CARACTERIZAGAO E DIVERSIDADE GENETICA DO CAPIM-ELEFANTE

E SEUS HIBRIDOS COM MILHETO MEDIANTE PADROES ISOENZIMATICOS!

NARA SUZY AGUIAR DE FREITAS?, TANIAMARIA MUNIZ DE ARRUDA FALCAO?,
HELIO ALMEIDA BURITY#, JOSE NILDO TABOSA®e MARCIA VANUSA DA SILVA®

RESUMO - Foram avaliadas isoenzimaticamente sete cultivares de capim-elefante (Pennisetum
purpureum) ¢ seus hibridos com milheto (P. americanum), selecionados pela Empresa Pernambucana
de Pesquisa Agropecuaria (IPA), visando a identificagdo de acessos. Foram estudados, em gel de
poliacrilamida, os sistemas peroxidase (POX), esterase (EST), glutamato oxalacetato transaminase
(GOT), leucina aminopeptidase (LAP), alcool-desidrogenase (ADH) e fosfatase acida (ACP), em
folhas jovens, aos 28 dias apos o corte de uniformizagio. Nao foi observada atividade isoenzimatica da
ADH e observou-se baixa resolucéo do sistema LAP, os quais ndo sdo indicados para caracterizagdo dos
germoplasmas. Os padrdes de ACP, GOT, POX e EST permitiram conhecer os fenotipos dos 14
acessos estudados. Foram revelados 9, 3, 13 e 19 diferentes padrdes de bandas, respectivamente, sendo
possivel a identificag@o da cole¢éio de forma rapida e segura utilizando apenas os padrdes de esterase.

Termos para indexagdo: Pennisetum purpureum, Pennisetum americanum, gramineas, isoenzimas, va-
riagdo genética.

CHARACTERIZATION AND GENETIC DIVERSITY OF ELEPHANT GRASS CULTIVARS
AND THEIR HYBRIDS WITH MILLET THROUGH ISOENZYMATIC PATTERNS

ABSTRACT - The isoenzymatic patterns of seven cultivars of elephant grass (Pennisetum purpureun)
and their seven hybrids with Pearl millet (P americanum), selected by Empresa Pernambucana de
Pesquisa Agropecuaria (IPA), were evaluated to identify the accesses. In polyacrylamide gels, the
systems peroxidase (POX), esterase (EST), glutamate oxaloacetate transaminase (GOT), leucine amino
peptidase (LAP), alcohol dehydrogenase (ADH), and acid phosphatase (ACP), were studied in young
leaves at 28 days after uniformization cut. It wasn’t observed isoenzymatic activity of ADH and the
efficiency of the LAP system was considered low, which suggest that both can not be indicated for
germoplasm characterization. The patterns ACP, GOT, POX and EST allowed the identification of the
14 accesses studied, which revealed 9, 3. 13 and 19 different electrophoretic patterns respectively.
Using the esterase system alone, it is possible to identify the germoplasm bank of elephant grass
quickly and accurately.

Index terms: Pennisetum purpureum, Pennisetum americanum, gramineae, isoenzymes, genetic variation.
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INTRODUCAO

O capim-clefante tem se destacado por sua alta
produtividade, o que faz dele uma das mais impor-
tantes forrageiras do mundo (Gupta, 1975; Santana
et al., 1989; Schank, 1994). Além disso, o capim-cle-
fante congrega diferentes tipos de materiais gencti-
cos, como hibridos interespecificos, ecotipos, clones
e variedades que ampliam consideravelmente sua arca
de adaptagio ambiental (Gonzalez & Menezes, 1979).
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Um dos maiores problemas relacionados com a
caracterizacdo dos materiais que compdem os ban-
cos de germoplasma de capim-clefante ¢ a identifica-
¢ao segura dos acessos. Segundo Pereira (1994), uma
das prioridades ¢ a eliminagdo das duplicatas nos
bancos de germoplasma, obtendo-se assim aumento
da eficiéncia e reducio no custo de manutencio das
colegdes. A existéncia de um grande niimero de aces-
sos (sem controle genealdgico), origindrio de um
unico programa de melhoramento, gera duvidas so-
bre a diversidade gendtica do germoplasma ¢ a
representatividade de diferentes ecossistemas.

A descrigao fenotipica dos acessos de capim-ele-
fante tem sido realizada pela utilizagdo de um con-
junto de descritores, estabelecidos com base no co-
nhecimento da variacdo do germoplasma. Os
descritores mais comuns referem-se a caracteres
morfolégicos (altura da planta, nimero, comprimen-
to e didmetro dos internddios, comprimento e largu-
ra das folhas, presenca de pélos); caracteres
reprodutivos (¢poca de florescimento, comprimen-
to, diametro ¢ cor da inflorescéncia, tamanho da
cariopse); caracteres agronomicos (relagio
folha/caule ¢ produgio de matéria seca) ¢ caracteres
bioquimicos (digestibilidade e valor bromatologico).
No entanto, existem poucas informagoes sobre a es-
tabilidade de expressao e capacidade discriminatoria
da maioria desses caracteres (Pereira, 1994), ndo ha-
vendo um mimero exato de descritores que permita
distinguir, inequivocamente, as cultivares de capim-
elefante (Daher, 1993).

Tcacenco & Botrel (1990) advertiram que os da-
dos ou os fenétipos a serem utilizados na caracteri-
zagdo de cultivares devem apresentar variagdes
intercultivares suficientemente significativas ¢ cons-
tantes, salientando que os atributos escolhidos de-
vem ter validade universal, isto ¢, ndo deve haver
interacdo entre 0os mesmos ¢ 0 ambiente onde cles
estdo sendo avaliados. Caso contrario, a validade da
classificagdo gerada serd restrita ao local ¢ a época
em que a avaliagao foi efetuada.

A utilizagdo de isoenzimas como marcadores
moleculares ¢ genéticos vem sendo empregada com
grande sucesso, em diversos trabalhos nos quais se
estuda a diversidade de germoplasma ou mesmo de
populagdes naturais, o que também vem sendo estu-
dado por meio de marcadores de DNA.
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Relatos sobre a utilizacdo da analise eletroforética
na identificacdo de capim-clefante sdo raros. Entre
os disponiveis, estdo os trabalhos de Daher (1993),
mostrando que eram repeti¢des 25 acessos do total
de 60 estudados, ¢ o de Augustin & Tcacenco (1993),
que separaram 58 introducdes em 23 grupos e sali-
entaram que, em alguns casos, através da cletroforese
foram reveladas variagGes intracultivares entre as
amostras obtidas de diferentes localidades, eviden-
ciando uma provavel mistura varietal. Por sua vez, o
milheto tem sido mais estudado que o capim-clefan-
te via padrdes eletroforéticos, tanto em termos de
isoenzimas (Ozias-Akins et al., 1986) como de DNA
(Tabacizadeh et al., 1986; Jones et al., 1995; Sastrv
etal., 1995).

Os estudos eletroforéticos de isoenzimas tém re-
velado um importante nimero de marcadores genéti-
cos (Medina Filho, 1983; Alfenas et al., 1991; Ballve
etal., 1991, 1995), os quais s3o mais precisos na dis-
tingdo de cultivares do que as caracteristicas
morfoldgicas (Quirds, 1991). Embora em niimero limi-
tado, varios locos isoenzimaticos podem ser analisa-
dos rapida ¢ simultaneamente. Mesmo com técnicas
moleculares mais modernas, as isoenzimas continu-
am sendo excelentes marcadores na analise gendtica
que ndo requeira uma amostragem ampla do genoma
(Ferreira & Grattapaglia, 1995). Ademais, a analise de
isoenzimas ¢ um procedimento menos sujeito a vari-
acgdes ambientais (Alfenas et al., 1991; Quirds, 1991)
quando comparada com os marcadores morfolo-
gicos, o que a torna mais eficaz. Pelo fato de a se-
qiiéncia de aminoacidos que forma as proteinas ser
determinada pela seqiiéncia de nucleotideos dos
genes estruturais, o fenotipo eletroforético de prote-
inas e enzimas pode ser considerado como a expres-
sao0 do produto primario do gene (Gottlieb, 1977).
Além de ser relativamente simples, rapida ¢ de alto
valor informativo, permite individualizar organismos
com clevado grau de parentesco (Alfenas et al., 1991),
por serem as diferengas bioquimicas mais numero-
sas do que as morfologicas (Larsen, 1969). E, caso
nao se individualize todos os acessos, como no tra-
balho de Paula (1993) e Freitas et al. (1995), torna
possivel diminuir o nimero de grupos de acessos,
formados apenas com os descritores morfolégicos,
como no trabalho de Daher (1993).
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Diversos marcadores isoenzimaticos ja foram uti-
lizados na identificacdo de gramineas ¢ outras plan-
tas forrageiras (Almgard & Clapham, 1975; Bassiri,
1976; Paula, 1993; Falcio & Fernandes, 1994; Falcio
& Paula, 1994; Pinto et al., 1995), constituindo-se num
valioso instrumento para os programas de melhora-
mento. Na Europa ¢ nos Estados Unidos, os 6rgaos
responsaveis pelo registro de novas linhagens ¢
cultivares incluiram oficialmente os padroes
cletroforéticos de proteinas em seus critérios de ava-
liagdo (Tanksley & Orton, 1983).

No presente trabalho, estudaram-se cultivares ¢
hibridos de capim-clefante através de sistemas
isoenzimaticos, visando subsidiar uma identificacio
segura da colecdo de capim-clefante mantida pela
Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria
para a regido semi-arida do Estado de Pernambuco e
verificar a diversidade genética da colegao a partir
dos padroes isoenzimaticos obtidos.

MATERIAL E METODOS

As cultivares utilizadas foram procedentes do Banco
Ativo de Germoplasma (BAG) de capim-elefante da Esta-
¢do Experimental de Vitoria de Santo Antdo - Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA). A relagdo
das sete cultivares de capim-elefante ¢ de sete hibridos
com milheto, selecionados para o semi-arido de
Pernambuco, origem e referéncia, estdo mencionados na
Tabela 1. Os materiais hibridos do BAG de Vitoria de San-
to Antéio foram gerados a partir de blocos de cruzamentos
entre a linha macho estéril de milheto 23A e a cultivar
Elefante B.

Antes do plantio, 12 estacas de diferentes plantas de
cada acesso foram colocadas para brotar em bandeja con-
tendo areia lavada. Apos 12 dias, trés plantas de cada
acesso foram transplantadas para vasos com capacidade
de 20 kg de solo. Vinte e oito dias apds o transplante, foi
feito corte de uniformizago, a 5 cm do solo. A irrigagéo e
os tratos fitossanitarios foram realizados quando necessa-
rios. Decorridos 28 dias do corte de uniformizagéo foi
realizada a coleta do material para analises isoenzimaticas.
O delineamento foi o inteiramente casualizado, com 14 x 3
repetigdes de tratamentos.

Os sistemas i1soenzimaticos utilizados foram alcool-
desidrogenase, leucina aminopeptidase, fosfatase acida,
glutamato oxaloacetato transaminase, peroxidase ¢ esterase.
Para a migrag8o eletroforética foram utilizados os sistemas
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de tampdes descontinuos de Poulik (1957) e de Scandalios
(1969) (Tabela 2).

As amostras foram obtidas a partir da maceragéo indi-
vidual, em almofariz, de 2 g de um estoque de folhas mais
novas, coletadas aos 28 dias apos o corte de uniformiza-
¢do, para as trés repeticdes de cada tratamento. Como
solucdio extratora foi utilizado 1,5 mL de tampdo A+B
(Tabela 2). Os homogeneizados de cada amostra foram
centrifugados a 40.000 rpm durante 20 minutos, a 8°C.
Em seguida, os sobrenadantes foram armazenados a -10°C
até a aplicagdo das amostras nos géis, 0 que no maximo
durava 72 horas. As amostras foram marcadas com azul de
Bromofenol (1% p/v em alcool etilico).

A migragdo eletroforética foi conduzida a um potencial
de 9.0 V/em, até 9 em de migragdo para o anodo. Apods a
corrida eletroforética, efetuou-se a revelagio especifica das
proteinas para cada sistema enzimatico. A revelagéo dos
sistemas isoenzimaticos foi baseada nos protocolos de re-
velagdo de Scandalios (1969) para EST e LAP, Shaw &
Prasad (1970) para ACP ¢ ADH e Alfenas et al. (1991)
para POX e GOT. Os padrdes de bandas dos zimogramas
foram elaborados a partir da metodologia utilizada por
Kumar et al. (1995), que usaram uma escala arbitraria para
numerar as bandas reveladas nos géis.

As bandas instaveis (pouco definidas ou difusas) fo-
ram desconsideradas, estudando-se apenas as bandas con-
sistentes (bem definidas ou que apareceram em todos os
géis). Com objetivo de evitar eventuais erros de leitura, a
aplicagdo das amostras nos géis foi aleatoria quanto a or-
dem da aplicag@o, em cada uma das trés repeti¢des.

Os dados de similaridade genética foram expressos em
fragdes, considerando as analises dos sistemas que mos-
traram atividade isoenzimatica, segundo o Indice de Jaccard,
utilizado por Nair et al. (1971).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacio isoenzimatica

Em uma etapa prévia a analise, foram realizados
testes preliminares de ajuste das metodologias. Essa
etapa teve como objetivo determinar os tecidos ¢
estadios de desenvolvimento mais adequados para
a observagao da atividade enzimatica, bem como o
grau de variabilidade genética para cada sistema uti-
lizado. Nos testes preliminares foram também anali-
sados tecidos do meristema apical aéreo ¢ de pontas
de raizes.

Embora, nos testes preliminares, tenha sido ob-
servado um consideravel nimero de bandas em teci-
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do de meristema apical acreo ¢ ponta de raiz, o maior
numero de bandas foi obtido em tecido de folhas
jovens. Enquanto Daher (1993) observou maior nu-
mero de padrdes eletroforéticos em meristema apical
de capim-elefante, apos estudar os mesmos tecidos,
Augustin & Tcacenco (1993) relataram um elevado
polimorfismo entre cultivares de capim-clefante, uti-
lizando folhas jovens. A divergéncia entre os resul-
tados deve estar relacionada com diferencas bioqui-
micas ocorrentes em estadios especificos de desen-
volvimento (Larsen, 1969).

Diferenca na atividade isoenzimatica, associada a
estadios diferentes de crescimento, ¢ uma das limita-
¢oes do uso das isoenzimas como marcadores
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moleculares (Ferreira & Grattapaglia, 1995). Todavia,
embora seja de maxima importancia o controle rigo-
roso da idade de coleta do material, analises de um
unico tecido em diferentes estddios do desenvolvi-
mento podem ser de alta valia, visto que podem ser
observadas variagdes nos perfis, importantes em
analises comparativas de materiais geneticamente
préximos (Falcao & Paula, 1994). Essas variacoes
podem ser refletidas no aparecimento de diferentes
bandas no gel ou na variagio da intensidade de suas
atividades. Diferencas nos padrdes isoenzimaticos
podem também estar relacionadas com o pH e com-
posigio da solugio tampao, voltagem, amperagem,
meio suporte (Ballve et al., 1991, 1995).

TABELA 1. Origem e referéncia das sete cultivares de capim-elefante e de sete hibridos com milheto, seleci-

onados para o semi-arido de Pernambuco.

Cultivares e hibridos Origem NGmero de referéncia (IPA)
Mole de Volta Grande Coronel Pacheco, MG 475-79
Australiano Coronel Pacheco, MG 903-77
5054A x Elefante B Coronel Pacheco, MG HV-204
23A x Elefante B Vitéria de Santo Antdo, PE HV-241
23A x Elefante B Vitéria de Santo Antéo, PE HV-268
23A x Elefante B Vitéria de Santo Antdo, PE HV-281
23A x Elefante B Vitéria de Santo Antdo, PE HV-290
23A x Elefante B Vitéria de Santo Antdo, PE HV-400
23A x Elefante B Vitéria de Santo Antéo, PE HV-296
Cameroon Coronel Pacheco, RIG IBI
Gramafante Coronel Pacheco, MG -
Venezuela Coronel Pacheco, MG -
Elefante Roxo Coronel Pacheco, RIG -
Elefante B Coronel Pacheco, MG -

! Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria ( [PA).
2 Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa em Gado de Leite.
3 TPA-E.E. de Vitéria de Santo Antio, PE.

TABELA 2. Solucoes-tampao utilizadas nas cubas-eletrodos e géis.

Sistemasisoenzimaticos

Tampdes e concentracdes dos géis

Esterase, leucina aminopeptidaseA + B (1:9) a 7% (A= borato de litto Borato de litio

(LAP), fosfatase acida e &lcool ~ B= Tris Citratd)

desidrogenase

Glutamato oxalacetato

(POX)

Tris 6,2 g; acido citrico 0,96 g; aguécido bdérico 18,54 g; NaOH 2 g;
transaminase (GOT) e Peroxidaselestilada para completar 1 L, pH = 8,6.agua destilada para completar 1 L,

GOT (9%) e POX (6%)

pH=28,0

1 Hidréxido de litio anidro 1,2 g; acido boérico (anidro) 11,89 g; agua destilada para completar 1 L, pH = 8,3.
2 Tris 6,2 g; acido citrico anidrol,6 g; dgua destilada para completar 1 L, pH = 8.3.
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Nao foi observada atividade isoenzimatica da al-
cool-desidrogenase (ADH) nas cultivares estudadas.
Todavia, Ozias-Akins et al. (1986) observaram ativi-
dade ao estudarem hibridos de Pennisetum
americanum (milheto) x Panicum maximum Jacq.
(capim-colonifo ou capim-guing), aos 14 dias apds o
cultivo in vitro. Algumas hipdteses podem justificar
esses resultados divergentes, tais como: interacdo ¢
a contribuigao diferencial do patrimonio genético de
P. maximum, no hibrido analisado pelos autores;
variacdes resultantes do proprio processo do culti-
Vo in vitro; a ndo correspondéncia entre 14 dias de
cultivo in vitro e 28 dias ap0s o corte de uniformiza-
¢do. Nao foi observada boa resolucio para o sistema
isoenzimatico leucina aminopeptidase (LAP), con-
cordando com os resultados de Daher (1993), que
também nao o utilizou apos os testes preliminares.

Os zimogramas dos sistemas fosfatase acida
(ACP), glutamato oxaloacetato transaminase (GOT),
peroxidase (POX) ¢ esterase (EST) revelaram uma
elevada variabilidade quanto ao numero de bandas ¢
as diferentes intensidades de coloracdo, as quais po-
dem refletir atividade diferencial.

Para o sistema ACP, a cultivar que apresentou
maior numero de bandas foi a Gramafante, com oito,
seguida pelo hibrido HV-204, com seis. Os materiais
que apresentaram o menor nimero de bandas foram
os hibridos HV-241 e HV-296 ¢ a cultivar Cameroon,
com trés bandas (Fig. 1). A banda ACP-5 foi revela-
da em todas as cultivares estudadas, diferindo ape-
nas na intensidade de coloracgio. Entre as cultivares
Mole de Volta Grande, Elefante Roxo ¢ o hibrido
HV-400, nao houve diferengas nos padroes de ban-
das e na intensidade de coloracio. Por sua vez, a
cultivar Cameroon ¢ o hibrido HV-296, que apresen-
taram o mesmo padrao eletroforético para ACP, dife-
renciaram-se na intensidade de coloracio das ban-
das ACP-5, ACP-6 ¢ ACP-7, tendo estas sido revela-
das mais intensamente no hibrido HV-296. Todos os
demais materiais apresentaram diferentes padroes de
bandas para ACP. Daher (1993) nio obteve resulta-
dos significativos para o sistema ACP, para o qual
este autor nao foi além de ensaios preliminares. Ja
Augustin & Tcacenco (1993) encontraram 13 ban-
das polimérficas.

Em relagio ao sistema isoenzimatico da GOT, nes-
te trabalho foi possivel a visualizagao de apenas trés
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bandas, das quais uma foi revelada fortemente em
todos os materiais. Daher (1993), ao contrario, ob-
servou oito diferentes bandas para o mesmo sistema
entre os 60 acessos de capim-elefante que estudou.
O hibrido HV-204 ¢ as cultivares Cameroon,
Venezuela ¢ Elefante B mostraram duas bandas, as
demais mostraram apenas uma. O hibrido HV-204 c a
cultivar Elefante B apresentaram as bandas GOT-1 ¢
GOT-3, ¢ as cultivares Cameroon ¢ Venezuela apre-
sentaram as bandas GOT-2 ¢ GOT-3 (Fig. 2).

No que diz respeito ao sistema POX, foi possivel
verificar uma grande diversidade de padrdes de ban-
das anddicas ¢ catddicas (Fig. 3), inclusive entre aces-
sos Mole de Volta Grande, Roxo, Elefante B,
Cameroon ¢ Gramafante, os quais, quando analisa-
dos por Daher (1993), apresentaram um unico pa-
drio cletroforético. A banda POX-8 foi revelada em
todos os materiais analisados. Por sua vez, apenas a
cultivar Elefante Roxo ndo apresentou a banda
POX-3, porém foi a inica que apresentou a banda
POX-2. E importante salientar que a cultivar Elefante
Roxo ¢ morfologicamente distinta das demais estu-
dadas, diferenciando-se pela coloragio das laminas
foliares.

Bandas o-esterase foram detectadas em todas as
13 regides esterdsicas reveladas enquanto bandas

ACP
+ +
8
T i =
6 [ - % O i
§ 5 [ = O
S M [ —
< Intensidade
ag] de
3 coloragdo
2 das bandas
inlninin
i 2 3 4 § & 7 8 9 10 1 12 13 14
Fenotipos
FIG. 1. Zimograma de fosfatase acida (ACP) de teci-

do foliar, aos 28 dias apos o corte de unifor-
mizac¢ao, dos 14 genotipos de capim-elefan-
te, selecionados para o semi-arido de
Pernambuco. Designacées dos gendtipos:
1: Mole de Volta Grande; 2: Australiano;
3: HV-204; 4: HV-241; 5: HV-268; 6: HV-281;
7: HV-290; 8: HV-400; 9: HV-296;
10: Cameroon; 11: Gramafante; 12: Vene-
zuela; 13: Elefante Roxo; 14: Elefante B.
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[-esterase foram detectadas em apenas seis, do total
de 13 regides, conforme mostrado na Fig. 4. Portan-
to, para os diferentes materiais, foram reveladas o.- ¢
-esterase em uma mesma regido. Augustin &
Tcacenco (1993) obtiveram 9 a- ¢ 6 de -esterases,
em que trés regides foram comuns a o.- ¢ f3-esterases
nos diferentes materiais analisados, perfazendo um
total de 15 bandas esterasicas. Se seguida a mesma
metodologia dos referidos autores, poder-se-4 con-
siderar 19 regides esterasicas, uma vez que foram
reveladas 13 a-esterases ¢ seis -esterases. Por sua
vez, Daher (1993) encontrou 12 diferentes regides de
bandas para este sistema isoenzimatico ¢ nao rela-
tou o niimero ¢ a presenga de bandas o- ¢ B-esterase,
mesmo usando 0s mesmos substratos na coloracio
desse sistema protéico, a saber, o.- ¢ -naftilacetato.
Resultados semelhantes, ou seja, nos quais o siste-
ma esterasico foi muito importante para a identifica-
¢ao de diferentes materiais genéticos de uma mesma
espécie, foram obtidos por Paula (1993), que indivi-
dualizou todos os acessos estudados de batata-doce
através desse sistema protéico, ¢ por Falcio &
Fernandes (1994), Falcio & Paula (1994) e Pinto et al.
(1995) para cultivares de trigo, batata-doce ¢ soja,
respectivamente. O que mostra a importancia das
esterases nessa modalidade de trabalho.

Bandas

- - Intensidade
| 1 de
coloragdo
[~das bandas

I £ 1 4 5 F OV 0 1 LI R R T

Fenotipos

FIG.2. Zimograma de glutamato oxalacetato
transaminase (GOT) de tecido foliar, aos 28
dias apés o corte de uniformizacao, dos
14 genotipos de capim-elefante, selecionados
para o semi-arido de Pernambuco. Designa-
coes dos gendtipos: 1: Mole de Volta Grande;
2: Australiano; 3: HV-204; 4: HV-241;
5: HV-268; 6: HV-281; 7: HV-290; 8: HV-400;
9: HV-296; 10: Cameroon; 11: Gramafante;
12: Venezuela; 13: Elefante Roxo;
14: Elefante B.
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Analisando-se o zimograma do sistema EST, veri-
fica-se que as sete regides mais anodicas apresenta-
ram apenas bandas a-esterase. Entre todas as ban-
das reveladas para o sistema EST, a unica que foi
detectada em todos os materiais analisados foi a
EST-6, sendo bandas a.- ¢ B-esterase para 11 ¢ trés
materiais respectivamente. As bandas EST-8, EST-7
¢ EST-11 foram reveladas em apenas uma das culti-
vares analisadas, a saber, EST-8 em Mole de Volta
Grande, EST-7 em Elefante B e EST-11 no hibrido
HV-268.

A importancia do sistema EST em relagio ao POX
pode ser ressaltada pela sua capacidade discrimi-
natodria das cultivares Gramafante ¢ Venezuela. Pelo
sistema POX, essas cultivares mostraram as mesmas
bandas, enquanto pelo sistema EST foram reveladas
asbandas EST-2, EST-10 ¢ EST-13, exclusivamente
para a cultivar Gramafante, ¢ EST-12 exclusivamente
para a cultivar Venezuela (Fig. 4). Todavia, embora a
diferenciagdo dessas cultivares nio tenha sido
conseguida através dos padrdes de POX, ¢ possivel
sua distingdo pela intensidade de coloragio das ban-
das POX-3 ¢ POX-8, as quais s¢ apresentaram mais
fortemente coradas na cultivar Gramafante que na
cultivar Venezuela (Fig. 3).

Almgard & Clapham (1975) selecionaram EST,
ACP, POX e GOT, entre 18 sistemas isoenzimaticos,
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como os mais eficientes para analise de rotina, na
identificagio de acessos de aveia. Bassiri (1976), re-
latando a importancia do sistema EST, comentou
sobre a utilizagdo de outros sistemas como comple-
mento da EST na identificacdo de acessos de ceva-
da.

Diversidade genética

Os numeros de bandas para os sistemas
isoenzimaticos, utilizados para o calculo do grau de
similaridade genética, foramde 8, 3, 11 ¢ 19 para ACP,
GOT, POX ¢ EST, respectivamente. Em que a presen-
¢a de cada banda deve ser considerada de forma
comparativa. Assim, por exemplo, duas amostras de
individuos distintos que apresentarem trés bandas
de atividade, das quais apenas uma ¢ comum a ambas,
a similaridade genética entre elas é de 1/5 ou 0,2.

Os resultados relativos aos graus de similaridade
genética das sete cultivares de capim-clefante mais
seus sete hibridos com milheto, segundo o Indice
de Jaccard, sclecionadas para o semi-drido de
Pernambuco, podem ser observados na Tabela 3, ¢
representam fracdes de variantes eletroforéticas. Por
exemplo, o hibrido HV-241 e a cultivar Cameroon
apresentam 23 regides de atividade, das quais 10 sdo
comuns a ambas, o que resulta em uma similaridade
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FIG. 4. Zimograma de esterase (EST) de tecido foliar,
aos 28 dias apos o corte de uniformizacao,
dos 14 genotipos de capim-elefante, selecio-
nados para o semi-arido de Pernambuco.
Designacoes dos genétipos: 1: Mole de Volta
Grande; 2: Australiano; 3: HV-204;
4: HV-241; 5: HV-268; 6: HV-281; 7: HV-290;
8: HV-400; 9: HV-296; 10: Cameroon;
11: Gramafante; 12: Venezuela; 13: Elefante
Roxo; 14: Elefante B.
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1 1: Mole de Volta Grande; 2: Australiano; 3: HV-204; 4. HV-241; 5: HV-268; 6: HV-281; 7: HV-290; 8: HV-400; 9: HV-296; 10: Cameroon; 11: Gramafante; 12: Venezuela; 13: Elefante Roxo;
14: Elefante B.
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genética de 10/23 ou 0,4345 ou 43.45%, isto ¢, a divi-
sdo do numero de bandas comuns as duas amostras
(espécies, populagdes, cultivares) pelo niimero total
de bandas, considerando todos os sistemas que
mostraram atividade, indica o quanto esses indivi-
duos sdo geneticamente proximos e, conseqiiente-
mente, o quanto divergiram ao longo do caminho
evolutivo.

Considerando as 91 comparagdes entre os 14
materiais, foi possivel a distribuicdo dos coeficien-
tes de similaridade em sete faixas, entre as quais foi
determinado um intervalo de 0,0603, do maior (0,7142)
ao menor (0,2916) valor estimados. Como pode ser
observado, para uma maioria de 63 comparacdes foi
obtido grau de similaridade genética entre 0,4122 a
0,6534, ou seja, nas trés faixas intermediarias.

CONCLUSOES

1. O sistema isoenzimatico esterasico ¢ o0 mais im-
portante para a caracterizagio da colegio estudada.

2. Hauma consideravel variabilidade genética nos
padroes cletroforéticos, tanto das cultivares de ca-
pim-clefante como das cultivares hibridas de capim-
clefante vs. milheto.

3. Tecidos de folhas jovens coletados aos 28 dias
apos o corte de uniformizagao permitem a identifica-
¢ao dos acessos de forma rapida e segura.

4. Os sistemas isoenzimaticos da peroxidase,
fosfatase acida e glutamato oxalacetato transaminase,
apesar de ndo individualizarem os materiais estuda-
dos, sdo tteis para a analise do grau de similaridade
gendética.

5. A analise do grau de similaridade genética evi-
dencia uma consideravel diversidade genética entre
os acessos estudados.
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