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RESUMO - Quatorze populagdes de trés espécies de Macroptilinm (Benth.) Urban, nativas do Rio Grande do Sul, Brasil,
foram estudadas pela primeira vez, quanto ao comportamento meidtico da microsporogénese. A associagio e distribuigiio
dos cromossomos foi normal tanto na meiose 1 como na [1. As porcentagens de células meiticas normais mantiveram-se
acima de 91,5%, com excegilo da populagiio Cacequi de M. erytroloma (Benth.) Urban. Os {ndices meidticos (1M} situaram-
se acima de 90%, com excegdo das populagdes de Alegrete de M. heterophylliun (Willd.) Maréchal et Baudet e da
populagiio de Santa Maria de M. fierytirolonia. As diferengas significativas encontradas, para as fases do processo da
microsporogénese, entre as populagdes, dentro de cada espécie ¢ entre as espécies, indicam presenga de variabilidade
genética caracterfstica, que cada populagiio e/ou espécie utiliza para se adaptar a0 meio ambiente ¢ a garantir continuidade
de geragdes. Os dados obtidos indicam serem plantas com meiose normal e potencialmente férteis, sem problemas para
inclusio em programas de selegiio, cruzamentos e produgiio de sementes vidveis.

Palavras-chave: M. erythroloma, M. prostratum, M. heteropiylium, microsporogénese, meiose, (éirades, viabilidade do
pélen.

MICROSPOROGENESIS OF THREE SPECIES OF THE
GENUS Macroptilium (BENTH.) URBAN (LEGUMINOSAE - PAPILIONOIDEAE) NATIVE
IN RIO GRANDE DO SUL, BRAZIL

ABSTRACT —In this paper it is presented for the first time the meiotic behavior of microsporogenesis data concerning to
fourteen populations of three species of Macroptilium (Benth.) Urban native in the south of Brazil (Rio Grande do Sul).
The association and distribution of chromosomes was considered normal in both meiosis T and II. The normality for
meiotic cells was kept above 91% with exception of M. erythofoma (Benth.) Urban Cacequi population. The meiotic
indexes (MI) were kept above 90% with the exceptions of M. heterophytlum (Willd) Maréchal et Baudet from Alegrete and
M. herythroloma from Santa Maria populations. The significative differences among the populations inside each species
and between the species shown the characteristic genetic variability that each plant has and use to adapt itself to the
environment and promote Lhe continuity of the generations. The data obtained shown that the plants were normal
regarding 1o the meiosis and potentially fertile without problems in the inclusion of the species in programs of selection,
crossing and viable seed production.
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INTRODUCAO

O género Macroptilivm estd distribuido exclusi-
vamenle nas Américas, ocorrendo desde o sul dos
Estados Unidos até a Argentina. Siio considerados
centros de dispersio do gé€nero, o Brasil ¢ o Paraguai,
na América do Sul, e 0 México, na América do
Norte. No Brasil, est4 representado por dez espéci-
es, distribuidas da Amazodnia ao Rio Grande do Sul.
Neste altimo, encontram-se as espécies M.
prostratum, M. erythroloma, M. heterophyllum e
M. monophyllum (FEVEREIRO, [987).

E conhecido o efeito benéfico das leguminosas

a0 sistema ecolégico dos campos, pelo fornecimen-
to de nitrogénio, o qual confere seu elevado teor
protéico. Nesse contexto, instituigdes que desenvol-
Vem pesquisas no setor agropecudrio vém estudan-
do o aproveilamento de espécies de leguminosas
nativas como plantas forrageiras, dentre as quais al-
gumas espécies do género Macroptilium
(ANDRADE, 1985; MACHADO e JAQUES,
1995). GONCALVES (1980) sugeriu o desenvol-
vimento de (rabalhos que visem preservar as melho-
res espécies forrageiras nativas, a fim de evitar a
perda de germoplasma adaptado as condigdes eco-
16gicas de cada regido. Este material serd de utilida-
de para futuros trabalhos de melhoramento genético
ou usado em programas de recuperacio de dreas
degradadas.
O graude fertilidade das plantas é devido ao com-
portamento meidtico, sendo a formagiio de gametas
funcionais controlada por genes, que garantem um
processo meidtico normal. Entretanto, estes genes
podem sofrer mutagdes, causando irregularidades,
que comprometem a fertilidade dos individuos. As
mutagdes que afetam o pareamento cromossdmico
na meiose, sio de suma importincia, pois podem
levar i esterilidade total ou & formagdo de aneupldides
¢ eupldides (SENFF et al., 1992; BIONE e
PAGLIARINI, 1999; PAGLIARINI, 2000).

A delerminagao da viabilidade do pdlen é funda-
mental na investigagdo das causas da infertilidade das
plantas, de modo especial, quando se visa proces-
sos de selegfo para trabalhos de melhoramento
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(PENALOZA, 1995). Além disto, TETS e
HULBERT (1999} constataram que o pdlen de al-
gumas plantas € uma excelente fonte de nitrogénio.
Em eucalipto, porexemplo, o valor bioldgico do ni-
trogénio do pdlen, na composic¢io da proteina, €
excepcionalmente alto (72%) e o percentual da
digestibilidade do pélen € de 76%. Neste caso, de-
veriamos constderar o pélen como “flor-alimenta-
¢A0” para determinados insetos polinizadores e/ou
outros animais que se alimentam da flor.

Com o objetivo de adequar a utilizagdo dos re-
cursos genéticos disponiveis para o0 género
Macroptilium, o presente trabalho visou obter co-
nhecimentos sobre o comportamento da
microsporogénese ¢ analisar possivel presenga de
variabilidade genética dentro dos parimetros em
estudo, entre as populagdes dentro de cada espécie
e entre as espécies de M. erythroloma (Benth.)
Urban, M. heterophyllum (Willd.) Maréchal et
Baudet e M. prostratum (Benth.) Urban.

MATERIAL E METODOS

Trés espécies nativas do género Macroptilium,
M. erythroloma, M. heterophyllum e M.
prostratum, foram coletadas em varios municipios
no estado do Rio Grande do Sul. As exsicalas das
populagdes foram registradas no Herbério Santa
Maria Departamento de Biologia (SMDB), do Cen-
tro de Ciéncias Naturais e Exatas (CCNE) da Uni-
versidade Federal de Santa Maria (Tabela | e Figu-
ra l).

O trabalho foi desenvolvido durante os anos de

- 2000 e 2001, no Laboratério de Citogenética Ve-

getal e Biotecnologia do Departamento de Biologia
(CCNE/UFSM).

Foram utihzados, em média, 23 botdes florais de
diferentes inflorescéncias, por populagiio. Os botdes
foram fixados em etanol absoluto-icido acético (v/
v), na proporgio de 3:1, por um perfodo de 4 horas,
emtemperatura ambiente, ¢ armazenados em dlcool
70% (v/v), na geladeira, até as andlises. O corante
utilizado foi carmim propidnico 2% (m/v). Em mé-
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Tabela 1 . Espécies de Macropfilinm (Benth.) Urban, nimero do registro das populacdes, niimero de plantas estudas, locais
de ocorréncia ¢ datas de coletas, no Rio Grande do Sul (anos: 2000 e 2001}

Locais de ocerréncia Cata de coleta

Espécie Registro SMDB Numero de plantas
M. erythroloma 7857 08
{Benth.) Urban
7346 cg
7662 12
7681 04
7658 14
7659 o
M. heterophyllum (Willd.) 7669 06
Maréchal et Baudet
7667 10
7132 09
7145 : o7
M. prostratum (Benth.) 7665 13
Urban
7671 08
7663 05
7664 09

Sido Gabriel 10/01/01
Santa Maria 30/03/00
VSéo‘ Martinho da Serra 21/01/01
Tupanciretd 21/01/01
Cacequi 08/01/01
Restinga Seca 20/02/01
Santa Maria 24/01/01
Julio de Castilhos 21701101
Alegrete 28/02/00
Rosério do Sul 12/03/00
S&o Francisco de Assis 2311100
Passo Fundo 18/01/01
Santa Maria 13/11/00
Cruz Alla 21/01/01

SMDB = llerbario Santa Maria Departamento de Biologia

dia, foram analisadas 2.500 células por populagio.
Na andlise das fases da microsporogénese, para as
associagbes dos cromossomos em diacinese e
metafase I, foram consideradas células normais as
que apresentaram onze bivalentes e na disjungéo dos
cromossomos em anéfase e teléfase I, aquelas com
separacio regular de onze cromossomos duplica-
dos para cada pdlo. A disjungio dos cromossomos
também foi analisada em anafase e tel6fase 11, con-
siderando-se células normais aquelas que apresen-
taram distribuicio de onze cromossomos simples para
cada pélo. No estudo das tétrades, todas aquelas
que apresentaram ndmeros diferentes de quatro,
como diades, triades etc., foram consideradas célu-
las com anormalidades. O pdlen classificado como
normal foi aquele que continha o protoplasma cora-
do e distnibuido regularmente. O indice meidtico (IM)
foi calculado seguindo a férmula proposta por LOVE
(1949): IM = niimero de tétrades normais x 100/
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namero total de tétrades analisadas. Na andlise es-
tatistica, foi utilizado o teste ¢*a 5%, por meio do
programa estatistico SAS (1996), para comparar as
médias de normalidade do comportamento da
microsporogénese entre as populagoes dentro de
cada cspécie e entre as espécies:

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas andlises das fases da
microsporogénese e da viabilidade do pdlen estiio
registrados nas Tabelas 2, 3,4, 5,6 e 7. As associ-
agdes dos cromossomos em bivalentes na diacinese
e em metifase ], as tétrades e a viabilidade do pdlen
estio representados nas Figuras 2A, 2B, 2C, 2D,
2E.

Em todas as populagdes das trés espécies (Ta-
bela 2), tanto na meiose I como na meiose 11, a por-
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Figura 1 . Mapa do estado do Rio Grande do Sul (modificado da Secretaria de Agricultura e Abastecimento, 1993} com o5
municipios de coletas das espécies do género Macroptilivm (Benth.) Urban

centagem de células normais estd contida entre
91,7% a 100%, com excegio da populagio de
Cacequi da espécie M. erythroloma que apre-
sentou 85,7% em anifase/teldfase IE, Na fase de
tétrades (Tabela 2), a porcentagem de células nor-
mais também foi alta, acima de 88,0%, com ex-
cecao da populagdo de Santa Maria, de M.
erythroloma, com 84,0% e da populacio de Ale-
grete, de M. heterophyllum, com 84,9%. As Gni-
cas anormalidades encontradas nesta fase, emto-
das as populagdes, foram triades, porém em bai-
x0s percentuais (variando de 3% a 16%). Os in-
dices meidticos (Tabela 2), que indicam o
percentual de células normais, foram considera-
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dos satisfatorios, pois 0 mais baixo foi 88,6% na
populagio de Alegrete, de M. heterophylium.
Para LOVE (1949), plantas com IM acima de
90% podem ser consideradas normais. Qutras
espécies de leguminosas forragetras com alto IM
foram relatadas em literatura, entre elas, espécies
de Vigna, Arachis, Desmodinum, Adesmia,
Stylosanthes (SENFF et al., 1992; COELHO e
BATTISTIN, 1998; MATTOS et al., 1998).

Alta viabilidade do pélen estd sendo mantida
em todas as populacdes, nas trés espécies estu-
dadas (Tabela 3). A porcentagem mais baixa foi
encontrada na populagdo Rosdrio do Sul, da es-
pécie M. heterophyllum.
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Tabela 2 . Anilise da microsporogénese em populagces de Macroptilium erythroloma, Macroptilium  heterophylium e
Macroptilium prostratum, coletadas no Rio Grande do Sul, nos anos de 2000 ¢ 200]

Espiécie Populagho Melose | Molose
ASS0Caghe Disjungho T Metafase Il Disjungio
Diacinase/ Antfase I/ Anifase Il { Tétrades ™
Metafase | Teldfase | Teldfase |1
NN % NNt % NN % NN % MO NS %
M .erythroloma 7657 255 3 988 02 4 962 20 1 852 B - 100 56 27 952 863
{Benth.) Urban
7346 26 5 977 14 4 968 B - 100 45 1 937 420 B2 84D 895
7662 242 5 980 68 3 982 19 1 950 60 4 937 571 51 918 943
7661 24 & 982 197 4 982 14 - 100 TR TR s21 17 968 9714
7656 @ 5 918 153 6 962 14 1 933 B 3 esTy 508 16 974 97,0
7659 248 6 976 1" 4 965 12 - 100 70 4 948 542 23 960 954
M("A'r:ﬁ;‘l’)""’ RAIUR  eeg 2008 3 986 145 4 73 18 100 26 1 963 508 29 946 861
Marsehal at 7667 192 12 941 184 4 974 37 100 38 1 975 468 27 845 953
Baudet 7132 135 5 964 69 6 920 15 100 4 1 97 432 77 B4S 886
7145 203 9 874 197 6 870 5 - 100 22 1 958 478 61 887 929
M. prostralum 7665 N6 5 958 88 8 97 3 - 100 W . 00 408 52 8AT 907
(Banth.) Urban
7671 M 3 974 108 5 956 6 - 100 2 1 958 504 19 964 964
7663 237 18 929 128 2 985 14 - 100 15 1 937 541 25 856 953
7664 138 6 058 105 4 963 10 - 400 37 2 848 521 12 9r7 &7

N*: Namero de células normais; N**:

Numero de células anormais; %: Percentual de células normais; 1IM: Indice meidtico.

Tabela 3. Eistimativas de viabilidade do pélen em populagéies de M. erythroloma, M. heterophylium € M. prostratum, coletadas

no Rio Grande do Sul, nos anos 2000 e 2001

Espécies Populagio Localidade Pélens
Viaveis Invidveis % viaveis
M. erythroloma 7657 S&o Gabriel 1483 62 95,99
(Benth.} Urban 7346 Santa Maria 1486 54 96,49
7662 S&o0 Martinho da Serra 1494 26 98,29
7661 Tupancireta 1514 19 98,76 -
7658 Cacequi 1510 25 98,37
7659 Restinga seca 1480 34 97,75
M. heterophyllum 7669 Santa Maria 1543 36 97,72
(willd.) 7667 Julio de Castilhos 1512 14 99,08
Marechal et 7132 Alegrete 1329 177 88,25
Baudet 7145 Rosério do Sul 1330 197 87,10
M. prostratum 7665 Sao Francisco de Assis 1454 59 96,1 0
{Benth.) Urban 7671 Passo Fundo 1502 1 99,27
7663 Santa Maria 1510 7 99,54
7664 Cruz Alta 1485 18 98,80

%o: Percentual de pélens  vidveis.

Alta porcentagem de viabilidade do pélen de-
monstra alto potencial de fertilidade dos gametas
masculinos. Esla caracteristica foi encontrada, tam-
bém, em outras leguminosas, como € o caso de es-
pécies de Lathyrus 1.. (BIONDO e BATTISTIN,
1995), Adesmia DC. (COELHO e BATTISTIN,
1998), Stylosanthes Sw. (MATTOS et al., 1998).
Nido s¢ as leguminosas, mas todas as espécies que
produzem grande quantidade de pélen, sdo plantas
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que alocam uma significativa parcela de energiana
producgio de gametas, diferentes das que alocam
maior quantidade de energia na parte vegetativa
(PIANKA, 1970; STILING, 1998).

As andlises comparativas do comportamento das
fases da meiose entre seis populagdes de M.
erythroloma (Tabela 4) mostraram ocorréncia de dife-
rencas significativas entre aigumas populagdes, nafase
de tétrades e naestimativa de viabilidade do pélen.
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Figura 2 . Meiose: A) metifase | (11 II) de M. ervthreloma;
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B) diacinese (11 1) de M. heterophyllum; C)
tétrade normal de M. heterophyllum: D) pélen vi-
fivel ¢ E) invigvel de M. prostratum. Barra=10
pm
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Quanto as télrades, a amplitude de variagfo estd conti-
daentre 83,90% 297 40%, vanando significativamen-
te entre us populagdes de Cacequi, Sio Gabriel, Sio
Martinho da Serra e Santa Maria. Quanto destimativa
da viabilidade do pélen, a amplitude de varagio man-
teve-se entre 95 99% a 98,76%, mosirando diferen-
cas significativas entre suas porcentagens as popula-
¢Oes de Tupanciret, Restinga Seca e Sdio Gabrel.
Tabela 4 — Comparagio dos percentuais de normalidade do
comportamento da microsporogénese, avaliados
através do nimero de tétrades ¢ polens normais,

entre as populacies de Macroptilivm erythroloma
(B3enth.) Urban

Tétrades Polens

Localidade

Total % Total %
Cacequi 598 97.40 a 1510 98,37 ab
Tupancireta 521 96,80 ab 1514 98,76 a
Restinga Seca 542 95,93 ab 1480 97,75 b
Séo Gabriel 536 9520 b 1483 §59% ¢
Sao Martinho 571 81,80 ¢ 1484 98,29 ab
da Serra
Santa Maria 429 83.80d 1486 96,49 ¢
9%: percentual de nermalidade. I.etras na  coluna
correspondem as diferengas significativas, ao nivel de 5%

Entre as quatro populagdes de M. heterophylliom
(Tabela 5), também ocorreram diferengas significa-
tivas nas porcentagens em fase de tétrades e viabili-
dade do pélen. A amplitude de vanagiio das tétrades
estd compreendida entre 84,9% e 94,6%. As popu-
lagdes de Rosdrio do Sul e Alegrete, com porcenta-
gem superior de tétrades, diferiram significativamen-
te das de Santa Maria e Jalio de Castilhos. Quanto a
estimativa da viabilidade do pélen, as populagdes
de Rosdrio do Sul e Alegrete nao diferiram entre si.
Estas duas dltimas, mantiveram porcentagens inferi-
ores semelhantes tanto para tétrades como para vi-
abilidade do pdlen.

Nas quatro populagdes de M. prostratum, as di-
ferengas ocorreram nas teléfases 1, tétrades e viabihi-
dade do pélen (Tabela 0). As populagdes de Santa
Maria e Sio Francisco de Assis diferiram significati-
vamente entre si, tanto para tétrades e viabilidade do
pélen, como paracélulasem tel6fase 1.
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TABELA 5. Comparagiio dos percentuais de normalidade do
comportamento da microsporogénese, avalia-
dos através do niimero de tétrades e polens nor-
mais, entre as populagies de Macroptilinm
heterophylinm (Willd.) Maréchal et Baudet

Tétrades Palans
Localidade
Total % Total %

Santa Maria 508 9460 a 1543 97,72 b
Julio de 468 94,55 a 1512 99,08 a
Castilhos

Rosdric do Sul 479 88,70 b 1330 87,10 ¢
Alegrete 432 84,90 b 1329 88,25 ¢

%: percentual  de normalidade. Letras na coluna
correspondem as diferengas significativas, ao nivel de 5%

Quanto is tétrades a populagiio de Passo Fundo niio
diferiu de Cruz Altae Santa Maria. Para a viabilidade do
pélen, verificou-se que as populagdes de Santa Maria,
Cruz Altae Sfio Francisco de Assis diferiram entre si.

Teléfases 1, tétrades e viabilidade do pdlen, de-
monstram a distribui¢do dos cromossomos e a via-
bilidade normal ou niio dos gametas, neste caso
masculinos. As diferencas significativas encontra-
das entre as populagdes dentro de cada espécie, em
virias fases da meiose, refletem uma variabilidade
genética que cada populagao faz uso para se adap-
{ar ao meio ambiente e garantir continuidade de ge-
ragBes sucessivas dentro da espécie. Um dos as-
pectos basicos, em programas de melhoramento de
plantas, é aidentificagéio de alteragdes genéuicas en-
tre populagdes dentro de espécies (NASCIMEN-
TO JUNIOR et al., 1990).

Na comparagio das fases da meiose na
microsporogénese, entre as 1rés espécies de
Macroptilivm, foram encontradas diferengas significa-
tivas em diacinese e viabilidade do pélen (Tabela 7),
nas demais fases nfo ocorreram diferengas significati-
vas. Qs percentuais de células vidveis em diacinese e
grios de pélen mantiveram-se altos, acima de 93%.
Os dois parimetros sdo reflexos das condices de de-
senvolvimento da parte reprodutiva masculing, destas
plantas. Na diacinese, ocorre o parcamento dos
cromossomos, refletindo ahomologia entre 0s mesmaos,
enquanto que o pblen vidvel representa o conjunto de
gametas masculinos normais, aptos para a fertilizagfo.
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Tahela 6 . Comparagio dos percentuais de normalidade do comportamento da microsporogénese, avaliados através do
nimero de tétrades e plens normais, entre as populacies de Macroptilinm prostratum (Benth.) Urban

'Localidade

Telétase | Tetrades Pdlens
Total % Tetal % Total . %
Santa Maria 118 98,16 a 541 9558 b 1510 99,54 a
Passo Fundo 100 26,15 ab 504 96,37ab 1502 99,27 ab
Cruz Alta a8 96,08 ab 521 g7.75 a 1485 98,80 b
Sao Francisco de Assis 85 91,40 b 409 88,72 ¢ 1454 96,10 ¢

%: pereentual de normalidade. Letras na coluna correspondem as diferengas significativas, ao nivel de 5%

Um grande ndmero de plantas angiospermas pro-
duzem elevado nimero de pdlens vidveis, embora
nem todos sejam utilizados na fertilizagfo. Na fami-
lia das leguminosas, grande parte dos géneros com
plantas forrageiras, foram constatadas altas porcen-
tagens de viabilidade de pélen. Entre estes géneros
destacam-se Centrosema, Vigna, Arachis,
Desmodium, Adesmia, Stylosanthes, Lathyrus,
Eriosema, Rhynchosia (BATTISTIN,1983;
SENFF et al., 1992, 1995, COELHO e
BATTISTIN, 1998, MATTOS et al., 1998,
BIONDO e BATTISTIN, 2001).

As plantas usam diferentes estratégias evolutivas
nautilizagdo do pdlen. BATTISTIN (1983) consta-
tou que, em algumas espécies de Cenrrosema, ocorre
uma propor¢o inversa entre produgio de griios de
polen e quantidade de pdlen vidvel. Asespécies com
baixa produgao de pélen possuem alta porcentagem

Tabela 7. Comparagio dos percentuais de normalidade do
comportamento da microsporogénese entre es-
pécies do género Macroptilium (Benth.) Urban,
avaliados através do nimero de células em
diacinese e griios de pdlen normais

Diacinese Viabilidade do
) Péien
Espécie
Total % Total %
M. erythroloma 1.058 9888 a 8.967 9761b
(Benth,) Urban
M. heterophyllum 537 96,400 5714 93,09 ¢
{Willd.) Maréchal
et Baudet
M. prostratum 427 9531 ¢c 5.951 98,43 a
{Benth) Urban
%: percentual de normalidade. Letras na coluna
correspondem as diferengas significativas, ao nivel de 5%
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de viabilidade do pélen, enquanto que as espécies

‘com alta produgio de pdlen possuem baixa

porcentagen de viabilidade polinica.

Em Arachis pintoi (PENALOZA, 1995), em-
bora ocorra baixa porcentagem de viabilidade do
pélen (16%) esta é suficiente para fertilizag@io dos
&vulos e produgdo de sementes, sem causar proble-
mas para a espécie. Eriosema glabrum € uma
leguminosa que, apesar de apresentar um grande
numero de pdlen invidvel (52,91%), niio apresenta
problemas reprodutivos, todo o pélen viivel € apro-
veitado otimizando 0 menor nivel de energia que €
alocada na formag¢ao do mesmo (BIONDO e
BATTISTIN, 2001). Provavelmente, cada espécic
tem sua reserva génica para desenvolver estratégias
de conservagfo durante o processo evolutivo, pos-
sibilitando se adaptar ao meio ambiente e garantir a
continuidade das geragBes sucessivas, assim contor-
nando problemas que possam levar i extingiio.

CONCLUSOES

As trés espécies do género Muacroptilium,
analisadas neste trabalho, possuem
microsporogénese normal, o que possibilita pre-
ver sucesso quando da sua introdugéo em pro-
gramas de sele¢io, cruzamento € produgiio de
sementes.

As diferencas significativas, encontradas
para as fases do processo de microsporogénese
entre as populagdes, dentro de cada espécie e
entre as espécies, refletem a ocorréncia de varia-
bilidade genética caracteristica de cada espécie.

PESQ.AGROP. GAUCHA, v. 8, n. 1-2, p. 121-129, 2002
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