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DETERMINACAO DO MODO DE REPRODUCAO EM CAPIM-GORDURA
(Melinis minutiflora Beauv.) POR PADROES ENZIMATICOS!

DETECTION OF THE MODE OF REPRODUCTION IN MOLASSES GRASS
(Melinis minutifiora Beauv.) BY ENZYME PATTERNS

Lia Rejane Machado Silveira?

RESUMO

Com o objetivo de determinar o modo de reprodugdo
do capim-gordura (Melinis minutiflora Beauv.), 24 ecétipos da
cole¢do da Universidade Federal de Vigosa foram utilizados em
cruzamentos, apos emasculacdo massal por imersdo da inflores-
céncia em dgua quente, testando-se quatro faixas de temperatura.
Analisaram-se, comparativamente, os padrdes de isozimas dos
progenitores e da descendéncia proveniente de paniculas de
polinizagdo aberta e de paniculas submetidas aos tratamentos de
protegdo; polinizagdo e prote¢do, emasculagdo e protecdo; e
emasculagdo, polinizacdo e prote¢do. A hipdtese da apomixia ser
0 mecanismo reprodutivo operante no capim-gordura foi bastante
favorecida pela extensiva uniformidade da progénie e semelhanca
isozimatica com o progenitor feminino. Contribuiu para isso o fato
de toda a populagdo amostrada apresentar um padrdo de bandas
caracteristico de heterozigotos para os sistemas enzimdticos
leucina aminopeptidase e malato desidrogenase, uma vez que a
apomixia, ao contrario da autofecundagdo, facilita a manutencdo
da heterozigosidade. Segregacdo isozimdtica entre plantas dos
ecotipos CG4 e CGS, relativamente ao sistema fosfatase dcida,
sugere, no entanto, a ocorréncia de alguma porcentagem de
Jecundagdo cruzada, que foi confirmada pela deteccéo de hibrida-
¢do entre os ecotipos CG2 e CG13 nas isocesterases. Esses resulta-
dos conduzem a conclusdo de que um mecanismo facultativo

(parcialmente sexual) de apomixia atua na reproducdo do capim-
gordura.
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SUMMARY

Panicles of 24 molasses grass ecotypes were used in
an experiment involving: bagging before anthesis; cross-
pollination and bagging; emasculation and bagging; and
emasculation, cross-pollination and bagging. Emasculation was
accomplished by immersing the inflorescences into warm water,
Jour temperature levels, for 12 minutes. The breeding system was
accessed by comparing the isozyme patterns of the estereases, acid
phosphatases,  leucine  aminopeptidases and  malato
dehydrogenases of the parental generations with their offsprings.
The high uniformity of patterns obtained in the offsprings, the
identical patterns found for both the female parents and their
respectives progenies and also the presence of banding patterns,
characteristically shown by heterozygotes of the leucine
aminopeptidase and malato dehydrogenase systems, are strong
evidences for the hypothesis of apomictic reproduction in this
species. In addiction, the isozymatic segregation for acid
phosphatase observed in plants of CG4 and CGS5 ecotypes and the
detection of hybrids from CG2 x CG3 crosses, are indicating that
the apomixis in molasses grass is facultative.
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INTRODUCAO

O capim-gordura (Melinis minutiflora
Beauv.) ¢ uma graminea forrageira de relevante
participa¢do na pecuaria dos estados do Brasil Central,
como espécie naturalizada. A despeito disso, seu
potencial genético ainda ndo fo1 explorado € o levanta-
mento de informagdes basicas acerca da espécie pode
ser considerado incipiente. Em particular, em relagdo
ao comportamento reprodutivo, ha consideravel
controvérsia na literatura pertinente. Alguns autores
consideram o capim-gordura apomitico (BOGDAN,
1960; CROWDER & CHEDDA, 1982), caracterizan-
do tal apomixia como obrigatéria (BURTON, 1970)
ou facultativa (BUMPUS, 1961). KENYA (1958)
sustenta ser a espécie autogama € MARTINS &
OLIVEIRA (1972), observando a baixa porcentagem
de formacgdo de sementes em plantas protegidas ¢ em
plantas isoladas, consideram-na alogama.

A determinag¢do do modo de reproducgdo da
maioria das especies de gramineas tem-se baseado nos
resultados comparativos de formac¢ao de sementes em
inflorescéncias protegidas, 1soladas e de polinizagao
aberta (BOGDAN, 1959). Um procedimento
alternativo para detectar e estimar a apomixia/
sexualidade em populagOes vegetalis baseia-se nos
padrdes de segregacdo de locos marcadores em testes
de progénies, mais especificamente de marcadores
1sozimaticos (MARSHALL & BROWN, 1974). Isso
fo1 efetuado com a descendéncia de plantas tipicas e
variantes de Panicum maximum Jacq. (SMITH,
1972), na progénie 5, de plantas de uma linha de sorgo
sob suspeita de ser apomitica (MARSHALL &
DOWNES, 1977) e para descrever e quantificar a
variabilidade resultante de reproducdo sexual ou
mistura clonal em quatro cultivares de capim chordo -
Eragrostis curvula. (Schrad.) Nees (DI RENZO et al.,
1990). Como prova final de sexualidade, nas
introdugdes de Panicum maximum Jacq., SMITH
(1972) considerou a transferéncia dos marcadores
geneticos 1sozimaticos a progénie por fecundacdo
cruzada.

Também ha referéncias da utilizacdo de
padrdes 1sozimaticos na confirmagdo de hibrida¢oes
dirigidas em varias espécies, como, por exemplo, em
Brassicoraphanus (KATO & TOKUMASU, 1979),
em triticale (CHEN & BUSHUK, 1970), em Festuca-
lolium (EMOTO, 1988). As bandas i1sozimaticas dos
hibridos sdo referidas como um resumo das bandas
derivadas dos progenitores, algumas das quais estdo

ausentes, em adigdo ao aparecimento de outras bandas
novas.

Em hibridagdes dirigidas € conveniente
proceder-se a emasculacdo de flores hermafroditas.
Para contornar as dificuldades de emascular flores de
reduzido tamanho, STEPHENS & QUINBY (1933)
propuseram uma técnica massal que utiliza imersio
em agua quente. Essa técnica, desenvolvida para
paniculas de sorgo, toi, subseqiientemente, adaptada
para varias outras gramineas. As partes masculina e
teminina da flor apresentam sensibilidade diferencial,
o androceu sendo ligeiramente mais sensivel ao calor.
Em sorgo, essa diferenga parece ser de 1°C, ou menos,
¢ agua, a 48°C, por 10min, destro1 a viabilidade do
poélen (QUINBY & MARTIN, 1954). JODON (1938)
testou temperaturas de 0-50°C em flores de arroz, em
periodos que variaram de 2-25min, observando que
tratamentos de 10 min, a 40-44°C, destruiram a
viabilidade do polen sem injuriar outros orgéos florais.

O sucesso da emasculagdo pode ser determi-
nado, de acordo com STEPHENS & QUINBY (1933),
pela poliniza¢do das flores tratadas com pélen que
possua algum tipo de marcador e analisando a progé-
nie.

Em capim-gordura, os padrées de
segregacao de esterase, fosfatase acida e peroxidase
permitiram a separacdo de 24 ecotipos € a estimacgdo
de indices de similaridade entre pares de ecotipos
(PEREIRA, 1986). No presente trabalho, cujo objetivo
fo1 determmnar o modo de reprodug¢do do capim-
gordura, tforam selecionados o0s ecdtipos mais
dessemelhantes, sendo efetuada a analise isozimatica
comparativa dos progenitores e da sua descendéncia.

MATERIAIS E METODOS

Vinte e quatro ecotipos de capim-gordura
foram utilizados, nas floracdes de 1987, 1988 ¢ 1989.
em Vigosa-MG, em estudos envolvendo emasculacio,
cruzamentos e analises 1sozimaticas. Foram seleciona-
dos ecdtipos com padrdes de esterase, fosfatase acida
¢ peroxidase mais contrastantes, isto €, aqueles pares
com indices de similaridade (IS) 1gual ou inferior a 60
estimados por PEREIRA (1986).

As paniculas dos progenitores femininos
foram submetidas aos seguintes tratamentos: a)
poliniza¢gdo aberta; b) prote¢do com saco plastico
incolor em paniculas no campo e com saco de papel
em plantas mantidas em casa de vegetagdo, da pré-
antese até a colheita; ¢) poliniza¢do reciproca e prote-
¢do; d) emasculacdo com agua quente, em quatro
faixas de temperatura (40-42°C, 42-44°C, 44-46°C e
46-48°C), por 12 min, e protecdo; e e) emasculacio,
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nas quatro faixas de temperatura citadas, por 12min,
polinizag¢do reciproca e protecio.

Foram utilizadas trés a seis plantas por
ecotipo, sendo que, no minimo, uma panicula de cada
ecotipo for submetida a cada tratamento. Foram
utilizadas paniculas que ja tinham exposto cerca de 2/3
de suas tlores, eliminando-se aquelas em antese, na
extremidade apical da inflorescéncia. Na emasculacio,
as Inflorescéncias permaneciam, por 12min, em
recipientes contendo agua, mantida dentro da faixa de
temperatura considerada. A polinizagdo foi realizada
tdo logo a maior parte das flores se abriam, natural-
mente, ou naquelas tratadas, apds o estimulo propor-
cionado pela temperatura.

Apos a colheita, as paniculas foram deixa-
das secar a sombra e armazenadas em sacos de papel
em condigdes ambientais. As sementes obtidas germi-
naram em areia esterilizada ou em germinador de
umidade constante (100% UR) e temperaturas alterna-
das de 20/30°C por 16 e 8h, respectivamente, na
presenca de luz, pelo periodo de duas semanas, sendo
as plantulas de dois-trés dias de idade transferidas para
a arela.

Plantas com cerca de um més de idade
foram colocadas em copos plasticos de 300cc, conten-
do areita ¢ material orgénico na proporgdo de 2:1,
permanecendo em casa de vegetagdo. Com aproxima-
damente 60 dias, todas as plantas obtidas tiveram
amostras de raiz e de folha submetidas a eletroforese
horizontal em gel de amido. Os tecidos macerados
forneceram um extrato bruto que foi absorvido em
papel filtro Whatman (0,4 x 0,1cm).

Os géis de amido foram preparados a 12%,
com 42g de amido de milho (maizena) adicionados a
350ml da solugdo tampdo. O tempo de cozimento
requerido foi de 4min. As migragdes eletroforéticas
foram conduzidas em cdmara fria, com temperatura
aproximada de 4°C. A diferenca de potencial foi
mantida ao redor de 10V/cm e a migracio, Interrompi-
da quando a frente formada pelos tampdes e pelo
corante anilina atingiu a distancia de 8cm a partir da
origem.

Para os sistemas isozimaticos fosfatase
acida e malato desidrogenase utilizou-se o sistema-
tampdo continuo tris - acido citrico, proposto por
SHAW & PRASAD (1970). O tampdo borato (SHAW
& PRASAD, 1970), foi utilizado no preparo do gel e
nas cubas dos eletrodos para a analise dos sistemas
1s0zimaticos esterase € leucina aminopeptidase.

A eletroforese foi conduzida por 30min a
150V, apos o que os papelotes embebidos com as
amostras foram removidos e a voltagem, ajustada para

300V, assim permanecendo até que a migracdo atin-
gisse 8cm.

Os si1stemas isozimaticos fosfatase acida e
malato desidrogenase foram estudados, simultanea-
mente, na mesma corrida. O gel foi cortado, horizon-
talmente, trés vezes, obtendo-se quatro fatias. A
primeira fatia, que em geral ndo apresenta boa resolu-
¢do, fo1 descartada; a segunda foi corada para revelar
a atividade das bandas de fosfatase acida e a quarta, as
de malato desidrogenase.

Em outro gel, foi analisada, conjuntamente,
a atividade dos sistemas isozimadticos esterase e
leucina aminopeptidase. Da mesma forma, terminada
a corrida, a segunda fatia foi destinada a revelacio das
bandas de leucina aminopeptidase, e a terceira, as
esterases.

As bandas de esterase e de leucina amino-
peptidase foram reveladas utilizando-se o sistema de
coloragdo proposto por SOLTIS et al. (1983); as
bandas de fosfatase acida, com o uso de solucéo
corante recomendada por BREWBAKER et al. (1960)
e modificada por HILDEBRAND et al. (1980). As
1sozimas de malato desidrogenase foram reveladas
utilizando-se o método de coloragdo indicado por
SHAW & PRASAD (1970). Apos a adi¢do da solucdo
corante efetuou-se a incubagdo em estufa, a aproxima-
damente 37°C, por 1h.

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Em geral, a descendéncia de paniculas
protegidas apresentou um padrdo de bandas idéntico
ao da progénie de paniculas de polinizacdo aberta,
indicando que o capim-gordura reproduz-se por auto-
fecundagdo ou por apomixia. A predominante unifor-
midade 1sozimatica da descendéncia de paniculas
submetidas a ambos os tratamentos reforca, entretanto,
a hipotese de apomixia. PEREIRA (1986), analisando
0S mesmos ecotipos, também ndo encontrou varia¢io
Isozimatica entre plantas do mesmo ecétipo, apenas
entre ecotipos diferentes, enquadrando cada um em
somente um padrido de isozimas. Em Panicum maxi-
mum Jacq., SMITH (1972) investigou a variabilidade
de progé€nies segregantes e apomiticas por meio de
esterases € de peroxidases, registrando uniformidade
qualitativa em todas as linhas apomiticas e amplas
diferengas isozimaticas nas progénies segregantes,
como se espera encontrar na descendéncia de plantas
sexuais.

Quando a emasculagdo é bem sucedida,
espera-se, em espécies sexuadas, que flores emascula-
das e protegidas de outras fontes de p6len ndo formem
sementes ou o fagam em taxas reduzidas. No experi-
mento conduzido, observou-se um grande decréscimo
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na formag¢do de sementes em paniculas submetidas a
tratamento térmico relativamente a formacdo em
paniculas de polinizac¢io aberta, 31,61% versus 5,18%
considerando a média dos ecotipos (dados ndo apre-
sentados). A possibilidade de ocorréncia de apomixia
na espeécie ndo permite que se atirme, contudo, que a
emasculacdo térmica foi eficiente em destruir a viabili-
dade do polen de capim-gordura, uma vez que, nessa
condi¢do, a formagdo de sementes pode prescindir do
cameta masculino. A redugdo observada pode ser
creditada, alternativamente, ao uso de sacos de prote-
¢do, que criam um ambiente destavoravel ao tloresci-
mento ¢ a formacdo de sementes (BOGDAN, 1959),
Ou a Injarias provocadas pela temperatura em toda a
estrutura tloral.

Da mesma forma que a descendéncia de
paniculas protegidas, a de paniculas emasculadas e
protegidas repetiu o padrdo de 1sozimas da progénie
oriunda de paniculas de poliniza¢do aberta do mesmo
ecotipo, apresentando-se 1gualmente uniforme e
ratificando a hipdtese de um mecanismo apomitico de
reproducdo para a especie.

A maioria das poliniza¢gdes efetuadas sem
anterior emasculacdo també€m resultou em progénie
uniforme entre si e 1déntica isozimaticamente ao
progenitor feminino. Esse fato pode ser observado na
Figura 1, relativa a 1soesterases ativas nas raizes dos
ecotipos CGY9, CG 21 ¢ CG22. Acredita-se que a
hibridagdo, provavelmente, implicaria na transferéncia
da banda anodica de migragdao mais rapida (regido A)
do progenitor masculino para a progénie. Em centeio
(Secale cereale L.), hibridos entre linhas de grupos
1sozimaticos diferentes apresentaram bandas duplas
representativas de  ambos 0s  progenitores
(SADOWSKY etal., 1988). WU & QI (1980) identift-
caram hibridos entre Saccharum arundinaceum ¢ S.
officinarum, por apresentarem padroes eletroforéticos
intermediarios entre os dos progenitores, € clones, pela
semelhanca com o progenitor feminino.

Essa transferéncia de marcador 1sozimatico
do progenitor masculino para um descendente pode

ser visualizada na Figura 2. Da polinizacdo do ecotipo
CG2 pelo CG13 resultaram dois individuos, um deles
de fenotipo isozimatico idéntico ao do progenitor
feminino e o outro com o somatorio do padrdo de
bandas da geracdo parental (regido C). Das centenas
de poliniza¢Oes efetuadas, essa fo1 a unica hibridacdo
detectada, o que leva a supor, dada a uniformidade das
progénies ¢ a semelhanga com o progenitor feminino
no padrdo de 1sozimas, a existéncia de reprodugao
apomitica na espécie. A ocorréncia de uma planta
segregante, no entanto, sugere uma apomixia tipo
facultativa (parcialmente sexual), com taxa reduzida
de fecundacdes cruzadas.

Figura 1. Diagrama dos padrdes eletroforéticos de esterase em
raizes, observados em plantas individuais dos ecétipos
CG9, CG21 e CG22 de Melinis minutiflora Beauv.
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Figura 2. Diagrama dos padrdes cletroforéticos de esterase em

raizes, observados em plantas individuais dos ecotipos
CG2 ¢ CGl3 de Melinis minutiflora Beauv. (¢ =
autopolinizacio).

A descendéncia do cruzamento CG4 x CG13
apresentou dois genotipos de fosfatase acida em
amostras de raiz, um deles 1déntico ao do progenitor
feminino € o outro diferente de ambos os pais,
conforme pode-se observar na Figura 3. Em outro
ecotipo, o CG)J, registrou-se a atividade da banda 1 e
a auséncia da banda 3, situa¢do imversa a verificada
por PEREIRA (1986). A variabilidade encontrada
dentro desses ecotipos permite, portanto, seu
enquadramento em mais de um grupo de padrdes
1S0ZIMaticos.

Ciéncia Rural, v. 26, n. 1, 1996



> +

mE B BN B B B A B EE e
B B B " b B N B ham O RECHAD 3
T S BB "l e
REGIAQ 2
N EEEEREEEEERE B
F
4
HE BN S BN B2 B B = B N B .
AME WP W o o e BN I e I
REGIAO 3

Figura 3. Diagrama dos padrdes eletroforéticos de {osfatase acida
em raizes, obscrvados em plantas individuais dos ecotipos
CG4 e CGI3 de Melinis minutiflora Beauv. (8 =
autopolinizacao).

Essas diferengas nos padroes 1s0zimaticos
entre plantas do mesmo ecotipo podem ser resultantes
de fecundag¢do cruzada, constituindo, assim, evidén-
cias a serem acrescentadas a hipdtese de um mecanis-
mo facultativo de apomixia em capim-gordura, ou de
modificacdes na estrutura primaria, secundaria ou
terciaria da proteina. Muta¢des ou mudangas confor-
macionais da proteina ndo implicam, porém, necessa-
riamente, em efeitos fenotipicos detectaveis e plantas
1Isozimaticamente diferentes podem apresentar-se
morfologicamente semelhantes.

Progénies provenientes de inflorescéncias
emasculadas e, subseqilentemente, polinizadas e
protegidas também repetiram o padrdao de bandas do
progenitor feminino € apresentaram-se i1sozimatica-
mente uniformes.

Em relacdo as 1sozimas de leucina amino-
peptidase, ndo se verificou variagdo, qualitativa ou
quantitativa, entre os ecotipos analisados, a exemplo
do descrito por PEREIRA (1986). Atividade mais
freqiiente e visivel fol obtida em raiz, com duas
bandas anddicas de mobilidades relativas de 1,0 e 0,7,
respectivamente, presentes em todos 0s ecotipos.

Um padrio de duas bandas ¢ tipico de
organismos heterozigotos para genes que codificam
enzimas formadas por uma cadeia polipeptidica, como
€ 0 caso da leucina aminopeptidase (PASTEUR et al.,
1988). Se a populagdo amostrada for, de fato,
constituida por heterozigotos, essa € mails uma
evidéncia a ser adicionada a hipotese de existéncia de
reproducdo apomitica na espécie, uma vez que, em
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contraste a auto-fecundagdo, a apomixia facilita a
manutengdo da heterozigosidade e do vigor hibrido
resultante (DOBZHANSKY, 1970).

A semelhanca do sistema anterior, no se
observou variagdo nas isozimas de malato desidroge-
nase entre os ecotipos de capim-gordura. Em raiz,
observam-se, na maioria dos casos, trés bandas com
mobilidades relativas de 1,0; 0,93; e 0,87 respectiva-
mente. Em folha, verifica-se a atividade de quatro
bandas com mobilidades relativas de 1,0;: 0.93: 0.9: ¢
0,86 respectivamente.

Para esse sistema enzimatico, o tipo hetero-
zigoto, constituido por alelos que codificam duas
cadelas polipeptidicas, que se associam ao acaso,
tormando trés tipos de moléculas (dois homodimeros
¢ um heterodimero, a molécula hibrida) é muito
comum. Se a enzima funcional ¢ um dimero, apos a
eletroforese sdo reveladas trés bandas regularmente
distanciadas (PASTEUR et al., 1988), como as que se
observam em amostras de raiz.

A analise genética dos zimogramas de
malato desidrogenase conduz, portanto, as mesmas
inferéncias de propagacdo por apomixia do capim-
gordura, tecidas em rela¢@o ao sistema anterior.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir
que o capim-gordura se r¢produz por apomixia facul-
tativa (parcialmente sexual), com taxa reduzida de
fecundacdo cruzada.
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