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VARIABILIDADE GENETICA DA TOLERANC1A SALINA EM POPULAGOES
DE Stylosanthes humilis H.B.K. DE DIFERENTES REGIOES
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Autora:MARIA BERNADETE LOVATO

Orientador:Prof.Dr. PAULO SODERO MARTINS

RESUMO

Com o objetivo de estudar o comportamento de
populacoes de Stylosanthes humilis em relacdo a salinidade e
a variabilidade genética deste caradter nos estadios da
germinacdo e do crescimento inicial foram analisadas seis
populacbes provenientes de trés regides ecogeograficas do
Estado de Pernambuco.lForam também realizadas eletroforeses
de peroxidase,esterase e malato desidrogenase para
investigar a possivel associacdo da tolerancia salina com os
padroes eletroforéticos.

A toleréancia salina das populacoes na
germinacio de sementes egcarificadas foi avaliada em um
gradiente de NaCl de 0 a 268 mM, através da porcentagem e da
velocidade de germinacdo,e no crescimento inicial em soiucdo
nutritiva em guatro concentracoes de NaCl ,0, 40, 80 e
120 mM, wutilizando 11 caracteres.Para a estimativa de
parametros genéticos foram realizados ensaios a nivel de

familias na germinacdc com s8sementes escarificadas e nac
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eascarificadas e no estddio de crescimento inicial.

Na germinacédo a tolerédncia salina é
relativamente elevada,sendo que a porcentagem de germinacédo
na maioria das populacoes s86 foi afetada por concentracoes
de NaCl acima de 134 mM e somente reduzida a 50% (G50) na
média das populacdes na concentracdo de 268 mM, equivalendo
ao potencial osmético de -1,2 MPa.As populacbes nessa fase
apresentaram—se muito diferentes quanto a tolerancia
salina,sendo também observada ampla wvariabilidade genética
entre familias nas populacbes do Sertdo e em especial nas do
Agreste,com coeficientes de variacdo genética de 21,3 a
52,3% e de determinacdo genotipica de 0,90 a 0,98 , para
sementes escarificadas.

A toleradncia salina das populacdes no estadio
de crescimento inicial foi menor do que na germinacdo e ndo
houve relacdo de tolerdncia das populacOes nas duas fases.A
posicdo relativa de cada populacdo gquanto ao grau de
tolerdncia variou de acordo com o carater considerado, mas
foi obtida boa separacdo das populacgOes considerando o
conjunto de caracteres.Para uma correta avaliacdo quanto a
toleréncia salina em gen6tipos dessa espPécie €é necessario
considerar uma combinacdo de caracteres.

Em comparacdo com outras espécies relatadas
na literatura,algumas populacOes de S. humilis podem ser
consideradas moderadamente tolerantes ao s8ai durante o

crescimento inicial.A populacéo Flores, a mais

tolerante,apresentou para o carater wvpesno 8ecoc da parte



x
aérea,em relacdo ao controle,o valor de 74%¥ em 80 mM de NaCl
e 37% em 120 mM e a populacdo Janga, uma das mais sensiveis
52% em 80 mM e 25% em 120 mM,sendo o valor do ponto de
inflexdo (nivel maximo em gque ndo ha alteracdo no
crescimento),ao redor de 40 mM na média das populacoes.

A magnitude dos coeficientes de variacao
genética e de herdabilidade no crescimento inicial
dependeram do cardter e da populacdo considerados,variando
respectivamente de O a 56,5% e de 0 a 0,673. Houve relacéo
entre o grau de variabilidade nas duas fases do ciclo de
vida para todas as populacdes,com excecdo de Caruaru, do
Agreste .Houve também consideravel variacao dentro de
familias.

As duas populagcbes da Mata, em especial a
Tamandarée, apresentaram pequena variabilidade genética nos
dois estadios do ciclo de vida, o gque esta de acordo com a
baixa variabilidade isoenzimatica encontrada por MARCON
(1988) nessas popuiacdes,sendo mais uma evidéncia de gue ela
deve ser causada pelo efeito do fundador, levando a deriva
genética.

Os niveis de variabilidade na toleréncia
salina entre e dentro da maioria das populacdes nas duas
fases do ciclo de vida oferecem condig¢es para a selecdo e o
melhoramento dessa espécie quanto a esse carater.kssa
variabilidade e também importante para a adaptacdo da
espécie a niveis variaveis de salinidade.

A eletroforese de isoenzimas revelou a
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associacdo de um alelo da peroxidase com a tolerdncia salina

na germinacido da populacdo Caruaru.Bntre as varias hipdteses

para explicar essa associagdo, foram consideradas como mais

plausiveis, o efeito do fundador , a reducdo no tamanho

populacional e a possibilidade desse alelo ter uma origem

recente.
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GENETIC VARIABILITY OF SALT TOLERANCE IN POPULATIONS OF
Stylosanthes humilis H.B.K. OF DIFFERENT ECOGEOGRAFIC
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SUMMARY

The behavior ot 8ix populations of
Stylosanthes humilis from three ecogeographic regions of the
State of Pernambuco was analysed, in order to study the salt
tolerance and the genetic variability ot this character
during germination and initial phase of growth.
Electrophoresis for enzymes peroxidase, esterase and
malate dehydrogenase was performed to investigate the
rossibility ot association between salt toierance and
electrophoretic patterns.

Germination percentage and germination rate
were used to evaluate the salt tolerance of populations in
scarified seeds in a gradient of O to 268 mM NaCl.The effect
of salt in the initial phase of growth was evaluated in
nutrient solution with four different NaCl concentrations of
0, 40, 80 and 120 mM NaCl, foreleven characters. The
estimation of the genetic parameters was obtained for

germination of scarified and non—-scarified seeds and initial



xiii
phase of growth at family level.

Salt tolerance in germination is high.In most
populations germination percentage was only affected at
concentrations higher than 134 mM. A reduction of
germination up to 50% was observed at the average of the
populations at a concentration of 268 mM, the equivalent to
a -1,2 MPa osmotic potential.The populations showed to be
differences in salt tolerance and a large genetic
variability was observed among families of Sertao
populations,and specially in the Agreste populations,with a
coefficient of genetic variation varying from 21,3 to 52,3%
and a coefficient of genotypic determination varying from
0,90 to 0,98 for scarified seeds.

Populations at the initial phase of growth
showed less tolerance to salinity than at germination.No
relation was observed in salt tolerance of the populations
at both phases.The relative position of each population in
relation to the degree of tolerance differed depending upon
the character considered, but a good separation of
populations could be achieved considering & set of
characters.For the correct evaluation of genotypes of the
species to salt tolerance, a combination of characters is
necessary .

Some populations of S.hAumilis could be
considered moderately salt tolerant at the initial phase of
growth,when compared to other species referred in the

literature.Flores,the most toilerant population.showed a
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shoot dry weight in relation to the control of 74% at NaCl
concentration of 80 mM and 37% at 120 mM, while Janga, the
most sensitive population showed 52% at 80 mM and 25% at
120 mM.The threshold (max. level with no growth alteration)
is around 40 mM for the average of the populations.

The extent of the coefficients of genetic
variation and heritability in the initial phase of growth
depends upon the character and the population analysed,
varying fron O to 56,5% and O to 0,673, respectively. A
relation in variability exists in both phases of life cycle
in all populations studied,with the exception of the Caruaru
populations of Agreste.Considerable variation has been
observed within families.

The two populations from Mata,specially the
Tamandaré population,showed little genetic wvariability in
both phases of 1life cycle,which agrees with the low
isozymatic variability found by MARCON (1988) in these
populations,constituting one more evidence that this low
variability level must be due to founder effect,leading to
genetic drift.

The level of variability for salt tolerance
between and within most of the populations at both phases of
life cycle offers the possibility of selection for this
character.This variability is also important for the
adaptation of the species to different salinity levels.

1sozyme electroforesis revealed the

association of an peroxidase alelle with salt tolerance at
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germination in the Caruaru population.Among several
hypothesis wich might explain this association,the founder
effect,reduction of population size and the possibility that

this alelle might be of recent origin,were considered the

most plausible.



1. INTRODUCAC

O conhecimento do comportamento e da
variabilidade genética das populacOes naturais em relacdo a
fatores ambientais pode fornecer subsidios para o
entendimento das estratégias adaptativas e da dinamica
evolutiva dessas populacdes .

A salinidade tem 8ido considerada como um
importante fator edafico que limita a distribuicdo das
plantas em ambientes naturais em muitas partes do mundo
(TAL,1985).Em regites de climas 4aridos ou semi-aridos e
comum a presenca de solos salinos,devido as altas taxas de
evaporacdo que acarretam acumulo de sais no solo e na agua
(RICHARDS,1954).

Stylosanthes humilis é considerada como uma
importante espécie forrageira, especialmente adaptada para
regides tropicais semi—aridas.No Nordeste brasileiro ela tem
ampia distribuicio geografica sendo encontrada desde o
litoral ate Io} sertao,em diferentes condicoes
edafo-climaticas,entre as gquais a s8alinidade do 8olo que
pode ser um importante fator reiacionado com a adaptacdo e

distribuicdao dessa espéecie.
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O conhecimento da tolerdncia a salinidade e a
variabilidade genética gquanto a esse carater além de
auxiliar o entendimento da dindmica dessas populacoOes,pode
ainda ser importante para orientar trabalhos de selecdo e
melhoramento.

A investigacdo de caracteres bioquimicos
associados com a tolerdncia a estresses ambientais tem
constituido uma preocupacdo de muitos pesquisadores,tanto
para auxiliar no entendimento dos mecanismos responsaveis
pela tolerdncia a esses estresses,como para serem utilizados
para a caracterizacdo de gendotipos tolerantes.

A variabilidade isoenzimatica detectada por
eletroforese em populactes naturais tem sido em varios casos
correlacionada com caracteristicas do ambiente dessas
populacdes e com caracteres quantitativos de importancia
adaptativa e/ou agrondmica.

O presente trabalho utilizando seis
populacbes naturais de Stylosanthes humilis,coletadas em
trés regites ecogeograficas do Estado de Pernambuco,procura
estudar a adaptacdo a salinidade e a estrutura genética
dessas populacides.08 objetivos especificos desse estudo s#o
o8 seguintes:

a) avaliar o efeito da salinidade na germinacdo e no
crescimento inicial de diferentes populacies de Stylosanthnes
humilis,submetidas a gradientes experimentais de salinidade;
b) determinar o grau de variabilidade genética,estimando os

parametros genéticos guanto a toieradncia salina no estadio



3

de germinacdo e do crescimento inicial,de cada uma dessas

populacoes;
c) associar a tolerdncia salina na germinacao e no
crescimento com diferentes padroes eletroforéticos de
isoenzimas;

d) associar a tolerdncia salina e o grau de variabilidade
genética desse carater com a variabilidade ambiental e com a

selecdo e a adaptacdo das populacédes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A espécie Stylosanthes humilis :consideracées biolo-—

gilcas e agronémicas

A espécie Sty losanthes humilis H.B.K.
pertence & subtribo Stylosanthinae,tribo Aeschynomenae,
subfamilia Papilionoideae, familia Leguminosae (RUDD,1981). O
género Stylosanthes,segundo FERREIRA & COSTA (1979), possui
39 espécies conhecidas,sendo que 25 ocorrem no Brasil e 19
s80 nativas do Kstado de Minas Gerais.

Stylosanthes humilis € endémico mna America
Central e do Sul,ocorrendo desde a parte central do México
até o Estado do Rio de Janeiro.No Brasil essa espécie é
encontrada nos Hkstados da Bahia,Ceara,Para,Pernambuco,Rio
Grande do Norte ,Maranhdo , Piaui,Rio de Janeiro, Goias,
Paraiba, Minas Gerais e na Ilha de Fernando de Noronha
(FERREIRA & COSTA, 1979). A especie foi introduzida na
Austrdlia no comeco do seculo, sendo conhecida por
"Townaville stylo"” (GILLARD & FISHER,1978).

Stylosanthes humilis e considerada uma
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espécie especialmente adaptada as areas de climas tropicais
semi-aridos, embora ocorra em areas do Brasil com
precipitacdo anual de até 1500 mm anuais (NASCIMENTO
JUNIOR, 1981 ) .Segundo esse autor.,a espécie desenvolve—-se bem
em solos de baixa fertilidade,sendo tolerante ao excesso de
manganés e aluminio,tem capacidade de extrair fosforo de
s0los pobres nesse elemento,sendo ainda Ppouco exigente em
micronutrientes.

A espécie & anual,exigindo dias curtos para
florescer, apresentando alto grau de variabilidade quanto ao
tempo de florescimento (CAMRRON ,1967a;BARRIGA,1979).Uma vesz
que o florescimento €é iniciado,o0 crescimento vegetativo
cessa e todos os apices tornam—se florais (t MANNETJE & VAN
BENNEKOM,1974).

As sementes de Sty losanthes humilis,
apresentam dorméncia tegumentar e do embrido logo apos a
maturacdo,gque € reduzida a medida que o verdo se aproxima
(CAMERON, 1967b; GARDNER,1975).A dorméncia do tegumento é
provavelmente quebrada pelas altas temperaturas da
superficie do solo (HUMPHREYS,1981).A dorméncia do embrido
pode ser eliminada por flutuagcbes de temperatura,sendo
sensivel a pequenas variacoes de curta duracao
(BALLARD, 1972; BUTLER, 1975) .08 mecanismos de dorméncia servem
como escape a seca,evitando que a germinacdo das sementes
ocorra nas primeiras chuvas, que normalmente s8&o seguidas de
prolongados periodos de seca (MOTT et alii,1981).

Durante a fase de estabelecimento.as plantas
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de Stylosanthes humilis sdo capazes de suportar consideravel
estresse de agua .As folhas das pldntulas durante os
periodos de estresse de agua,orientam—se paralelamente em
direcdo ao sol,reduzindo a absorcdo de radiacdo solar e
desse modo a temperatura da folha e a perda de agua. As
plédntulas apresentam rapido crescimento da raiz as expensas
do crescimento da parte aérea (GILLARD & FISHER,1978)_Esse
mecanismo, segundo esses autores,é vantajoso para garantir a
sobrevivéncia durante o estresse de agua,mas ao mesmo
tempo,torna as pladntulas vulneraveis ao sombreamento com
outras espécies,sendo esse o fator mais deletério em
pastagens consorciadas com gramineas .

A importédncia das leguminosas nas pastagens
esta relacionada com a fixacao do nitrogénio
atmosférico.Stylosanthes humilis nodula com uma ampla
variedade de linhagens de Rhizobium e,essa promiscuidade é
um fator importante para sua amplitude de distribuicao e
utilizacdo como forrageira.

Stylosanthes humilis mostra extrema
tolerdancia ao pastoreio intenso e pode 8er utilizada em
pastagens puras ou consorciadas.Por ser sensivel ao
sombreamento,e vulneravel a competicdo com gramineas perenes
de porte alto e gramineas anuais de rapido crescimento.No
caso de pisoteio intenso essa interferéncia ¢é reduzida e
boas consorciacoes de gramineas e Jleguminosas tém sido

obtidas (GILLARD & FISHER, 1978).



2.2. Consideracdes gerais sobre salinidade

AB regioes aridas e semi-aridas, gue
constituem cerca de 40% da superticie da terra 83d0
caracterizadas pela seca e temperaturas extremas e
normalmente pela presenca de agua e solos salinos
(TAL, 1985) _Nessas regides,a elevada taxa de evaporacao

acarreta o acumulo de sais no solo e na &agua,principalmente
de cations sodio,calcio e magnésio e pelos &@nions cloreto e
sulfato (RICHARDS, 1954).

As maiores areas afetadas pelo sal, desse
modo combinam duas caracteristicas adversas, a salinidade e
a aridez. Consequentemente, as plantas nativas das areas
salinas devem ser adaptadas para as situacdes adversas que
estes ambientes apresentam em comum e,adicionalimente,aos
efeitos combinados da baixa disponibilidade de agua,com a
presenca da toxidez de s6dio e de outros ions presentes em
altas concentracoes (EPSTEIN,1975).

Segundo KLAR (1984),08 8olos salinos sdo
caracterizados por possuirem uma condutividade elétrica
do extrato de saturacio maior gque 4 mmhos/cm a 2500, sendo
que a condutividade elétrica (EC) é& diretamente relacionada
com a concentracao de sais soluveis na solucdo do solo,sendo
o potencial oamético iguai a -0,36 EC .
O excesso de salinidade tem s8ido considerado

o mais importante fator edafico que limita a distribuicé&o

das plantas em ambientes naturais e.constitui-se em um sério
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problema para a agricultura em wmuitas partes do mundo
(TAL,1985).

A irrigacdo com agua salina e a aplicacdo de
fertilizantes sido os fatores mais responsaveis pelo aumento
da salinidade do solo,o qQue tem acarretado a inutilizacdo de
grandes areas antes cultivaveis (EPSTEIN et alii ,1980).0
custo da irrigacdo com agua de alta qualidade ¢é elevado e
desse modo ,a selecdo e o melhoramento para tolerancia a
salinidade em espécies de importadncia agronomica, tem sido
considerados como uma estratégia economica eficiente para
sobrepor o problema de salinidade do solo (EPSTEIN,1985).

As espécies que crescem em ambientes salinos,
possuem adaptagoOes especiais e 830 denominadas haléfitas
{EPSTEIN,1975) .Nesse caso,o8 solos 8s8alinos 83do definidos
como aqQuelies que apresentam um potencial osmético menor que
-3,3 bar,sendo equivalente @ 70 mM de 8ais monovalentes

(GREENWAY & MUNNS,1980).

2.3. Bfeitos da salinidade e mecanismos de tolerdncia

A salinidade afeta maitos processos
fisiologicos nas plantas (LEVITT,1980),entretanto na maioria
das espécies,a ndo ser no caso de extrema salinizacdo ,o
sintoma mais aparente € uma diminuicdo no crescimento.A
medida que a concentracdo de sal no ambiente aumenta acima
de um determinado nivel,tanto a taxa de crescimento comoc o

tamanho da maioria das plantas progressivamente diminuem
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(MAAS & HOFFMAN,1977).As espécies lenhosas entretanto,e
algumas plantas herbaceas apresentam sintomas de ingjuria
foliar,caracterizada por queimaduras das folhas,necrose e
perda de folhas,devido a toxidez de ions especificos (MAAS &
HOFFMAN, 1977; SHANNON,1979).

O excesso de salinidade no ambiente pode
provocar em algumas plantas,desbalancos nutricionais gque
causam diminuicdo no crescimento e injurias nas plantas
(MAAS & HOFFMAN, 1977).

Us mecanismos de tolerancia salina em
hal6éfitas e ndo haléfitas foram revistos por FLOWERS et alii
(1977) e GREENWAY & MUNNS (1980), respectivamente.Segundo
GREENWAY (1973) ,em ambientes com altos niveis de s86dio e
cloreto,as plantas alteram suas relacoes hidricas,
diminuindo o seu potencial hidrico para manter o balanco com
o menor potencial de &agua do ambiente.0Os ions, 86dio e
cloreto,podem acumular na planta e causar efeitos adversos
no metabolismo,estimulando ou inibindo reacdes metabdélicas e
também a absorcdo de outros ions.

Segundo HUMPHREYS (1981),a tolerdncia salina
rode ocorrer através de  uma serie de mecanismos,nenhum
entretanto &€ predominante em todas as especies.Um nivel de
potencial osmético &€ necessario para reter a hidratacdo e o
turgor guando a agua do ambiente &€ limitante.lsso pode ser
alcancado através da alta absorcdo 1i0nica gque pode no
entanto,causar toxidez iOnica especifica .A alta absorcao

idnica é a principal adaptacido nas haléfitas (LEVITT, 1980),
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entretanto a alta concentracdo idnica pode 8s8er tolerada
porque o8 s8ais 830 mantidos principalmente no vacuolo,
enquanto solutos orgdnicos neutros mantém o potencial
osmotico no citoplasma (GREENWAY & MUNNS ,1980).

Em plantas que absorvem altos niveis de ions
s6dio e cloreto, a tolerdncia pode 8er obtida através da
exclustéo parcial desses ions da parte aérea,escapando desse
modo da toxidez.Um mecanismo de exclusdo de sais € a
presenga de glédndulas salinas que eliminam o 8al das
folhas(HUMPHREYS, 1981).

Varios pesqQuisadores tentaram estabelecer
como critérios de tolerdncia,a concentracdo de ions sodio e
cloreto na parte aérea,entretanto nem sempre existe uma
correlacdo clara entre o conteiido desses ions na planta e a
toleridancia medida em termos de crescimento.Assim,RUSSELIL
(1976) ,em seu estudo com gramineas e leguminosas
forrageiras,nido achou nenhuma correlacdo entre o conteudo de
s86dio e cloreto da parte aérea e a tolerancia,embora as
gramineas de modo geral mais tolerantes ,apresentassem um
maior contetdo de s80dio que as leguminosas,mais sensiveis.

Nas espécies excludentes,deve—-se esperar que
a tolerancia tenha uma correlacdo negativa com o conteudo de
ions na parte aérea o que tem s8ido observado em algumas
espécies como Festuca rubra (ROZEMA et aliil ,1978) e
Neonotonia wightii (GATES et alii,1970),onde o8 genotipos

mais tolerantes contiveram menos ions cloreto e sodio.
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2.4. Tolerancia salina e estddio de crescimento da planta

O efeito da salinidade na planta depende de
varios fatores ambientais,como umidade, temperatura e
fertilidade do solo,como também do estadio de
desenvolvimento da planta (MAAS & HOFFMAN,1977; SHANNON,
1979).

0O arroz é tolerante durante a germinacéo,
tornando-se muito sensivel durante o crescimento inicial da
plantula e entdo torna-se mais tolerante com a maturacao
(PEARSON & BERNSTEIN,1959).Em contraste,a beterraba é
relativamente sensivel durante a germinacdo embora tenha
alta tolerancia durante o crescimento ( FRANCO1S &
GOODIN, 1972) .

CHOUDHUR1 (1968),observou gue em varias
espécies da estepe de Washington,a fase de germinacdo foi
mais sensivel ao sal gque o estadio de crescimento.Ja em
cultivares de frifolium subterraneum L. (WEST & TAYLOR,1981)
e,em trés espécies do género Lolium (MARCAR, 1987 ) ,a
toleréincia foi maior durante a fase de germinacdo do gque
durante o crescimento.Nesses dois estudos foi encontrada
uma baixa correlacdo entre a tolerancia salina na germinacao
e no crescimento,o gque segundo WEST & TAYLOR (1981),€ comum

nas nao halafitas.
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2.5. Efeitos da salinidade na germinacdo

Um grande numero de pesquisas tém sido
realizadas para avaliar a toleradancia salina durante a
germinacdo ,principalmente de espécies gque apresentam maior
interesse agrontmico.0Os resultados indicam que todas as
espécies de plantas vasculares respondem de maneira
idéntica,no sentido de diminuir a porcentagem e a velocidade
de germinacdo a medida gue a concentracdo salina €& aumentada
(UNGAR, 1978 ) .Existe entretanto uma amplitude muito grande
de tolerancia entre diferentes espécies e entre diferentes
populactes da mesma espécie.

Tanto as glicéfitas como a maioria da
hal6fitas apresentam melhores porcentagens de germinacdo em
agua destilada e a salinidade abaixo de 0,5% de RNaCl,
indicando que as haléfitas ndo requerem baixos potenciais de
agua para germinar (UNGAR,1978).

As haléfitas apresentam aigum tipo de
macanismo de dorméncia gque distribui a germinacdo dentro e
entre estactes de crescimento,de tal modo que a germinacéo
em ambientes salinos ocorre em periodos de baixa salinidade
no solo (UNGAR,1987).

0 efeito da salinidade na germinacéao de
espécies halotitas e glicoéfitas varia com a temperatura.A
salinidade e a temperatura parecem interagir no controle da
germinacdo,com Os maiores etfeitos s8endo expressados nos

extremos da duas variaveis (HAMPSON & SIMPSON, 1990 .
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A alta porcentagem de germinacao das
haléfitas na primavera tem sido atribuida tanto as reducdes
na salinidade do solo,como as variacoes diurnas na
temperatura (BADGER & UNGAR, 1989 ).Esses autores encontraram
que na haléfita Hordeum Jjubatum,a temperatura ¢é o fator
limitante para a germinacdo dessa espécie na época de
dispersdao ,e ndo a alta salinidade do solo.

Uma das preocupacdes dos pesguisadores tem
s8ido a de determinar se a salinidade afeta a germinacdo por
um efeito puramente osmoético ou por toxidez ionica
especifica.

Segundo UNGAR (1978),0 fato das sementes de
haléfitas germinarem em &gua,apos as sementes serem
embebidas em soluctes salinas gue 8do inibitérias para a
germinacdo,indica que a influéncia principal dos sais na
germinacdo €& osmotico,e que nenhuma toxidez idnica
permanente &€ produzida.

A comparacadao dos efeitos na germinacdo de
tratamentos de diferentes sais com os de solutos
impermeaveis tem sido utilizada para fornecer evidencias se
os sais tem efeito téxico ou osmbtico.

CHOUDHURI (1968) achou em s8seu estudo com
plantas da estepe de Washington gque o8 sais especiticos
830 mais detrimentais que solugtes isosmOticas.Ele encontrou
que carbonato de 86dic foi mais téxico que cloreto de
s6dio,sulfato de s86dio ou polietilenoglicol.

REDMAN (1974),mostrou que em Medicago sativa,
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o efeito de NaCl,foi em parte devido a toxidez ionica
especifica,uma vez que sulfato de 86dio e cloreto de
magnésio foram mais toxicos que solucdes isotonicas de
NaCl _Também a reversdo da inibicdo da germinacdo por manitol
e polietileno glicol ap6s a lavagem em agua foi maior do que
para a reversido de sementes submetidas a qualquer dos
tratamentos idénicos.

Em cevada,BLISS et alii.(1986 a,b) concluiram
que o efeito principal do NaCl €& osmético,embora também
apresente efeitos toéoxicos. Em friticum aestivum, HAMPSON &
SIMPSON (1990).,acharam que havia interacdo significativa
entre potencial osmético e tipo de sal na germinacéo.

Embora os varios trabalhos com glicéfitas,
revelem que o8 s8sais possam causar efeitos ionicos
especificos na germinacdo ,segundo UNGAR (1978) na maioria
das halofitas esses estudos sdo inconclusivos.Assim,MYERS &
MORGAN (1989 ),mostraram gque o etfeito principal do NaCl na

germinacdo da haléfita Diplacne fusca foi osmotico,uma vez

gque havia inibicdo similar da germinacao em solucoes
isosmOoticas de NaCl e manitol e essa inibicéao foi
grandemente revertida por subsequente lavagem em agua

destilada.Entretanto houve também evidéncia de um efeito
t6xico do NaCl na germinacdo porque a adicdo de calcio

aumentou a germinacdo em meio salino.
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2.6. Métodos e critérios para a avaliacdo da tolerancia

salina

A tolerdncia salina é mais comumente exXpressa
como a diminuicdo da producdo ou do crescimento para um dado
nivel de sais soluveis, no ambiente radicular,em relacdo a
producdo ou crescimento em condicdo ndo salina (MAAS &

HOFFMAN, 1977 ) .Esses autores propuseram que a tolerancia a

salinidade pode ser expressa por uma equacdo
linear,Y=at+b(x),onde y=producdo relativa em relacido ao
controle (meio ndo salino) e x= salinidade do extrato de

saturacdo do solo na regido das raizes,medido em unidades de
condutividade elétrica (dS/m).Significantes parametros da
equacdo incluem o valor b que € a representacéo do declinio
em producdo por aumento da salinidade e o g que &€ o ponto de
inflexdo ("threshold’ ),nivel de salinidade mais elevado em
que ndo ocorre nenhuma reducdo na producgdo.

MAAS & HOFFMAN (1977),consideram o fato de
que em geral,a producdo ndo € significantemente reduzida e,
as vezes até aumentada & baixos niveis de salinidade
e,propugeram que a equaclo linear egeja dirigida a partir
desse nivel de salinidade,o ponto de inflexdo. Segundo esses
autores,o fato de que em algumas espécies a producdo
aproxima-se a zero assintoticamente e ndo linearmente,ndo
teria importancia prdtica wuma vez gque esses desvios de
linearidade ocorrem na parte inferior da curva,onde a

producdo € comerciailmente inaceitavel.
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SHANNON (1985),considera gque essas medidas
relativas de tolerdncia salina sdo Wteis para comparacoes
entre espécies com grandes diferencas de producido,mas
perde—se informactes ao 8e fazer comparacoes entre
variedades com diferentes potenciais de producdo da mesma
espécie,o Que ndo ocorre quando os dados 8&0 expressos em
producad absoluta em circunstancias especiais,como no caso
de informactes para o melhorista.Esse autor considera ainda

que devido a alta variabilidade da salinidade no soilo e as

interactes ambientais,é questionavel 8e o me lhoramento
deveria ser conduzido para tolerancia ou para
producdo.

RICHARDS (1983),trabaihando com variedades de
trigo e cevada, concluiu que o melhoramento para a
tolerancia salina & mais eficiente através da selecdo para
alta producéao em ambientes ndo salinos,devido a alta
variabilidade na salinidade no campo . A baixas
salinidades,variedades de alta capacidade produtiva, podem
produzir mais que variedades menos produtivas com maior
tolerdncia a salinidade.Na presenca de alta salinidade no
s0lo,as variedades de baixa producdo tém melhores resultados
{variedades com maior estabilidade ambiental e maior
tolerancia relativa).

A tolerdncia salina tem sido analisada
frequentemente apos o crescimento das plantas em gradientes
experimentais de sais,geralmente NaCl_Na grande maioria das

vezes,a s8alinidade no meio de crescimento € aumentada
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gradualmente,por wum periodo de varios dias,para evitar
chogque osmotico.Quando o objetivo é a analise de
veriabilidade dentro de populagcbes naturais e/ou para
selecdo e melhoramento ,a resposta das plantas ¢é analisada
frequentemente em wuma uUnica concentracdo salina,sem o
controle,e portanto a tolerdncia ¢é avaliada em termos
absolutos.

O meio de crescimento utilizado para
determinar a toler@ncia salina tem sido muito variavel entre
os pesqguisadores,sendo utilizado o cultivo hidroponico,
cultivo em areia ,areia e vermiculita ou solos
artificialmente salinizados.

Ha também na 1literatura muaita variacdo em
relacdo ao carater adotado para avaliar a toleradncia das
diferentes espécies ou populactes.@Quando o estresse imposto
€ severo,varios pesquisadores tem wutilizado wum indice de
sobrevivéncia (SHANNON, 1978;EPSTEIN et 3liij,1980;BOWMANN &
STRAIN, 1988).

KEm algumas especies tem-se utilizado da
resisténcia aos danos foliares (clorose e necrosej} como
indicadora de genotipos tolerantes.fsses sintomas foram
utilizados por BERNSTEIN & HAYWARD (1958) em diversas
espécies frutiferas,por SHANNON (1978) em linhagens de
Thinopyrum elongatum ,MOELJOPAWIRO & IKEHASHI (1981) em
arroz,.NOBLE et alii (1984) em Medicago sativa,GREUB et
alii (1985) em varias leguminosas e gramineas.

Quant.o aos caracteres utilizados para
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avaliacdo de genotipos em relacéao a reducéao no
crescimento,os8 autores tem utilizado os mais diversos,tais
como comprimento da parte aérea,pesos s8eco ou ifresco da
parte aérea,comprimento da raiz,pesos 8eco ou trresco da
raiz, razdo entre o peso da parte aérea e das raizes,numero
de ramificacdes, largura da folha,mimero de perfilhos.

Apesar dos recentes avancos no entendimento
do efeito dos sais nas plantas.,ndo tem 8ido encontrado um
marcador fisiolégico ou bioguimico para identificar
rapidamente genotipos tolerantes a salinidade
(SHANNON, 1985). Alguns autores tentam utilizar como
critério de avaliacdo da tolerdncia,a concentracdo de ions
na planta,entretanto,como discutido no item 2.3, nem sempre
ha correlacdo clara da tolerdncia avaliada em termos de
reducdo no crescimento e/ou producdo com a concentracéao
desses i1ons na planta.Outros trabalhos utilizam o conteudo
de solutos orgdnicos para ajudar a estabelecer diferencas de
tolerancia salina entre genotipos,como por exempio o acumulo
de prolina,em ecoétipos de Festuca rubra L. (ROZEMA et

alii,1978).

2.7. Consideraces genéticas e ecologicas

Existe ampla variabilidade gquanto a
tolerancia salina entre espécies.A resposta no crescimento
de espécies cultivadas em termos de produtividade foi

revista por MAAS & HOFFMAN (1977).A wpartir dos dados
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apresentados por esses autores GREENWAY & MUNNS
(1980 ) ,calcularam gue o feijoeiro,uma das e spéc ies mais
sensiveis,apresenta wuma redugcdao de 5H0% na produgcdo em

relacdo ao controle a8 60 mM de sais monovalentes e a

beterraba,uyma das mais tolerantes a 260 mi desses
sais.Segundo GREENWAY & MUNNS (1980) a tolerdncia das

espécies cultivadas se sobrepoe com as das hal6fitas e entre
estas,observa-se uma grande variabilidade de resposta a
salinidade sendo gue ha espécies que crescem vigorosamente a
200-500 mM de NaCl e outras cujo crescimento é muito afetado
acima de 200 mM.

A toleradancia &8 salinidade na germinacdo é
também muito variavel entre espécies,e a faixa de potencial
osmOtico que reduz em 50% a germinacdo em relacdo & agua
destilada (G50) das hald6fitas sobrepde a das glicofitas .O
G50 para a maioria das espécies varia de -0.3 MPa a cerca de
-1,0 a -1,5MPa, tanto para as haléfitas como wpara as néao
haléfitas (MYERS & MORGAN,1989).

Quanto as pesquisas para a variabilidade
genética intra especifica, a énfase tem 8ido dada as
espécies cultivadas com a finalidade de posterior selecéo
e melhoramento,embora vadrios estudos tenham sido realizados
com objetivos ecologicos para o} entendimento das
estratégias de adaptacdo das espécies.

Diversos estudos tem demonstrado gque as
populacoes de varias espécies,vivendo em ambientes com

diferencas de salinidade,mostram diferenciacdo genética em
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resposta a salinidade.De maneira geral ,UNGAR
(1978) ,considera que a toleradncia salina na germinacdo das
sementes € intimamente relacionada com as condicdes de
salinidade nas quais as populactes estdo vivendo,indicando a
acdo da selecdo natural.

BAZZAZ (1973) encontrou que as populacoes de
Prosopis farcta de ambientes salinos foram mais tolerantes
no estadio de germinacdo do que outras populacoes de solos

menos salinos,indicando uma especializacdo ecotipica nessa

espécie.

Ja CHOUDHURI (1968) e MARANON et alii (1989),
encontraram que em algumas espécies,ha correlacéo de
tolerdncia salina com a salinidade do habitat, engquanto em

outras espécies ndo ha diferencas na tolerdncia salina entre
populacoes de ambientes salinos e ndo salinos.

Em Festuca rubra HANNON & BRADSHAW (1968) e
ROZEMA et glii (1978) ,encontraram consideravel variacdo na
tolerancia salina no crescimento entre populacoes de
ambientes com niveis ditferentes de salinidade.A tolerancia
foi relacionada com a salinidade do habitat e as diterencas
entre populacoes foram suficientemente grandes e foram
consideradas como ec6tipos distintos. Em populacoes naturais
de Trifolium repens de sitios salinos e ndo salinos foi
também encontrada grande variabilidade gquanto & tolerancia
salina entre as popuiacbes, gue 8e correiacionava com a
salinidade do habitat (AB-SHUKOR et alii.1988).

Varios trabalhos tem demonstrado existir
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suficiente variagédo genética intraespecifica para
desenvolver cultivares tolerantes a salinidade.A base
genética da tolerancia salina,entretanto, tem s8ido pouco
investigada, e o carater tem sido analisado como
quantitativo (SHANNON,1985; TAL,1985).

ASHRAF et alii (1986) ,mostraram que a
selecdo massal por impor alta pressdo de selecdo,produziu
individuos altamente tolerantes ao sal,ap6s um 4unico ciclo
de selecdo em 7 espécies de gramineas.Kssa tolerancia salina
foi altamente herdavel .As estimativas de herdabilidade no
sentido restrito foram obtidas atraveés de: 1l )regressio
mie-progeénie e, 2)resposta a selecdo e diferencial de
selecéo { herdabilidade realizada}.As estimativas das
herdabilidades baseadas na regressdo mée—progénie e
herdabilidade realizada variaram respectivamente de 0,19 a
0,23 em Holcus lanatus a 0,72 e 0,77 em Puccinellia
distans.

A tolerancia salina de um cultivar de alfafa
se mostrou altamente herdavel e foi melhorada por selecédo
recorrente (NOBLE et al1ii,1984).Na germinacdo ,ALLEN et
alii (19853, sumentaraem significativamente a tolerancia
nessa espécie apods cinco ciclos de selecdo massal.,e
a herdabilidade no sentido amplo foi estimada em 50%.

Em Sorghum bicolor (AZHAR & McNEILLY, 1888},
foi analisada a base genética da tolerancia salina pelo
metodo diaielo.Efeitos aditivos e dominantes toram

importantes na expressdo da variacdo s8ob niveis de baixa e
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alta salinidade,mas os efeitos de genes com propriedades de
domindncia foram mais pronunciados.

Para o milho,cereal considerado dentro do
grupo sensivel entre as espécies cultivadas {MAAS &
HOFFMAN, 1977),foi demonstrado que existe variabilidade
genética dentro de dois cultivares suficiente para o
melhoramento da tolerdncia salina nessa espécie (ASHRAF &
McNEILLY, 1990).

RUSSELL, (1976}),analisou a tolerancia de 11
leguminosas tropicais,1l0 leguminosas de clima temperado e 11
gramineas tropicais com potencial forrageiro.Ele estabeleceu
equagOes para calcular o nivel de salinidade do solo gue
reduzia a producdo em 50% para facilitar a comparacdo entre
as espécies.De um modo geral ,entre as gramineas estdo as
espécies mais tolerantes,embora ocorra sobreposicédo de
valores com as leguminosas.Dentre as leguminosas tropicais,
Styiosanthes humilis, foi uma das especies mais sensiveis e
Medicago sativa a mais tolerante.

Como pode ser constatado na revisdo de EDYE
et alii (1984),das 10 espécies de Stylosanthes relacionadas
guanto a8 atributos agronomicos,somente S.humilis e S.hamata
foram analisados em 8eu comportamento em reiacao a
salinidade. Esses estudos entretanto tem sido realizados em
um ou dois cultivares,e como concluiu BURT(1984),embora haja
numerosos estudos na fisiologia de Sty losanthes
humiliis,variacoes dentro de populacoes tem recebido pouca

atencao.
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2.8. Eletroforese de enzimas :variabilidade, adaptacdo e

caracteres quantitativos

2.8.1. Variabilidade isoenzimdtica e adaptacdo

Nas ultimas duas décadas,a técnica de
eletroforese de enzimas tem sido amplamente utilizada para
estabelecer a variacdo genética existente,tanto em plantas
como em animais.

MARKERT & MOLLER (1959) definiram isoenzimas
como diferentes formas moleculares de proteinas gque exibem a
mesma especificidade enzimatica.Em estudos genéticos,as
formas moleculares variantes 83do chamadas isoenzimas ou
isozimas, 8e seus polipeptideos s8do0 codificados por
diferentes locos génicos e aloenzimas ou alozimas, se seus
polipeptideos s83o codificados por diferentes alelos do mesmo
loco (GOTTLIEB,1981).

Uma vez gque a sequencia de aminoacidos de um
polipeptideo é colinear com a sequéncia de nucleotideos de
um gene estrutural,as aloenzimas resultam de mutacao
genica.EsBa relacdo proxima do gene com o0s tendotipos
aloenzimaticos &€ gque tornou o estudo da eletroforese de
enzimas um método analitico consistente para estudos de
variacdo genética (GOTTLIEB,1977).

Entretanto deve—-se considerar guando se
estabelece a variacido genética atraves de eletrotorese de

enzimas. as varias limitacoes dessa tecnica. besse
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modo,mecanismos epigenéticos operando nos niveis de
transcricdo ou traducdo, podem produzir modificacoes nos
polipeptideos,como por exemplo,alteractes de contormacéao,
deaminacdo, fosforilacdo, adenilac&o, degradacdo seletiva e
modificacdo covalente (JOHNSON,1979).

Outra limitacdo da técnica de eletroforese de
isoenzimas se refere ao fato de que ela detecta somente
parte das variacoes existentes nos genes estruturais das
proteinas.Somente um gquarto das substituicoes de bases
resultam em substituicoes de aminoacidos gque alteram a carga
liquida da proteina e 8d@o tacilmente detectadas por
eletrotorese de rotina - As modificactes em 8seguéncias né&o
traduzidas dos genes,como os8 introns, ndo 8s8do detectados
pela eletroforese de enzimas (BROWN & WEIR,1983).

As técnicas de analise direta do DNA,tais
como a RFLP (Polimorfismos de fragmentos de restricdo },e o
sequenciamento de nucleotideos, ainda apresentam restricoes
de custos e eguipamentos ,entre outras,para poderem ser
amplamente utilizadas em estudos de bioiogia de
populacoes,gue envoivem a analise de um grande numero de
individuos.

Com a utilizacdo de eletroforese, tornou-se
logo evidente gue a variacdo genética isoenzimatica em
populacbes naturais e alta (GOTTLIEB,1981).

Em uma revisdo considerando um grande numero
de espécies GOTTLIEB (1981).mostrou gue as espécies de

fecundac&ao cruzada apresentam maior variabilidade genetica
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que as de autofecundacdo.Esse autor concluiu que as espécies
de fecundagd@ao cruzada tém cerca de trés vezes mais locos
polimorficos por espécie, 1,3 vezes mais alelos nesses locas
e 8 vezes mais locos polimorficos por populacdo,do gue as
espécies de autofecundacdo.As plantas de autofecundacdo tem
menor variabilidade intra-populacional,por outro lado a sua
variabilidade € mais distribuida entre populacoes.

O significado adaptativo dos polimoriismos
enzimdticos ndo estad esclarecido,sendo objeto de discussdo.A
controversia entre as duas escolas, a neutralista e a
selecionista ainda permanece.A escola neutralista acredita
que a maioria das variantes eletroforéticas encontradas nédo
sdo funcionalmente diferentes,sendo portanto neutras na sua
sensibilidade & 8selecdo,sendo consequéncia da deriva
genética e da migracdo.A escola selecionista advoga gque a
variacdo observada é mantida pela selegdo natural, atraveés
de por exemplo, heterose ou selecdo dependente de trequencia
(LEWONTIN,1985) .

Muitos trabalhos tem demonstrado existir
relacédo entre a variabilidade de isoenzimas com o
ambiente.CLEGG & ALLARI) (1972).mostraram haver variacho
microgeografica em variantes eletroforéticas em funcdo de
diferencas de temperatura e umidade entre os habitats em
Avena barbata.McNAUGHTON (1974),observou variacoes entre
populacoes nas propriedades enzimaticas da malato
desidrogenase quanto a energia de ativacédo,

termoestabilidade e nivel de atividade em Fypha latifolia,
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que foram relacionadas com as condigcées climaticas.

REVO et alii (1979), encontraram que o padrio
de variacdo genética em Hordeum spontaneum toi
correlacionado com o ambiente, principalmente pelas
combinacbes de temperatura e umidade.

Em Sty losanthes humilis, MARCON
(1988) ,atraves de um amplo estudo envo lvendo 25
populactes, de trés regioes ecogeograficas do Estado de
Pernambuco,encontrou gque o 7polimorfismo isoenzimatico toi
relacionado com a variacdo ambiental, concluindo gque a
diversidade génica foi uma evidéncia da resposta as
condicoes edafo-cliimaticas.

Em poucos casos, entretanto a importancia
adaptativa dos polimorfismos enzimaticos tem sido
demonstrada_Um dos casos s8se refere aco polimorfismo para
L.eucina amino peptidase no crustaceo marinho Mytiius
edulis.Através de uma série de trabalhos multidisciplinares
tem s8ido demonstrado que: 1) a frequéncia dos alelos nesse
loco wvaria de acordo com a salinidade ambiental;2) a
expressdo dos gens,isto €, o nivel total de atividade da
amino peptidase é afetado pela salinidade ambiental;3) ha
diferencas cataliticas entre as aloenzimas;4) essas
diferencas cataliticas tém efeitos fisiolégicos relacionados
com a resisténcia &8 salinidade;b) a taxa de mortalidade
varia entre os diferentes genotipos moieculares (KOEHN &
HILBISH, 1987).Essas evidéncias demonstram que a variacao

aloenzimatica nesse caso ¢ adaptativa e qgue o0 agente
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seletivo 6 o nivel de salinidade ambiental.
Segundo KOEHN & HILBISH (1987), a
eletroforese de isoenzimas oferece meios de 8e entender a
importancia adaptativa da variacdo genética em populacoes

naturais porque 1) os polimorfismos moleculares ocorrem como

fenotipos discretos e a s8sua base genética pode ser
facilmente estabelecida e 2) as enzimas tem funcao
metabdlica conhecida e propriedades cataliticas

mensuraveis.KEssas propriedades segundo o8 autores,taz com
que seja possivel testar hipoteses referentes ao efeito de
fatores ambientais especificos nas variantes enzimiticas, aos
diferentes fenotipos fisioldgicos que podem resultar de
diferentes aloenzimas,e como essas diferencas se traduzem em
medidas de valor adaptativo como sobrevivéncia e reproducéo.

Outro polimorfismo bem estudado com respeito
a seu papel na adaptacdo 8e refere ao da fosfoglicose
isomerase em C(olias. WATT (1983) e WATT et alii (198%H),
mostraram gue as aloenzimas de fosfoglicose isomerase
diferem em parametros cinéticos e essas diferencas 8dao bem
correlacionadas com a 8obrevivéncia.,habilidade de voo e
sucesso de acasalamento em diferentes temperaturas.'lodas as
evidéncias apontam para uma vantagem do heterozigoto e
selecdo em ambiente flutuante como responsave | pela

manutencao desse polimorfismo.
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2.8.2. Associagcdo de isoenzimas com caracteres

quantitativos

Varios trabalhos tem demonstrado associacédo
de genotipos e de variabilidade isoenzimdatica com
caracteres quantitativos,inclusive com agueles de
importancia agronOmica.Certas isoenzimas marcadoras,desse
modo, podem ser utilizadas para detectar genes desejaveis em
populacoes de plantas (SIMPSON & WITHERS, 1986).

As isoenzimas segundo TANKSLEY et alii (1982)
apresentam uma série de vantagens para a analise da variagé&o
genética em caracteres quantitativos,tais como: 1) auséncia
de efeitos Aetectéveis na morfologia e tisiologia,2)
expressao codominante permitindo a identificacdo exata dos
genotipos, 3) auseéncia de epistasia o0 gue permite a
identificacdo de gqualquer numero de tais marcadores.

HAMRICK & ALLARD (197%),estudando populacoes
da autogama Avena barbata de diferentes regioes
ecogeograficas acharam gque populacées enzimaticamente
similares dessa espécie foram também simiiares para cinco
caracteres gquantitativos, enguanto qgque populacoes gue
diferiram enzimaticamente, também mostraram diferencas nesses
caracteres.

No hibrido interespecifico entre
Lycopersicum esculentum I, ¢ Solanum pennellii L., TANKSLEY
et alii (1981 e 1982),encontraram ligacdo entre genétipos

de enzimas e quatro caracteres gquantitativos e.,utilizando
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diferencas alélicas em 12 locos enzimaticos,conseguiram

mapear 21 genes ou blocos de genes controlando esses

caracteres quantitativos.Desse modo, como argumentam os

autores, pode—se através das eletroforeses de
isoenzimas, fazer selecdao precoce para caracteres
quantitativos.

Em milho, STUBER et alii (1982), demonstraram
ligacdo de genes que afetam a producdo e outros caracteres
quantitativos com marcadores isoenzimaticos, verificando que
a s8Belecdo baseada em freguencias de locos enzimaticos
resultou em aumentos significativos na produgido e no numero
de espigas.

POWELL et alii (1990), encontraram também em
cevada, associaCido entre locos marcadores de isoenzimas e
caracteres quantitativos.0Os autores encontraram, pof
exemplo, que a variacdo alélica em um Jloco da amilase e
correlacionado com a producdo dessa planta e sugeriram que a
selecdo baseada em isoenzimas poderia afetar a expressao de
locos de caracteres gquantitativos em cevada.

Em uma leguminosa anual autogama Amphicarpea
bracteata ,PARKER (1988),encontrou forte associachdo entre
fen6tipos resistentes a um fungo patogénico e variantes
aloenzimidticos,e sugeriu que o patégeno seria o maior agente
seletivo que influenciaria a evolucdo de alelos neutros ou
quase neutros nos locos enzimaticos dessa plianta.

Considerando que a variacdo isoenzimatica

tem s8ido amplamente utilizada para estimar a guantidade de
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variabilidade genética dentro e entre populacoes de plantas
PRICE et alij (1984),questionaram quanto da variabilidade
isoenzimdtica reflete a variabilidade em caracteres
gquantitativos.Esses autores compararam a diferenciacao de
populaces baseada em genotipos isoenzimaticas com as
estimativas baseadas em caracteres gquantitativos em trés
espécies autdgamas, Avena barbata, Hordeum jubatum e Hordeum
vulgare e na alégama Clarkia williamsonii.Foi encontrada
correlacdo entre as duas estimativas nas trés espécies
autogamas.,mas nao na espeécie aldgama.0s8 autores desse
modo,sugeriram gue os locos marcadores isoenzimaticos podem
ser Uteis na identificacdo de caracteristicas desejaveis em
.espécies predominantemente autogamas.

KIANG & CHIANG (1990),também compararam a
diferenciacdo baseada em enzimas e em caracteres
quantitativos entre 12 populactes de soja selvagem, Glycine
soja.Em geral, a concordancia da diferenciacéao entre
populacoes baseada nas duas estimativas ndo foi alta,mas as
distancias estimadas com base em 42 locos enzimaticos
mostrou correlacédo significativa com as distancias
estimadas para caracteres fisiologicos e agronomicos.

A existencia € a magnitude de associacbes
entre pares de locos e loco-carater s8do frequentemente
medidas em termos de desegquilibrio gametico (PRICE et alji
1984).0 desequilibrio gamético ou associacoes de multi-locos
sdo devidos a varios fatores, entre o8 guais seiecao

epistatica, ligacao, casamentos preterencialis, deriva
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genética e migracdo.Em populacboes com alto grau de
autofecundacdo, as associacOes geradas por efeito de
fundador, migracao ou outros fatores podem persistir por

varias geractdes, mesmo na auséncia de ligacdo fisica ou

selecdo epistatica (HEDRICK et alii ,1978).
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3.MATERIAL E METODOS

3.1.0rigem do material utilizado

O material wutilizado neste trabalho foi
constituido de amostras de seis populacdes de Stylosanthes
humilis,coletadas originalmente por MARCON (1988) em trés
regioes ecogeograticas do Kstado de Pernambuco,a saber,Mata,

Agreste e Sertido._.As sementes foram coletadas de plantas

individuais e mantidas separadamente, sendo que cada
conjunto de sementes de uma planta constituiu uma
familia.Como o0 ntmero de sementes coletadas nao foi

suficiente para a realizacdo do presente trabalho,essas
populacdes foram reproduzidas em Piracicaba,SP.

As caracteristicas ecogeograticas dos locais
onde essas populactes foram coletadas estdo apresentadas na
Tabela 1.Foram estudadas duas populacOes em cada uma das
trés regides,Mata, Agreste e Sertao.

Na regido da Mata,tanto a populacdo de
Janga,gquanto a de Tamandaré,foram constituidas da reuniao
de amostras de sementes de plantas da area de ©praia

»

comumente associadas com gramineas.e da area dos cogueirais.
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A populacdo de Janga & constituida de amosgtras de plantas
da area da praia,a partir de 5 a 10 metros da primeira
vegetacdo da beira da praia e de amostras da populacidoc do
coqueiral,distante 1000 metros da praia.A populacdoc de
Tamandaré é formada de amostras da area da praia, distando
500 metros da praia e da regido do cogqueiral,a uma

disténcia de 2500 metros da praia (MARCON,1988).

Tabela 1l:Dados ecogeograficos das populactes de Stylosanthes

humilis coletadas em Pernambuco.’

Populacdo Regido Distancia Precipita- Tipo Caracteris-
de Recife cado média de ticas da
(Em) anual solo’ vegetacéo3
I~0 N-S
(mm)
Janga Mata i5 1651 AB 1
Tamandaré Mata 130 1181 AB 1
Caruaru Agreste 130 525 i) 2
5.Caetano Agreste 150 477 Cc 2
Sertéania Sertéo 283 861 D 2
Flores Sertéo 350 756 CDh 2
1Pa.rcialmonte reproduzida ¢ adaptada de MARCON (4068) .
A=solos com alta capaciade de infiliracédo @ transmssldc de &gua
- areias profundas & agregados siltosos; B= sclos de capacidade
moderada de imfiltracdo e transmissdo de agua - solos arenoscos

fraccs:;C= solos com capacidade baixa de infiliracdc & transmissic
de agua-solos argilosos fracos,arencsos fracos e rasos,com baixc
teor de matéria organica e alto teor de argila;D=solos de capaci-
dade muitc btawxa de infiltracdo e traonsmissdo de dagua-solos sali-
nos sédicos (CONDEPE/SUDENE,1987).

3 - .
1=vegetagdo de praia & coguerais; 2= margem de rodovia
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Como pode ser observado na ‘Yabela 1,o0s 8solos
dos locais das populagcdées da Mata 8s83d3o do tipo AB,isto
é,80lo8 com alta capacidade de infiltracdo de agua,com
areias profundas e agregados siltosos.A Zona da
Mata,apresenta um clima tropical chuvoso,com precipitacao
pluviométrica anual elevada.Nessa regido S.humilis somente
foi encontrado em locais muito alterados pela acdo do
homem (MARCON,1988).

Embora as duas populacoes da regido do
Agreste estudadas neste trabalho ocorram em areas de
precipitacdo pluvial anual semelhante (Tabela 1),essa regiéo
é muito heterogénea guanto a essa caracteristica e em
relacdo as outras variaveis ambientais, como periodo de
precipitacdo,topografia, altitude e tipos de solo.da as
regioes da Mata e do Sertdo sdo mais homogéneas gquanto a

essas caracteristicas ambientais (MARCON, 1988)

3.2. Reproducdo das familias no campo

Para a realizacdo deste trabalho, amostras
das familias de cada populacdo coletada por MARCON
(1988),toram plantadas no campo experimental do Departamento
de Genética da KSALQ/USP,em Piracicaba,SP,em setembro de
1988,com a finalidade de aumentar o ntmero de sementes por
familia.

Sementes de 25 familias de cada uma das seis
populagdes descritas no item 3.1 Toram escaritficadas

manuaimente e colocadas para germinar em caixas gerbox.em
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substrato de papel,na estufa incubadora para BOD.As sementes
pré—germinadas foram a seguir plantadas em copos plasticos

de capacidade de 250 ml,contendo uma mistura de areia e
solo, na proporgdo 1l:1.

Cerca de dois meses apds,as mudas foram
transplantadas para o campo.Cada populacdo foli representada
por duas plantas de cada familia originalmente
coletada,sendo que cada fileira foi constituida por uma
populacdo com espacamento de 2 metros entre plantas.Como
houve um periodo prolongado de chuvas,muitas plantas
morreram,de tal modo que duas populacoes ficaram somente com
um numero de plantas que representavam 18 tamilias
originais.

As sementes foram coletadas durante o© final
de junho e inicio de julho de 1989,no pico da maturacdo ,a
nivel de planta individual .As sementes foram beneficiadas e
acondicionadas em sacos de papel,a temperatura e umidade
ambientais.,até serem utilizadas nos ensaios.

As sementes utilizadas mantiveram a estrutura
de familias das popula¢tes coletadas na natureza,de tal modo
que de cada familia original foi amostrada uma planta,
cuja progénie constituiu uma familia utilizada no presente
trabalho.

Em alguns ensaios,as analises foram
realizadas a nivel de familias,enquanto gque em outros,em
“bulks" .Esses "bulks" foram constituidos da mistura de 100

sementes de cada planta.sendo que ¢ numero de plantas
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amostradas por populacdo variou de 18 a 24.

3.3.AKnsaios de germinacéo

As sementes foram testadas quanto ao seu
poder de germinacdo,durante os meses de setembro e outubro
de 1989 e a maioria das familias apresentava dorméncia do
embrido.Segundo BALLARD (1972) ,pequenas oscilacoes de
temperatura de curta duracdo (0,25 a 1,0 hora) durante
ensaios de germinacdo podem quebrar a dorméncia do embriéo
de S_humilis,de tal forma que foram realizados alguns testes
prévios com intensidade e duracéao variaveis de
oscilacbes de temperatura,para quebrar a dorméncia do
embrido,que poderia de alguma forma interagir com a resposta
a salinidade.

A oscilacdo diaria de 9°C ,com a diminuicéado
da temperatura de 25°C para 16 C,durante duas horas,reveiou
ser eficaz para quebrar totaimente a dormencia devida ao
embrido,sendo entdo utilizada nos ensaios posteriores de

germinacao.

3.3.1. Avaliacdo da tolerancia salina na germinacdo em

populages de S.humilis

Para este ensaio foram utilizados “bulks”
para cada uma das seis populacOes.As sementes escarificadas

manualmente com uma lixa d agua,foram tratadas com o
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fungicida Arazan para retardar o aparecimento de fungos,
e colocadas para germinar em estufa incubadora BOD no
escuro,a 2500 em caixas plasticas gerbox,com trés folhas de
papel de filtro,umedecidas com 12 ml de agua destilada ou
solucoes de cloreto de sadio.

A germinacdo das sementes foi testada em
cinco concentracoes de cloreto de 86dio a saber,0 (agua
destilada),67,134,201 e 268 mM que corresponderam
aproximadamente aos potenciais osmoticos de 0,0;-U,3; -0,6;
-0,9 e -1,2 MPa (MPa—mega Pascal).

Os potenciais osmOticos foram calculados de
acordo com a equacdo de Van t Hoff (SALISBURY & RO0SS,1985):

n =—miRT
onde: 7= potencial osmoético em MPa;

m= molalidade da solucao (moles do soluto/1000 g HZO);
i= constante de ionizacdo do soluto;

R= constante dos gases (0.,00831 1.MPa.mol - Kq);
T= Temperatura absoluta (OK),

be acordo com SALISBURY & ROSS (1985),0 valor
de i1 para o NaCl & igual a 1,8.

Uma vez que a massa de NaCl nas soluctes foi
relativamente peguena,a molalidade da solucéao foi
considerada igual a molaridade.

Foram realizadas trés repetictes para cada
concentracdao de NaCl,para cada populacdo,de tali modo que o

ensaio toi constituido de 90 parcelas (6 populacoes X 5

concentracoes de NaCl X 3 repeticoes }.0 experimentoc foi
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conduzido em novembro de 1989 segundo o delineamento
inteiramente casualizado.

No primeiro dia do experimento,apés cinco
horas de embebicgédo a 25°C,a temperatura da estufa foi
alterada durante 2 horas para chegar a 1600 e apds esse
periodo,novamente ajustada a 25°C._Durante os 10 dias de
duracdo do experimento as sementes foram mantidas no
escuro e submetidas ao mesmo regime térmico (2 horas a 16°C
e 22 horas a 25 C).

Diariamente,depois de 24 horas da instalacéo
do ensaio,foram feitas as contagens das sementes germinadas
que eram removidas da placa.PForam consideradas germinadas
ague las gue apresentavam radicula com comprimento igual ou
superior a dois milimetros.

Sempre gque o volume da solucdo nas placas era
diminuido por evaporacido,completava-se com agua destiiada,
que era colocada sob as folhas de papel de filtro evitando
que as sementes entrassem em contato direto com a agua.

A partir dos dados,foram calculados:
1)Porcentagem de germinacado :G;
2)}YVelocidade de germinacd3o utilizando o indice de wvelocidade
de emergéncia :IVE (POPINIGS,1977);

IVE = = (n-t)
onde: n = numero de sementes germinadas no i-eésimo dia
t = tempo em dias,para germinacao.

Us dados de porcentagem de germinacdo toram

transtormados em arc sen Y % germinacio,para aproximacidc a
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curva normal (STEEL & TORRIE, 1980).

3.3_2_Avaliacdo da variabilidade genética para tolerdncia
ao estresse salino na germinacdo em populiacdes de

S.humilis

Para esse estudo,foram realizados ensaios com
sementes escarificadas e nao escarificadas ao nivel de
familias,com 18 familias por populacéao.

0Os ensaios foram realizados durante os meses
de abril e maio de 1990,s8endo gque o ensaio com sementes néao
escarificadas foi realizado apos um dia do término daquele

com semente escarificada.

Antes do inicio do experimento, foram
realizados testes prévios de germinacéao com sementes
escarificadas,verificando-se que a grande maioria das

familias ndo apresentava dormencia do embriao_kntretanto
para eliminar qualquer dorméncia que poderia existir em
sementes de algumas familias,foi aplicado um unico ‘“choque
térmico” de duas horas de duracado a 1600,cinco horas apos a
instaiacdao do experimento.lDurante todo o restante do
periodo experimental,que foi de 14 dias para sementes
escarificadas e de 10 dias para as sementes nao
escarificadas,as sementes foram mantidas a 250C,no escuro.

A germinacdo das sementes foi avaliada em um

unico nivel de sal ,201 mM de NaCl ,correspondendo a um

potencial osmotico de - 0,9 MPa,nivel que revelou maiores
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diferencas entre as populacgdes,de acordo com os resultados
do ensaio do item 3.3.1.

0Os experimentos foram realizados de acordo
com o© delineamento inteiramente casualizado,com tres
repeticoes por familia,com cada repeticdo constituida de 50
sementes.Todos os demais procedimentos e as avaliacgtes foram
idénticos aos descritos no item 3.3.1.

Foram realizadas andlises de varidncia para
cada populacdo de acordo com a 7Tabela 2. A partir das
esperancas dos quadrados médios foram estimados os

parametros genéticos.

Tabela 2.Esquema de analise de wvaridncia para os8 dados de

germinacéo,para a obtencédo das estimativas de

parametros genéticos.

FV GL QM E(QM) F
- . 2 2

Familias f-1 Ql >, +r QI/Q2
. .\,2

Residuo f(r-1) Q2 “e

tal gque: f — numero de familias

r = numero de repeticdes

2 . o . .
?e: variancia do residuo

2 . . - . - PN
ai: varidncia genética entre familias.

Foram estimados o coeficiente de variacéao

genética entre familias (CVg) e o coeticiente de
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determinacido genotipica (b) ou herdabilidade no sentido

amplo,para cada populacdo da seguinte maneira:

cvV = - X 100
g Y
2 2
b =o /VF

tal que: Y= média geral das 18 familias

2 « o~ N . N
01‘1 = variancia fenotlplca
.

i r

g = Qy

J3.4. Ensaios de crescimento

3.4.1.Avaliacdo da tolerdncia a salinidade no

crescimento inicial em popula¢des de S.humilis

Para determinar a tolerdncia a salinidade no
crescimento inicial foi realizado um experimento em 8olucéo
nutritiva no més de dezembro de 1989, em casa de vegetacéo
no Departamento de Genética da ESAIQ/USP, em Piracicaba,SP.
Foram utilizados "bulks” das populacfes descritas no item
3.1..

As sementes foram escarificadas
manualmente, tratadas com fungicida Arazan e colocadas para
germinar em caixas Gerbox,em estufa paras germinacido tipo
BOD, a 25°C no escuro.Para homogenizar a germinacéio e

eliminar gualgquer resquicio de dorméncia,.foram aplicados
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choques de temperatura durante dois dias,conforme indicado
no item 3.3..

Apos 68-72 horas,as plantulas foram
transplantadas para solucdo nutritiva em tanques de material
plastico com capacidade de 32 litros,pintados com tinta
preta externamente para evitar o desenvolvimento de algas e
manter o ambiente escuro para as raizes.Para manter as
plédntulas suspensas na solucéo nutritiva,utilizaram-se
bandejas brancas de PVC,removiveis e encaixaveis sobre os
tanques,contendo 201 orificios,igualmente espacados, onde
foram colocadas as plantulas.

Cada tanque recebeu aeracdo intermitente,
através de um tubo de aeracdo com orificios de saida de ar
colocado no fundo do tangue.Um relogio de tempo assegurava a
duracdo de 15 minutos de aeracdo a intervalos de 30 minutos.

A 8Bolucdo nutritiva wutilizada foi a de
Steinberg modificada,descrita por FOY et alii. (1967).As
concentractées em ppm foram : 50,8 de Ca;6,6 de Mg;56 de N
(51,9 como NO, e 4,1 como NH,);3,8 de §;29,4 de K;0,01 de
Na;3 de P,0,34 de Cl1l;0,13 de Mn; 0,07 de B;0,04 de 4n;0,01
de Cu;0,005 de Mo e 1,0 de Fe,adicionado separadamente na
forma de ¥Fe—-EDTA.

O pH da solucdo foi mantido em 6,0 durante
todo o experimento,através de adicoes de soiucdoc de NaOH,
quandc necessario.0 nivel inicial da solucdo nutritiva dos
tangques proximo ao fundo da bandeja,toi mantido constante

durante a duracdo do experimento por adicdo de agua
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destilada quando necessario.

Para evitar possiveis diferencas no ambiente
ao longo de cada tangue,devido ao fato de o tubo de aeracédo
ter sido posicionado em uma das extremidades,as plantulas
foram distribuidas em quatro quadrantes ou blocos dentro de
cada tanque,sendo que cada bloco,foi chamado de estrato.
Cada estrato conteve as seis populacdes distribuidas
aleatoriamente, com seis plantas por populacdo.

Apos quatro dias de crescimento em solucdo
nutritiva,foram selecionadas as guatro plantas mais
homogéneas dentro de cada populacdo, e de cada estrato,de
acordo com o estadio de desenvolvimento.As plantas que
apresentavam a primeira folha expandida e,os primérdios da
segunda folha foram selecionadas.Nesse estadio, foram
iniciados os tratamentos com s8al,iniciandoc com 20 mM de
NaCl,com acréscimos didrios de 20 mM nos primeiros trés dias
e 3 mM diarios nos outros dois dias,até atingir as
concentracoes desejadas em cada um dos guatro tanqgues, isto
é, O (solucdo nutritiva),40,80 e 120 mM de NaCl.

0O experimento durou 28 dias.contados a partir
do transplante das pléntulas para a solucdc nutritiva.Apos
esse tempo as plantas toram coletadas e foram avaliadas as
seguintes caracteristicas:

CA= comprimento da parte aerea em cm
(comprimento do ramo principal,desde o colo da planta até a
insercdo da ultima folha);

CR= comprimento da maior raiz. em cm;
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CF= comprimento do foliolo central da folha
mais jovem totalmente expandida, em cm;

LF= largura do foliolo central da folha mais

jovem totalmente expandida, em cm;

NR= numero de ramificacdes (transformado em

Y numero +o.5 );

NF= numero de folhas { transformado em

Y namero + o.5 ) ;

NF(C= numero de folhas com clorose (contagem

do noumero de folhas gue se apresentavam

amareladas, transformado em ¥ numero + o.s );

NFN= numero de folhas com necrose (contagem

do numero de folhas que se apresentavam total ou

parciaimente necrosadas, transformado em Ynumero + o.s );

PA= Peso seco da parte aérea, em mg (medido
ap68 a secagem do material durante 5 dias a 60°C);

PR= Peso Beco das raizes,em mg (medidc apos
a secagem das raizes ,durante b dias a 60 °C);

PT= Peso 8eco total em wmg,calculado a

partir da soma de PA e PR.

Para facilidade de discussio, estas
caracteristicas serido referidas através de seus simbolos
As plantas foram avaliadas individualmente e
entdo para a andalise estatistica foi considerada a média das
gquatro plantas de cada estrato,de tal modo gue cada

populacdo foi representada por gquatro valores em cada nivel
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de NaCl. Algumas plantas no nivel de 120 mM morreram e a
elag foram atribuidas o valor zero para cada variavel,de tal
modo gque o0 valor em cada estrato reflete ambos s 0
crescimento e a sobrevivéncia nesse nivel.

Foram realizadas andlises de varidncia para
cada caracteristica ,em cada nivel de NaCl.A seguir foi
efetuada uma andalise de varidncia cdnjunta considerando os
varios niveis de sal conjuntamente,de acordo com o esquema

que consta da Tabela 3.

Tabela 3.Esguema da analise de varincia para avaliacdo da
tolerdncia salina durante o crescimento inicial de

populacdes de Stylosanthes humilis.

FV GL QM F
Estratos / niveis n(r-1) Q1 Q1/ Q5
Populacbes (P) p -1 QZ Qz/ Q5
Niveis (N) n -1 Q3 QB/ Q1
P XN (p-1)(n-1) Q4 Q4“ Qg
Erro médio n{r-1)(p-1) Q

tal que:
¢ = numeroc de populacgodes

n = numero de niveis

r = numero de repeticdes (estratos )



46

3.4.2. Avaliagcdo da variabilidade genética para a
tolerancia 4 salinidade no crescimento em

populacées de S_humilis

Para a avaliacdo da variabilidade genética
quanto & toleré&ncia salina durante o crescimento, foi
conduzido um experimento em solucdo nutritiva com NaCl,em
casa de vegetacao do Departamento de Genética da
ESAIQ/USP,nos meses de janeiro e fevereiro de 1880.

Foram avaliados nesse experimento 18 familias

de cada uma das seis populagtes de S.humilis.O aparato

experimental,o estaddio das plé@ntulas e a metodologia
utilizados foram semelhantes aos descritos no item
3.4.1_Nesse caso,entretanto,foi empregada somente a

concentracdo de 80 mM de NaCl,uma vez gue de acordo com os
resultados de avaliacdo das populactes em varios niveis de
NaCl,a maior variabilidade entre os materiais foi observada
nessa concentracao.

A salinizacdo foi gradual,comecando a partir
do guarto dia de transplante das plantas,com 20 mM de NaCl,e
depois acréscimos diarios de 20 mM.

Devido a limitacdo no numero de pliantas gue
poderiam ser acondicionadas em um unico tangue com soliucdo
nutritiva e,considerando a necessidade de avaliacaoc de um
numero significativo de plantas em cada tamilia e ainda que
o objetivo maior desse experimento fo0oi a anaiise da

variabilidade genética dentro de populacdes,optou-se pelo
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uso do delineamento denominado blocos de familias compactas
("compact family blocks").Esse delineamento ¢é semelhante
ao de parcelas subdivididas,onde as parcelas s8do as
populactes e as subparcelas s3oc as familias agrupadas
dentro de populaces _.Neste caso as comparacdes entre
familias dentro de populactes sdo mais precisas gque
aguelas entre populactes (TORGGLER,1987).

Cada populacdo foi acondicionada em um
tangue, sendo que foram realizadas duas repeticoes.Devido 3
limitacido no numero de tangques,a repeticdo foi realizada no
tempo,dois dias apés o término da primeira repeticio,para
diminuir a possibilidade de interacdo de gendotipos com o
tempo.

Considerando a possibilidade de variac8o
ambiental dentro dos tangues,estes foram subdivididos em dez
estratos,cada um contendo 18 plantas,uma de cada tftamilia,
portanto cada tanque conteve 180 plantas de uma populacdo.

Apos 28 dias de experimento,as plantas foram
coletadas e analisadas gquanto as mesmas caracteristicas
descritas no item 3.4.1,com excecgdo da largura do
foliolo.EeBa caracteristica nho foi avaliada com o objetivo
de diminuir o tempo requerido para todas as avaliacOes, dado
o grande numero de plantas.

A analise estatistica dos dados desse

experimento foi realizada conforme VENCOVSKYi-Primeiramente,

1VENOOVSKY,R_(ESALQ/USP.Piracicaba) Comunicacdo pessoal, 1990.
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foi realizada uma andlise de variédncia para cada populacéao

conforme a Tabela 4.

Tabela 4_.Andlise de variancia dos dados de crescimento em

solucdo nutritiva,para cada populacido de S.humilis.

FV GL QM F
Repetictes (R) r-1 Q1 Q, / Qg
KEstratos (S) s-1 Q2 Gg / Q3
RX S (8-1)(r-1) Q Q / Q
Familias (F) -1 Q, Q /@
Erro (f-1)((r-1)+(s-1)+

(r-1)(s-1)) Q
tal que:

r= mamero de repeticoes
f= numero de familias da populacéao

s= numero de estratos

No gquadrado médio do erro,foram incluidos os
quadrados médios referentes as interacoes F X R,F X 5 e F X
R X &, uma vez gue a relacdo entre o maior gquadrado médio e
o menor deles ndo foi superior a 4,conforme condicao
necessaria para a inclusdo dos varios erros (PIMENTEL
GOMES, 1987) .

Apo6s a analise individual,foi realizada uma
analise conjunta considerando todas as populacdes de acordo

com a Tabeia o



Tabela 5.Ksquema de andlise de variancia dos dados de creacimento,

em blocos de familias compactas.
FV GL QM E(QM) F
Repetictes r-1 Q oz+ fc§+ fBOZ+ fapc?  Q/Q,
1 ; 2+ f 2 f 2
Populacdes P Q, o o+ Bga + (%)
rsv? + fsrV
P
Erro (a) (r-1)(p-1) Q, 3‘2_+ fvi + f80?
Estratos/pop p(s-1) Q4 Oi + foz + frV3 Q{Q5
Erro (b)/pop p(8-1)(r-1) Q, R
[ . "
Familias/pop p(f-1) Q ¥, + rBo QéQ?
Erro (c)/pop  pP(f-1)((r-1)+(s-1) 2
+(r-1)(8-1)) Q, °,
2 2
Familias/Pop1 f-1 Q8 o+ rsofi QgQ7
2 2
Familias/pop2 f-1 Q9 o+ ms:rf2 QgQ7
2 2
Fa.miliaB/POPS f-1 QiD .;7:+ I'BOIS Qig%
Familias/pop, £-1 Q,, o2 r80§4 Qe
Familias/pop, f-1 Q, 224 reo] Q 4Q,
e s 2 oz
Famllla.s/popd f-1 Q13 >+ rs.-{c ngQ:,

(*)O teste ¥ para populacoes

Feo@+ )/ (@+g)

neste

caso consliste em:
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Tal que: r= numero de repeticdes; p=— numero de populacoes;

s=— numero de estratos; f—numero de familias por populacédo;

7= variancia do erro (c) (varidncia do erro entre familias
< .

: .. 2 e A c
dentro de populacobes; ¢, T variancia do erro (b) (varidncia

do erro entre estratos dentro de populacﬁes);ﬁfz variancia

do erro (a) (varidncia do erro entre populacoes); 52 va-

<

f
ridncia genética entre familias dentro de populacﬁes;vp

va—

ridncia entre populactes; V =varidncia entre estratos

Os numeros de graus de liberdade para o

teste de F para populacbes podem ser assim calculados

(PIMENTEL GOMES, 1987):

(Q+a)’

@,f @_f

r-1 p(f-1 ) (r-1)+(s8-1)+(r-1)(s-1))

( Qg+ Q)

@, @y

JENUT———— + E .
(r-1)(p-1) p(f-1)

A partir das esperancas dos quadrados médios

foram estimados os parametros geneticos.

A estimativa das varidncias geneticas entre
familias dentro de populacbes (a; ) foi assim obtida:

- — ' /
Z = rs
£ ( Q Q7) /
onde: @ refere—se aos gquadrados médios de

tamilias dentro de populacoes,x de 8 a 13.
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0O coeficiente de wvariacdo genética entre
familias (Cvg) e o coeficiente de variacdo ambiental

(CVe), foram estimados através das seguintes expressdes:

CV (%) = — X 100

=4 T
2
U-

CV (%) = - X 100
e 3.
Yi

Tal gque : 3; = +wvariadncia geneética entre
familias da populacdo i ; Yi = média geral da populacdo i.

O coeficiente de herdabilidade no sentido

amplo foi obtido a partir da seguinte expressdo:

2 2

_ .2 .2 -
= “f_/ (o f + =)

A varidncia entre plantas dentro de familias

e populacgies (?3 ) foi calculada,conforme a expressdo:

2 2
~ d QMd - VS - © f
Tal gue: QM, = variancia entre plantas dentro

4.

*

de familias da populacdo i,calculada a partir da média das
36 variancias dentro de familias,dentro da populagdo i (18
familias, 2 repeticoes). Nameroc de graus de liberdade =

324 (36 X (10-1).

]

VS € Q%— QS) / fr

(Q-@) /£

e
<

il
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"2 . . sy
A g €& composta por fatores genéticos e
1
ambientais,representando portanto uma varidncia fenotipica.

3.5. Andlise eletroforética das isoenzimas

A andlise eletroforética foi realizada em gel
de amido,migracdo horizontal.0 amido wutilizado para a
confeccdo do gel foi hidrolizado no laboratério em uma
metodologia baseada no trabalho de SMITHIES (1955),a partir
de fécula de batata comercial.Esse método consiste
basicamente na hidr6élise do amido com acido cloridrico em
acetona a temperatura de 38,500 ,durante 45 minutos sendo a
reacdo interrompida com acetato de s6dio 1M .Apds o descarte
da fase liguida,o amido é lavado varias vezes com agua
destilada,sendo posteriormente secado em estufa por duas
horas em temperatura entre 45 a 65 C.

Foram analisados trés sistemas enzimaticos,
esterase (EKEst),peroxidase (Px) e malato desidrogenase (Mdh).
A andlise das esterases foli realizada em sementes embebidas
durante 14 horas e peroxidase e malato desidrogenase em
prlantulas com 2 cm de comprimento.

As sementes apos serem escarificadas, foram
colocadas para germinar em caixas gerbox a 25QC,no escuro em
estufa BOD para germinacao.

Foram analisadas 1B familias para cada uma

das seis populacoes descritas no item 3.1.,uma plantula ou
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semente embebida por familia.

Com base nos experimentos de germinacéo,
foram selecionadas cinco familias tolerantes e cinco
familias sensiveis dentro das populacoes Sdo Caetano e
Caruaru,e o sistema das peroxidases foi também analisado em
5 a 10 plantulas em cada uma dessas 20 familias.

O gel de amido utilizado apresentou espessura
de 2 mm e concentracdo de 12%.Para a andlise de peroxidase e
esterase,o gel foi preparado com o8 tampoes A e B de
SCANDALIOS (1969),na proporcdo de 1A:98B,pH 8,3. Para a
analise de malato desidrogenase foi utilizado no gel o
seguinte tampido: TRIS 0,0135 M; histidina 0.005 M e 4&acido
citrico até pH 7,0 (SOLTIS et alii, 1983).

O gel foi preparado na tarde anterior a sua
utilizacdo em kitasato,sobre o fogo,com movimentos rotativos
continuos,até comegcar a ferver._Nesse momento,o gel era
retirado do fogo e apos a retirada das bolhas com auxilio
de uma bomba de vacuo,o gel era colocado em canaleta de
vidro com 17,0 cm X 15,0 cm X O,2 cm sendo coberto por uma
placa de vidro.Apos esfriar,esse conjunto era coberto com
plastico até a manhd 8eguinte,quando era colocado para
refrigerar uma hora antes de ser utilizado.

A extracdo das enzimas foi realizada atraves
da maceracdo dos materiais com auxilio de um bastdao de
vidro, sobre placas de acrilico com escavacoes
arredondadas,onde s8e colocava a plantula.Cada amostra

recebeu uma gota (40 21) de tampdo de extracdo.A placa com
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as amostras foi mantida durante a maceracdo até o tempo em
que foram utilizadas sobre placas com gélo.

O tampdao de extracdo utilizado foi o
seguinte: TRIS O.1M pH 7,5; sacarose 0,2M; polivinil
pirrolidona 0,6 %; soro albumina bovina 0,1%; EDTA 1 mM.
Pouco antes de s8s8er utilizado,foi adicionado 20 g1 de
2-mercapto—etanol 0,6% em 15 ml desse tampé&o.

O8 extratos foram absorvidos em papel de
filtro de 2mm X 3 mm e as amostras foram aplicadas no gel
previamente cortado com um pente de acrilico.

As amostras foram aplicadas no gel a 2,0 cm
da ponte do polo negativo para a analise de esterase e
malato desidrogenase,e para as peroxidases que mostraram
bandas catédicas, a8 5 cm do polo negativo.Em cada umas das
duas extremidades do gel foi colocado papel de filtro
embebido com solugcdo de azul de bromofeno! para marcar a
linha de frente durante a migracao.

A corrida foi feita em refrigerador a 4°C .
em cubas horizontais. O tampdo das cubas com o8 eletrodos
foi o tampdo A de SCANDALIOS (1969),pH 8,3 para peroxidase e
esterase. Para a malato desidrogenase, utilizou-se o tampédo
TRIS 0,135 M e acido citrico até pH 7,0 (SOLTIS et alii,
1983). A migracdo era interrompida gquando a linha de frente
atingia 9 cm do ponto de aplicacdo para as esterases e
malato desidrogenases e 6,5 cm para as peroxidases.

Apos a corrida eletroforética era feita a

revelacdo do gel.A revelacdo das esterases foi de acordo com
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SCANDALIOS (1969) modificado.
1- HO . 20 ml

2— o naftil acetato (1¥) em etanol e

agua (7:3) ... it ettt e e e 1,5 ml
3— Fast garnet GBC ... ................ 0,4 g
4— Tampdo C (Na H2P04,0,2 M)._....... 25 ml
5- Tamp&do D (NaH PO;,O,Z M) ....... 5 ml

A revelacdo das peroxidases foi realizada

pela técnica de BREWBAKER et alii (1968),modificada.

1- ortodianisidina............_...... 0,056 g
2- etanol 95 ¥ . ... ... 35 ml
3— Tampdo fosfato 1,0 M (pH 6,0)... 14 ml
4— H2 O2 (1%) ..t e e e e e e e e e ean 1 ml

As malato desidrogenases foram reveladas de

acordo com SOLTIS et alii (1983).

1- tampdo TRIS-HCl 1,0 M pH 8,0....._..... 5 ml
2—- NBT ("nitro blue tetrazolium")...._._. 0,00568g
3—- PMS ("Phenazine methosulfate”)..... 0,001g
4- dcido DL mdlico...... ... ... 1,34 g
b— NAD ... i 0,005¢g

0O acido DL mdiico,1,34 g,era dissolvido em 30
ml de HéO e depois acrescentado 5 ml de tampdao TRIS-HC1 1 M
pH 8,0.Essa solucdo era acertada para pH 8,0 com NaOH 4 N e
o volume completado para 50 ml com HZO.A seguir eram
dissolvidas os demais reagentes nessa solucao.

As enzimas foram reveladas em estuta a 30 0C,

durante o tempo necessario para a clara visualizacao das
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bandas.Ap6s a revelacdo,os géis eram lavados e fixados em
solucdo de EgO,élcool metilico e acido acético (5:5:1) por
15 minutos e posteriormente conservado na geladeira.

A analise dos zimogramas foi feita,
obtendo-se para cada banda um Rm (Migracdo relativa).(0 Rm de
cada sistema enzimdtico,foi obtido pela divisido da distancia
migrada pela enzima pela distdncia migrada por uma banda
padrido.A banda padrdo de cada sistema foi escolhida pela sua
alta fregquéncia,constdncia e nitidez em todos os individuos.

A frequéncia das bandas em cada populacido foi
obtida através da razdo entre o nmimero de pléntulas com a
banda e o numero de plgntulas analisadas. Foram também
calculadas em cada populacdo a frequéncia de alguns alelos.
Foram analisadas 18 plédntulas em cada populacio.

A frequéncia de alelos de peroxidase foi
também calculada dentro de cada wuma das 20 familias das
populacbes Caruaru e Sdo Caetano.

Foram realizadas andlises de correlacdo
linear das fregquéncias de bandas e alelos com a

porcentagem de germinacdo transformada (GT), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), numero de folhas com necrose
transformado (NFN) e peso secoc da parte aeérea (bA),
estimados nos experimentos com familias.Para tanto, as

frequéncias dos alelos e bandas foram transformados em arc

sen V freguéncia , 8endo as freqguéncias iguais a 0,0
substituidas por 1/4N , e as iguais a 1,0 por 1-1/4N, onde

N = namero de plantulas analisadas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacdo da tolerancia a salinidade na germinacdo em

populacdées de S.humilis

Os resultados das analises de varidncia para

o indice de velocidade de emergéncia (IVE) e porcentagem de

germinacéo transformada em arc sen Y % germinacdo (GT),
referentes as seis populactes de S.humilis descritas no item
3.1. e submetidas a um gradiente de niveis de salinidade B&o
apresentados na Tabela 6.

Verifica-se na Tabela 6 , a existéncia de
diferencas significativas ao nivel de 1 ¥ de probabilidade
entre populactes e entre niveis de salinidade para as duas
caracteristicas. A existencia de interacéo altamente
significativa entre os niveis de salinidade e populacbes
quanto a porcentagem de germinacéo indica que as populacdes
foram diferentemente afetadas pelo gradiente,e que portanto
em relacdo a essa caracteristica,as populacOes apresentaram
diferentes tolerancias relativas ao 8al.Com relacho a
veloclidade de germinac#éo,o fate de n8o existir interacédo

significativa entre niveis e populactOes,mostra gque o 8al
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afetou de maneira similar as diferentes populacoes.

Tabela 6. Analise de varidncia do 1indice de velocidade de

emergéncia(IVE) e da porcentagem de germinacdo

transformada em arc sen 7Y % germinacdo (GT) em
populactes de S.humilis, submetidas a diferentes

niveis de NaCl.

Fonte de CL Quadrados médios
variacao IVE GT
Niveis de NaCl (N) 4 1853,893%x* 5881, 321%%
Populactes (P) 5 185, 306%x% 667, 191 %%
Interacdo (N X P) 20 10,520ns 100, 286%%
Erro 60 6,343 29,386
CV (%) 14,82 8,25

%% gignificativo ao nivel de 1% peloc teste F.
ns ndo significativo.

Na Tabela 7 sdo apresentadas as médias para
IVE e porcentagem de germinacédo (G) nos diferentes niveis de
sal ,considerando o conjunto das populacdes.

Pode—-se observar que a medida que a
concentracdo de NaCl aumenta,a velocidade e a porcentagem
de germinacdo diminuem,como tem sido amplamente documentado
em um grande numero de espécies haléfitas e
glicofitas,embora em grau diferente para cada espécie

(UNGAR, 1978) .
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Tabela 7.Médias nos diferentes niveis de NaCl, do indice de
velocidade de germinacdo (IVE) e da porcentagem de

germinacédo (G) em S.humilis.

Nivel de

NaCl (mM) “ IVE G *

0 29,91 a’ 97,78 a
67 23,53 b 96,44 a
134 16,89 c 87,89 b
201 10,10 d 67,44 c
268 4,55 e 40,11 d

*As médias seguidas pela mesma letra em cada coluna néo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo
2teste de Tukey.

Para a realizacdo do teste de Tukey foram utilizados
valores transformados em arc sen ¥ ¥ germinacdo

A imposicdo de um estresse salino resultou em
um atraso no inicio da germinacdo e em um major tempo para a
germinacdo s8e completar. A velocidade de germinacéo
mostrou—se mais sensivel a salinidade do gque &a porcentagem
final de germinacédo.uma vez gue a menor concentracldo de
NaCl, 67 mM de afetou somente a velocidade de germinacédo e
concentractes maiores de sal afetaram em maior proporgido a
velocidade do que &a porcentagem de germinacdo .A maior
sensibilidade da velocidade de germinacdo & salinidade em
relacdo & porcentagem final de germinacéo também foi
observada por WEST & TAYLOR(1981) em cultivares de

Trifolium subterrraneum, WEST & FRANCOIS (1982) em Vigna
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unguiculata,MARCAR (1987) no género Lolium e TORRES-SCHUMANN
et alii (1989) em Licopersicum esculentum.

WEST & TAYLOR (1981) e WEST & FRANCOIS
(1982) ,sugeriram que nas menores concentracées de sal,onde
somente a velocidade de germinac&o € afetada,a influéncia do
sal na germinacdo deve ser devido a wum efeito puramente
osmOtico,e gque concentractées maiores de NaCl que afetam
também a porcentagem de germinacdo devem produzir efeitos
t6xicos ou osméticos ou ambos.Embora fossem necessarios
estudos comparativos com solucbes isosm6éticas de solutos
impermeaveis,para concluir a respeito dos efeitos do NaCl na
germinacdo de S.humilis,os dados obtidos podem sugerir gque
até a concentracdo de 67 mM a influéncia do sal na
germinacdo pode ser devido a um efeito puramente osmotico.Em
concentractes maiores,o sal pode ter afetado a germinacéo
também por efeitos toxicos.Embora a maioria dos trabalhos
pareca sustentar a idéia de que o principal eteito dos sais
na germinacdo € osmotico (MAYER & POLJAKOFF-MAYBER,1975;
BLISS et alii,1986),ha evidéncias de que em glicéfitas a
inibicdo da germinacdo pelo NaCl deve-se também & efeitos
toxicos (REDMAN, 1974;UNGAR, 1978,BLISS et aiii,1986b).

As Figuras 1A e 1B mostram porcentagem de
germinacdo transformada (GT) e a velocidade de germinacé&o
(IVE),.respectivamente nas seis populacbes de S.humilis nos
diferentes niveis de NaCl, e a Tabela 8 apresenta os vaiores

médios das populactes nos niveis de NaCl.



Tabela B.Médias das seis populacdes de S.humilis,submetidas
a diferentes niveis de salinidade, do indice de

velocidade de emergéncia (IVE) e da porcentagem de

germinacdo (G)

2

Populacéo IVE G
Flores 14,07 cd' B1,07 a
Serténia 12,87 4 64,80 b
Caruaru 22,17 a 86,00 a
Sdo Caetano 15,81 bc 68,40 b
Janga 19,77 a 82,40 a
Tamandaré 16,99 b 84,93 a

'Valores com a mesma letra em cada coluna n&o diferem
entre 8i ao nivel de 5% de probabilidade,peloc teste de
2Tukey.

Para a realizacdo do teste de 'l'uvkey,foram utilizados
valores transformados em arc sen Y ¥ germinacdo .

Pela andalise da Figura 1B, pode-se observar
gque as linhas 830 praticamente paralelas,.ndo havendo
interactic entre populacbes e niveis de NaCl como Jja foi
discutido anteriormente, embora as populacoes tenham
apresentado valores bem diferentes,com dJanga e Caruaru,
mostrando as maiores velocidades (Tabela 8).

Com relacao & porcentagem de germinacao

(Figura 1A e Tabela B),as populacoes Sertadnia e S&o Caetano
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mostraram—-se bem diferentes das demais,com uma tolerancia
salina bem menor.Um parémetro utilizado para avaliar a
tolerancia salina &€ o nivel de salinidade mdéximo em qQue né&o
h&a diferencas significativas em relacéo ao controie,
denominado ponto de inflex&do ("threshold"”) (MAAS & HOFFMAN,
1977 ) .Esse nivel seria 67 mM para as populactes Sdo Caetano
e Serté@nia e 134 mM para as demais(Figura 1A).Embora as
outras populactes na média dos niveis de NaCl,tenham tido um
comportamento semelhante (Tabela 8),como ocorreu interacéo
significativa entre niveis de 8al e populactes,pode-se
considerar que Janga e Caruaru sdo mais tolerantes,uma vez
que a maior concentracédo de sal (268 mM), parece ter afetado
menos a sua germinacdo do gque as populacoes Flores e
Tamandaré conforme pode ser observado na Figura 1A.

Como a s8alinidade do solo apresenta—-se
muito variavel dentro de uma mesma area (RICHARDS,1983) e no
tempo (UNGAR,1978), a existéncia de interacdo entre nivel de
sal e populacdes na porcentagem de germinacido pode ter uma
importéncia adaptativa,significando gque em diferentes locais
do ambiente dessas populacdes e em diferentes ocasites a
germinacédo preferencial dos genétipos € alterada.

Pelo que se tem conhecimento,essas 8sdc as
pPrimeiras avaliactes relatadas na literatura da tolerancia
salina na germinacdo de S.humilis.O conhecimento dos fatores
ambientais que podem influir na germinacao s8ao
particularmente importantes em espécies anuais,que dependem

a cada ano de uma germinacdoc bem 8ucedida para a 8ua
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sobrevivéncia.A germinacdo de um modo geral ¢é considerada
como um dos estddios mais criticos do ciclo de +wvida das
plantas (SOLBRIG,1980).

Comparando-se a tolerancia salina de
S.humilis com outras espécies na literatura,pode-se concluir
que essa espécie estad entre as mais tolerantes, sendo
compardvel a algumas hal6fitas.Um outro parametro que se
tem utilizado na literatura para comparar diferentes
gen6tipos quanto a tolerdncia a salinidade na germinacdo,é a
concentracdo do sal que reduz 50% da germinacdo em relacao a
geminacdo em adgua destilada (G50).Embora as populactes aqui
estudadas tenham apresentado grandes diferencas,em média
S.humilis apresentou 50% de reducdo da porcentagem de
germinacdo a 268 mM,equivalente & -1,2 MPa de potencial
osm6ético (Tabela 7),um valor similar a espécie Lolium
perene,relatada como tolerante, em que a porcentagem de
germinacdo foi reduzida a 50% em 250 mM de NaCl
(MARCAR, 1987).0 G50 para a maioria das espécies varia de
-0,3 MPa a cerca de -1,0 a-1,5 MPa,tanto para haléfitas como
para glic6fitas (MYERS & MORGAN, 1989).

As populacoes avaliadas neste trabalho sé&o
oriundas de regies com solos diferentes quanto & salinidade
(Tabela 1),sendo que as populagOes Serténia,Flores e Caruaru
s8d0 de regides com 8olos classificados como salinos
s6dicos,enquanto que as demais nao apresentam solos
salinos.Parece nao existir nenhuma relacdo da tolerancia

salina na germinacdo com a classificacdo geral dos 8olos
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das regides,uma vez que Sertdnia foi uma das populactes mais
sensiveis,sendo localizada em regido de solo salino,enquanto
que Janga uma das mais tolerantes é oriunda da regido onde o
solo foi classificado como ndo salino.Embora a tolerancia
salina na germinacéo de maneira geral tenha sido
relacionada com a salinidade do ambiente das populacdes
(BAZZAZ,1973;UNGAR, 1978), indicando acéo da selecédo
natural,em varias espécies essa relacdo ndo foi encontrada
(CHOUDHURI , 1968 ;MARANON et alii ,1989).

Entretanto,como o solo do 1local de coleta
dessas populactes ndo foi analisado quanto & 8salinidade,e
considerando ainda que ha grandes variactes na s8alinidade
dentro de uma mesma area (RICHARDS,1983),a analise da
relacdo da toleréncia salina das populactes com a salinidade
do ambiente de origem fica comprometida,sendo mais prudente

ndo tecer conclustes a esse respeito.

4.2. Avaliacdo da variabilidade genética da tolerancia
4 salinidade na germinacido em propulacédes de

S. humilis

O experimento em gradiente de salinidade
(item 4.1. )mostrou gque na concentracdo de 201 mM de NaCl foi
observada maior variabilidade entre as populactes (Figura
1A). Desse modo,essa concentracdo foi escolhida para avaliar
a variabilidade existente dentro de populacdes gquanto a

tolerancia salina na germinacéo.
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As Tabelas 9 e 10 apresentam,respectivamente
as andlises de variadncias para a porcentagem de germinacéo
transformada (GT) e para a velocidade de germinacdo (IVE),
em sementes escarificadas,avaliadas em 18 familias de cada
uma das seis populacoes.Os resultados das duas
variaveis, foram similares,no sentido de que houve diferencas
altamente significativas entre familias,em todas as
populactes, com excecd8o da populacdo Tamandaré gque néo
mostrou diferencas significativas quanto a velocidade de
germinacédo.

Nas Tabelas 11 e 12 que apresentam os valores
de G e IVE de sementes escarificadas,respectivamente para
cada familia nas populacoes,pode—s8e observar realmente gque a
populacdo Tamandaré apresenta baixa variabilidade,com uma
diferenca de 50,7 entre as familias que apresentaram a maior
G e a menor e de 8,5 entre as familias que apresentaram o
maior IVE e o menor. J& as populaces de Caruaru e
S.Caetano, apresentaram grandes amplitudes entre as familias
com diferencas de 75,4 ¥ e 90,00% respectivamente para G e
25,0 e 20,9 respectivamente para IVE.

Com relacdo a porcentagem de germinacdo (Tabela
9), os coeficientes de variacdo genética (CVg), evidenciaram
que com excecdo da populacdo Tamandaré gue apresentou um CVg
de 14,6% e menor que o coeficiente de variacdo ambiental
(CV), todas as populacoes apresentaram consideravel
variabilidade genética entre familias,com valores de 19,7% a

52,3% e maiores que o8 respectivos coeficientes de variacéo
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ambiental.As populagies Caruaru e &.Caetano 8do as qgque
mostraram a maior variabilidade genética entre familias, com
valores de 33,2% e 52,3% respectivamente.A populacio Janga
apresentou um valor intermediario de CVg,igual a 19,7%.Todas
as populactes,com excecédo da Tamandareé, apresentaram
coeficientes de determinacdo genotipica (b) altos,com
valores de 0,89 a 0,98 ,mostrando qgque a maior parte da
variabilidade dessas populactes observada na tabela 11 é de
origem genética.Ksses elevados valores de b indicam que a
tolerdncia salina na germinacdo dessas populacdes pode ser
alterada com relativa facilidade por presstes de selecdo,o
que pode ter importancia do ponto de vista da adaptacho

dessas populactes a salinidade do solo.

Tabela 9.Andlise de varidncias para porcentagem de germinacidoc transfor-
mada (GT) de sementes escarificadas,envolvendo 18 familias epm
sels populactes de Stylosanthes humilis.submetidas a 201mM de
NaCl, e seus respectivos coeficientes de variacdo (CV %), coe-
ficientes de variacdo genética (CVg %) e coeficientes de deter-

minacdo genotipica (b).

Fonte de Quadrados Médios
variacdo QGL

Flores' Sertdnia Carmaru S.Caetano Janga _ Tamandaré

Familia 17 383,638%x 315.722%% 1176,540%* 1470,430%* 589,008%*x 181,229%%

Residuo 36 40,930 34,382 36,480 28,677 33,421 70,275
Média 50,97 36,85 58,75 41,87 68,97 41,05
CV (%) 12,6 15,8 10,3 13,0 8.4 20,4
CVg (%) 21,3 26,3 33,2 52,3 19,7 14,6
b 0,90 0,89 0,87 0,98 0,94 0,61

*% gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F.



Tabela 10.Andlise de varidncias de velocidade de germinaclio de sementes
eacarificadas envolvendo 18 familias em seis populacbes de
Stylosanthes humilis,submetidas a 201 mM de NaCl,e seus respec-
tivos coeficientes de variacfo (CV X), coeficientes de variacéo

genatica (CVg X) e coeficiente de determinacléo genotipica (b)

Quadrados Médios
Fonte de
variacio GL

Flores Serténia Caruaru §S.Caetano Janga Tamandaré

Familias 17 34,752%x 20,606%%x 222,847%x 179,381%%x 138,526%%x 15,022ne

Residuo 36 3,528 4,409 7,005 1,880 5,786 7,786
Média 7,86 5,62 17,43 7,72 7 19,55 8,13
CV (%) 23,6 37,4 15,2 18,3 12,3 45,5
CVg (%) 40,5 41,3 48,7 99,6 34,0 25,3
b 0,980 0,79 0,97 0,98 0,86 0,48

*%x gsgignificativo ao nivel de 1X de probabilidade pelo teste F.
ne n#do significativo.

Os coeficientes de variacdo ambiental para
velocidade de germinacdo (Tabela 10) foram em todas as
porulacbes maiores do que os respectivos valores para
porcentagem de germinacédo (Tabela §8).Isso provavelmente
deve-ge ao fato de que as variacoes diarias na quantidade de
sementes germinadas entre as repetictes tendem a se anular a
medida gue o experimento ocorre,diminuindo portanto a
variacdo entre as repetictes na porcentagem final da
germinacédo.0Os valores dos coeficientes de variacdo genética
quanto a velocidade de germinacao foram também
proporcionalmente maiores do gue as de porcentagem de
germinacdo,.mas mantiveram as mesmas reiaces entre as

populaces.Desse modo, os coeficientes b foram da mesma
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para Tamandaré

(0,48) e alto nas demais populacdes (0,78 a 0,89).

Tabela 11.Porcentagem de germinacdo (G) de sementes escarificadas

de 18 familijas de cada wuma das seis populactes de
Stylosanthes humilis,na presenca de 201 mM de NaCl.

Populacées

Familias Flores Serténia Caruaru S.Caetano

Janga Tamandaré

[

50,7

40,7

84,0 42,0 98,7 40,0
2 75,3 42,7 94,0 17,3 92,0 53,3
3 68,0 56,7 24,0 24,7 100,0 42,0
4 64,7 17,3 86,0 80,7 76,7 67,3
5 76,7 32,0 80,7 54,7 92,7 38,0
6 88,0 39,3 91,3 14,7 95,3 36,0
7 59,3 36,7 94,7 88,0 53,7 42,7
8 82,0 14,7 20,7 54,7 92,0 44,7
8 58,7 35,3 31,3 24,0 97,3 26,7
10 57,3 30,0 94,0 12,0 74,0 35,3
11 57,3 38,0 82,7 86,7 99,3 42,7
12 29,3 30,0 88,3 8,0 87,3 48,7
13 50,7 26,7 19,3 30,0 95,3 50,7
14 22,0 30,0 70,7 92,0 92,0 74,0
15 66,7 27,3 26,0 16,7 56,0 44,0
18 79,3 24,0 91,3 15,3 70,7 31,3
17 68,7 47,3 92,0 22,7 54,7 23,3
18 29,3 86,0 78,7 98,0 87,3 41,3
Média 59,7 36,4 70,0 44,0 83,0 40,1
Ampli- 22,0 14,7 19,3 a 8,0 a 53,7 a 23,3 a
tude 88,0 86,0 94,7 98,0 100,0 74,0
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Tabela 12.indice de velocidade de emergéncia de sementes escari-—
ficadas de cada uma das 18 familias das seis popula-

c/8es de S.humilis,na presenca de 201 mM de NaCl.

Populactes

Familias Flores Sertédnia Caruaru §S.Caetano Janga Tamandare

1 8,2 7,6 23,3 6,6 24,1 3,8
2 11,0 3,8 23,2 2,5 21,2 8,0
3 8,7 6,3 3,1 3,3 25,0 8,7
4 8,9 2,9 20,0 19,6 15,0 11,4
85 9,4 4,8 21,6 5,3 22,7 5,7
8 12,0 5,0 22,2 2,1 24,3 7,7
7 6,1 5,1 27,0 18,4 14,1 6,0
8 13,6 2,2 4,2 8,2 21,8 7,0
9 6,2 6,8 6,4 2,8 24,0 3,4
10 6,3 5,6 28,1 1,6 12,6 4,3
11 7,1 7,0 20,0 18,7 28,6 5,6
12 2,9 3,1 23,5 0,8 9,0 6.3
13 6,1 3,2 4,6 3.3 25,3 6,9
14 2,3 4,4 19,8 18,3 23,1 8,9
15 8,7 6,2 3,7 1,8 10,6 5,7
16 14,6 4,4 21,7 1,4 11,3 2,9
17 7,5 9,6 22,0 3,3 9,9 3,4
i8 3,5 13,0 19,1 21,7 29,2 5,3
Média 8,0 5,6 17,4 7,7 19,5 6,1
Ampli- 2,3 a 2,2 a 3,1 a 0,8 a 9,0 a 2,9 a
tude 14,6 13,0 28,1 21,7 29,2 11,4

Devido ao fato que S. humilis apresenta
dorméncia tegumentar ,procurou-se nesse trabalho avaliar
também a resposta a salinidade em sementes nio

escarificadas.As familias foram avaliadas nas mesmas
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condicoes experimentais que as sementes escarificadas e na
meama concentracdo de NaCl,isto é 201 mM.0 experimento
entretanto foi realizado somente durante 10 dias,porque apés
esse periodo,algumas parcelas apresentaram contaminacdo por
microorganismos gque poderiam alterar os resultados.

As Tabelas 13 e 14 apresentam as andlises de
varidncia e as estimativas dos parémetros genéticos para GT
e IVE, respectivamente, para as sementes ndo escarificadas,
envolvendo 18 familias de cada uma das 8eis populactes de
S_humilis.Com excecdo da populacdo 7Tamandaré, observam-se
nas demais populacoes,diferencas significativas entre
familias,ao nivel de 1% de probabilidade e de 5% para GT na
populacédo Janga. Os coeficientes de variacdo ambiental
foram altos,particularmente para velocidade de germinacao,o
que se deve provavelmente ao fato dos pequenos valores
observados.

As médias das populacoes gquanto a GT wvariaram
de 5,52 a 15,63 e de 0,09 a 0,84 para IVE.KEsses valores sao
bem menores que o8 obtidos para sementes escarificadas
(Tabelas 9 e 10), evidenciando o0 alto grau de dorméncia
tegumentar nessas populactes.0Os resultados sugerem gue houve
interacdo entre dorméncia e resisténcia salina,uma vez gque a
populacédo Tamandare apresentou médias bem menores 9gue asn
demais populacbes, e a populacéo Caruaru apresentou
proporcionaimente valores mais proximos das outras
populacoes,diferente do gque ocorreu com o0 experimento com

sementes escarificadas.
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Com relacdao aos coeficientes de variacdo
genética (Tabelas 13 e 14), embora em numeros absolutos
tenham sido maiores para sementes ndo escarificadas do que
para as escarificadas,.mostraram a mesma tendéncia nos dois
casos,tanto para GT,como para IVE .A populacdo Tamandaré
apresentou os menores valores de CVg, tendo inclusive valor
negativo de variancia genética para IVE;a populacdo Janga
valores relativamente pegquenos e as demais altos valores.Os
coeficientes de determinacdo genotipica foram baixos para
Tamandaré quanto as duas variaveis e para a populacdo Janga
para GT.Os resultados parecem indicar portanto que a
variabilidade genética quanto a tolerancia salina na
germinacdo,pode ser avaliada tanto em sementes dormentes
como em sementes ndao dormentes.

Em resumo,os resultados apresentados mostram
que as populactes do Sertdo,Flores e Serténia,e do Agreste,
Sao Caetano e Caruaru, apresentam grande variabilidade
genética entre familias quanto & tolerdncia salina na
germinacdo e as populacbes da zona da Mata, Janga e
Tamandaré, apresentam menor variabilidade,notadamente a
populacdo Tamandaré.

A gquantidade de polimorfismo nas populactes é
dependente das magnitudes relativas da selec&o disruptiva e
do fluxo génico (SPIETH,1979).A selecéio disruptivs e
determinada pelo padrdo e magnitude da heterogeneidade
ambiental,engquanto que o fluxo génico ¢ determinado por

varios fatores,entre o0s quais a taxa de cruzamento. A
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autogamia reduz a variacdo genética dentro de populacdes e
aumenta a variacdo entre populacoes(LOVELESS & HAMRICK,
1984) .

As estimativas de variabilidade genética
gquanto & toleréncia salina na germinacdo nas populacdes de
S_.humilis obtidas no presente trabalho,sdo comparaveis com
os resultados de variabilidade isoenzimatica obtidas por
MARCON (1988) nessas populactes.Segundo esse autor,as
populacbes da Mata mostraram menor variabilidadedo gque as
populacOes do Agreste e Sertdo,sendo que a variabilidade
nas populacdes foram correlacionadas com a variabilidade
ambiental,sendo o Agreste a regido mais wvariavel e a que
apresentou populacdes com maior variabilidade genética.

As populacdes do Agreste estudadas no
presente trabalho apresentaram —se muito diferentes quanto a
tolerdncia salina na germinacdo,sendo a populacdo Caruaru
tolerante e a Sdo Caetano mais sensivel,e ambas apresentaram
grande variabilidade genética intrapopulacional.A
heterogeneidade ambiental, gquanto & salinidade do solo
e/ou pluviosidade entre e dentrc dos habitats dessas
populacbes ,através de mecanismos da selecédo
disruptiva,poderiam explicar a diferenca entre os graus de
toleré&ncia dessas populacdes e a manutencdo da alta
variabilidade nessas populacdes.

MARCON (1988) ,baseado nos niveis de
variabilidade genética,nas disténcias génicas entre

populacboes e,nas taxas de cruzamento e evidencias
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histéricas,sugeriu que as populactes da zona da Mata teriam
uma distribuicdo marginal ,cujo estreitamento de
variabilidade deveria ter sido ocasionado pelo efeito do
fundador,levando & deriva genética.0Os baixos niveis de
variabilidade gquanto & tolerdncia salina na germinacéo
obtidas na populacdo Tamandaré e em menor grau na populacéo
Janga,favorecem a hip6étese de MARCON (1988).

A variabilidade genética intrapopulacional
quanto a toler@ncia salina na germinacdo ndo mostrou uma
correlacdo clara com as taxas de cruzamentos dessas mesmas
populactes,estimadas por MARCON (1988).Segundo esse autor,as
populacoes Flores, Serténia, S&o Caetano e
Tamandaré ,mostraram taxas de cruzamento de 0,31 a
0,39,enquanto que as populactes Caruaru e Janga,apresentaram

taxas menores equivalentes a 0,24 e 0,19, respectivamente.

4_3. Avaliacdo da tolerancia salina no crescimento inicial

em populacdes de S. humilis

A toleraéncia salina no crescimento das seis
populactes de S.humilis foi avaliada apos s8seu crescimento
durante 28 dias em solucdo nutritiva em quatro niveis de
NaCl O, 40, 80 e 120 mM.

As analises de variancias para as 11

caracteristicas descritas no item 3.4.1 sdo apresentadas nas
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Tabelas 15 e 16.Para todas as caracteristicas avaliadas,
foram encontradas diferencas altamente significativas entre
populactes e entre niveis de NaCl,mostrando que o8 niveis
utilizados discriminaram bem as populacbes e que ha
diferencas na tolerancia salina absoluta entre as
populacées.O fato de gque para quatro caracteristicas
analisadas, CF, PA, PR e PT, terem ocorrido diferencas
significativas entre estratos dentro dos niveis,mostra gque o
cuidado no controle ambiental dentro dos tanques foi
procedente.A interacdo entre populacoes e niveis mostrou
significAncia para oito das caracteristicas estudadas,
sugerindo gque as populacdes podem apresentar toleréncias
relativas diferentes.

As Tabelas 17 e 18 apresentam as médias de
cada populac&o considerando todos os guatro niveis de NaCl
para as 11 caracteristicas e aB Figuras 2 a 6 mostram o
comportamento das populactes em cada nivel de sal quanto a
esses caracteres.A andalise conjunta dessas tabelias e
figuras,mostra que existe uma certa dificuldade em
classificar as populacbes quanto ao seu grau de
toleréncia,uma vez gque a prosiclio relativa de cada populacao
varia de acordo com o carater considerado.Todos os
caracteres analisados nesse estudo s&o importantes,uma vez
que todos foram afetados pelo sal,discriminando os gen6tipos
e tem sido utilizados por pPesquisadores da Aarea,embora a
grande maioria utilize apenas um ,dois ou trés caracteres em

seus trabalhos.
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2.8 numero de ramiticacoss
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nivel de NaCl {mM)

5 numero de folhes

== tiores 4+ serania - ¥ carvery
=&~ 80 coetany = temencare == jangs

9 A i L

0 40 80 20
nivel de NaCl {mM)

Figura 2.Efeitc de diferentes concentracaes de NaCl no

numero de ramificacoes (A).numero de folhas (R}

transformados em Ynumero + 0,5 , em seis populactes

de &. humilis.
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25 numero de folhas com clorose

—— fiores ~+ gertania ¥ caruery
=8= ga0 castgno=de tamancsre 4~ jengs
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2.8

= fioree — gertanta ¥ carusry
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05k

0 40 80 ©0
nivel de NaCl (mM)

Figura 3.Efeito de concentracoes de NaCl no numero de folhas

caom clorose (A), numero de folhas com necrose (R).

transformados em ¥ numero + 0,5 , em seis populacdes

de 5. humilis.
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P comprimento do foliolo {em)

— tiores 4+ gertanie - ¥ csrusry
=@~ geo casteno =¥ remencare =9~ jangs

0= A i camrdven

0 40 80 120
nivel de NaCl (mM)
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L i
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nival de NaCl (mM)

0.2

Figura 4.Efeito de concentracoes de NaCl no comprimento do
foliolo (A) e largura do foliolo (B} em seis

o

populacoes de 5. humilis.



5 comprimento da parte eerea (cm)

-—— flores ~+- eertania 4 caruaru
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nivel de NaCl (mM)

comprimentc da malor raiz (cm)

80

— flores —~— seruania ¥ caruary
=8~ gzo caeteno =¥ tzmanasre —= jangs

10

Qb= I i F

0 40 80 20
nivel de NaCl (mi)

Figura S5.Efeito da concentracado de NaCl no

parte aérea (A) e comprimento da maior raiz

seis populacgdes de 5. huwmilis.

comprimento
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peso da ralz {mQ) pesc de parte ssreg (Mg)
40 80
— fiores -+ gertaats ¥ carygru — fiores ~+- gormnis ¥ carusru
«@= ggo castano =¥~ tamandsre == jangs 70+ &= ga> taomno =¥ tgmandare = jencs
A B

80

ol . . —_— 0 i . : L
0 40 80 120 o 40 80 20

nivel de NaCl (mM) nivel da NaCl {mM)

peso totst
20 {mg)

- fiores ~~ gertania ~¥ caruery
=&~ ggo cestanc=¥ temancere =$~ jange

Qb : - .
[¢] 40 80 120

nivel de NaCl (mM)

Figura 6.Efeito da concentracdo de NaCl no peso seco da raiz
(A),preso seco da parte aérea (B) e peso seco total

(C) em seis populacOes de S. humilis.
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A inclusdo dos caracteres mnumero de folhas
com clorose (NFC) e numero de folhas com necrose (NFN)
justifica-se na espécie S.humilis,uma vez que esses sintomas
de danos foliares sdo atribuidos & toxidez por ions (MAAS &
HOFFMAN, 1977) ,e Hall, citado por HUMPHREYS (1981),
encontrou que S_humilis é sensivel a toxidez por
cloreto,induzida pela utilizacdo de cloreto de potassio como
fertilizante_No presente trabalho,as porulacdes
apresentaram-se diferentes quanto a esses sintomas de danos
(Tabelas 15 e 17),sendo que no nivel de 40mM a maioria das
populacbes j& mostrou a presenca de folhas com clorose,
embora ndo apresentasse folhas necrosadas, engquanto gque em
80 mM a maioria das populactdes apresentou em graus variados
folhas parcialmente ou completamente necrosadas (Figura 3).

0 nivel maximo de sal em que a populacdo néio
apresenta diferencas significativas em relacdo ao controle,
o ponto de inflex8o,e a inclinacéo da reta a partir desse
nivel,critérios utilizados para avaliar a tolerancia salina
(MAAS & HOFFMAN, 1977),dependeram do carater e da populacdo
considerados,como pode ser concluido a partir das figuras 2
a 6. Para alguns caracteres,no nivel mais baixo de NaCl
(40mM ) ,algumas populacles apresentaram asumento em relacso ao
controle,sugerindo que o sal em baixo nivel pode produzir um

estimulo no crescimento das populacties mais tolerantes. Os

1HALL R_L.Some implications of the use of potassium chloride

in nutrient studies. Journal of Australian lnstitute of
Agriculture Science ,Melbourne, 37 :248, 1971.
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caracteres, numero de folhas, numero de ramificacoes (Figura
2) e comprimento da maior raiz (Figura 5 ), 86 mostraram
diferencas em relacdo ao controle para a maioria das
populacoes no nivel 120 mM de NaCl,sendo menos afetados pelo
sal que os demais caracteres, em que as populacoes mostraram
diferencas em relacdo ao controle em niveis menores.( peso
do sistema radicular e da parte aérea foram igualmente
afetados pelo sal (Figura 6),diferentemente do que ocorre
para muitas espécies,onde o crescimento da raiz €é menos
afetado que o da parte aérea (SHANNON, 1979).

A avaliacdo das populacbes considerando o
conjunto de caracteres (Figuras 2 a 6),mostra que a
populacédo Flores na maioria dos caracteres estudados,
mostrou-se superior as demais,apresentando um ponto de
inflexdo maior e mostrando a partir desse nivel uma reducio
menor do que as outras populacdes , devendo 8ser, portanto,
considerada a mais tolerante.Um comportamento inverso ao da
populacido Flores foi apresentado pelas populactes dJanga e
Sdo Caetano,gque para a maioria dos caracteres,apresentaram
pontos de inflexdo menores e um decréscimo consideravel a
partir desses niveis,podendo desse modo serem consideradas
as mais sensiveis.Através de uma analise similar,as demais
populacdes,seriam classificadas como intermediarias entre
Flores e Janga e §S&o Caetano.As avaliaces das posicoes
relativas das populacoes nas diversas caracteristicas
(Tabelas 17 e 18) permitem as mesmas conclusoes.

A dificuldade de usar um uvnico critéric para
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caracterizar gend6tipos gquanto a tolerdncia a salinidade foi
também observada por ASHRAF & Mc NEILLY (1987) em Pennisetum
americanun.Esses aatores avaliaram a tolerancia em
cultivares dessa espécie considerando sete caracteres e
observaram também que a posicdo de cada populacdo variava de
acordo com o carater considerado ,concluindo que a variaclo
de planta como um todo em relacdo a salinidade deve 8ser o
melhor meio para a discriminacdo de genotipos.

Os dados deste trabalho sugerem que a
discriminacdo de gen6tipos quanto a tolerdncia salina em
Stylosanthes humilis baseada em um uUnico carater pode levar
a erros de avaliacdo, e que uma boa separacdio pode ser
conseguida através da combinacdo de varios caracteres.

A comparacdo do grau de tolerancia a
salinidade no crescimento de Stylosanthes humilis com o de
outras espécies relatadas na 1literatura,é relativamente
dificil,uma vez que os autores utilizam as mais diversas
medidas de salinidade do meio de crescimento assim como
diferentes pardmetros de analise da tolerdncia. EKEntretanto,
pode-se fazer uma comparaclio com JLolium multiflorum que
apresentou uma reducdo de 50 ¥ no peso seco da parte aeérea
em 100 mM de NaCl em relacédo ao controle (MARCAR,1987) e com
Secale montanum que apresentou um ponto de inflexdo de 20 mM
e uma reducdo de 5H0X¥ & 85 mM (NOBLE,1985),sendo ambas
espécies consideradas pelos autores como moderadamente
tolerantes.A populacdo Flores,a mais tolerante,apresentou

para esse carater,o valor 74% em B0 mM e 37% em 120 mM em



90

relacdo ao controle e a populacdo Janga,uma das mais
sensiveis, 57% em 80 mM e 25% em 120 mM; sendo gque o valor
do ponto de inflexdo em média deve estar situado ao redor de
40 mM (Figura 6).

A espécie S. humilis foi avaliada quanto a
tolerdncia salina por RUSSEL (1876),que a considerou como
uma mais sensiveis entre as varias espécies de leguminosas
forrageiras que estudou.Entretanto,os resultados do presente
trabalho demonstraram existir uma variabilidade consideravel
entre as populacoes,algumas das quais podendo ser
consideradas como moderadamente tolerantes, com base na
comparacdo com outras espécies..

De maneira similar a associacdo que foi feita
da toleré&ncia salina das populactes na germinacdo,em relacao
ao ambiente de origem,e considerando as mesmas restricoes ja
levantadas,pode-se considerar que gquanto a tolerancia no
crescimento as populactes mostraram—se mais condizentes com
a s8salinidade do seu ambiente.Assim,as populacoOes mais
sensiveis,Sdo Caetano e Janga,sdo0 originarias de ambientes
em que o8 s8olos ndo foram classificados como salinos
enguanto que a populacéao Flores,a mais tolerante, é
proveniente de uma regido em gue s8e encontra solos

classificados como salinos.
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4.4. Avaliacdo da variabilidade genética da tolerancia
salina no crescimento inicial em populacées de S.

humilis

A anadlise do crescimento das populacoes de S.
humilis em gquatro niveis de NaCl ,mostrou gue a concentracdo
de 80 mM discrimina bem as populacoes (item 4.3), e desse
modo a andlise da variabilidade genética nas populactes foi
realizada em solucdo nutritiva nessa concentracéo de NaCl.

Nas Tabelas 19 e 20 8&o apresentados os
resultados das andlises de varidncia para o delineamento de
blocos de familias compactas,com 18 familias em cada uma das
seis populactdes de S_humilis. Os coeficientes de variacéo
experimental para populacdes (erro a), mostraram—-se sempre
superiores aos coeficientes de variacdo experimental para
familias dentro de populacdes (erro c¢) ,mostrando uma
tendéncia Jja esperada de uma precisdo menor para as
comparacdes entre médias de populacOes em relacdo as médias
de familias.

Para algumas caracteristicas houve diferencas
significativas entre estratos,justificando-se a subdivisdo
dos tanques nessas dez partes (Tabelas 19 e 20).

As analises mostraram diferencas
significativas entre populacoées,ao nivel de 1% de
probabilidade para as caracteristicas NR,CF,PA,PR e PT e ao
nivel de 5% para NF,CA e CR,enguanto que para as

caracteristicas NFC e NFN as populacboes ndo difteriram
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significativamente (Tabelas 19 e 20).Esses resultados sé&o
diferentes dos obtidos no experimento com gradientes de
salinidade,no qual as populacdes apresentaram diferencas
significativas ao nivel de 1% de probabilidade para todas as
caracteristicas (Tabela 15 e 16).

As diferencas de resultados entre os dois
experimentos podem ser devido a varios fatores,entre os
quais,o proprio delineamento experimental,que no caso do
bloco de familias compactas,apresentou uma sensibilidade
menor para deteccdo de diferencas entre populacoes,devido ao
menor numero de graus de liberdade para o residuo.Outras
causas das diferencas podem ser os fatos de gue o8 dois
tipos de experimentos foram realizados em épocas diferentes
e de que no primeiro experimento,as populac¢tes foram
submetidas a varios niveis de sal enquanto que,no segundo,
para se avaliar a variabilidade,foi utilizado um Gnico nivel

Com relacdo as diferencas entre familias dentro
de populactes,a analise das Tabelas 19 e 20 mostra qgque as
populacoes,Flores ,S&ao Caetano e Janga apresentaram
diferencas significativas entre familias ao nivel de 1 ¥ de
probabilidade para todos os caracteres.A populacdo Sertania
somente ndo mostrou diferencas significativas entre familias
para CR .A populacdo Caruaru ndo apresentou diferencas
significativas para NFC,CR e PA e somente ao nivel de 5% de
probabilidade para PT e na populacdo Tamandare ndo houve
diferencas significativas entre familias para NFC,NFN,.CR e

diferencas somente a 5% para NR,CF e PR.



Tabela 19.

Anslise de variéncias de numero de ramificactes (NR),
mamero de folhas (NF), numero de folhas com clorose (NFC),
numesro de folhas com necrose (NFN)}, transformados em
Ynimero + 0,5 ,e comprimento do foliolo (CF),em 18 familias
em cada uma das seis populactes de S.humilis, submetidas &
concentractio de 80 mM de NaCl.
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ﬁg;‘zzcgg GL Quadrados Médios

NR NF NFC NFN CF
Repeticlio 1 6,0589% 30,4370%x 16,9600ns 2,7667ns 7,2558ns
Populacéo 5,8943%%x  §,7888%  5,4047ns  6,7416ns 17,2777%%
Erro a 5 0,6014 1,1982 2,8116 1,6120  1,3479

Estrato/Pop 54 0,0352ns 0,0400ns 0,2883%x%x 0,3332xx 0,0852x

Erro b /Pop 54 0,0433 0,0351 0,1362 0.0833 0,0537
Fam./ Pop 102 0,3577x% 0,4571%x 0,3253%x 0,6718%x 0,2477%x
Erro ¢ /Pop 1938 0,0347 0,0341 0,0572 0,0872 0,0387
Fam./ Pop F 17 0,0623% 0,1901*xx 0,1727%x 0,4088%x (,7008x%x

Fam_./ Pop
Fam./ Pop
Fam./ Pop
Fam./ Pop

s 17 0, 7859%x 0,98942xx 0,3180%% 0,3129%x%x 0,7245%x%
SC 17 0.1778%x 0,2381%% 0,5119%% 0,9136xx 0,3822%x
C 17 0,3354%x 0,3780%% 0,0750%* 0,4665%%x 0,1134%x
J 17 0,7254%x 0,9181%x 0,8059%% 2,0194xx 0,0782%%

Fam_./ Pop T 17 0,0596% 0,0729%x 0,0669ns 0,0317n8 0,0755%
CV (X) Erro a 81,07 45,22 100,82 130,94 57,79
CV (X) Erro b 21,75 7,07 22,18 31,50 11,63
CV (X)) Erro c 19,47 6,97 14,38 30,45 9,982

* significativo a4 5% pelo teste F.

** gignificativo a 1% pelo teste F.
ns néo significativo

Populacotes:F=Flores; S=Sertédnia; SC=Slo Caetano; C=Caruaru; J=Janga

T=Tamandaré.



Tabela 20.

Andlise de variancias
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para comprimento da parte aérea (CA),
comprimento da maior raiz (CR), peso seco da parte aérea (PA),
peso seco do sistema radicular (PR) e peso seco total (PT),
em 18 familias em cada uma das seis populactes de S. humilis
submetidas a& concentracdo de 80 mM de NaCl.
Fonte de GL Quadrados Médios
variacdo
CA CR PA PR PT
Repeticdo 1 34,935ns 612,198ns 15299,361%%x 1487,625ns 26328,422x%x
Populacdo 5 179,046% 9919,321% 7196,043%x 9201,231%%x 21725,134%x
Erro a 5 24,539 1397,204 835,488 929,661 1613,7986
Estrato/Pop 54 1,770% 180, 139ns 85,751 87,295 313,6683%x
Erro b /Pop 54 1,092 175,430 51,218 46,808 146,642
Fam./ Pop 102 4,440%% 249, 588%x 520,615%x 422,217%% 1712,963%%
Erro c/Pop 1938 0,569 98,861 55,882 35,201 166,226
Fam./ Pop F 17 4,605%% 364, 191%x% 556, 494xx 1030, 184%x 2803, 350%x
Fam./ Pop S 17 7,207%x 141,966ns 1281,731x%x 418,045%x% 3109,894*x
Fam./ Pop SC 17 6,422%% 255, 146%x 837 ,406xx 535, 135%x 2667, 450%x
Fam./ Pop C 17  5,353%x 101,224ns 80,332ns 93,985%x% 295,755%
Fam./ Pop J 17 1,362%x 554,157%x% 165,993%x 388, 167xx* 948,510xx
Fam./ Pop T 17 1,693%x 80,846ns 201,732%x 67,788% 454 ,822%x
CV (¥) Erro a 87,70 81,73 83,41 133,57 89,89
CV (%) Erro b 18,50 28,96 20,65 29,97 21,07
CV (X¥) Erro c 13,36 21,74 21,59 25,99 22,43
* significativo a 5% pelo teste F.
*% gignificativo a 1¥ pelo teste F.

ns

Populacdes:F=Flores;

ndo significativo

=~Tamandaré .

S=Sertania;

SC=S&o0 Caetano;

C=Caruaru; J=Janga
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As Tabelas 21 e 22 apresentam as estimativas
dos parametros genéticos,obtidos a partir das esperancas dos
quadrados médios das andlises de varidncia das Tabelas 19 e
20 _Houve grande variacdo nos paradmetros genéticos entre
populactes e entre caracteres.0Os coeficientes de variacéo
genética (CVg) foram baixos para CR,CA e NFC,sendo em todas
as populaces menores que o coeficiente de variacéo
experimental (CVe).Para as demais caracteristicas,os CVg,
foram altos para certas populacdoes e baixos para
outras.

Considerando a variacéo entre familias
pode—-se observar gue a populacdo Tamandaré apresenta grande
uniformidade com coeficientes de variacdo genética muito
baixos, todos inferiores a % e coeficientes de
herdabilidade (hz) variando de 8] a 0,115.A populacgédo
Caruaru apresentou também, de um modo geral , pegquena
variabilidade genética,embora pouco maior gue Tamandaré, com
valor de CVg variando de 0,86 a 14,66% .

A populacdo Janga apresentou um nivel médio
de variabilidade entre familias com valores relativamente
altos de CVg para algumas caracteristicas e relativamente
mais baixas para outras.

As populacgbes da regido do Sertéo,Flores e
Serténia e a populacdo Sdo Caetano.do Agreste, apresentaram
variabilidade relativamente alta para a grande maioria das
caracteristicas. A populacdo Serténia apresentou valores de

CVg baixos para NFC e CR e relativamente altos para as
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demais caracteristicas,que variaram entre 8,10 a 45,12% com

2

valores de h“ de 0,352 a 0,673.As populacbes Flores e Sé&o

Caetano apresentaram baixa variabilidade para NR, NF, NFC e
CR , e relativamente alta para as demais caracteristicas
cujos CVg variaram de 7,34 a 56,51% , com hz de 0,262 a
0,586.

Os8 valores dos coeficientes de herdabilidade
nas populacoes Serté&nia,Flores e Sd4o Caetano, mostram que
erande parte da variacdo dessas populacbes ¢€é genética,
indicando que o grau de toler&ncia nessas populactes pode
ser passivel de alteracéo pela selecédo natural ou
artificial.

Uma outra anadlise da variabilidade das

populactes se refere agquela existente dentro de familias

2
di
representam componentes genéticos e ambientais,portanto a

(ozdi) que é apresentada na Tabela 23.0s8 valores de z
avaliacdo da variabilidade dentro de familias é
fenotipica.Pode-se observar que a variabilidade existente
dentro de familias ndo apresentou valores wmuito diferentes
entre as populactes em cada carater considerado,sendo que a
relacdo de azi entre a populacdo com major e a menor
variabilidade para cada carater,variou de 1,3 & 3,7. BEssa
relacio € bem menor que a variéncia genética entre familias
nas populactes que variou de 8,89 a 74,8 nos varios
caracteres (Tabelas 21 e 22).De modo geral a variancia
dentro de familias foi maior nas populactes que apresentaram

as menores varidncias genéticas entre familias.



Tabela 21.

Varifncias genéticas entre familias (c; ),coeficientes de
variaclo genética (CVg),coeficienteB de variac&o ambiental
(CVe) € herdabilidade (h?) para numero de ramificacdes
(NR), mamero de folhas (NF), ntmero de folhas com clorose
(NFC), namero de folhas com necrose (NFN), transformados
em Ynumero + 0,5 ,e comprimento do foliolo (CF) em seis
populactes de S. humilis submetidas & B0 mM de NaCl.

Populactes Caracteristicas
Parémetros NR NF NEC NFN CF
o; 0,0014 0,0078 0,0058 0,2332 0,0331
Flores CV_(X) 3,19 3,11 4,94 56,51 9.76
n 0,038 0,186 0,092 0,553 0,454
a; 0,0376 0,0455 0,0130 0,1795 0,0342
Serténia CV (%) 20,05 8,10 7,54 45,12 8,52
I 0,520 0,571 0,185 0,673 0,462
o; 0,0150 0,0172 0,0009 0.,0180 0,0037
Caruaru CVg(X) 14,66 5,086 1,80 12,42 2,76
n’ 0,301 0.335 0,012 0,178 0.085
0; 0,007 0,010 0,022 0,041 0,017
S.Caetano CV (%) 9,72 4,06 8,85 19,31 7.34
n’ 0,189 0,230 0,396 0,321 0,301
o; 0,0012 0,0018 0,0005 -0,0028 0,0018
Tamandaré CV (%) 4,05 1,72 1,29 — 1.88
K 0,033 0,053 0.009 —— 0,085
02f 0,0345 0,0442 0.0374 0,0966 0,0019
Janga CV (%) 18,04 7.55 10,48 28,51 2,45
n’ 0,498 0,564 0,395 0,525 0,045
CV_(X) 19,47 6,97 14,38 30,45 9,82
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Tabela 22.Varidncias genéticas entre familias (c; ),coeficientes de

variacdo genética (Cvg),coeficientes de variacdo ambiental

(CVe) e herdabilidade (hz) para comprimento da parte a€érea

(CA),comprimento da maior raiz (CR),peso seco da parte aé-

rea (PA),peso seco do sistema radicular (PR) e peso

total (PT) em seis

populacGes de

submetidas & 80 mM de NaCl.

8s8eco

Stylosanthes humilis

Populactes Caracteristicas
Parametros CA CR PA PR pT
o; 0,2018 13,2665 25,0256 49,7491 131,8562
Flores CV (%) 8,47 7,38 13,46 22,30 16,69
n 0,262 0,118 0,309 0,586 0,442
02 0,3319 2,1553 61,2875 19,1422 147,1834
Serténia Cv, (%) 9,37 3,38 21,95 22,59 22,04
h® 0,368 0,021 0,523 0,352 0,470
o; 0,2392 0,1181 1,2175 2,9392 6,4765
Caruaru CV_ (%) 7,55 0,86 3,08 7,12 2,54
h’ 0,296 0,001 0,021 0,077 0,038
o; 0,2927 7,8143 39,0712 24,9967 125,0612
S.Caetano CV (%) 11,22 6,84 22,78 28,29 27,72
h’ 0,340 0,073 0,411 0,415 0,429
c; 0,0562 -0,9007 7,2875 1,6320 14,4298
Tamandaré CV (%) 3,83 — 6,72 6,40 6,31
h’ 0,080 _— 0,115 0,044 0,080
o; 0,0396 22,7648 5,5005 17,6483 39,0142
Janga CV (%) 4,01 8,81 7,40 17,32 11,56
h’ 0,065 0,187 0,090 0,334 0,190
CV_ (%) 13,36 21,74 21,59 25,99 22,43
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Considerando a hipotese de existir um mesmo
erro experimental para as diferentes populagcbes dentro de um
dado carater,as diferencas nas Ogi entre as populacées
sugerem que devem existir diferentes graus de variabilidade
genética dentro de familias nas varias populacétes.

Como S.humilis pode ser classificada com wuma
espécie intermedidaria quanto a taxa de cruzamento
(MARCON, 1988) ,deve—s8e esperar certo grau de variabilidade
genética dentro de familias.Entretanto,ndo existiu uma
correlacdo entre os diferentes niveis de variabilidade
apresentados pelas populacies dentro das familias e as taxas
de cruzamento determinadas nessas populacoes
{MARCON, 1988) _.Assim as populactes dJanga e Caruaru que
segundo esse autor apresentaram as menores taxas de
cruzamento entre as populaces estudadas nesse trabalho,0,19
e 0,24 ,respectivamente, s8éo as que contiveram maior
variabilidade dentro de familias.

A taxa de cruzamento entretanto € apenas um
dos muitos fatoree que afetam a estrutura genética das
populacoes,sendo outro fator muito importante a ser
considerado,a heterogeneidade ambiental, que promove a
variabilidade através de mecanismos de selec&do disruptiva
(LOVELESS & HAMRICK,1984).

A heterogeneidade ambiental pode explicar os
niveis altos de variabilidade genética entre familias nas
populacoes Serténia e Flores (do Sertdo) e na populacdo S&o

Caetano ,no Agreste.Entretanto,a variabilidade ambiental
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deve 8e expressar nos fatores que 8do importantes na
adaptacdo & salinidade,tais como a prépria salinidade do
meio e a umidade.Devido & grandes flutuactes na pluviosidade
dessas regites no tempo,deve se esperar que elas apresentam
também variactes temporais na salinidade do solo.

A populacdo Caruaru,também do Agreste,por
outro lado,apresentou baixa variabilidade genética entre
familias quanto ao grau de toleréncia salina no
crescimento,desse modo outros fatores devem ser
responsaveis por essa relativa uniformidade genética,como a
menor taxa de cruzamento dessa populacdo,apesar dela ter
sido uma das Qque apresentou uma das mais altas
variabilidades dentro de familias.

Devido ao fato de existir um numero grande de
fatores genéticos e ecoldégicos que podem afetar a quantidade
e o padrdo de variabilidade genética nas populacoes,
torna—-se dificil estabelecer para uma determinada
populacédo,qual fator deve exercer uma maior influéncia na
variabilidade.

O fato de que as populactes da Mata,
especialmente a Tamandaré, apresentarem baixa variabilidade
genética quanto & tolerédncia salina no crescimento a

semelhanca do que foi verificado no estaddio de germinacéo,é
mais uma evidéncia para a confirmacdo da hipOtese levantada
por MARCON (1888) de 4gue o efeito do fundador seja o
responsavel pela relativa uniformidade genética nessas

populacoes.
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4.5. Andlise comparativa da tolerdncia salina e da
variabilidade genética nas populacdées de S. humilis,
entre o8 estddios de germinacdo e crescimento

inicial

A Tabela 24 apresenta os valores relativos ao
controle nos diferentes niveis de salinidade,quanto aos 11
caracteres avaliados no crescimento e aos dois caracteres de
germinacdo,na média das populacoes de S.humilis,para
permitir uma comparacdo da tolerdncia da espécie,nas duas
fases do ciclo de vida.

Apesar de serem utilizados diferentes niveis
para avaliar a toleréncia salina nas duas fases do ciclo de
vida,e considerando ainda a grande variabilidade entre as
poprulacbes, pode—-8e observar que em média o nivel de 134 mM
afetou menos a germinacdo do que o nivel de 120 mM alterou o
crescimento,considerando a maioria dos caracteres .Somente
para os caracteres NR,NF e CR gque mostraram pouca alteracéo
com a salinidade ¢é que a toler&ncia nas duas fases
mostrou-se semelhante.Além disso,deve-se considerar que no
nivel 120 mM muitas plantas apresentaram numero grande de
folhas com necrose adiantada e muitas plantas mortas nas
populactes mais sensiveis,o que leva a crer gque niveis
maiores de salinidade levariam a morte a grande maioria das
plantas.Por outro lado,a concentracdo de 201 mM n&do afetou

drasticamente a germinacdo de S.humilis.
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Tabela 24 _Valores relativos nos diferentes niveis de sali-
nidade (porcentagem em relac&o ao controle) pa-
ra numero de ramificactes (NR),numero de folhas
(NF),numero de folhas com clorose (NFC), numero

de folhas com necrose (NFN) , transformados em

Ymamero + 0,5 , e comprimento do foliolo (CF),
largura do foliolo (LF), comprimento da parte
aérea (CA),comprimento da maior raiz (CR), peso

seco da parte aérea (PA).,peso seco da raiz (PR),
peso seco total (PT), porcentagem de germinacéo
(GT) e indice de velocidade de emergéncia (IVE),
considerando a média de 8seis populactes de
Stylosanthes humilis.

Concentracido de NaCl (mM)

Caracteres

0 40 80 120
NR 100,0 118,8 103,7 69,8
NF 100,0 106,8 93,8 76,7
NFC 100,0 139,7 225,6 262,9
NFN 100,0 109,0 188,5 221,2
CF 100,0 97,9 75,5 47,7
LF 100,0 93,6 82,1 66,4
CA 100,0 76,3 47,8 33,2
CR 100,0 101,7 98,1 72,4
PA 100,0 99,7 57,3 27,5
PR 100,0 98,9 56,8 26,5
PT 100,0 99,7 57,3 27,3

Concentracdo de NaCl (mM)
0 67 134 201 268

GT 100,0 97,6 87,5 69,0 47,3

IVE 100,0 78,7 56,5 33,8 15,2




104

Essas analises permitem concluir que
S.humilis apresenta uma toleré&ncia salina maior na
germinacdo que no crescimento inicial.A tolerédncia salina em
genétipos dessa espécie deve portanto ser avaliada
independentemente, na germinaclio e no crescimento. Essas
anadlises também evidenciam gque a salinidade do ambiente deve
ser mais limitante para o crescimento do gue para a
germinacdo dessa espécie.

Comparando-se cada populacdo na germinacdo e
no crescimento,o gue se observa é€ gque a posicdo relativa das
populactes gquanto a toleradncia varia nas duas fases.Assim, a
populacdo Serténia apresentou—se como uma das mais sensiveis
na germinacéo e com tolerancia intermediaria no
crescimento.A populacdo Janga mostrou-se bem tolerante na
germinacido e foi uma mais afetadas pelo sal no crescimento.

A variacdo na posicdo relativa gquanto a
tolerdncia salina nas populactes entre as fases de
crescimento e germinacdo também foi observada por WEST &
TAYIOR (1981) em Trifolium subterraneum e por MARCAR (1987)
em trés espécies de Lolium.

Com relacdo a variabilidade genética quanto &
tolerancia salina,de maneira geral as populacoes
apresentaram—se mais variaveis na germinacdo (Tabelas 8 e
10) do gque no crescimento (Tabelas 21 e 22),como pode ser
observado pelos valores dos coeficientes de variacéo

genética e de herdabilidade.

Independentemente dos valores absolutos
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quanto &8 variabilidade nas populacdoes nas duas fases do
ciclo de vida,a populacéo Tamandaré da regiéo da
Mata,apresentou a mais baixa variabilidade genética entre
todas as populacdes nas duas fases.A outra populacdo da Zona
da Mata,Janga apresentou também niveis relativamente baixos
de variabilidade tanto na germinacdo como no crescimento.As
populactées do Sert&do,Serté@nia e Flores e a populacdo Sédo
Caetano do Agreste, apresentaram niveis altos de
variabilidade nas duas fases.A tnica excecdo foi a populacéo
Caruaru que mostrou—-se bem variavel gquanto & toleré&ncia
salina na germinacdo e com relativa uniformidade genética
entre as familias no crescimento inicial.

Considerando o8 niveis de variabilidade
existentes entre as populactes e dentro das populactées de
S.humilis,tanto na germinacdo,como no crescimento,pode-se
dizer gque existem condicdes para a selecdo e o melhoramento
nessa espécie quanto & toleréncia salina.A existéncia dessa
grande variabilidade permite a espécie explorar ambientes

com niveis variaveis de salinidade.

4.6.Andalise eletroforética de isoenzimas associada com a

tolerancia salina nas populacdes de S. humilis

A analise eletroforética foi realizada com
objetivo de investigar a existéncia de possiveis associacoOes
dos padroes eletroforéticos com o carater tolerancia salina

das populacoes.Para tanto,foram analisadas wuma planta de



106

cada familia em cada populacéo para os sistemas
esterase,peroxidase e malato desidrogenase.

A Figura 7 apresenta os zimogramas obtidos
referentes a esses sistemas.Os resultados das
esterases,indicaram & semelhanca do que foi obtido por
MARCON (1988),a existéncia de dois locos,E& e Eé, cada um
com dois alelos_Nao foi possivel com as malato
desidrogenases concluir a cerca da determinacdo genética de
seus zimogramas,desse modo nesse sistema,as quatro regioes
de atividade serdo referidas como bandas Mi ,Mz ,M3 e M4.

A analise das peroxidases nas populacoes
mostraram a existéncia de +trés zonas de atividade,uma
anddica com uma unica banda Pi,e duas catédicas,uma com duas
bandas E; e P3,e outra zona (P4) com duas bandas (Figura 7).

Como esBas analises pareceram indicar a
possivel associacdo de determinadas bandas de peroxidase com
a toleréncia salina na germinacdo, escolheram-se as
populacdes Caruaru e Sdo Caetano que apresentaram alta
variabilidade quanto a esse carater (Tabelas 11 e 12),para
uma analise mais detalhada.Assim,foram selecionadas cinco
familias tolerantes e cinco sensiveis dentro de cada uma
dessas populacoes e foram realizadas andlises de peroxidases
em cinco a dez plantas de cada uma dessas vinte
familias.kssas andalises sugeriram que a zona de atividade Ps
€ determinada por um Jloco com dois alelos (Rm -0,82 e
-0,70) .Para as demais zonas de atividade das peroxidases né&o

foi possivel determinar a base genética.
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A Tabela 25 apresenta as frequéncias alélicas

nos trés locos identificados,dois de esteraae,Eie Ez e um de
peroxidaee,P4 ,nas seis populactes e a Tabela 26 mostra as
fregquéncias nessas mesmas populactes das bandas de malato
desidrogenase e das demais bandas de peroxidase,para as

quais ndo foi possivel a determinacéo genética.

PEROXIDASE ESTERASE MALATO DESIDROGENASE
Rm Rm Rm
- ,66—M |
E—— I,40—M2
- 1,00—P | E— 3:8?>E| — ,00 — M3
e 0,90
R 0,54>Ea
emmmm 0,50 — M4
+
o
o -0,23 — P2
—— 0,35 ——P3
- .0,70
>r4
o .0,82

Figura 7.Padrées eletroforéticos representando dois locos de
esterase (E1e Ez) e de um loco de peroxidase (P 4‘),e
de bandas de peroxidase (Pia Ps) e de malato desi-

drogenase (an M4),em seis populacoes de S.humilis.
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Tabela 25. Frequéncias alélicas em 3 locos,Eie E; (esterase)

e P4 (peroxidase) estabelecidas a partir de 18
plantas,uma de cada familia,nas seis populacbes
de S.humilis.

Loocos

Populactes

Alelos (Rm) Flores Serténia Caruaru S.Caetano Janga Tamandaré

E R
L
Ez R
L
P R
4
L

{(1,00) 1,00 1,00 1,00 0,83 0,42 1,00
(0,97) 0,00 0,00 0,00 0,17 0,58 0,00
(0,90) 0,39 0,00 0,00 0,00 0,28 0,00
(0,84) 0,61 1,00 1,00 1,00 0,72 1,00
(-0,82) 1,00 1,00 0,28 0,86 0,67 1,00
(-0,70) 0,00 0,00 0,72 0,14 0,33 0,00

Tabela 26.Frequéncias das bandas (numero de individuos

que

apresentam a banda,em relacdo ao total) de
peroxidases e malato desidrogenases estabelecidas
a partir de 18 plantas,uma de cada familia.,em seis

populacoes de S.humilis.

Banda Rm Populacdes
Flores Serténia Caruaru S.Caetanc Janga Tamandaré

M1 1,65 0,39 0,50 0,72 0,00 0,44 0,72
Mz 1,40 0,61 0,50 0,28 1,00 0,56 0,28
M3 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
M‘ 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
P1 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
P2 -0,23 0,94 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

P -0,35

0,94 1,00 0,83 0,89 0,67 0,83
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Procurou - se investigar a associacéo das
frequéncias alélicas e das bandas dos sistemas enzimaticos
com a toler8ncia salina na germinagcdo e no crescimento.A
Tabela 27 mostra os valores dos coeficientes de correlacio
das frequéncias de trés alelos,dois de esterase Ef (Rm 1,00)
e E. (Rm 0,90) e um de peroxidase,P; (Rm -0,70) e de bandas
nédo monomOrficas de peroxidases e malato desidrogenases com
o8 parametros GT e IVE, e NFN e PA nas populactes.Por essas
anadlises verifica-se que 86 foi encontrada wuma correlacdo
significativa e a nivel de 5% de probabilidade entre a
frequéncia do alelo Pi com IVE e com NFN e das bandas M e

Eg com PA.

Tabela 27.Valores dos coeficientes de correlacBo de
alelos de esterase ET e E; 5 e de

. L .
peroxidase P4 , € das bandas de peroxidase

N'U

e Pa, e malato desidrogenases Msatg, com GT,

JVE, NFN e PA nas populactes de S.humilis.

Alelos Rm GT IVE NFN PA
P! -0,70 0,69 0,86% 0,83%x -0,29
E 1,00 -0,64 -0,61 -0,55 0,65
E 0,90 0,57 0,29 -0,06 0,02
Bandas Rm

P, -0,23 -0,05 0,22 0,41 -0,27
P, -0,35  -0,77 0,77 -0,39 0,18
M, 1,65 0,20 0,22 -0,28 0,85%
M 1,40  -0,20 -0,22 0,28 -0,85%

2

*» Significativo para a regressdo ao nivel de 5%
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A Tabela 28 mostra as frequéncias do alelo P:
nas familias analisadas das populacOes Caruaru e Sdao Caetano
e o8 valores respectivos de GT, IVE, NFN e PA. As cinco
primeiras familias nas duas populacoes podem ser
classificadas como tolerantes e as ultimas cinco como
sensiveis quanto & B8ua resposta na germinacdo. Chama a
atencdo nessa Tabela o fato gque todas as familias tolerantes
da populacdo Caruaru apresentam frequéncia do alelo P: igual
a 1,0 , mostrando portanto esse alelo fixo,engquanto que as
familias sensiveis ndo apresentam esse alelo.J& na populacédo

Sdao Caetano nem todas as familias tolerantes apresentam o

' ~ . ~
alelo P4 , embora todas as sensiveis a semelhanca da
populacdo Caruaru também nao tenham esse alelo.
08 coeficientes da correlacdo linear entre

as fregquéncias do alelo Pi e os valores de GT e IVE nas
familias dessas duas populactes confirmam a associacédo
desse alelo com a tolerdncia na germinacdo na populacao
Caruaru (Tabela 29), que mostraram valores de 0,97 para GT
e 0,98 para IVE. Entretanto na populacdo Sdo Caetano esses
valores sdo baixos e néo significativos. Parece néo
existir associacdo desse alelo com tolerdncia das familias
no crescimento, sendo gue na populacdo Sado Caetano essa
associacédo foi significativa somente ao nivel de 5% com NFN.

A baixa signific8ncia do coeficiente de
correlacdo do alelo PZ com IVE nas populactes (Tabela 27)
pode refletir a correlacdo observada na populacdo Caruaru e

as baixas correlacoes das bandas Ml e M com PA podem ser de
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pouca relevancia uma vez gque ndo houve correlacioc com NFN, a

outra caracteristica

crescimento.

de

avaliacdo

da

tolerédncia no

Tabela 28.Frequéncias do alelo Pt e valores médios de

arc senY¥ germinacdo (GT),indice de velocidade de
emergéncia (IVE),Ynumero de folhas com necrose+0,5
(NFN) e peso da parte aéerea (PA),

em familias das

populactes Caruaru e Sdo Caetano de S_humilis.

Frequéncia do

g::éiizs alelo Pi GT IVE NFN PA (mg)
2 1,00 76,3 23,2 0,972 34,8
10 1,00 75,9 27,0 1,184 35,1
16 1,00 73,3 21,7 1,279 35,5
5 1,00 72,6 21,7 0,956 36,3
14 1,00 57,2 19,4 1,187 38,3
g 0,00 33,1 6,4 1,363 37,7
15 0,00 30,4 3,7 1,044 36,2
3 0,00 28,9 3,1 1,019 35,7
8 0,00 26,6 4,2 1,209 34,3
13 0,00 25,1 4,6 1,314 30,6
Familias
S.Caetano
18 0,11 82,6 21,7 0,803 41,0
14 0,00 73,6 19,3 0,880 36,8
4 0,00 72,7 19,6 1,011 34,5
7 1,00 70,0 18,4 1,748 24,8
11 1,00 69,4 18,7 1,131 14,9
3 0,00 29,7 3,3 0,895 33,7
9 0,00 28,8 2,8 1,027 28,7
2 0,00 24,5 2,5 1,192 25,6
15 0,00 24,0 1,9 0,924 23,2
6 0,00 22,2 2,1 1,138 20,9
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Tabela 289.Coeficientes de correlacdo linear entre as
freguéncias do alelo Pt e GT, IVE, NFN
transformados e PA em familias das populacoes

Caruaru e Sd8o Caetano de S humilis.

Populacio GT IVE NFR PA
Caruaru 0, 97%x 0,98%% - 0,27 0,28
Sdo Caetano 0,46 0,49 0,64% - 0,561

¥, %x¥ Significativos pela regressio nos niveis de 5% e 1%,
respectivamente.

Varias hipoteses podem ser levantadas para a
associacédo observada entre o alelo P: da peroxidase e a
tolerdncia salina na germinacdo da populacdo Caruaru.Uma
possivel explicacdo poderia ser a existéncia de uma relacéo
de funcdo entre esse alelo de peroxidase € a resisténcia
salina._KEssa explicacdo esta relacionada com a gquestédo da
importéncia adaptativa dos polimorfismos enzimaticos.Embora
varias associacbes tenham sido encontradas entre variantes
eletroforéticas e caracteres guantitativos,na maioria dos
casos n&o foi possivel determinar a causa dessas
associactes, a ndo ser levantar hip6teses mais plausiveis.

Os fisiologistas de plantas tem tentado
estabelecer o8 mais significativos processos e parametros
biogquimicos e fisiol6gicos gue 880 alterados quando as
plantas sdo sujeitas ao estresse salino .Ha evidéncias que o
estresse salino induz mudancas na atividade enzimdtica e

sintese "de novo' de proteinas (LEVITT,1980).
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Um consenso geral acerca da funcéo das
peroxidases se refere & 8intese de lignina,quer para a
diferenciacho celular ou para a defesa contra a invasido de
patogenos (Van HUYSTEE, 1987),no catabolismo do &cido indol
acético e biogénese da parede celular (FIELDES,1987).As
peroxidases,acidas e basicas,s8do sintetizadas em resposta a
estresse mecénico ou patogénico (LI & Mc CLURE, ,1990).

O possivel envolvimento das peroxidases com a
resisténcia salina tem sido investigado,mas ndo tem sido
possivel estabelecer o seu papel nesse carater.Assim STEVENS
et alij (1978) ndo encontraram associacdo na resposta a
salinidade de cultivares de Brassica com diferentes
toleré&ncias salinas com os niveis de atividade de
peroxidase.GUERRIER (1987),mostrou que em trés espécies bem
diferentes quanto & toleréncia salina,a saber,o tomate bem
sensivel,o rabanete intermediario e o repolho roxo,a espécie
mals tolerante,a atividade ‘da peroxidase é alterada
diferentemente com o estresse salino nas trés espécies.Houve
um aumento da atividade dessa enzima com o aumento da
salinidade em repolho e rabanete e uma diminuicéo na
atividade com o estresse salino no tomateiro.

Embora a simples analise eletroforética das
enzimas nbo permita uma conclus&o a respeito de uma relacéo
de funcdo do alelo P: da peroxidase com a toleréncia salina
na germinacdo,o fato de que uma associacdo forte desse alelo
com a resisténcia salina foi encontrada somente na

populacdo Caruaru,ndo parece sugerir uma funcdo importante
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da aloenzima desse alelo em conferir toler&ncia salina na
germinacédo em S.humilis.

Uma outra explicacéo possivel para a
associacdo observada entre o alelo Pi da peroxidase e a
toler&ncia salina na germinacdo na populacdo Caruaru,poderia
ser devido a uma ligacdo fisica entre o loco da peroxidase e
locos de toleréncia salina,desse modo, o alelo para
isoenzima, poderia ser neutro ou gquase e a 8s8elecdo natural
agiria nos locos para resisténcia salina
(HEDRICH, 1982) .Desse modo,as frequéncias alélicas no loco
enzimatico evoluiram junto com o cardter tolerancia salina.

0 alelo Pj foi encontrado somente nas
populacées Caruaru,Sédo Caetano e Janga (Tabela 25) e uma
associacdo entre esse alelo e a toleréncia salina somente na
poprulacdo Caruaru.0 possivel deseguilibrio gamético nessa
populacédo poderia ser explicado por eventos histéricos,tais
como o efeito do fundador ou devido a reduc&do do tamanho da
populacéo,ambos levando & deriva genética (HEDRICH et
alii,1978) .Uma taxa menor de cruzamento nessa populacdo em
relacdo &s demais (MARCON,1988),poderia diminuir a taxa de
queda do desegquilibrio gamético (HEDRICH,1982).0 fato de que
na populacdo Caruaru foi encontrada baixa variabilidade
genética na tolerdncia salina no crescimento (item 4.4)
favorece a hipotese de que o fato do fundador ou reducses no
tamanho populacional podem 8er fatores importantes na

historia evolutiva dessa populacéo.

O alelo Pi pode ter uma origem mais recente



115

que o alelo alternativo Pi que € encontrado fixo nas
populacbes do Sertdo e na populacao Tamandaré,e em
frequéncia alta nas populacbes Sdo Caetano e Jamnga (Tabela
20).Se o alelo P: apresentar um efeito pouco pronunciado na
adaptacdo,ele pode estar sujeito a variacbes casuais na sua
frequéncia,devido ao fenémeno da deriva genética .

A populacdo Sdo Caetano € entre as populacbes
investigadas a que estd geograficamente mais préoxima da
populacdo Caruaru,ambas localizadas & beira da rodovia
(Tabela 1),0 que facilita o fluxo génico entre elas.0 fato
do aleilo P: ter sido encontrado nessas duas populacédes,pode
indicar que tenha ocorrido migracdo entre essas populacobes.

As populacbes Janga e Tamandaré da Zona da
Mata 830 populacbes encontradas somente em ambientes
alterados pelo homem e provavelmente sdo populacdes recentes
(MARCON, 1988) .A existéncia do alelo P: na populacdo Janga
pode sugerir que essa populacdo foi fundada pelo menos em
parte por migracdo de sementes das populacbes Sdo Caetano
e/ou Caruaru,ou alguma outra populacdo do Agreste néo
investigada neste trabalho que apresentasse esse alelo. A
dispersdo de sementes de S.humilis é facilitada pelo
presenca de estilete residual na forma de gancho gque pode se
prender ao pelo dos animais (BARRIGA,1979).

Independente das causas responsaveis pela
associacdo do alelo Pida peroxidase com a toleradancia salina
na germinacdo na populacdo Caruaru.deve se considerar o fato

de gque esse alelo pode representar um marcador para
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tolerancia salina nessa populacdo. Marcadores isoenzimiaticos
tem s8ido reportados na literatura,como o caso de uma banda
de peroxidase para resisténcia ao fungo Sclerospora

graminicola em mileto (CHAHAL et 3l1ii,1888).
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5. CONCLUSOES

O8 resultados obtidos no presente trabalho
permitem as seguintes conclusdes:
1. A tolerdancia salina na germinacdo de Stylosanthes
humilis € relativamente elevada,sendo que a porcentagem de
germinacdo na maioria das populacbes estudadas 86 foi
afetada por concentractes de NaCl acima de 134 mM. A
porcentagem de germinacdo foi reduzida em 50% (G50) na média
das populacoes na concentracdo de 268 mM de NaCl,equivalendo
ao potencial osmO6tico de -1,2 MPa. Ja a velocidade de
germinacdo é mais afetada pelo estresse salino do que a
porcentagem final de germinacéo.
2. Ha ampla variabilidade quanto ao grau de tolerancia
salina na germinacdo entre populactes.Observa-se também
grande variabilidade genética dentro de populacoes,
notadamente nas do Sertdo e do Agreste,observada tanto para
sementes escarificadas como para as ndo escarificadas, com
coeficientes de determinacdo genotipica elevados, indicando
que o carater tolerancia salina na germinacdo dessas
populacdes pode ser facilmente alterado pela selecdao naturail

ou artificial.



118

3. 0O alto grau de variabilidade genética do carater
tolerdncia salina na germinacido das duas populacées do
Agreste, e a grande diferenca que apresentaram quanto ao seu
grau de tolerdncia parece ter relacdo com a heterogeneidade
ambiental da regido de origem dessas populacées.

4. Dependendo do carater utilizado na avaliacdo do efeito
da salinidade no crescimento inicial,ocorreram diferencas na
classificacdo das populactes estudadas quanto a sua
tolerédncia,mas considerando o conjunto de caracteres
estudados pode 8e conseguir uma boa discriminacdo de
populacdes e genotipos.

5. Em comparacdo com outras espécies relatadas na
literatura, Stylosanthes humilis pode ser classificada como
moderadamente tolerante durante o crescimento inicial,
mostrando para o carater peso seco da parte aérea um ponto
de inflexdo (nivel maximo em gue ndo ocorre reducdo no
crescimento) ao redor de 40 mM de NaCl, e um valor de 74% a
57% em relacdo ao controle a 80 mM desse sal.

6. Stylosanthes humilis apresenta maior tolerdncia salina
na germinacdo do qQue no crescimento inicial,evidenciando que
a sBalinidade do ambiente deve ser mais limitante para o
crescimento do gque para a germinacdo dessa espeécie.

7. Nao ha relacdo entre a tolerdncia salina nos estadios de
germinacdo e crescimento inicial,.sendo que a posicdo
relativa quanto ao grau de tolerdncia de cada populacdo ¢é

diferente nas duas fases do desenvolvimento.A tolerédncia
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salina em gen6tipos dessa espécie deve portanto ser avaliada
independentemente, na germinacdo e no crescimento.

8. H& consideravel variabilidade entre populacdes e dentro
de populacoes quanto a tolerancia salina durante o
crescimento,sendo que os coeficientes de variacido genética e
herdabilidade dependeram do carater considerado.

9. A variabilidade genética da tolerdncia salina dentro de
populacoes foi maior na fase de germinacdo que no
crescimento inicial,mas independente dos valores absolutos
dos parametros genéticos houve para todas as populacées,com
excecdo de Caruaru,relacdo entre o grau de variabilidade nas
duas fases.

10. As duas populacbes da Mata,especialmente Tamandaré,
apresentaram baixa variabilidade genética guanto a
tolerdncia salina, tanto na germinacdo como no crescimento,
0 qQue estad de acordo com a baixa variabilidade isoenzimatica
relatada por MARCON (1988) nessas populacoes,e reforgca a
hipotese levantada por esse autor de gque o efeito do
fundador, levando a deriva genética pode s8ser responsavel
pela relativa uniformidade dessas populacodes.

11. Os niveis de variabilidade genética na toleréncia salina
entre e dentro da maioria das populacoes de S. humilis, nas
duas fases do ciclo de vida, oferecem condicées para a
selecdo e o melhoramento nessa espécie gquanto a esse
carater. REasa variabilidade genética é importante para a

adaptacdo dessa espécie,permitindo a exploracdao de ambientes



120
com niveis variaveis de salinidade.
12. Na populacdo Caruaru houve associacdo entre um alelo da
peroxidase ( Pi“) com a tolerdncia salina na germinac8o, as
familijas tolerantes apresentando esse alelo e as sensiveis
ndo.Entre as wvarias hipoteses possiveis para explicar essa
associacdo,as mais plausiveis parecem ser ligadas a eventos
histéricos,como o efeito do fundador ou reducdo do tamanho
da populagcdo,ambos levando a deriva genética,ou a origem

recente desse alelo.
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