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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a germinacéao de
sementes e a caracterizacao citogenética de acessos do género
Stylosanthes. Os acessos analisados foram provenientes do Estado da
Bahia, dos municipios de Tucano, Teofilandia, Santaluz e Ichu. Trinta
sementes de cada acesso foram distribuidas em placas de Petri com
papel filtro umedecido ou contendo meio MS. Para germinacao das
sementes, foi retirado o tegumento e realizada a desinfestacao. Apds a
germinacao, as raizes foram coletadas, pré-tratadas, fixadas em Carnoy
e coradas com Giemsa. A germinacao ocorreu apds sete dias em placa
de Petri, quando obteve-se percentagens entre 3,33% (acessos P81-3B
e P83-4B) e 13,33% (acessos P81-1B e P83-1B). Em meio MS, a
germinacao ocorreu apods cinco dias, com valores entre zero (acesso
P83-4B) e 26,66 % (acesso P91-3B). Do ponto de vista citogenético, os
acessos P91-3B e P81-1B foram analisados, observando-se 2n =20
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cromossomos. A morfologia cromossdmica variou de metacéntrico a
submetacéntrico e os nucleos interfasicos foram do tipo arreticulado,
com grandes cromocentros corados. De maneira geral, observou-se
maior eficiéncia na germinacdo em meio MS. As analises cariotipicas
poderao subsidiar estudos para caracterizar acessos e populacdes que
ocorrem em ambientes distintos.

Palavras-chave: Cromossomo. Cariétipo. Morfologia, Germinacéo.

Introducéo

O género Stylosanthes Sw., compreende cerca de 50 espécies das quais
aproximadamente 25 ocorrem no Brasil, principalmente no Cerrado. A
distribuicdo geografica das espécies deste género ocorre espontaneamente
pelas zonas tropicais e subtropicais da América de forma extensa (COSTA
et al., 2008), constituindo uma rica fonte protéico-energética para a
nutricao animal (CASTILLO; GUENNI, 2001).

Existem poucas informacdes sobre a delimitacao taxondmica entre as
espécies de Stylosanthes, tornando-se necessdria a realizacao de estudos
mais detalhados para caracterizacao das espécies.

As técnicas em citogenética tém sido uma importante ferramenta de
estudo para caracterizacao de espécies e acessos dos mais variados
taxons. A citogenética compreende todo e qualquer estudo relativo ao
cromossomo isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, tanto no
que diz respeito a sua morfologia, organizacao, funcao e replicacao quanto
a sua variacao e evolucao (GUERRA, 1988).

A andlise cromossdmica é a Unica forma de observar todo o genoma de um
eucarioto na forma de blocos individualizados de material genético,
passiveis de serem mensurados, diferenciados em subunidades e
manipulado de diversas maneiras (GUERRA; SOUZA, 2002). Nesse
contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a germinacao de sementes,
assim como a morfologia e nimero de cromossomos de acessos do género
Stylosanthes coletados no Semiérido brasileiro.
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Material e métodos

Os acessos de Stylosanthes analisados foram provenientes do Estado
da Bahia, nos municipios de Tucano, Teofilandia, Santaluz e Ichu. A
Fig. 1a mostra a planta cultivada em casa de vegetacao. Foram
coletados seis acessos do género Stylosanthes, conforme cédigos a
seguir: P54-1B, P81-1B, P81-3B, P83-1B, P83-4B, P91-3B. No
Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Semi-Arido foi realizada a
germinacao das sementes in vitro, sendo retirado o tegumento, com
o auxilio de pinca, bisturi e lupa. Em cédmara de fluxo laminar, as
sementes foram desinfestadas com etanol 70% durante 1 min e
hipoclorito de sédio 1% durante 20 min, seguida de trés lavagens em
agua destilada autoclavada por cinco minutos cada. Trinta sementes
de cada acesso foram distribuidas em duas condi¢cdes de incubacao
sendo, placas de Petri esterilizadas contendo papel filtro umedecido
com agua destilada autoclavada, ou contendo meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962).

Apds a germinacao, as raizes foram coletadas e pré-tratadas com
8-hidroxiquinoleina 0,002 M por cercade 10 h a 4°C e fixadas em
Carnoy 3:1 (alcool etilico: acido acético glacial v/v). As fixacoes
foram mantidas por duas horas a temperatura ambiente, em
seguida, estocadas a -20°C até posterior andlise. As laminas
foram preparadas apdés lavagem e hidrélise em acido cloridrico 5N,
por 20 min, em seguida, foram esmagados em acido acético 45%,
congeladas em nitrogénio liquido para remocao da laminula, secas
ao ar, coradas com Giemsa 2% e montadas com Entellan
(GUERRA; SOUZA, 2002). As melhores células foram capturadas
com camera fotogréafica digital com resolucao de 4.0 “megapixels’
através do programa ZoomBrowser Ex acoplada a um microscépio
de fluorescéncia.

’

Resultados e Discussao

A germinacao dos acessos de Stylosanthes ocorreu, em média, dentro
de sete dias quando semeadas em placas de Petri com papel filtro
umedecido e cinco dias em meio de cultura MS (Tabela 1).
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Tabela 1. Percentagem de germinacao dos acessos de Stylosanthes em
placa de Petri com papel filtro ou com meio MS.

Acessos de N° sementes N° sementes N° sementes Germinadas em  Germinadas em
Stylosanthes cultivadas/ germinadas em  germinadas em placa de Petri meio MS
spp- Placa placa de Petri placa de Petri (%) (%)
com papel com meio MS
filtro
P54-1B 30 2 5 6,66 % 16,66 %
P81-1B 30 4 1 13,33 % 3,33 %
P81-3B 30 1 2 3,33 % 6,66 %
P83-1B 30 4 1 13,33 % 3,33 %
P83-4B 30 1 0 3,33 % 0 %
P91-3B 30 3 8 10 % 26,66 %

Foto: Suelen Jaiane Benevides da Silva

A partir da observacao dos resultados em diferentes condicdes de
germinacao, verificou-se diferencas significativas no niimero e
porcentagem de germinacao dos acessos. Com relacao a germinacao em
placas de Petri com papel filtro, os acessos P81-1B e P83-1B (13,33%)
apresentaram maiores porcentagens de germinacao, ja os acessos P81-3B
e P83-4B (3,33%) mostraram valores menores. Em meio de cultura MS,
foi verificado no acesso P91-3B a maior porcentagem de germinacao com
26,66 %, entretanto, em P83-4B nao houve germinacgao.

Foto: Maria do Socorro Evangelista Coelho
Fotos: Suelen Jaiane Benevides da Silva

Fig. 1. Acessos de Stylosanthes. Aspecto morfolégico de P54-1B (a),
metafase mitética com 2n =20 cromossomos em P91-3B (b), sementes sem
tegumento de P91-3B (c) e sementes com tegumento de P54-1B (d). Barra
em B corresponde a 10 ym.
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Estes baixos valores quanto ao nimero e porcentagem de germinacao do
género Stylosanthes, mesmo em condicoes ideais (meio MS),
relacionam-se com uma caracteristica peculiar da maioria das
leguminosas, pois estas tém alta producao de sementes, mas nao
germinam com facilidade devido a presenca do tegumento (Fig. 1d), que
dificulta a absorcao de dgua e a penetracao de gases (sementes duras).
A proporcao de “sementes duras” € influenciada pela espécie, variedade,
ano e local de producao da planta.

O Semiarido é uma regido que apresenta altas temperaturas e baixa
disponibilidade de dgua favorecendo a producao deste tipo de
semente, fator que deve ser analisado na formacao de pastos
(FERNANDES et al. 2000). Esta é uma estratégia de sobrevivéncia da
espécie na natureza, pois a impermeabilidade do tegumento reduz
gradativamente e uma proporcao de sementes germina a cada periodo.

Vale ressaltar que para as duas condi¢cOes de germinacao avaliadas
neste trabalho, o tegumento foi retirado (Fig. 1c) na tentativa de
viabilizar a germinacao de uma maior quantidade de sementes.

Sob o ponto de vista citogenético, até o momento, apenas os acessos
P91-3B e P81-1B foram analisados. Estes apresentaram 2n =20
cromossomos (Fig. 1b). A morfologia cromossémica variou de
metacéntrico a submetacéntrico e os nucleos interfasicos foram do tipo
arreticulado, com grandes cromocentros corados. Por outro lado,
estudos realizados em sete espécies e trés variedades do género
Stylosanthes constataram plantas dipldides com 2n = 20 e tetrapldides
com 2n =40 cromossomos (BATTISTIN; MARTINS, 1987).

A finalizacao das andlises cariotipicas ird subsidiar os estudos de
caracterizacao dos acessos de populacdes que ocorrem em
ambientes distintos do Semiarido brasileiro.
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Conclusoes

O maior nimero e porcentagem de germinacédo de sementes de
Stylosanthes foram verificados em meio de cultura MS quando
comparada a germinacao em placa de Petri com papel filtro umedecido.
Os acessos P91-3B e P81-1B apresentam 2n = 20 cromossomos, com
morfologia cromoss6mica variando de metacéntrico a submetacéntrico.
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