos
nodulos. Para a variavel PC, 13 acessos apresentaram pilosidades em um lado do caule, e 20
apresentaram pilosidade em todo o caule. Na variavel AF, 13 acessos nao apresentaram aculeo
em suas folhas, e 30 apresentaram aclleo ao redor das margens de suas folhas. Para a variavel
PF, 24 acessos apresentaram pilosidades apenas atras das folhas, 17 apresentaram pilosidade
em toda a folha, e apenas os acessos CPAC 4955 e CPAC 4966 ndo apresentaram pilosidade
em suas folhas.

Os acessos CPAC 1245, 1275, 4955 e 5196 apresentaram divergéncia significativa para
quatro dos cinco descritores que diferiram estatisticamente. O CPAC 1245 apresentou plantas
com numero elevado de ramos, crescimento prostrado, folhas verdes escuras e elipticas,
enguanto o acesso CPAC 1275 apresentou plantas com maior largura do foliolo, crescimento

semiereto, folhas verdes muito escuras e elipticas. O acesso CPAC 4955 também apresentou
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plantas com maior largura do foliolo, 0 que é ideal para obtencdo de maior massa seca das
folhas, crescimento semiereto, e folhas verdes escuras e ovaladas. Finalmente, o acesso CPAC
5196 apresentou foliolos largos, crescimento semiereto, folha verde escura porém foi o Unico a
apresentar todas as plantas com folhas ovaladas, caracteristicas muito importantes na selecédo
de materiais para alimentacéo de animais.

Os resultados obtidos confirmam a variabilidade relatada por Costa (2006) para vérias
espéecies de Stylosanthes, principalmente aquelas relacionadas as caracteristicas habito de
crescimento (prostradas, eretas, semieretas ou semiprostradas), forma e cor das folhas e cor do
caule (entre verdes ou verde e vermelho-violaceo).

Os valores de HC obtidos no presente estudo foram muito variaveis para todos os acessos,
diferentemente do relatado por Santana (2010) que encontrou predominancia ereta em todas as
plantas da espécie S. scabra analisadas. Nesse caso, essa diferenca pode ser devida ao nimero

de acessos avaliados ou a variabilidade intra e interespecifica do género (VIEIRA et al. 2007).

3.2 Analise multivariada

3.2.1 — Anélise de Agrupamento

Pela andlise do método de Tocher apresentado na Tabela 4, foi possivel observar a
formacéo de apenas dois grupos. O grupo 1 foi 0 maior grupo composto por 42 acessos. O grupo
2 apresentou apenas um acesso (CPAC 4955) que ficou separado de todos 0s outros acessos.

Os atributos que levaram a esta separacao foram foliolos compridos, caules mais espessos
e folha sem pilosidade, caracteristica muito importante na aceitacdo da leguminosa pelo animal,

mostrando que este acesso € muito promissor para uso em futuros programas de melhoramento.

Tabela 4. Grupos formados pelo método de Tocher original, com base na distancia generalizada de Mahalanobis
(D?), referentes aos 43 acessos e 15 descritores, em experimento conduzido em Petrolina, PE (2012/2014).
GRUPO ACESSOS

<1l> CPAC4393 CPACS5197 CPAC4388 CPAC4394 CPAC4947 CPAC5234 CPACS5196
CPAC4389 CPAC4385 CPAC1249 CPAC4380 CPAC5179 CPAC4966 CPACS5178
CPAC 397 CPAC 1242 CPAC5228 CPAC1273 CPAC5612 CPAC 415 CPAC 1275
CPAC 995 CPAC4956 CPAC 1244 CPAC1245 CPAC1261 CPAC4986 CPAC 4962
CPAC 1251 CPAC4401 CPAC 4387 CPAC 490 CPAC 5203 CPAC 564 CPAC 4963
CPAC 996 CPAC 4950 CPAC5114 CPAC4953 CPAC5205 CPAC4954 CPAC 4395
<2> CPAC 4955
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Por outro lado, a partir do corte no dendograma em aproximadamente 50% da distancia
genética, observou-se a formacao de quatro grupos (Figura 1). Observa-se que o grupo 1 foi
formado por apenas o0 acesso CPAC 4955, o grupo 2 pelo acesso CPAC 4395, o grupo 3 pelo
acesso CPAC 4954 e, o grupo 4 sendo o maior grupo formado por 40 acessos com a menor
distancia observada neste grupo entre os acessos CPAC 4393 e CPAC 5197.

Observou-se também que o0 acesso CPAC 4955 ndo agrupou com nenhum outro grupo,
formando um grupo diferente nas duas andlises, sugerindo que esse acesso é 0 mais distante

geneticamente, apresentando plantas com caracteristicas diferentes das demais.

Método de agrupamento : Ligagdo Média Entre Grupo(UPGRA)
4393

5197
4338
4384 |

4947
43T
B203

995
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Figura 1. Dendograma obtido por meio de descritores morfoldgicos com a distancia generalizada de Mahalanobis
e pelo método de agrupamento UPGMA, dos 43 acessos de Stylosanthes spp., Linha pontilhada: corte no
dendograma em aproximadamente 50% da maxima distancia, em experimento conduzido em Petrolina, PE
(2012/2014).

3.3 — Importancia dos descritores para a divergéncia.

Na Tabela 5 é apresentada a importancia relativa (S,j) de cada um dos 15 descritores

morfologicos utilizados para o estudo da diversidade genética entre os 43 genotipos de
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Stylosanthes. Observa-se que os descritores que mais contribuiram para a diversidade dos
genotipos foram CP (11,64%) e NRP (10,98%), seguidos por HC (8,62%) e FF (8,44%). Ja o
descritor ECAA (1,84%) ndo apresentou contribuicdo relativa ou sua contribuicdo nédo foi
significativa para a diversidade genética.

Os descritores que apresentaram contribuicdo relativa podem ser considerados como
eficientes na diferenciacéo de genotipos. Resultados semelhantes também foram encontrados
por Santana (2010) relatando que as caracteristicas CP e NRP foram as que mais contribuiram

para a diversidade genética de Stylosanthes em seus estudos com acessos de S. scabra.

Tabela 5. Importancia relativa (S,j) de caracteres morfoldgicos para o estudo da diversidade genética entre 43
acessos de Stylosanthes spp.

" . VALOR
VARIAVEL SJ %)
CP 3512,21 11,64
NRP 3313,69 10,98
HC 2601,84 8,62
FF 2547,78 8,44
CHP 2099,85 6,96
AC 2068,04 6,85
ECAS 1975,19 6,55
PC 1935,81 6,41
CF 1902,93 6,31
AF 1737,14 5,76
Lfo 1666,13 5,52
cC 1477,16 4,89
Cfo 1381,10 4,58
PF 1379,88 4,57
ECAA 555,43 1,84

S,j,: valor estimado da estatistica de SINGH (1981), comprimento do peciolo (CP), nimero de ramos primarios (NRP), habito de crescimento
(HC), formato da folha (FF), comprimento da haste principal (CHP), actleo no caule (AC), espessura do caule acima do solo (ACAS),
pilosidade no caule (PC), cor da folha (CF), actleo na folha (AF), largura do foliolo (Lfo), cor do caule (CC), comprimento do foliolo (Cfo),
pilosidade da folha (PF), espessura do caule abaixo do apice (ECAA).
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CONCLUSOES

. A analise dos caracteres morfoagrondmicos entre os acessos de Stylosanthes indicou a
existéncia de variabilidade entre o0s acessos, seja no seu habito de crescimento, no nimero
de ramos, na largura do foliolo ou na cor e formato da folha.

. A andlise de SINGH foi determinante na identificacdo de caracteres que realmente
contribuem para a diversidade genética da espécie como CP, NRP, HC e FF possibilitando
assim a criacdo de uma lista de descritores realmente eficientes na caracterizacdo de

germoplasma, diminuindo tempo e custo nas avaliagoes.



39

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

APG Il ( Angiosperm Phylogeny Group). An update of the Angiosperm Phylogeny Group
classification for the orders and families of flowering plants. Botanical Journal of the Linnean
Society. v. 141. p. 399-436, 2003.

ARAUJO. S. A. C. DEMINICIS. B. B. CAMPOS. P. R. S. S. Melhoramento genético de

plantas forrageiras Tropicais no Brasil. Archivos de Zootecnia vol. 57. p. 76. 2008.

COSTA, N. M. de S. Revisdo do género Stylosanthes Sw. Tese (Doutorado em Engenharia
Agronomica)- Instituto Superior de Agronomia, Universidade Técnica de Lisboa, Lisboa, 470
f. 2006.

CRUZ. C. D. Programa Genes: Biometria. Vicosa-MG:UFV. 382p. 2006.

DAHER. R.F.; MORAES. C.F.; CRUZ. C.D. Selecao de caracteres morfologicos em capim-
elefante (Pennisetum purpureum Schum.). RevistaBrasileira de Zootecnia.v.26. p.247-259.
1997.

ELY. D.G. Forages for sheep, goats and rabbits. In. BARNES. R.F.; MILLER.D.A;
NELSON. C.J. (Eds.) Forages: the science of grassland agriculture. vol. 2.5 ed. p. 313. 1995.

FIGUEIREDO, E.A.P. Perspectivas da producéo de caprinos nas proximas décadas na
América Latina. In: Caprinocultura e ovinocultura. Campinas: SBZ:FEALQ. p. 69-83. 1990.

IBGE, FUNDACAO INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICAS -
Sistema IBGE de Recuperacdo Automaética. Efetivo dos rebanhos por tipo de rebanho. In:
IBGE. Sidra: sistema IBGE de recuperacao automatica. Rio de Janeiro, 2013. Disponivel em:
<http://www.sidra.ibge.gov.br/bda/tabela/listabl.asp?z=t&c=73>. Acesso em: Janeiro. 2015.

KARIA. C. T.;, ANDRADE. R. P.de; CHARCHAR; M. J. D’A.; GOMES; A. C.
Caracterizacdo morfologica de acessos do género Stylosanthes no banco ativo de
germoplasma da Embrapa Cerrados - colecdo 1994/1995. In: Boletim de Pesquisa e
Desenvolvimento n. 72. ISSN 1676-918X. Dezembro 2002.

LEWIS GP. Legumes of the Word. Royal Botanic Gardens, Kew , 577p, 2005.



40

MILES, J.W. Evaluation of potential genetic marker traits and estimation of out crossing
rate in Stylosanthes guianensis. Australian Journal of Agricultural Research, v.36, p.259-265,
1985.

NEPPA — NUCLEO DE ESTUDOS E PESQUISAS EM PRODUCAO ANIMAL DA

UNEB. www.neppa.uneb.br. PublicacGes: Pastagens para ovinos e caprinos. 2005.

SANTANA. A. dos S.; ROMAO. R. L.; Resgate, Caracterizacdo Morfométrica e Avaliacéo
Bromatoldgica de Acessos de Stylosanthes spp. do Semiarido Baiano. Dissertacdo de
Mestrado, UEFS, BA, 2010.

SANTOS. C. A. F.; OLIVEIRA. C. A. V.; MENEZES. E. A. Selecdo de descritores na
caracterizacdo e avaliacédo preliminar de germoplasma de guandu. In: Revista Pesquisa
Agropecudria Brasileira. Brasilia. v.30. n.7. p. 971-975. Julho de 1995. Publicado em 2011.

STACE, H.M. Breeding system in Stylosanthes. I. Observations of outcrossing in S. scabra at
an alcohol dehydrogenase locus. Australia Journal of Agricultural Research, v.33, p.87-96,
1984.

VIEIRA, E. A.; CHARCHAR, M. J. A; SILVA, M. S.; ANJOS, J. R. N. Viruléncia de isolados
de Colletotrichum gloeosporioides de populacdes selvagens de Stylosanthes spp. Pesquisa
Agropecuéria Brasileira, v. 42, n. 5, p. 661-667, 2007.



41

CAPITULO 2

CARACTERIZACAO CITOGENETICA DE ACESSOS DE Stylosanthes spp. (Fabaceae
— Papilionoideae) COLETADOS NO NORDESTE BRASILEIRO
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CARACTERIZACAO CITOGENETICA DE ACESSOS DE Stylosanthes spp. (Fabaceae
— Papilionoideae) COLETADOS NO NORDESTE BRASILEIRO

RESUMO

As espécies do género Stylosanthes caracterizam-se por apresentarem, de modo geral, grande
variabilidade, tanto intra como interespecifica. Os estudos referentes a citogenética do género
Stylosanthes relatam a existéncia de diploides, tetraploides e hexaploides em vaérias espécies. O
presente trabalho objetivou caracterizar citogenticamente 17 acessos de Stylosanthes cedidos
pela Embrapa Cerrados e inicialmente identificados como S. scabra, identificando o nimero, a
morfologia cromossémica e o padrdo de distribuicdo de heterocromatina. Para isso, apices de
raizes foram pré-tratadas com 8-hidroxiquinoleina 2 mM e fixados em Carnoy. As raizes foram
digeridas em solucdo enzimatica (celulase/pectinase), sendo o material preparado pela técnica
de esmagamento, e corado com CMAgz seguido de DAPI. Foram observados acessos com 2n=40
(S. scabra) e 2n=20 (S. seabrana) cromossomos, nucleo interfasico do tipo semirreticulado,
cariotipo simétrico com morfologia cromossdémica variando de metacéntrica a submetacéntrica
e tamanho cromossémico médio em torno de 2,5 um com diferencas no comprimento médio
dos cromossomos e no comprimento total do genoma. A analise com dupla coloracdo
CMAG/DAPI permitiu a visualizagdo de quatro blocos CMA+ nos acessos de S. scabra, sendo
dois blocos CMA+ localizados na regido subterminal do brago curto de um par cromossémico
submetacéntrico, e dois blocos localizados na regido proximal de outro par metacéntrico, e dois
blocos na regido subterminal de um par metacéntrico nos acessos de S. seabrana. Também foi
possivel a visualizacdo de bandas DAPI+ e CMA- nos acessos CPAC 1261 e CPAC 5205. Os
blocos CMA+ podem estar relacionados aos loci das regides organizadoras do nucléolo
(RONSs). Em algumas celulas néo foi possivel visualizar as bandas de um dos pares devido a
seu tamanho reduzido e a tendéncia da distensdo da regido nas metafases analisadas. A
coloracdo diferencial de cromossomos, associados a outros marcadores citogenéticos, podera
auxiliar na caracterizacdo de acessos de colecdes de germoplasma, visando apoiar 0
melhoramento genético dessa espécie.

Palavras-chave: Diversidade Genética. Bandeamento cromossdmico. Fluorocromos.
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CHARACTERIZATION CYTOGENETICS OF ACCESS Stylosanthes spp. (Fabaceae —
Papilionoideae) COLLECTED IN NORTHEAST BRAZILIAN

ABSTRACT

The species of the genus Stylosanthes characterized by presenting, in general, great variability,
both intra- and interspecific. Studies on cytogenetics of the genus Stylosanthes report the
existence of diploid, tetraploid and hexaploid in several species. This study aimed to
characterize citogenticamente 17 Stylosanthes accessions donated by Embrapa Cerrado and
initially identified as S. scabra, identifying number, chromosome morphology and the
distribution pattern of heterochromatin. Therefore, root apexes were pretreated with 8 -
hidroxiquinoleina 2mM and fixed in Carnoy. The roots were digested in enzyme solution
(cellulase/pectinase), the material prepared by crushing technique, followed CMA3 and stained
with DAPI. Accesses were observed with 2n = 40 (S. scabra) and 2n = 20 (S. seabrana)
chromosomes, interphase nucleus of semirreticulado type, symmetrical karyotype with
chromosome morphology ranging from the submetacéntrica metacentric chromosome and
medium size around 2,5microns with differences in the average length of the chromosomes and
the total length of the genome. The analysis with double staining CMA3; / DAPI enabled
visualization of four CMA+ blocks in S. scabra hits, two CMA+ blocks in subterminal region
of the short arm of a chromosome pair submetacentric, and two blocks located in the proximal
region of another metacentric pair and two blocks in the subterminal region of a metacentric
pair in S. seabrana access. Also viewing DAPI and CMA+ bands in CPAC 1261 and CPAC
5205. The CMA+ blocks access was possible can be related to the loci of the nucleolus
organizer regions (NORs). In some cells was not possible to visualize the bands a couple due
to its small size and the tendency of the distension of the region in the analyzed metaphases.
The differential staining of chromosomes, together with other cytogenetic markers, may assist
in the characterization of accessions of germplasm collections, to support the breeding of this
species.

Keywords: Genetic Diversity, Chromosome banding, Fluorochromes.
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INTRODUCAO

As espécies do género Stylosanthes caracterizam-se por apresentar grande variabilidade
tanto intra como interespecifica (VIEIRA et al. 2007), sendo a distincdo das espécies baseada
principalmente em caracteristicas morfoldgicas (MANNETJE, 1984; COSTA, 2006).
Atualmente uma série de outras técnicas estdo sendo utilizadas para auxiliar na taxonomia do
género, como, por exemplo, a eletroforese de proteinas de sementes, o polimorfismo de bandas
da reacdo de cadeia da polimerase (PCR), a anélise da variabilidade das regides do ITS (Internal
Transcribed Spacer Region), entre outras. Citogeneticamente, poucos estudos foram realizados,
sendo relacionados apenas ao numero cromossdmico, quase nao havendo relatos sobre
morfologia ou técnicas de bandeamento com CMA/DAPI (VIEIRA et al. 1993; COSTA, 2006).

Por outro lado, o Brasil possui nove bancos de espécies forrageiras que ficam localizados
em Unidades da Embrapa, no Instituto de Zootecnia da Universidade Federal de Lavras-UFLA,
e na Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina - Epagri, 0s quais
possuem um total de 9.956 acessos, sendo que 1.229 sdo acessos do género Stylosanthes e,
desses, apenas 167 estdo devidamente identificados (FAO, 2014).

Para dar inicio as atividades de melhoramento genético com esta leguminosa forrageira
no Nordeste brasileiro, a Embrapa Semiarido (CPATSA) recebeu varios acessos do Banco
Ativo de Germoplasma da Embrapa Cerrados (CPAC), os quais foram coletados entre as
décadas de 70 e 80 e que estdo identificados como S. scabra. Porém, dentre esses acessos, ha
duvidas sobre a possivel existéncia da espécie S. seabrana, visto que, quando 0os mesmos foram
coletados, esta Ultima espécie ainda ndo tinha sido descrita taxonomicamente (DATE et al.
2010). As duas especies sdo morfologicamente muito similares, no entanto, apresentam
diferentes nimeros de cromossomos, ja que S. scabra € um alotetraploide com 2n=40 e S.
seabrana é diploide com 2n=20 cromossomos (MAASS e ‘t MENNTIJE, 2002).

Segundo Guerra (1988), uma caracterizacdo clara e precisa do cariotipo de uma espécie
é de fundamental importéancia quando se quer comparar citogeneticamente espécies diferentes,
ou examinar a variacdo entre individuos da mesma espécie.

A citogenética tem sido utilizada na identificacdo de alteracfes cromossdémicas numéricas
e estruturais, descri¢do cariotipica de variedades ou cultivares para a inclusdo em esquema de
cruzamentos, controle na obtencdo de hibridos ou poliploides e no mapeamento fisico

cromossomico (PEREIRA, 2010). Nesse caso, o uso de fluorocromos DAPI e CMAgz tem sido
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muito interessante, pois apresentam especificidade de ligacdo para a cromatina rica em AT e
GC e, com isso, possibilitam a coloragéo diferencial permitindo a obtencdo de mais um
marcador cromossémico.

No presente trabalho foram realizados estudos citogenéticos com 0s objetivos de
caracterizar citogeneticamente acessos identificados como S. scabra e verificar a possivel
existéncia da espécie S. seabrana entre esses acessos de S. scabra, identificando o nimero, a
morfologia cromossémica e o padrdo de distribuicdo de heterocromatina em 17 acessos de

Stylosanthes coletados no semiarido brasileiro.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram estudados 17 acessos (Tabela 1) primariamente identificados como Stylosanthes
scabra, os quais foram coletados no semiarido brasileiro e mantidos no Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Cerrados (Planaltina-DF). As anélises foram conduzidas no
Laboratorio de Biotecnologia Vegetal da Embrapa Semiarido (Petrolina-PE) utilizando-se
pontas de raizes obtidas de sementes germinadas em microtubos de 2mL contendo agua

destilada.

Tabela 1. Relacdo dos 17 acessos de Stylosanthes utilizados e ano de coleta.

cpac ANODE cpac  ANODE
COLETA COLETA
397 1979 4963 1997

564 1979 4966 1997
1244 1981 5114 1999
1261 1981 5196 2000
4387 1995 5205 2000
4393 1996 5228 2000
4401 1996 5234 2000
4947 1997 5612 2004
4950 1997

2.1 Caracterizagao citogenética

Para a realizacdo das analises mitoticas, pontas de raizes foram pré-tratadas com 8-
hidroxiquinoleina (8HQ) 0,002 M, durante 24 horas a 8°C, e fixadas em solucdo de Carnoy 3:1
(trés partes de alcool etilico P.A, para uma parte de acido acético glacial) com um volume 10
vezes maior que o volume do material a ser fixado.

Na preparacdo das ldaminas, o material vegetal foi lavado por cinco minutos em agua
destilada, repetindo-se este processo por duas vezes. Em seguida, foi feita a digestdo enzimatica
das raizes com uma mistura de 2% celulase e 10% pectinase a 37° por 60 min. Logo apds o

material foi colocado em &cido acético para retirada da coifa e macerado, congelando-se a
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l&mina em nitrogénio liquido visando a retirada da laminula por congelamento. Por ultimo, as
laminas foram “envelhecidas” em uma cubeta ou borel por trés dias, em temperatura ambiente,
para posterior aplicacdo dos corantes.

Para a coloracdo com CMA, em cada lamina envelhecida foi adicionado uma gota de
CMA (0,5 mg/ml), coberta com uma laminula e guardada em caixa escura por 1 hora. Depois
foi retirada a laminula com um jato de agua destilada, sendo a lamina seca rapidamente. Logo
apos foi adicionada a lamina uma gota de DAPI (2ug/ml) por 30 min., retirando-se a laminula
novamente com um jato de agua destilada, novamente seca, e montada em meio Mcllvaine
(glicerol/MgCl,). As melhores células foram capturadas através do programa Leica QFish,
acoplada a um microscopio de fluorescéncia Leica DM 2000.

Para a identificacdo do nimero e morfologia cromossémica, pelo menos trés metafases
foram examinadas por individuo, das quais as melhores foram utilizadas para as medicdes
cromossémicas e confeccdo dos idiogramas. Todas as andlises citogenéticas foram realizadas
baseadas em Guerra e Souza (2002). As medicdes foram realizadas também com o auxilio do
programa Leica QFish sendo medidos cromossomos de metéafases bem espalhadas, calculando-
se: comprimento dos bragos curtos (BC); comprimento dos bracos longos (BL) e comprimento
total.

Os idiogramas foram organizados em ordem por tamanho decrescente do braco curto. Foi
adotada a nomenclatura cromossémica sugerida por Guerra (1988), onde a posicdo dos
centrémeros foi definida numericamente calculando a razédo entre o braco longo (I) e o braco
curto (c), através da formula: r = I/c, usando os descritores: Metacéntrico (M); Submetacéntrico
(SM); Acrocéntrico (A); Telocéntrico (T). Além disso, foram estimados o0s seguintes
parametros cariol6gicos: Somatdério dos comprimentos cromossomico total (TCL);
Comprimento cromossémico médio (mCL); Raz&o entre o maior e 0 menor braco (BL/BC); e
Comprimento relativo (CA/TCL).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacéao citogenética
Dos 17 acessos de germoplasma de Stylosanthes avaliados, trés apresentaram cariotipos
com 2n=20 (Figura 1A; Tabela 2) e 14 apresentaram cariétipos com 2n=40 (Figura 1B; Tabela
2). Foram observados cromossomos metacéntricos a submetacéntricos e nucleos interfasicos do
tipo semirreticulado. Esses ndmeros cromossémicos mostram a existéncia de acessos
pertencentes a espécie S. seabrana (2n=20, segundo Date 2010) e S. scabra (2n=40), conforme
relatado nos trabalhos de Cameron (1967) e Liu e Musil (1997).

Figura 1: Metafases mitéticas de Stylosanthes seabrana, apresentando nimero cromossdmico 2n=20 no acesso
CPAC 4950(A) e de Stylosanthes scabra, apresentando nimero cromossdmico 2n=40 no acesso CPAC 5234(B);
Barra representa 5 pm.

A andlise dos valores da relagdo entre os bragos, o comprimento do complemento
haploide, comprimento médio dos cromossomos e indice de assimetria cariotipica, bem como
a presenca de satélites, permitem a identificacdo e comparacao de caracteristicas em comum
nas espécies.

Em diversas espécies, variacdes interespecificas nesses caracteres sdo importantes pois
fornecem informagdes substanciais para o estabelecimento das relagdes entre taxons, com
respeito a organizacdo dos cromossomos (MELO et al. 2001; SOUZA et al. 2003; VIEIRA et
al. 2004; CUCO et al. 2005; SOARES- SCOTT et al. 2005).

No presente trabalho, o comprimento cromossdmico médio mostrou variagdes entre 0S
acessos diploides (2n=20), sendo a variacdo entre 1,28 um no acesso CPAC 4950, a 1,60 pm
no acesso CPAC 4963, enquanto nos acessos tetraploides (2n=40) foi de 1,31 um no acesso
CPAC 4947, a 2,48 um no acesso CPAC 564 (Tabela 2).
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Tendéncia para o aumento do tamanho cromossomico em poliploides tem sido relatado
em vérias espécies, como, por exemplo, na familia Velloziaceae (MELO et al. 1997) e
Passifloraceae (MELO et al. 2001). Na literatura ndo se encontram muitos relatos citogenéticos
relacionados ao comprimento e a morfologia cromossdmica do género Stylosanthes, com
excecdo do trabalho de Vieira et al. (1993) que relataram comprimentos cromossdmicos entre
1,5 e 2,7 um em doze espécies brasileiras de Stylosanthes com 2n=20. Entre esses acessos esta
a espécie S. viscosa (possivel ancestral de S. scabra) que apresentou comprimento

cromossémico médio variando entre 1,55 pm a 2,60 pm.

Tabela 2. NC= nimero cromossémico, mCL= comprimento cromossémico medio, FC= férmula cariotipica,
TCL= comprimento cromossdmico haploide total de acessos de Stylosanthes spp., analisados em metafases
mitéticas. m= metacéntrico; sm= submetacéntrico.

mCL TCL
ACESSOS  NC(2n) o FC wm
CPAC 4950 20 1,28 0m 12,77
CPAC 4963 20 1,60 10m 16,05
CPAC 4966 20 1,57 10 m 15,68
CPAC 397 40 1,60 18m+2sm 32,02
CPAC 564 40 2,48 17m+3sm 49,67
CPAC 1244 40 2,10 19m+1sm 41,94
CPAC 1261 40 1,68 19m+1sm 33,66
CPAC 4387 40 1,48 16 m+4sm 29,60
CPAC 4393 40 1,54 18m+2sm 30,88
CPAC 4401 40 1,45 18m+2sm 28,99
CPAC 4947 40 1,31 17m+3sm 26,27
CPAC 5114 40 1,51 19m+1sm 30,26
CPAC 5196 40 2,26 20m 4529
CPAC 5205 40 1,83 19m+1sm 36,56
CPAC 5228 40 1,38 18m+2sm 27,52
CPAC 5234 40 1,66 18m+2sm 33,13
CPAC 5612 40 1,59 17m+3sm 31,74

Da mesma forma, comparando-se o tamanho médio dos cromossomos das duas espécies
de Stylosanthes aqui estudadas com os valores relatados para outros géneros da mesma tribo
Papilionoideae (Phaseolus, Vigna e Macroptilium), observa-se que os valores do tamanho
médio dos cromossomos destas espécies variam de 1 um a 3 um (FORNI-MARTINS, 1989).

Entretanto, outras espécies de Papilionoideae apresentam variagdes maiores de tamanho
cromossémico, como relatado em Crotalaria lanceolata com valores entre 0,68 e 3,34 um,
(ANDRADE et al. 2008), e em Cratylia sp., com variacdo entre 31,61 e 44,38 um (VARGAS,
2008). Em relacdo a férmula cariotipica (FC), entre os acessos diploides, todos apresentaram
cromossomos com morfologia metacéntrica (FC=10m). Dos 14 acessos tetraploides analisados,

13 apresentaram cromossomos metacéntricos e submetacéntricos, sendo um com FC= 16m +
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4sm, trés com FC= 17m + 3sm, cinco com FC= 18m + 2sm, e quatro com FC= 19m + 1sm.
Apenas 0 acesso CPAC 5196 apresentou FC= 20m (Tabela 2), confirmando haver variabilidade
cariomorfoldgica na espécie estudada.

A predominancia de cromossomos metacéntricos nos acessos das duas especies indica
uma tendéncia de manutencdo do cariétipo simétrico. Esta tendéncia a simetria em cariétipos
de membros de Fabaceae foi também observada por Kumari e Bir (1989) em alguns
representantes da subfamilia Caesalpinoideae, de acordo com o sistema de classificacéo
proposto por Stebbins (1971).

O estudo detalhado da assimetria cariotipica em alguns grupos de plantas permite uma
compreensdo clara do sentido da evolucdo cariolégica. Nesse caso, os indices de assimetria
cariotipica tém sido extensamente utilizados para inferir mecanismos de evolucdo
cromossémica em plantas (PASZKO, 2006).

Aumentos na assimetria cariotipica sdo principalmente decorrentes de translocacGes
Robertsonianas (forma comum de rearranjo cromossomico), inversdes e translocacoes
desiguais detectaveis através da analise do comportamento meidtico (ROMERO, 1986).

Embora 0s acessos tenham o mesmo nimero cromossdmico, 0S mesmos apresentaram
diferencas em relagdo ao TCL que variou entre 12,77 a 16,05 pum nos acessos diploides com
2n=20, e entre 27,52 a 49,67 um nos acessos tetraploides com 2n=40 (Tabela 2). Vieira et al.
(1993) encontraram variacao entre diploides de 19,48 e 22,89 um TCL, valores esses proximos
dos mensurados no nosso trabalho.

O comprimento relativo (CR) dos cromossomos, por representar a proporcdo de cada
cromossomo dentro do comprimento total do lote haploide (CA/TCL), é uma medida
interessante para comparar diferentes acessos e, até mesmo, diferentes espécies.

Na Tabela 3, observa-se que nos trés acessos diploides de S. seabrana, ndo houve variagdo
significativa entre os tamanhos cromossdémicos dos pares de | a X, onde 0s cromossomos que
apresentaram maior variagcdo foram o cromossomo VIII e o cromossomo IX, cujos valores
variaram entre 6,91%, no acesso CPAC 4950, a 8,90%, no acesso CPAC 4966 para o
cromossomo VIII, e 8,44%, acesso CPAC 4963, a 10,81%, acesso CPAC 4950 para o
cromossomo IX. Vieira et al. (1993) observaram em 12 espécies do género Stylosanthes
variacdo entre 11,15% a 12,16% para o tamanho do cromossomo | e 7,08% a 9,77% para 0
tamanho do cromossomo X, demonstrando também haver variacao significativa entre esses

acessos diploides.
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Tabela 3.Comprimentos cromossdmicos médios do brago curto (BC), brago longo (BL) e comprimento absoluto (CA),

em um, e comprimento relativo percentual (CR %) em trés acessos de Stylosanthes seabrana, coletados no semiarido brasileiro

ACESSOS Cromossomos
1 1l 111 v Vv Vi Vil VIlI 1X X
BC 0,88 0,79 0,78 0,77 0,76 0,74 0,70 0,64 0,62 0,56
g BL 1,06 0,85 1,00 0,87 0,85 0,87 0,82 0,78 0,76 0,78
52 cCcA 1,45 1,17 1,35 1,63 1,16 1,18 1,52 0,88 1,38 1,06
CR  11,36% 913%  1054% 1279% 9,09%  920% 1187% 691% 10,81% 8,30%
BC 0,91 0,83 0,80 0,77 0,76 0,74 0,70 0,64 0,61 0,54
Q. BL 0,99 0,93 0,91 0,90 0,86 0,93 0,87 0,90 0,75 0,72
5§ CA 1,90 1,76 1,72 1,68 1,62 1,66 1,57 1,54 1,36 1,25
CR  11,86% 1095% 10,69% 1044% 10,07% 1036% 9,78% 961% 844%  7,79%
BC 0,92 0,83 0,78 0,75 0,73 0,70 0,66 0,64 0,62 0,53
Qo BL 0,98 0,93 0,97 0,87 0,82 0,86 0,90 0,76 0,73 0,71
%§ CA 1,90 1,76 1,75 1,62 1,55 1,56 1,56 1,40 1,35 1,24
CR  1212% 1121% 11,16% 1032% 9,89%  992%  995% 890%  863%  7,92%

Esses dados podem também ser visualizados no idiograma da Figura 2 e no gréfico da

Figura 3.

v v VvI vl vilI IX X

Figura 2. ldiogramas do complemento cromossdmico haploide do acesso CPAC 4966 de Stylosanthes seabrana com n=10

destacando as bandas CMA+ em amarelo. Barraem 5 um.

total hapléide (%)
H [e)] [o]

Comprimento relativo do complemento
cromossdémico

14
12
10

Acessos diploides 2n = 20

1 2 3 4 5 6

CR % 4950 CR % 4966

7 8

CR % 4963

Figura 3 — Gréfico da distribuicdo do comprimento relativo do complemento cromossdémico total haploide
(%) dos cromossomos de acessos de Stylosanthes seabrana, alinhados em funcdo do comprimento
decrescente do brago curto de cada par cromossdmico (pares de 1 a 10).
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Por outro lado, entre os 14 acessos tetraploides de S. scabra (Tabela 4), observou-se maior
variacdo de comprimento cromossdémico relativo, destacando-se o par I, com variacdo entre
4,51% no acesso CPAC 5196, a 7,02% no acesso CPAC 564, o que representa uma diferenca
maior que 50% entre 0s acessos, sendo esse par cromossdmico muito importante para
diferenciacdo na anélise comparativa desses genotipos. Para o par cromossémico XX a variagdo
foi entre 2,55% no acesso CPAC 5196, a 4,50% no acesso CPAC 4387. Outros cromossomos
também apresentaram variacdo significativa nos comprimentos relativos, com variagdes entre
3,70% e 6,09% no par V, e entre 3,49% e 6,25% no par VII, para os acessos CPAC 1244 e
CPAC 564, respectivamente.

Nas Figuras 4 e 5 pode-se observar o idiograma e o grafico com os tamanhos
cromossémicos dos acessos de S. scabra, ficando evidente a diferenca nos tamanhos
cromossémicos dos acessos CPAC 1244 e CPAC 5196 em relacdo aos outros acessos da mesma

espécie.

m v v VI Vil IX X XI X XII XIV XV XVI XVII XVIHXIX XX

Figura 4. Idiogramas do complemento cromossémico haploide do acesso CPAC 4387 de S. scabra Vogel com n=20,

destacando as bandas CMA+ em amarelo. Barra 5 um.

Acessos tetraploides 2n = 40

»x
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*\‘J"A\‘ - =
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CR % 5196 CR % 1244 CR % 564 CR% 397  emmmmmm CR % 4387
CR% 4393  emmmmmmCR % 4401 e (R % 4947  emmmmmm CR % 5205 e CR % 5228

Comprimento relativo do complemento

e CR % 5234 e (CR % 5612 CR%1261 CR%5114

Figura 5 — Gréfico da distribuicdo do comprimento relativo do complemento cromossémico total haploide (%)
dos cromossomos de acessos de Stylosanthes scabra, alinhados em fun¢do do comprimento decrescente do brago
curto de cada par cromossdmico (pares de 1 a 20).




Tabela 4.Comprimentos cromossémicos médios do braco curto (BC), brago longo (BL) e comprimento absoluto (CA), em um, e comprimento relativo percentual (CR %) em trés acessos de
Stylosanthes scabra Vogel. Coletados no semiarido Brasileiro.

ACESSOS Cromossomos
1 11 1 v Vv VI VI VIII 1X X Xl Xl Xl XIV XV XVI XVII XVIII XIX XX
BC 0,94 0,87 0,85 0,83 0,81 0,79 0,77 0,77 0,75 0,74 0,71 0,70 0,68 0,67 0,65 0,62 0,62 0,57 0,51 0,45
2 5 BL 1,01 0,93 1,00 0,97 1,00 1,05 0,87 0,87 0,86 0,85 0,84 0,85 0,89 0,80 0,87 0,81 0,98 0,79 0,72 0,77
& o CA 1,95 1,80 1,85 1,80 1,81 1,84 1,64 1,64 1,61 1,59 1,56 1,55 1,57 1,47 1,53 1,43 1,60 1,35 1,23 1,22
CR 6,10% 561% 577% 561% 564% 573% 511% 511% 503%  496%  4,86%  483%  490%  4,58% 4,76% 4,47% 4,99% 4,22% 3,84% 3,81%
BC 1,60 1,38 1,31 1,26 1,23 1,20 1,18 1,12 1,11 1,10 1,06 1,05 0,99 0,98 0,98 0,92 0,90 0,88 0,87 0,68
g <+ BL 1,89 1,59 1,41 1,50 1,80 1,43 1,93 1,40 1,45 1,18 1,33 1,31 1,10 1,28 1,44 1,11 1,34 1,29 1,06 1,07
o B8 ca 3,49 2,97 2,73 2,76 3,03 2,63 3,11 2,52 2,56 2,28 2,38 2,36 2,08 2,26 2,42 2,03 2,24 2,17 1,93 1,75
CR 7,02% 598% 550% 556% 609% 529% 625% 507% 516% 459% 480% 475% 418% 454%  487%  408%  450%  437%  389% 351%
o BC 1,17 1,11 1,08 1,06 1,04 1,04 1,02 0,99 0,96 0,94 0,93 0,92 0,90 0,86 0,83 0,78 0,77 0,75 0,68 0,68
<3 8L 1,61 1,50 1,31 1,28 1,16 1,44 1,08 1,28 1,19 1,08 1,26 1,08 1,06 1,13 0,93 0,99 1,06 0,92 1,22 0,88
& Y cA 2,78 2,61 2,39 2,34 2,21 2,48 2,10 2,26 2,14 2,03 2,19 2,00 1,96 1,99 1,75 1,77 1,83 1,66 1,90 1,56
CR 457%  440%  402% 392% 370% 417% 349% 380% 359% 336% 367% 331% 323% 328% 294% 296%  304% 277% 311%  255%
BC 0,98 0,96 0,93 0,89 0,86 0,84 0,83 0,81 0,80 0,79 0,77 0,75 0,73 0,72 0,71 0,70 0,67 0,64 0,60 0,52
2 2 BL 0,98 1,06 0,99 0,92 1,03 0,97 1,03 0,88 0,92 0,82 0,82 0,82 0,98 0,90 0,88 0,82 0,89 0,88 0,84 0,81
a8 CcA 1,96 2,02 1,92 1,81 1,89 1,81 1,85 1,69 1,72 1,61 1,58 1,56 1,70 1,61 1,59 1,52 1,56 1,52 1,44 1,33
CR 5,83% 6,00% 570% 538% 561% 537% 550% 501% 510%  478%  470%  463% 506%  4,78% 4,72% 4,50% 4,62% 4,52% 4,26% 3,94%
BC 0,86 0,78 0,76 0,74 0,70 0,69 0,68 0,67 0,66 0,64 0,63 0,62 0,59 0,58 0,56 0,54 0,51 0,49 0,46 0,43
2 5 BL 0,97 0,90 0,85 0,87 0,84 0,95 0,80 0,93 0,91 0,80 0,90 0,86 0,81 0,85 0,74 0,81 0,78 0,74 0,81 0,91
88 CA 1,83 1,68 1,60 1,61 1,55 1,64 1,48 1,60 1,57 1,45 1,53 1,48 1,40 1,42 1,30 1,35 1,30 1,23 1,27 1,33
CR 6,17% 568%  540% 544% 522% 554% 501% 541% 530% 488% 516%  500% 471%  4,81% 4,39% 457% 4,37% 4,14% 4,29% 4,50%
BC 0,90 0,83 0,81 0,79 0,77 0,75 0,74 0,71 0,71 0,70 0,68 0,67 0,64 0,63 0,62 0,59 0,58 0,55 0,52 0,48
2 @ BL 1,20 0,91 0,86 0,89 0,88 0,79 0,81 0,84 0,88 0,97 0,87 0,90 0,76 0,86 0,85 0,85 0,71 0,76 0,78 0,90
5% CA 2,09 1,73 1,66 1,68 1,65 1,54 1,55 1,55 1,59 1,67 1,55 1,57 1,40 1,48 1,47 1,44 1,29 1,31 1,29 1,38
CR 6,78% 561%  538%  543%  533%  498% 5,01% 5,03% 5,13% 539%  502%  509%  454%  4,80% 4,76% 4,66% 4,17% 4,23% 4,19% 4,47%
BC 0,82 0,77 0,76 0,75 0,73 0,71 0,69 0,68 0,67 0,66 0,65 0,65 0,64 0,61 0,59 0,57 0,55 0,51 0,48 0,44
2 = BL 0,89 0,86 0,84 0,86 0,86 0,80 0,80 0,76 0,80 0,87 0,76 0,86 0,82 0,77 0,74 0,82 0,69 0,75 0,78 0,76
8% CA 1,70 1,64 1,60 1,61 1,59 1,51 1,49 1,44 1,46 1,53 1,41 1,51 1,46 1,38 1,34 1,38 1,24 1,27 1,26 1,20
CR 5,86% 564% 551% 555% 548% 522% 514%  495% 504% 526%  486% 521%  502%  4,76% 4,61% 4.77% 4,29% 4,36% 4,34% 4,13%
BC 0,84 0,77 0,73 0,71 0,67 0,65 0,63 0,61 0,61 0,59 0,58 0,56 0,56 0,54 0,52 0,51 0,47 0,45 0,42 0,39
2 5 BL 0,89 0,84 0,82 0,79 0,78 0,76 0,76 0,72 0,72 0,72 0,68 0,70 0,69 0,70 0,65 0,60 0,62 0,75 0,65 0,67
83 CA 1,72 1,61 1,56 1,50 1,44 1,41 1,39 1,33 1,33 1,31 1,25 1,26 1,25 1,23 1,17 1,10 1,09 1,20 1,07 1,06
CR 6,56% 6,11% 592% 571% 549% 537% 528% 507% 505% 497% 477% 481%  476%  4,68% 4,45% 4,20% 4,14% 4,56% 4,08% 4,02%
BC 0,87 0,84 0,81 0,80 0,78 0,76 0,74 0,73 0,71 0,69 0,66 0,65 0,64 0,62 0,61 0,59 0,58 0,56 0,52 0,51
2 <, BL 0,88 0,84 0,90 0,81 0,85 0,91 0,85 0,84 0,92 0,90 0,91 0,84 0,73 0,80 0,78 0,79 0,83 0,68 0,77 0,79
&= CA 1,74 1,68 1,71 1,61 1,64 1,67 1,59 1,57 1,63 1,59 1,57 1,49 1,36 1,42 1,39 1,39 1,41 1,23 1,30 1,30
CR 5,76% 554%  565% 532% 540% 553% 524%  518%  538%  525%  518%  4,92%  450%  4,70% 4,59% 4,58% 4,66% 4,06% 4,28% 4,29%
BC 1,35 1,24 1,19 1,18 1,11 1,07 1,06 1,05 1,05 1,04 1,02 0,96 0,95 0,95 0,93 0,88 0,84 0,84 0,79 0,66
2 © BL 1,63 1,31 1,51 1,33 1,39 1,29 1,36 1,22 1,30 1,22 1,43 1,08 1,32 1,14 1,28 1,13 1,09 1,15 1,04 0,97
o) % CA 2,98 2,55 2,71 2,51 2,50 2,36 2,42 2,27 2,35 2,26 2,44 2,03 2,27 2,09 2,20 2,01 1,93 1,98 1,82 1,63
CR 451%  380%  405% 371% 380% 347% 357% 335% 359% 339% 373% 307% 341% 303% 325% 292% 296% 313% 279% 252%
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Continuagdo tabela 4.

ACESSOS Cromossomos
| ol wv v v v [vin] ix | x [ xt [ xn [ xm ] xiv [ xv | Xvi | Xvi]Xvil] XIX | XX
BC 1,13 1,02 1,00 0,96 0,94 0,92 0,90 0,87 0,85 0,83 0,82 0,79 0,78 0,77 0,75 0,73 0,71 0,67 0,64 0,61
2 8 BL 1,17 1,09 1,12 1,08 1,01 1,06 1,09 1,01 0,98 0,93 1,03 0,89 0,99 0,94 0,94 0,95 0,97 0,79 0,99 0,89
6 % CA 2,30 2,11 2,12 2,05 1,95 1,97 1,99 1,88 1,83 1,76 1,84 1,68 1,77 1,71 1,68 1,68 1,68 1,45 1,63 1,50
CR 6,30% 5,78% 579% 559% 5,32% 5,39% 5,43% 5,14% 5,01% 4,82% 5,03% 4,60% 4,83% 4,68% 4,59% 4,59% 4,595 3,97% 4,44% 4,10%
BC 0,89 0,76 0,73 0,71 0,70 0,69 0,67 0,65 0,63 0,61 0,60 0,60 0,58 0,56 0,56 0,54 0,52 0,49 0,46 0,39
2 Q BL 0,99 0,96 0,80 0,78 0,78 0,78 0,73 0,67 0,77 0,69 0,72 0,75 0,85 0,66 0,70 0,70 0,69 0,71 0,80 0,68
% % CA 1,88 1,72 1,53 1,50 1,48 1,47 1,40 1,33 1,40 1,30 1,32 1,35 1,43 1,22 1,26 1,24 1,21 1,20 1,26 1,07
CR 6,82% 6,24% 556% 543% 5,38% 5,32% 5,10% 4,81% 5,08% 4,73% 4,79% 4,895 5,195 4,415 4,57% 4,51% 4,38% 4,35% 4,57% 3,88%
BC 0,97 0,90 0,88 0,85 0,83 0,81 0,81 0,79 0,77 0,77 0,75 0,73 0,72 0,70 0,68 0,65 0,65 0,62 0,60 0,50
2 3 BL 1,05 1,03 0,93 0,92 0,99 0,88 0,91 0,89 1,02 0,91 0,92 0,87 0,82 0,87 0,78 0,76 0,89 0,91 0,97 0,87
% % CA 2,02 1,94 1,80 1,77 1,82 1,69 1,71 1,68 1,80 1,68 1,67 1,61 1,54 1,57 1,46 1,42 1,53 1,53 1,56 1,37
CR 6,09% 5,84% 543% 5,33% 5,49% 5,10% 517% 5,08% 5,42% 5,06% 5,04% 4,84% 4,64% 4,72% 4,40% 4,27% 4,62% 4,61% 4,725 4,12%
o BC 0,90 0,84 0,83 0,82 0,79 0,79 0,78 0,76 0,75 0,74 0,73 0,72 0,70 0,68 0,66 0,64 0,63 0,61 0,57 0,52
< Y BL 0,92 0,90 0,90 0,90 0,92 0,84 0,84 0,87 0,90 0,81 0,93 0,89 0,78 0,88 0,74 0,71 0,82 0,93 0,95 0,87
% 8 CA 1,82 1,75 1,72 1,72 1,72 1,63 1,62 1,63 1,65 1,55 1,66 1,61 1,48 1,55 1,41 1,35 1,45 1,54 1,52 1,39
CR 5,73% 5,50% 543% 541% 5,40% 5,13% 5,10% 5,13% 5,20% 4,88% 5,22% 5,06% 4,65% 4,89% 4,43% 4,25% 4,58% 4,86% 4,77% 4,37%
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A andlise com a dupla coloragdo CMAs/DAPI permitiu a visualizagdo de dois blocos
CMA" na regido terminal de um par metacéntrico nos acessos diploides (Figuras 6A, B, C, D,
E, F) e Figura 2, e de quatro blocos CMA™ nos acessos tetraploides, sendo dois blocos CMA*
localizados na regido subterminal de um par cromossémico submetacéntrico, e dois blocos
localizados na regido proximal de outro par metacéntrico (Figuras 7A, B, C, D, E, F) e Figura
4,

Figura 6. Metafases com 2n=20 com dupla coloragdo CMA3/DAPI em Stylosanthes seabrana. Setas indicam a localizagdo em
dois blocos CMA* nas regides terminais dos cromossomos homélogos no acesso CPAC 4950, foto em (A) DAPI, em (B) CMA,
em (C) sobreposto, e acesso CPAC 4963, foto em (D) DAPI, em (E) CMA, em (F) sobreposto. Barraem C e F =5 pum.

Vieira et al. (1993) também relataram a existéncia de constri¢do secundaria no menor par
cromossdmico de algumas espécies diploides, o0 que corrobora com a existéncia dos blocos
CMA+ observados na regido terminal do ultimo par cromossémico metacéntrico dos citotipos

diploides do nosso trabalho. Nos citotipos tetraploides, foram observados blocos CMA*
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proximais no par cromossomico 16 e subterminais no par cromossomico 18.

Figura 7. Metafases com 2n=40 com dupla coloragdo CMA3/DAPI em Stylosanthes scabra. Setas indicam a localizagdo de
quatro blocos CMA* nas regides subterminal e proximal dos cromossomos homdlogos no acesso CPAC 4387, foto em (A)
DAPI, em (B) CMA, em (C) sobreposicdo e no acesso CPAC 4394, foto em (D) DAPI, em (E) CMA, em (F) sobreposicao.
BarraemCeF=5pum.

Esses blocos CMA™ sdo relatados pela primeira vez para as espécies e podem estar
relacionados aos loci das regides organizadoras do nucléolo (RONs). Em algumas células ndo
foi possivel visualizar as bandas de um dos pares devido a seu tamanho reduzido e a tendéncia
da distensdo da regido nas metafases analisadas.

Também foi possivel a visualizagdo de bandas DAPI+ e CMA- nos acessos CPAC 1261
e CPAC 5205 (Figura 8).
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Figura 8. Metafases com 2n=40 com dupla coloragdo CMAs/DAPI em Stylosanthes scabra, setas indicam a
localizagéo de dois blocos DAPI * nos cromossomos homologos do acesso CPAC 5205, foto em (A) DAPI, em
(B) CMA, Barraem B =5 um
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4. CONCLUSOES

1. A andlise citogenética  cromossdmica  numérica  permite  diferenciar
acessos de S. seabrana dos acessos fornecidos como S. scabra.

2. A avaliagdio cromossdmica morfolégica comparativa  fornece  subsidios
para uma melhor diferenciacdo entre acessos de Stylosanthes.

3. A coloragdio cromossomica com fluorocromos mostra a existéncia de

diferentes regiGes heterocromaticas entre 0s acessos.
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