UNIVERSIDADE TECNICA DE LISBOA.
INSTITUTO SUPERIOR 3E AGRONOMIA

Caracterizacido Isoenzimatica
de Populacdes de Vigna unguiculata (L.) Wain

Carlos Manuel Gaspar dos Reis

Lisboa
1994



UNIVERSIDADE TECNICA DE LISBOA
INSTITUTO SUPERIOR DE AGRONOMIA

Caracterizacio Isoenzimatica
de Populacdes de Vigna unguiculata (L.) Walp

Cartos Manuel Gaspar dos Reis

Lste trabalho foi expressamente elaborado como dissertacfio
original para o efeiio de obtengdo do Grau de Mestre em
Produgdo Vegetal, Ramo de Melhoramento de Plantas, sendo
apresentado no Instituto Superior de Agronontia.

Toda a orieniagdo e colaboragdo recebidas sdio mencionadas

Lisboa
1994



Dissertagdo realizada no Laboratorno de Genética do
Instituto Superior de Agronomia e na Escola Superior Agraria
de Castelo Branco sob orientagio da Professora Wanda Viegas,

do Instituto Superior de Agronomia,



A isabel Maria e aos meus Pais.



AGRADECIMENTOS

A todos aqueles que, com o seu contributo, tornaram possivel a realizag@io deste

trabalho, em especial:

A professora Wanda Viegas, do Instituto Superior de Agronomia, orientador cientifico,

pela disponibilidade de meios laboratoriais, sugestdes e leitura critica do trabalho;

Ao Dr. Victor Carvalho pelos ensinamentos técnicos e cientificos que nos transmitiu,
pela sua constante disponibilidade no esclarecimento de miltiplas dividas e pela leitura critica

do trabatho;

Ao Banco de Germoplasma do Nucleo de Melhoramento de Milho de Braga (NUMI)

pela cedéncia de material vegetal;

A Escola Superior Agraria de Castelo Branco pela disponibilidade facultada para a
realizagio do Curso de Mestrado e pelas facilidades concedidas na aquisigio de meios

laboratoriais.

Muito ebrigado,



RESUMO

Neste trabalho pretendeu-se fazer a caracterizagdo isoenzimatica de algumas populagGes
de Vigna unguiculaia (1) Walp, Estudaram-s¢ amostras de 24 populagGes distribuidas por
trés subespécies (subspp): unguiculata, cylindrica e sesquipedalis. As amostras da subespécie
(subsp.) unguiculata pertenciam as cultivares: "Amarelo”, "Arroz", "Comum”, "Gigante de
Marialva" e "Cream".

A oblengio dos padres isoenzimaticos foi realizada por focagem isoeléctrica, tendo-se
utilizado extractos de cotilédones e de tecidos vegetativos de plantulas com cerca de 15 dias.
As analises comparativas foram conduzidas para os sistemas enzimaticos fosfatase acida
(ACP) e peroxidase (PRX).

Em cotilédones foram detectadas apenas bandas de ACP. Em plantulas foram reveladas
bandas de ACP para os orgfos raiz, caule ¢ folha, mas no caso do sistema PRX detectamos
actividade isoenzimatica apenas em raizes.

Os zimogramas de ACP de cotilédones ndio apresentaram bandas polimorficas; no caso
da folha detectaram-se 10 bandas polimorficas correspondendo-lhes trés diferentes padrdes
isoenzimaticos. Os zimogramas de PRX da raiz apresentavam 6 bandas polimorficas, mas dada
a baixa frequéncia da maioria, apenas uma delas se apresenta com interesse nos estudos
comparativos. Com base nos resultados obtidos, ¢ possivel fazer a distingdo da subsp.
sesquipedalis e da cultivar "arroz" da subsp. wnguiculata relativamente as restantes
populagdes estudadas. Verificou-se a existéncia de uma maior proximidade genética entre as

subspp. unguiculata e eylindrica, relativamente a subsp. sesquipedalis.
Palavras chave: Vigna wunguiculata, isoenzimas, bandas polimérficas; fosfatase acida;
peroxidase.

Abreviaturas: ACP, fosfatase 4cida; PRX, peroxidase, subsp., subespécie; subspp.,

subespécies.



ABSTRACT

With the present research it is intended to describe the isozymatic characterization of
some populations of Figna unguiculaia (L) Walp. Samples of 24 -ﬁé‘bhulations wich belonged
to 3 subspecies (subspp.): unguiculata, cylindrica and sesquipedalis were studied. Samples of
the subspecie (subsp.) unguiculata belonged to the cultivars "Amarelo”, "Arroz", "Comum”,
"Gigante de Marialva" and "Cream".

The electrophoresis were performed by means of isoelectric focusing, and extracts of
cotyledons and vegetative tissues of about 15-day-old seedlings were used. The comparative
analysis were conducted to the acid phosphatase (ACP) and peroxidase (PRX) enzyme
systems.

In cotyledons only ACP bands were detected. In seedlings ACP bands were revealed on
root, stem and Jeaf tissues, but in the case of the PRX systemn isozymes were detected only in
roots.

The ACP zymograms of cotyledons did not show polymorphic bands; in the case of the
leaf 10 polymorphic bands, to wich 3 different isoenzyme patterns correspond, were detected.
The PRX zymograms showed 6 polymorphic bands, but due to the low frequency of the
majority, only one of them had some interest in comparative studies. Based in the results
obtained, it is possible to distinguish subsp. sesquipedalis from the other two subspp. studied,
and cultivar "Arroz" from subsp. wrnguiculata relatively to the other populations studied.

The existence of a greater genetic proximity between the subspp. wnguiculata and

evlindrica, relatively to subsp. sesquipedalis was also detected.
Key-words: Vigna unguiculaia, isozymes; polymorphic bands; acid phosphatase; peroxidase.

Abbreviations: ACP, acid phosphatase; PRX, peroxidase, subsp., subspecie; subspp.,

subspecics,
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1 INTRODUCAQO

A conservacio dos recursos genéticos tem vindo a merecer, nos ultinlos anos, uma
crescente atengdo por parte dos cientistas e mesmo dos proprios governos. Com efeito, varios
factores, nomeadamente a tend€ncia para uma agricﬁltura de mercado, mecanizada e
competitiva, as exigéncias de natureza econdmica, a introdugdo de cultivares mais produtivas,
as mudangas verificadas nos padides de utilizagao da terra e o rapido crescimento urbano, tém
sido responsaveis pela diminuigio do numero de espécies e de variedades cultivadas,

O interesse da realizacio de misstes de colheita, com o estabelecimento de colecges de
germoplasiia, resultou precisamente da necessidade de preservar a variabilidade das espécies
face a uma erosdo genética crescente. Desta forma, conseguem-se salvaguardar genes de
variedades e cultivares regionais e também de espécies selvagens biologicamente relacionadas,
em risco de desaparecimento, que poderdio vir a ter interesse em futuros programas de
melhoramento.

Com efeito, embora a investigagdo cientifica tenha ja desenvolvido técnicas de
manipulagiio genética que permitem a obtengdo de plantas transgénicas, € necessario uma
fonte de variagio onde se possam encontrar os genes responsiveis por caracteristicas de

resisténcia, adaptagio, rendimento ¢ qualidade.

Com o objectivo de estudar a variabilidade genética existente na espécie Figna
unguiculata, em Portugal, realizamos em 1989 uma missdo de colheita de germoplasma,
essencialmente restrita ao Interior Centro e Sul do Pais. Posteriormente, a colecgdo foi
enriquecida com amostras cedidas pelo Nucleo de Melhoramento de Milho de Braga (NUMI)
¢ também com algum material exotico de bancos de germoplasma estrangeiros. Desta maneira,
foi constituida uma pequena colecgdo que incluia amostras das trés subespécies (subspp.)
cultivadas de Vigna unguiculata: subespécie (subsp.) wnguiculata (a forma normalmente
cultivada em Portugal), subsp. sesquipedalis e subsp. cylindrica.

No que diz respeito exclusivamente s caracteristicas morfologicas da semente das
amostras nacionais, observamos a existéncia de distintos fendtipos de forma e dimensdo da
semente e de pigmentagio e textura do tegumento que permitiram, de acordo com a descri¢ao
morfologica realizada por Castilho (1951), constatar a existéncia de material vegetal

proveniente de diferentes cultivares.



INTRODUCAO

Na investigacio agrondmica ¢ importante o conhecimento do material vegetal com o
qual se trabalha. O valor de um banco de germoplasma depende, ndo apenas do nimero de
amostras de que s¢ dispde mas, sobretudo, do conhecimento que possamos ter de cada uma
delas. Interessa por isso cbter, pelas metodologias disponiveis, o maximo de informagao que
permita posteriormente identificar e caracterizar o material vegetal.

A caracterizagio e avaliagio sio realizadas tradicionalmente pela descrigio morfologica
e agrondmica das amostras, de acordo com listas de descritores divulgados pelo International
Board for Plant Genetic Resources (IBPGR). Os resultados obtidos podem ser posteriormente
processados em sistemas computadorizados de base de dados. Contudo, um conjunto
numeroso de dados morfologicos ¢ de dificil interpretagio no que diz respeito aos padrdes de
variabilidade entre amostras. A taxonomia numérica simplifica a analise de padrdes de
variabilidade, permitindo uma escolha mais facil de um determinado tipo de planta ou a
selecgiio de tipos dissimilares para a realizagdo de hibridacdes.

Apesar deste tipo de avaliagio fenotipica ser extremamente importante, € dificil fazer a
interpretagio dos dados ao nivel genético, ja que a maioria dos caracteres estudados siio de
natureza poligénica, além da sua expressao ser marcadamente mediada por interacgdes com o
ambiente.

A electroforese de isoenzimas apresenta-se, assim, como uma técnica extremamente
interessante para a caracterizagio varietal porque permite estimar quantitativamente a
variabilidade genética do material vegetal com base na variagio da estrutura molecular de
produtos primarios dos genes, sendo normalmente independente da influéncia ambiental.

O principal objectivo deste trabalho foi o de efectuar a caracterizagfio genélica, por
electroforese de isoenzimas, de algumas populagdes nacionais e exdticas de Vigna
unguiculata. Desta forma pretendeu-se estudar, pela detecgdo de polimorfismos, a
variabilidade inter e intravarietal, essencialmente ao nivel da subespécie unguiculata (a de
maior representatividade agronémica em Portupgal), e também o estabelecimento, por esta

metodologia, de relacdes de identidade entre as trés subespécies cultivadas.

2



2 CONSIDERACOES GERAIS ACERCA DA ESPECIE Vigna unguiculata

2.1 Crigem ¢ taxonomia

O feijao-frade, Vigna unguiculata (1.) Walp ssp. unguicnlata (Verdcourt, 1970), € uma
leguminosa com centro de origem na Africa Ocidental , devendo ter sido domesticada, no
periodo Neolitico, a partir das formas selvagens das subspp. dekindtiana e mensensis (Steele e
Mehra, 1980). Apds a introdugio da subsp. nnguiculata na india, 0 aumento da variabilidade
genética resultante da sua expansdo terd servido de base, apds selecgdo, para o
estabelecimento de duas novas subspp., sesquipedalis e cylindrica (Steele, 1986).

O feijio-frade tera alcangado a Europa a partir da Asia ou do Egipto, existindo
referéncias a cultivares desta espécie em textos gregos datados de 300 a.C. No final da era
Romana ter-se-a estabelecido, como leguminosa secundaria na alimentagio humana, no Sul
da Europa (Steele, 1986). A introdugfo da cultura no Novo Mundo ter-se-a devido aos
Espanhois no séc. XVIlL e ao comércio de escravos a parlir da Africa Ocidental, que terd
permitido a introdugio de cultivares neutras, quanto ao fotoperiodo, da subsp. unguiculata.

Das cerca de 170 espécies mcluidas no género Vigna 120 encontram-se em Africa (66
sdo endémicas), 22 na India e Sudeste Asiatico (16 sio endémicas), localizando-se as restantes
na América e na Australia (Faris, 1965). As afinidades do género Vigna com os géneros
Phaseolus e Dolichos originou uma taxonomia algo confusa, a qual viria a ser clarificada por
Verdcourt (1970) com o reconhecimento de cinco subspp. de Vigna unguiculata, duas das
quais selvagens: denkindtiana e mensensis. Das subspp. cultivadas € a subsp. unguiculata a
que tem maior dispersio, enquanto as outras duas, cplindrica (utilizada como planta
fortageira) e sesquipedalis (utilizada para consumo das vagens quando verdes), encontram-se
sobretudo na India e no Extremo Oriente e, apesar de introduzidas em Africa, nfio se
encontram nos sistemas rurais tradicionais.

As caracteristicas que permitem diferenciar as trés subspp. cultivadas, embora sejam
bem evidentes, parecem resultar apenas de factores de variagdo induzidos pela pressdo de
selecgio. Com efeito, cada um destes faxa dislingue-se dos restantes por caracteristicas

essencialmente relacionadas com a dimensio das sementes e das vagens, e, por vezes, por
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possuir diferentes usos agronomicos. Por este facto, Maréchal e/ al. (1978), referindo
coeficientes de similaridade de 97 a 98%, preferem classificar as trés subspespécies
cultivadas, wnguiculata, cylindrica e sesquipedalis, em grupos de cultivares, "cultigroupes”
{cv-gr), designando-os, respectivamente, de cv-gr. UNGUICULATA, cv-gr. BIFLORA e cv-gr.
SESQUIPEDALIS, incluindo-os numa unica subespécie: unguiculata.

Relativamente as formas ancestrais, as cultivares apresentam, aparentemente, uma batxa
divergéncia genédtica e uma divergéncia cromossomica nula. As cinco subspp. de V.
wnguiculata sio interférteis, havendo casos em que as tenlativas de hibridagdo com outras
espécies diploides do mesmo género tiveram sucesso, nomeadamente as realizadas com a
espécie V. pubescens (Fatokun e Singh, 1987).

A citotaxonomia do género Figna € relativamente simples (2n=2x=22), e s6 ha
relativamente pouco tempo foram desenvolvidas as primeiras formas poliploides (AVRDC,
1986, citado por Chen ef al., 1989).

2.2 Caracterizacio botinica

A espécie Vigna unguiculata é uma leguminosa anual, compreendendo plantas de tipo
elevado, volivel e trepador, ou de menor estatura e porte suberecto. A germinagio € epigea,
situando-se a temperatura minima de germinagdo proxima dos 15 °C (Martins, 1986).

O sistema radicular é constituido por um eixo central profundante com abundantes
ramifica¢des laterais mais superficiais onde se situa a maior densidade de nodulos.

- A formagdo de nddulos e a actividade da enzima nitrogenase sio negativamente
afectados pelas condigdes de secura, resultando numa baixa fixagdo de azoto e decréscimo
dos rendimentos em semente (Zablotowicz ef af., 1981; llassan ¢ Hall, 1986). A ocorréncia de
temperaturas elevadas é também um factor desfavoravel a actividade simbidtica.

As duas primeiras folhas sio unifoliadas, sésseis ¢ opostas, as restantes sfo trifoliadas,
longamente pecioladas, alternas, glabras, de cor verde carregado, com os foliolos ovado-
-acuminados e cujo aparecimento se prolonga para além da floragdo nas cultivares que
apresentam crescimento indeterminado.

As flores sio amarelado-purpireas, csbranquigado-purpureas, branco-esverdeadas ou
violaceas e dispdem-se em cacho. As vagens sao pendentes, estreitas, torulosas e compridas
(10-20 a 25-80 ¢m x 0,7-1,0 cm). As sementes, mais ou menos acentuadamente reniformes,
elipsdides ou elipsdide~sub-reniformes ou também quase arredondadas, siio pequenas e
esbranquigadas, cor de palha ou amarela palida com o hilo preto ou mais claro, ou

acastanhadas, ¢dr de camurga, amarelo-avermelhadas, cinzentas e com o hilo ou o olho
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branco. As caracteristicas das sementes e das vagens sdo elementos muito importantes na
distingdo das cultivares.

A resposta ao fotoperiodo é variavel existindo plantas neutras (a floragdo nio é afectada
pelo comprimento dos dias), plantas de dia curto (a floragdo so ocorre s¢ 0 comprimento dos
dias for menor do que um determinado valor de fotoperiodo critico) e plantas de dia curto
quantitativas (os dias longos atrasam a floragdo mas nio a inibem) (Hadley ef af., 1983). Nas
plantas neutras e nas plantas de dia curto quantitavas (mas apenas quando o comprimento do
dia é menor do que o fotoperiodo critico) o nimero de dias até & primeira flor € determinado
pela temperatura. Na Nigéria, a utilizagio de plantas neutras possibilita realizar duas
sernenteiras no mesmo ano, entre Maio e Dezembro (FAO, 1961).

O nomero de inflorescéncias é complementar do numero de ramificagdes pelo que
quanto mais cedo e profusamente a planta comegar a florir menor o nimero de ramificagdes
(Steele ef al., 1984). Em principio, quanto mais longo for o periodo reprodutivo mator a
produgdo, apesar do rendimento, expresso pelo namero de flores que originam vagem, ser
extremamente baixo dada a elevada abcissio de flores e fiutos jovens (Martins, 1986},

Durante a floraciio, as temperaturas elevadas causam a esteriidade masculina e a
excessiva abcissao floral (Warrag e Hall, 1983). Considera-se que o efeito das allas
temperaturas na esterilidade masculina estara de certa maneira relacionado com a inibigio do
transporte do aminodcido prolina das paredes das anteras para os graos de poélen, o que
podera determinar a inviabilidade do pélen (Mutters e/ al,, 1989).

Embora o feijio frade seja uma espécie autogimica ndo ¢ de descurar a possibilidade de
ocorréncia de alguma polinizagio cruzada entoméfila. Foram registados valores proximos de
2% para os cruzamentos naturais (Steele, 1980).

Os efeitos da secura no rendimento final em semente ndo se fazem sentir de igual forma
ao longo do ciclo vegetativo. Assim, durante a fase vegetativa o rendimento potencial em
semente nio ¢ muito afectado pela secura, desde que as condi¢des ambientais permitam
posterior recuperagio do crescimento (a planta valoriza pequenos estimulos como seja a
ocorréncia de precipitagio, a descida da temperatura maxima ou o aumento da humidade
atmosférica). Durante a floragio o efeito da secura faz-se sentir sobretudo no nimero de
vagens/planta, registando-se por vezes, para esta caracteristica, perdas na ordem dos 49%
(Uiler ef al. 1972). Contudo, em determinadas situagies, € possivel uma recuperagio parcial
do rendimento em semente ja que o curto periodo de formagio e de preenchimento da vagem
(17 a 24 dias) associado a um ftipo de crescimento indeterminado, conferem alguma
plasticidade ao feijio frade, permitindo minimizar os efeitos das condi¢des de extrema secura
durante a (loragio. E sobretudo durante a fase de preenchimento da vagem gue as condi¢des

de secura reduzem consideravelmente o rendimento final em semente, traduzindo-se guer no
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menor numero de vagens/planta quer também na menor dimensdo das sementes (Kenneth e
al., 1980).

O feijao-frade adapta-se a vérios tipos de solos, desde os muito acidos aos alcalinos,
crescendo e produzindo em condigdes de fertilidade edafica relativamente baixa.

A fertilizagio azotada durante a sementeira tem efeito reduzido sobre o rendimento em
semente ¢ a fixacio de azoto atmosférico. Contudo, a aplicagdo de azoto no inicio da floragdo
parece influenciar de forma positiva o rendimento, embora diminua a fixagao de azolo
atmosférico, o que estard essencialmente relacionado com o aumento do numero de
ramificactes, do numero de vagens/m? e do peso da semente (Hassan e Hall, 1986).

Apesar da importincia desta cultura nos sistemas rurais de subsisténcia, o seu
melhoramento tem-se confinado a alguns centros localizados na zona ocidental de Affica,
provavel local de origem e onde a cultura tem maior representatividade. Nos restantes centros
de melhoramento mundiais os trabalhos normalmente tém-se restringido a elaboragio de
colecebes de germoplasma e & realiza¢io de hibridagGes em pequena escala.

Os primeiros trabalhos de melhoramento realizados realgavam o acréscimo obtido no
rendimento em semente, sobretudo pela diminuigio de sensibilidade ao fotoperiodo, obtengdo
de plantas de crescimento erecto com as vagens inseridas na parte superior da canopia (de
maneira a possibilitar a colheita mecinica), e introdugdo de resisténcia a pragas e doengas.
Actualmente, tém grande importincia, pelo seu significado economico, os trabalhos que
recorretn a utilizagio de espécies selvagens para a transferéncia de genes relacionados com a
resisténeia a factores de natureza bidtica. Salientem-se, por exemplo, as tentativas de
hibridagio de V. unguiculata com plantas da espécie Vigna vexillata (caracterizadas pela
pubescéncia das folhas, caules e vagens) que sdo resistentes a determinadas pragas,
nomeadamente Maruca testulalis ¢ Callosobruchus maculatus (Fatokun, 1991). Séo
igualmente importantes os trabalhos desenvolvidos no sentido de melhorar o teor proteico e o
valor nutritivo das sementes, pelo acréscimo da proporgio de aminoacidos sulfurados (Miller
Ir., 1987).

Existem poucas referéncias relativamente a cultura desta espécie no nosso pais. As
populagdes cultivadas em Portugal perlencem maioritariamente & subsp. unguiculata,
apresentando geralmente crescimento indeterminado,

Castilho  (1951) realizou uma descrigio bastante pormenorizada das principais
cultivares! americanas ¢ europeias, conhecidas no nosso pais no principio dos anos 50, com
base essencialmente nas caracteristicas morfologicas das vagens e das sementes. Actualmente,

as cultivares mais cobhecidas entre nos, constituidas normalmente por plantas de pequena

4 Enibora o aulor utilize o termeo variedade(s ATECE-NIOS NS COTTeclo a designacio de cultivar{cs , TN
5 B
VE7Z (UC 5C trata de l'['la[eriﬂl \"Cgclﬂl mclh()l'ddo I)CIO homem.
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estatura e porte erecto, sdo as seguintes: "Amarelo", de sementes medianas de cdr amarelo-
-palha tostada, "Arroz", de sementcs pequenas arredondadas, quase esféricas e de hilo
esverdeado; "Comum”, de sementes medianas, tegumento branco, liso e hilo orlado de
casianho ou preto; "Gigante de Marialva", de sementes grandes, acentuadamente reniformes,
com o tegumento enrugado e o hilo orlado de preto.

Dado tratar-se de uma planta de autofecundagio e de fraca polinizagdo cruzada,
normalmente, o agricultor realiza a multiplicagdo da sua propria semente. Por esse facto e pelo
baixo custo da sua produgdio, ndo existe no comércio a oferta de semente com garantia de

qualidade, produzida de acordo com as técnicas de melhoramento e multiplicagfo.

2.3 Valor nutricional

Relativamente ao valor nutritive, o teor proteico da semente ¢ elevado, variando,
normalmente, entre 19 e 20% (Fery, 1981). Na fracgiio proteica € elevado o teor em lisina,
mas, & semelhanga de outras leguminosas de grio, existem deficiéncias em anunoacidos
sulfurados, nomeadamente cistina e metionina (Quadro 2.1).

O valor nutritivo da semente melhora coin a cozedura que diminui a actividade de
factores anti-nutricionais, como os aminoicidos toxicos inibidores da tripsina e um glieido
cianogénico. Relativamente a semente de Phaseolus tem uma cozedura mais rapida, aspecto
que ¢ importante nos paises pobres onde escasseia a lenha.

A utilizagdio da semente em compostos para a alimentagio animal esta limitada pela
presenga do referido glicido cianogénico, que liberta por hidrolise, aproximadamente, 2,1 mg
CNH /100g (Gomez, 1983).

Como cultura forrageira apresenta grande interesse. Os valores encontrados para a
digestibilidade da matéria seca in vitro variam entre 63 e 79%, de acordo com o orgio
vegetativo, sendo compardveis aos registados para outras espécies forrageiras, nomeadamente
a aveia, algumas consociagdes de aveia com outras leguminosas ¢ o girassol (Marsh ef al.,
1987). No que se refere a percentagem de proteina total nas folhas, foram observados valores
superiores a 20%, semelhantes aos observados noutras leguminosas forrageiras.

O material vegetal que permanece no catpo apos a colheita da semente é bem
valorizado pelos ruminantes, tendo alguma importincia ntos sistemas de agricultura associados
4 produgdo de queijo de ovelha ja que a sua disponibilidade coincide com o inicio do periodo
de lactagio dos animais. O referido matenial vegetal apresenta um baixo teor de matéria seca
(19,2%), valores proximos dos 21% para a proteina bruta, oscitando a digestibilade da matéria
seca in vifro entre os 62,7 € 73,8 % (Tendinha, 1988).
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Quadro 2.1 - Teor de proteina e de aminoacidos das sementes de algumas feguminosas ¢ do ovo
(adaptado dec Oliveira, 1976)."

Ovo Soja Feijio  Ervilha Gr'?fu Fava Phasealns  Vigha Cajt'mus
; de bico Iunatus spp- cajan

Proleina tola) (g/100g) 13,5 34,1 22,3 24,1 221 25,1 270 238 200
Amincacidos (g/16g W)
Arginina 6,4 7.1 3.9 8.0 9,5 70 6,4 6.4 6,8
Histidina 2.5 2.3 2A4 1.2 24 2.9 32 3,0 28
I'enil Alanina 5,9 5,7 5.6 4.8 5.8 42 5,9 52 86
Tirosing 4.5 4.1 39 19 2,9 47 26 10 3.3
Tenil AlaninatTirosing 10,4 9.8 94 8,7 8.6 8.9 85 8.2 11,9
Isoleucina T.0 4.7 5.7 4,1 472 6,3 5.8 4.9 6,1
Leucina 9.3 6,6 R,7 04 7.1 8,7 8.3 7.5 7.8
Lisina 7.1 5.8 74 5,0 6,6 5,6 6,6 6,5 7,1
Metionina 3.7 2.0 1,0 1,0 1.0 04 1,6 1,5 1,2
Cistina 23 1,9 1,0 12 0.9 0,7 1,5 1,3 14
Metionina + Cistina 59 30 2.0 2.2 1,8 1,1 3,1 2.8 2,6
Treonina 4,9 4.0 44 39 35 33 4.7 3.9 3.8
Triplofaio 1,5 1,2 0,9 0,7 0,8 0.9 0,9 1.0 0,5
Valina 73 4.2 6,1 4,0 4.3 5,0 6,3 5.7 5.3
Aminodcido Himitante s 8-AA 8-AA S-AA S-AA S-AA 8-AA 8-AA 8-AA

% ovo 1040 a6 34 37 30 19 53 47 44

* 8-AA, aminoicidos sulfurados (metionina+cistina); % ovo, valor percentual refativamente aos S-AA do ovo,

2.4 Importincia econémica

I3 dificil estimar a importincia econdmica desta cultura, ja que normalmente nao aparece
individualizada nas estatisticas de produgio, mas sim associada a outros legumes secos.
Mundialmente, a area ocupada pelo feijio-frade esta estimada em cinco milhdes de hectares
(Fery, 1981), o que o torna, se excluirmos a soja e o amendoim, na quarta cultura de fegume
seco, a seguit ao feijiio (Phaseolus spp.), griio de bico e ervilha (Martins, 1986).

As principais regides produtoras de feijdo-fiade situam-se nas zonas tropicais e sub-
-tropicais secas de Africa e América do Sul, onde é um componente importante da dieta
alimentar nos sistemas baseados em cereais ou em raizes. Cerca de 90% da produgio mundial
esta localizada em Afiica, sendo a Nigéria wm dos principais produtores com
aproximadamente 61% da produgio mundial (Langer e Hill, 1982). E ali4s neste pais, no
International Institute of Tropical Agriculture (I 1. T.A.), que esté situado o principal centro de

melhoramento desta espécie.
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A sua produtividade varia muito, de acordo com o sistema de agricultura em que se
insere, nio devendo a sua produgdo total exceder os dois milhGes de toneladas de semente
(Steele ef al., 1984). Na Nigéria cultiva-se frequentente em consociagio com outras espécies,
observando-se baixos rendimentos (12x102 - 16x10- kg/m2, 120 - 160 kg/ha). Nos USA,
onde a cultura esta totalmente mecanizada, sdo cultivados anualmente cerca de 80 000 ha de
feijio-frade, com particular incidéncia nos Estados do Texas, Georgia e California (Fery,
1981). No Vale Californiano, em condigdes de regadio, foram registadas produgdes de
semente na ordem dos 0,4 kg/m? (4 t/ha) (Kenneth ef af., 1980).

Em Portugal, embora seja dificil estimar a expressio econdmica desta espécie potr ndo
haver dados estatisticos especificos, a cultura ¢ tradicional no Interior Norte e Centro bem
como na regido Sul na pequena horta familiar ou em zonas mais restritas como cultura arvense
produtora de grio seco e/ou forrageira.

Como cultura arvense o feijio-frade é normalmente utilizado (com tendéncia para a sua
substitui¢io pelo girassol) em revestimento de alqueive destacando-se a sua insergio em
sistemas de agricultura baseados na produgdo de cereais no Alentejo Interior (Martins, 1986)
e em sistemas de agricultura associados i produgio de queijo de ovelha, como acontece no
Campo Albicastrense (Dias, 1986).

Nas nossas condigdes, as produtividades sdo baixas e varidveis (oscilando normalmente
entre 20x107 - 30x10° kg/m?, 200 - 300 kg/ha de semente), o que € devido, sobretudo, ao
facto de ocorrer intenso "stress” hidrico durante o ciclo cultural, e também aos baixos teores

de humidade do solo incapazes de assegurar uma germinagio homogenea (Martins, 1986).



3 AS ISOENZIMAS NA CARACTERIZACAO DE MATERIAL VEGETAL

3.1 Consideracoes gerais

As metodologias normalmente utilizadas para distinguir e caracterizar o material vegetal
baseiam-se [undamentalmente nas diferengas fenotipicas, observadas nas variedades e nas
cultivares estudadas. Classicamente, o fenotipo refere-se a um conjunto de atributos de
natureza morfoldgica, assumindo-se que as diferengas observadas t&m uma base genética.

Contudo, embora os sistemas de classificagdo que recorrem a metodos baseados numa
caraclerizagio morfologica continuem a desempenhar um papel fundamental, as diferengas
morfoldgicas observadas podem ndio ser indicadoras da variabilidade genética devido a
ocorréncia de interacgdes gendtipo x ambiente. A utilizagio desses sistemas de classificagdo €
ainda mais restrita no estudo da variabilidade intracspecifica devido a maior semelhanga
genética entre os organismos de uma mesma espécie (Roux, 1987).

Sucede também que sendo muitas caracteristicas morfoldgicas controladas por muitos
genes, cada um com multiplos alelos, torna-se dificil inferir acerca do nimero e estados
alélicos dos genes codificantes porque alelos de diferentes Joci podem influenciar o fenotipo
da mesma maneira, ou seja, um elevado ntmero de diferentes gendtipos pode produzir o
mesmo {enoétipo (Crawford, 1983).

Pode-se tentar realizar a distingio de genotipos pela comparagiio dos seus
cromatogramas quando se separam moléculas como flavonoides e antocianinas (Singh e
Thompson, 1969; Brown ef af., 1969; 1971). Contudo, na cromatografia, 4 semelhanga do
que acontece nos descritores morfologicos, € dificil estabelecer uma relagdo directa entre
fenotipo e genétipo pois a maioria desses compostos resulta de complexos processos
metabolicos.

A electroforese de proteinas constitui uma metodologia muito importante na anilise da
variabilidade genética ja que estas sfio o produto directo da expressio dos genes. Contudo, os
métodos de coloraciio da proteina total nem sempre permitem a resolugdo mais conveniente,
pelo que, no que diz respeito & caracterizagio de recursos genéticos, esta metodologia estd

praticamente limitada & identificagdo das amostras vegelais (Simpson e Withers, 1986).
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De entre os meélodos biogquimicos, a electroforese de isoenzimas constitui um
instrumento analitico de grande eficdcia e precisdo, constituindo estas optimos "marcadores
moleculares” em estudos de identificagdo e caracterizagio de gendtipos.

As diferencas existentes entre os genes que codificam para os polipéptidos traduzem-se,
na electroforese, por variaghes na mobilidade das enzimas, permitindo o estudo destas o
estabelecimento de uma directa relagiio entre fendtipo e genotipo.

Uma das desvantagens apontadas a utilizagio das isoenzimas como "marcadores
moleculares” relaciona-se com o facto de poderem nio discriminar a variabilidade genética
global existente entre plantas devido 4 reduzida fracgio do genoma que € analisada e ao facto
de muitas alteragdes nos genes provocarem nas proteinas mudangas que néo sao detectavels
por electroforese. Dai resulta que as possibilidades para estabelecer ligagdes entre
caracteristicas de interesse agrondmico e genes marcadores isoenzimaticos sejam reduzidas
(Smith, [989).

Actualmente, ja ¢ possivel identificar variagBes ao nivel do DNA mesmo em situagies em
que estas nio se expressam fenotipicamente, Pequenas diferengas presentes nas sequéncias de
DNA podem ser detectadas como variagdes no comprimento de fragmentos resultantes da
digestio enzimatica com endonucleases de restriio.  As referidas variagBes foram designadas
por "Restriction Fragment Length Polymorfisms" (RFLPs}), ou polimorfismos do comprimento
de fragmentos de restrigio.

Os fragmentos de diferente comprimento, originados pela digestio do DNA por enzimas
de restricio, podem ser separados por electroforese em gel de agarose. E possivel fazer a
locatizacio no gel de um determinado fragmento através da utilizagdo de uma sonda marcada
homologa para toda ou para parte da sequéncia do DNA do referido fragmento (Beckmann e
Soller, 1983).

A principal vantagem dos RFLPs reside na disponibilidade, para algumas espécies, de
um elevado nimero de combinaces de enzimas de restrigio e sondas que permitem cobrir de
uma maneira mais eficaz o genoma dos individuos estudados. O método dos RFLPs permite
assim estudar um maior nimero de foci do que o método de analise isoenzimatica, sendo
possivel detectar variagdes minimas na sequéncia do DNA por vezes nao detectlaveis pela
anilise de isoenzimas, pois nem todas as alteragles presentes num gene determinam a
alteragdo da fungdo das proteinas ou a sua mobilidade electroforética.

Relativamente as isoenzimas, os RFLPs apresentam também a vantagem de ndo serem
influenciados nem pela especificidade do tecido, nem pelo estadio de desenvolvimento do
organismo, sendo o padrio constante em todas as células.

A principal desxfanfagelxl de utilizacdo do método de RFLPs esta relacionada com o seu
elevado custo e com a necessidade de se proceder a uma exaustiva caraclerizagio prévia dos

padries de variabilidade em cada cultivar.
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Nio sendo uma metodologia muito onerosa e dada a facilidade e rapidez de execugdo, a
electroforese de isoenzimas continua a ser uma técnica de inegavel interesse, constituindo
estas Optimos "marcadores moleculares" em estudos de identificagio e caracterizagdo de

genotipos.

3.2 Caracteristicas das isoenzimas

As isoenzimas sdo diferentes formas moleculares de uma enzima, presenies no mesmo
individuo, que compartilham um substrato comum e catalisam a mesma reacgio, mas que
diferem na mobilidade electroforética (Markert e Moller, 1959).

As isoenzimas especificadas por alelos do mesmo focus foram designadas por
aloenzimas (Prakash er al, 1969, citados por Wendel ¢ Weeden, 1990), reservando-se 0
termo isoenzima para designar as formas que se devem a expressio de genes estruturais de
diferentes foci. Contudo, o termo isoenzimas € utilizado, normalmente, em sentido lato
englobando tanto as aloenzimas como as isoenzimas no sentido restrito do termo.

A ocorréncia das isoenzimas podera ser explicada, em termos genéticos, como o produto
de mutagdes a nivel do DNA que se irfo reflectir na composi¢io e na sequéncia dos
aminoicidos das cadeias polipeptidicas.

As mutagdes podem acarretar diferengas significativas nas cargas ionicas das cadeias
polipeptidicas e, ainda, nas suas dimensbes e nas suas formas. Quando as cadeias
polipeptidicas sio submetidas a uma diferenca de potencial num gel semiporoso de amido ou
poliacrilamida, verificar-se-go distintas velocidades de migragho, nao so pelo efeito eléctrico
como também pela crivagem molecular imposta pela estrutura do gel (Castro, 1989). Estes
efeitos irdo produzir, idealmente, a separagio de cada isoenzima presente na amostra e
zonas discretas de actividade enzimatica ao longo do gel cuja natureza matricial ira manter a
posigio da molécula proteica apds o final da electroforese. A subsequente imersdo do gel
numa solugdio que contém um substrato especifico para a enzima que se pretende estudar e um
corante que precipita ao nivel do produto da reacgdo, permitira revelar i sifu as diferentes
bandas da mesma enzima. O padrio de bandas observadas no gel para cada amostra €
designado de zimograma.

Assim, uma vez que a sequéncia de aminoacidos de uma proteina ¢ primartamente
determinada pela sequéncia de nucledtidos de um gene estrutural, a analise da estrutura de
uma proteina por electroforese é, numa primeira aproximagio, uma analise do respectivo gene
codificante (Gottlieb, 1977).

Basicamente, sio trés os mecanismos de produgdo das isoenzimas (Weeden, 1983;
Castro, 1989):

12
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i) mutagdo num dado /ocus com a formagfio de diferentes alelos. As isoenzimas
codificadas pelas variantes alélicas do mesmo Jocus sio designadas aloenzimas
ou alozimas;

ii) duplicagio génica num cromossoma homologo ou num nfo-homoélogo. Este
fenomeno podera resultar de diferentes processos, como o entrecruzamento
desigual entre cromossomas homologos, a ocorréncia de translocagdes
reciprocas entre cromossomas ndo homologos ou, mais simplesmente, por
poliploidiza¢do. Subsequente divergéncia do gene original pela ocorréncia de
mutagBes no(s) gene(s) duplicado(s) poderfo conduzir a novas formas do
mesmo enzima, codificadas por diferentes foci;

ili) ocorréncia de modificagdes das proteinas apds a tradugio, nomeadamente por
clivagem da cadeia polipeptidica, ligagio a outras moléculas, como coenziinas,
grupos fosfato, etc., e agregagio de cadeias polipeptidicas em unidades

multiméricas.

Poder-se-4 tentar explicar a ocorréncia de maltiplas formas moleculares de uma enzima
num organismo pelo facto de a mesma reacgfo quimica ocorrer em diferentes compartimentos
subcelulares, com diferentes condigdes de pH e de concentragio de metabolitos, sendo
necessario, por isso, diferentes isoenzimas para uma catalise eficiente (Gottlieb, 1982).

Alguns sistemas enzimaticos, como as esterases, aminopeptidases e peroxidases,
apresentam frequentemente, no mesmo compartimento subcelular, trés ou mais isoenzimas,
pelo que uma outra hipotese avangada para explicar a abundéncia de isoenzimas observavel ¢
a variagdo na especificidade do substrato. Contudo, nem sempre se consegue demonstrar a
existéncia de uma divergéncia funcional entre diferentes isoenzimas, pelo que ndo se sabe
muito bem se estas desempenham realmente um papel importante na fisiologia celular, ou se
nfo serdo mais do que proteinas redundantes (Weeden e Wendel, 1990).

Quando comparadas com os restantes "marcadores moleculares”, as isoenzimas

apresentam algumas propriedades que as tornam extremamente importantes:

1) As aloenzimas sdo tipicamente codificadas por alelos de express@io codominante
e sAo herdadas de acordo com as propor¢Bes mendelianas, o que permite a
distingdo facil entre genotipos homozigoticos e heterozigoticos (Shaw, 1965;
Shannon, 1968; Gottlieb, 1977)?;

2 No caso dos marcadores morfologicos, cm que existe uma inleracgdo do tipo dominanie/recessivo, a
distingiio dos diferentes gendtipos s¢ ¢ possivel pela realizagio de cruzamentos-teste e observagio das
descendéncias (Castro, 19893,
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i)  as isoenzimas ndo apresentam interacgdes de natureza epistatica e pleiotropica
e nio sdo influenciadas, salvo raras excepgdes, por factores ambientais
(Simpson e Withers, (986; Weeden, 1990).

iii) o conhecimento das frequéncias alélicas das isoenzimas permite quantificar os
niveis de variagdo genética ao nivel da espécie e da populagio (variagfo inter e
intrapopulacional) e estabelecer relagbes de identidade entre diferentes faxa
(Hamrick, 1990);

iv) muitos dos floci expressam-se em todos os estagios do ciclo de vida, sendo
possivel estudar um elevado namero de loci utilizando pequenas quantidades

de material biologico (Hamrick, 1990);

Uma das limitagdes inerente a utilizagio das isoenzimas relaciona-se com o facto de
estas poderem no manifestar toda a variabilidade genética existente nos genes estruturais que
as codificam. Em primeiro lugar, a electroforese de isoenzimas nio permite detectar todas as
diferengas existentes ao nivel genético, devido & redundéncia do codigo genético ¢ ao facto de
nem todas as substituicdes de aminoacidos alterarem a mobilidade electroforética. Segundo,
03 genes eucariotas possuém sequéncias de DNA que ndo sdo traduzidas. Por dltimo, este
método nfio permite identificar qual a origem genética de enzimas com diferentes mobilidades
electroforéticas que poderdo ser consequentes de substitui¢Bes, adigdes ou delecgbes de
aminoactdos (Crick, 1979, Simpson e Withers, 1986, May, 1992).

Apobs a sua sintese as cadetas polipeptidicas podem sofrer mo'diﬁca.g;(”)es, sendo estas
mudangas controladas pelos produtos de outros loci, antes de se constituirem em enzimas
activas. Na maioria das situa¢des, a variagdo na mobilidade electroforética parece no entanto
reflectir directamente as mudangas na sequéncia do DNA do gene estrutural que codifica para
a proteina e nio o polimorfismo de um ou mais genes envolvidos nos passos de modificagdo
(Weeden, 1990).

Tendo presente as restrigdes referidas, a andlise de isoenzimas € extremamente
importante em estudos de biologia evolutiva, sistematica, genética e melhoramento,
encontrando-se revisdes detalhadas sobre os temas nos trabalhos editados por Tanskley e
Orton (1983) e Douglas Soltis e Pamela Soltis (1990).

33 Interpretagio genética dos zimogramas

O nimero de bandas de um zimograma depende do namero de genes codificantes, dos
seus estados alélicos (homozigotico ou heterozigdtico), da estrutura quaternaria da enzima e

da sua compartimentagio subcelular (Wendel e Weeden, 1990). Um outro factor a ter em
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i)  as isoenzimas ndo apresentam interacgdes de natureza epistatica e pleiotropica
e nio sdo influenciadas, salvo raras excepgdes, por factores ambientais
(Simpson e Withers, [(986; Weeden, 1990).
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possivel estudar um elevado namero de loci utilizando pequenas quantidades

de material biologico (Hamrick, 1990);
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conta é o grau de ploidia, que podera reflectir-se ndo sO no acréscimo do nimero de bandas,
como tamnbém na variagio da sua espessura e intensidade de coloragdo (Castro, 1989).

A metodologia utilizada no estudo da hereditariedade das iscenzimas €, em tudo,
semethante & seguida para os caracteres mendelianos monogénicos, embora, como
anteriormente referido, relativamente a diversos marcadores morfologicos, as isoenzimas
apresentem a vantagem de estarem sob o controlo de alelos codominantes. A determinagio da
constituicio genética de cada organismo para esses marcadores faz-se, normalmente, pelo
cruzamento do material que apresenta variagio enzimtica seguido do estudo das
descendéncias segregantes (Crawford, 1983).

As proteinas identificadas por electroforese podem ser formadas por uma ou mais
cadeias polipeptidicas, designando-se por monoméricas se constituidas apenas por uma cadeia
polipeptidica, diméricas sc formadas por duas subunidades, cada uma consistindo numa cadeia
polipeptidica simples, tetraméricas se formadas por quatro subunidades, etc.

No caso mais simples, uma enzima monomérica codificada por um locus (isto €,
monogénica) com dois alelos podera originar o aparecimento de individuos com trés fendtipos
distintos (Fig. 3.1): bandas simples nos dois tipos de homozigoticos ¢ duas bandas no
heterozigotico, ambas resultantes da presenga de dois diferentes produtos proteicos

codificados pelos dois alelos.

Progeniiores Iy (5 ™ F

Monomérica x

—AA |
Dimerica 5 amER AR 2
— BB |

—  A-AAA i
e A-A- A3 i nrD
A-ABB 6 Lo
o A-B-B-B 4
e e i

B-R3-B-B&

Telramésica %

Genolipos: aa bb ab o ah bk

Fig. 3.1 - Perfis de enzimas monoméricas, diméricas ¢ tetraméricas controladas por um focus dialélico.
O alelo a especifica a subunidade polipeptidica A e o alelo b especifica a subunidade polipeptidica B.
(8), constituigio em subunidades de cada isoenzima; (1) quantidade refativa em cada banda (adaptado
de Wendcel € Weeden, 1990).

Nas enzimas multiméricas os produtos génicos dos loci combinam-se ao acaso para

produzir a forma enzimatica activa. Assim, para uma enzima dimérica, codilicada por um
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Jocus com dois alelos, o fendtipo isoenzimatico do heterozigdtico apresentara trés bandas
(Fig. 3.1).

As bandas formadas por subunidades polipeptidicas diferentes, sdo designadas bandas
heteroméricas. No caso das enzimas monomeéricas nunca ndo se forma naturalmente uma
banda heteromérica. Nas enzimas diméricas, codificadas por um locus, o heterozigotico ira
produzir uma banda heteromérica (AB) ¢ nas tetraméricas o heterozigotico ira produzir trés
bandas heteroméricas: AAAB, AABB e ABBB (Fig. 3.1).

Da associagio casual das subunidades em formas multiméricas resultam diferentes tipos
de moléculas que formam distintas bandas com diferente intensidade de coloragdo e/ou
largura. Do desenvolvimento da expressio binomial (A+B)", onde A e B representam os
polipéptidos especificados pelos alelos a € b, e n o nimero de polipéptidos da enzima activa, ¢
possivel calcular o nimero de bandas expeclavel, as proporgdes isoenzimaticas relativas e a
constituigio em subunidades de cada banda. No caso de uma enzima tetramérica codificada

por um focus, com os alelos a e » em iguais proporgdes, teremos:

(A+B)* = At + 4A3B + 6A2B2 + 4AB3 + B

que traduz um perfil de cinco bandas nas proporgdes relativas de 1:4:6:4:1 (Fig. 3.1).

Nos casos em que as enzimas sio codificadas por mais de um gene (isto ¢,
policistronicas) e estando localizadas no mesmo compartimento subcelular, se os polipéptidos
especificados pelos alelos se associam de forma casual em produtos multiméricos, sera
possivel o aparecimento de heteromultimeros de natureza intergénica e intragénica. O nimero
de bandas (n) expectavel num sistema multigénico depende do namero de subunidades
diferentes (S) e do nimero de subunidades que constituém a enzima (Q), podendo ser

determinado através da formula (Shannon, 1968):

_(s+Q-1)!
QHS-1)!

Assim, por exemplo, no caso de uma enzima dimérica codificada por dois loci (i e2)
heterozigoticos, da associagio casual das subunidades, resultard um [endtipo composto por
dez bandas, sendo quatro homodimeras (1A1A, 1B1B, 2A2A e 2B2B), duas heterodimeras
intragénicas (1A1B e 2A2B) e quatro heterodimeras intergénicas (1A2A, 1A2B, 1B2A e
1B2B) (Fig. 3.2).

Para além da maior complexidade ocasionada pelo aparecimento de bandas multiméricas
intra e intergénicas, acontece frequentemente que duas ou mais bandas podem estar

sobrepostas, devido a um a resolugdo electroforética incompleta e & co-migragio de um ou
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mais produtos diferentes, levantando dificuldades adicionais na interpretagdo dos zimogramas
(Wendel ¢ Weeden, 1990) (Fig. 3.2).

Progenitores Fy Fq
AR o ALA - oo a - L
amm LAZA - AZA = e L =
wms 1 AIB - o o
woe ZNZA o 2AZA o s ot = e -cin
e | DZAH1IAZB m . = o= o ann ]
b4 e RIR s 1BIE axm = e - e e
- 20218 o - onn
- | B2 o 18228 e - - -
e 52B wmy  2D2B - oz ) - e [~
Genotipos:
laa 1bh {ub loe  laa  lag  lab  lab  lgb  lbb Ibb Ibb
2aa 2bb 2ab Jaa Zab  2bk  2aa  2ab 2bb Zaa  2ab  2bb

Fig. 3.2 - Perfis de uma enzima dimérica controlada por dois loci dialélicos. No caso do heterozigdtico
para os dois foci, dez isoenzimas serfo produzidas resultantes da associaglo casual dos diferentes tipos
de subunidades polipeptidicas. Contudo, verificando-sc proximidade entre bandas com grande carga
enzimatica, ¢ normal que algumas destas se venham a confundir no gel numa mancha dnica, nflo sendo
possivel discernir todas as bandas (adaptado de Wendel e Weeden, 1990).

Weeden e Gottlieh (1979), num estudo do controlo genético da fosfoglucoisomerase
(PGI) em Clarkia dudleyana Abrams (planta dipldide anual), resolveram o problema da
interpretagio genélica de zimogramas de maior complexidade fazendo a comparagio dos
zimogramas de tecidos dipldides com os do grdo de polen. Com efeito, enquanto que nos
tecidos dipléides dos heterozigotos ¢ possivel a formagdio de aloenzimas heteroméricas
interalélicas, o mesmo ndo acontece no polen, ji que, sendo haploide, apenas produzira uma
das subunidades codificada por um dos alelos alternativos. Como em cada grio de polen s0
estio presentes as subunidades proteicas codificadas por diferentes /oci, s6 ¢ possivel a
formagio de heterémeros intergénicos. Deste modo, da comparago dos perfis dos tecidos
somaticos com os do grio de polen, é possivel, em muitos casos, distinguir as isoenzimnas
resultantes de associagio.

Nas enzimas multiméricas o namero de bandas dos zimogramas pode aparecer reduzido
se as isoenzimas especificadas por diferentes genes se enconiram em diferentes
compartimentos subcelulares, ja que ndo se formam as bandas de natureza intergénica. Neste
caso, o fendtipo resulta da sobreposigio de dois conjuntos independentes de bandas
correspondentes a diferentes organelos celulares. A auséncia das bandas intergénicas ndo
permite, contudo, concluir de forma inequivoca que existe uma diferente

compartimentalizagdo subcelular, ja que sdo conhecidos casos em que subunidades
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polipeptidicas especificadas por diferentes /oci ndo se associam para formar enzimas activas,
embora ocorram no mesmo compartimento subcelular®. Nesta situagdo, o estudo das
isoenzimas a partic de preparages purificadas de organelos celulares, podera esclarecer
algumas dividas que eventuatmente possam surgir na interpretagdo de perfis mais complexos
(Weeden e Wendel, 1990).

No caso das coniferas, estas apresentam aspectos fisioldgicos patticulares na formagdo
das scmentes o que permite seguir uma metodologia peculiar e simples na analise genética das
isoenzimas. O tecido nutritivo das sementes € hapléide (megagametofito) ao contrario do que
acontece no cndosperma das sementes das angiospérmicas que ¢ geralmente um tecido
triploide. Esta caracteristica permite que o estudo das isoenzimas possa ser realizado numa
(nica geragio, sem necessidade de cruzamentos controlados (Weeden e Gottlieb, 1979; Gates
e Boulter, 1980; Adams, 1983; Castro, 1989).

Para além do exposto, a interpretagio dos zimogramas pode ser dificultada pela
ocorréncia de determinado tipo de fenomenos de origem genética e ndo genética (Weeden e
Wendel, 1990):

i)  auséncia de codominancia;

i) as bandas heterodimeras podem migrar para posigdes que ndo sio intermédias
das bandas homodimeras, ou mesmo, em casos excepcionais, podem migrar
para uma zona exterior aos limites definidos por estas;

iil) ocorréncia de "alelos nulos”, que sdo variantes sem actividade enzimatica®,

iv) ocorréncia de modificagdes das proteinas apos 2 tradugdo, originando o
aparecimento de bandas adicionais;

y) introdugdo de artefactos durante a preparagio das amostras ou durante a
electroforese,

vi) ocorréncia de bandas duplas ou conjuntos de bandas ("bandas sombra” ou
"handas fantasma"), cujo comportamento genético depende no entanto de um

unico alelo.

Exemplos de interpretagio genética de perfis isoenzimaticos podem ser encontrados nos
trabalhos de Shields ef al., 1983; Castro, 1989; Wendel e Weeden, 1990, May, 1992.

3 Este fendmeno observa-se com maior frequéncia em enzimas reveladas com coranles nao especificos,
como a NADH-desidrogenase, losfatase dcida ¢ cslerase (Wendel e Weeden, 1990).

1.0 (erme "alelos nulos" refere-sc aos alelos para os quais ndo se verifica a produgio de um produto
proteico activo. Tal pode dever-se a virias causas, nomeadamente: auséncia da copia génica, auséncia de
transcrigiio, auséncia de tradugio, ou inactividade do produte proteico, A presenga de alelos nulos pode ser
detectada pela observagio de um excesso refativo de fendtipos homozigdticos (May, 1992).
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3.4 Marcadores genéticos e estudo de caracteristicas de interesse agronémico

As isoenzimas sio marcadores ideais para a construgio de mapas geneticos dos
cromossomas das espécies vegetais ¢ algumas esido positivamente correlacionadas com
determinados genotipos com valor agronomico devido a existéncia de ligagdo génica.

Para alguns faxa vegetais, nomeadamente o milho (Goodman et al., 1980; Goodman e
Stuber, 1983; Wendel et al., 1986), o tomateiro (Tanskley e Rick, 1980; Tanskley, 1983) ¢ o
trigo (Hart, 1983), estio documentados mapas extensivos de marcadores isoenzimaticos.

Os marcadores isoenzimaticos podem ser utilizados para detectar os genes desejados nas
populagles em segregagdo com base no facto de o locus isoenzimatico marcador identificar
ou "marcar” um segmento cromossomico e permite o seu acompanhamento através das vérias
manipulagdes genéticas desenvolvidas no Ambito de programas de melhoramento. Segmentos
cromossomicos homoldgos, que possuém alelos alternativos no locus marcador podem ser
identificados em diferentes individuos (ou linhas) e comparados pelos seus efeitos na
expressio das caracteristicas a seleccionar (Stuber, 1990).

Consideremos por exemplo a geragio segregante produzida pela autofecundagiio das
plantas resultantes do cruzamento cntre duas linhas homozigoticas distintas; podendo
acompanhar a transmissio de cada segmento cromossomico através da delecgio de
marcadores genéticos, o genoma de um individuo pode ser detalhadamente estudado em
relagio aos genes associados com a variagio de uma determinada caracteristica qualitativa ou
quantitativa.

Assim, por exemplo, no tomateiro a utilizagio como marcador de uma aloenzima de
fosfatase acida (Aps-1) que estd ligada a um gene para a resisténcia aos nematodes (Rick e
Fobes, 1974; Rick ¢ Tanskley, 1983; citados por Simpson e Withers, 1986), permitiu avangos
significativos nos trabalhos de melhoramento neste dmbito. Também Weeden e Marx (1984)
demonstraram que na espécie Pisum safivim o gene que especifica uma forma da enzima
fosfoglucomutase (Pgm-p) pode ser utilizado como marcador para o gene recessivo mo, o
qual confere resisténcia ao virus do mosaico amarelo do feijio. Uma ligagdo semelhante foi
encontrada, na mesma espécie, entre um Jocus da enzima élcool desidrogenase (ADh-1) € o
gene dominante En, que confere resisténcia a um outro virus ("pea enation mosaic virus")
(Weeden e Provvidenti, 1988).

No que se refere as caracleristicas poligénicas, existem algumas referéncias de
associagio positiva cntre marcadores isoenzimaticos e caracteristicas quantitativas,
nomeadamente, na espécie Zea mays (Stuber e Moll, 1972; Stuber ef al,, 1980, Stuber ef al,
1982, Kahler, 1985) e no género Lycopersicon spp. (Tanskley ef al, 1982; Vallejos e
Tanskley, 1983). Também na espécie Lolium perenne foi encontrada uma associagdo entre o

teor de hidratos de carbono solaveis e um Jocus da enzima fosfoglucoisomerase, PG/-2
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(Humphreys, 1992). Contudo, em muitos outros estudos nio foi possivel detectar ainda genes
para isoenzimas com ligamento a genes determinantes de caracteristicas agronomicas
importantes (citem-se, a titulo de exemplo, os trabalhos de Bassiri, 1976; Giles, 1984; Graef,
et al., 1989; Kusmenoglu, ef al., 1992).

Apesar de os marcadores isoenzimaticos constituirem uma ferramenta extremamente atil
nos estudos de genédtica e melhoramento vegetal, é praticamente impossivel analisar um
namero de Joci isoenzimaticos suficientemente elevado para a caracterizagio extensiva do
genoma dos individuos estudados (Stuber, 1990). Tanskley (1983) refere que seria necessario
possuir no genoma dos individuos em estudo marcadores espagados a intervalos de 20 cM,
para que fosse possivel acompanhar, com uma fidefidade de 90%, a transmissdio génica. Na
maioria das espécics vegetais é impossivel um mapeamento isoenzimatico desta natureza.

A utilizacio dos RFLPs apresenta-se mais vantajosa para o estudo de transmissio de
caracteristicas poligénicas pois permite uma anélise mais detalhada do genoma dos individuos
em estudo, sendo possivel identificar com maior precisio e facilidade a existéncia de ligamento

entre marcas e caracteristicas agrondmicas de natureza quantitativa (Smith, 1989).

3.5 Varia¢fio isocnzimatica nas populacdes vegetais

O conhecimento das frequéncias alélicas permite o calculo de pardmetros estatisticos
(percentagem de loci polimdrficos, nimero médio de alelos por locus, nimero efectivo de
alelos por locus, namero médio de luei polimdrficos por individuo, diversidade genética, etc.)
através dos quais é possivel quantificar os niveis de variagio genética ao nivel da espécie e da
populagio (variagio inter e intrapopulacional) e estabelecer refagdes de identidade entre
diferentes faxa.

~ Hamrick e Godt (1992), num trabalho de revisdo bibliografica cobrindo mais de 400
espécies vegetais (449 espécies representando 165 géneros), estudaram a variagdo genética ao
nivel da espécie, a0 nivel da populagio e, dentro da especie, entre populagdes. Constataram
que, em termos médios, as espécies vegetais sdo polimérficas para cerca de 50% dos foci
isoenzimaticos, existindo, ao nivel da espécie, uma diversidade genetica média de
aproximadamente 15%. Menor variag&o ocorre dentro das populagdes, verificando-se que, em
termos médios, 34% dos Joci sio polimorficos, existindo uma diversidade genética média de
11%. Concluiram ainda que aproximadamente 78% da diversidade aloenzimatica total nos foci
polimérficos ocotre dentro das populagSes, contribuindo os  restantes 22% para a

diferenciagio entre populagdes.
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Existe grande heterogeneidade nas espécies vegetais no que se refere aos niveis de
variabilidade intrapopulacional, estando uma proporgdo significativa dessa variagio associada

com a historia e as caracteristicas ecologicas das espécies (Quadro 3.1).

Quadro 3.1 - Niveis de variagio aloenzimatica intrapopulacional e espécies vegetais de acordo com
algumas das suas caracteristicas (adaptado de Hamrick ¢ Godt, 1992).”

Caracteristicas N N med:o N e Lo P A A H
populages loci e e
Forma
Anual 187 18,3 14,9 30,2 1,48 1,15 0,105
Perene lenhosa 115 9.3 17,0 50,0 1,79 1,21 0,149
Distribuigio
Endémicas 100 6,5 17,8 26,3 1,39 1,09 0,063
Distribuigio ampla 85 25,5 14.6 430 1,72 1,23 0,159
Fecundagao
Autogamicas 113 203 16,2 20,0 131 1,1} 0.074
Alogimicas 102 10,7 167 497 1,79 1,19 0,148

4 N, nimero de taxa (espéeie ¢ subespécie), P, percentagem de foci polimorficos; A, niunero de alelos por
locus; A niunero efectivo de alelos por focus (Ag = 141 - He) ); H,, indice de diversidade genética {(calcula-
se para ch'\ locus ¢ populagdo por Hg = | - X prl sendo pi a frequéncia do alelo jith em cada populago.
Calcula-se depois um valor de Hg médio para lodos os foci),

A distribuicio geografica ¢ o tipo de fecundago parecem ser as caracteristicas que
melhor explicam a variabilidade intrapopulacional (Hamrick e Godt, 1992), sendo as espécies
vegetais perenes (H, = 0,149), com uma area de distribuigdo geografica vasta (Ho =0,159) ¢
alogamicas (H, = 0,148), aquelas que possuém os niveis de variabilidade intrapopulacional
mais elevados .

A distribuicio da variagio isoenzimatica entre populagBes resulta da interacgdo entre
varios factores evolutivos, nomeadamente: selecgdo, dimensdio efectiva da populagdo e
capacidade da espécie para dispersar o polen e as sementes. De uma forma geral, a ocorréncia
de selecgiio provoca o acréscimo da diferenciagio entre populagdes, enquanto que uma eficaz
dispersdao do polen e das sementes relaciona-se com uma menor diferenciagdo
interpopulacional (Hamrick, 1990). O tipo de fecundagio parece ser o principal factor que
melhor explica a variabilidade intrapopulacional, tendo menor relevo o tipo de distribuigio
geografica (Quadro 3.2) (Hamrick e Godt, 1992). A variagio entre populagbes parece ser
assim essencialmente influenciada pelo potencial de fluxo genético, pelo que scra de esperar
que as espécies alogimicas (Gg = 0,099), perenes (Gg = 0,076), mondicas ou didicas, de
polinizagdo anemofila, apresenlem menor variabilidade interpopulacional relativamente as

plantas autogimicas (Gg = 0,510) e anuais (Gg = 0,357).

21



AS ISOENZIMAS NA CARACTERIZACAOQ DE MATERIAL VEGETAL

Quadro 3.2 - Diversidade genética interpopulacional em espécies vegelais de acordo com algumas das
suas caracteristicas (adaptado de Hamrick e Godt, 1992) "

Caracteristicas N N mecl:o N me'd 10 Gt
Populagies loci 3
Forma
Anual 146 18,5 149 0,357
Perene lenhosa 131 9,3 17.0 0,076
Distribuigio geografica
Endémicas 52 6,5 17.8 0,248
Distribuigiio ampla 87 255 14,6 0,210
Tipo de fecundagio
AnulogAmicas 78 20,3 16,2 0,510
Alogamicas 134 10,7 16,7 . D099
Dispersdo das sementes
Gravidade 161 10,1 16,9 0,277
Vento 121 87 16,6 0,143

* N, minero de faxa (espéeic ¢ subespeécie); Ggy, diversidade genética média entre populagdes:
Gy = Dg / H , sendo Dg a diversidade genética devida & variagdo entre populagGes e Hy a
diversidade genética total (Nei, 1973).

O conhecimento da distribuigio da variagio genética nas populagdes vegelais ¢
importante para o delincamento de estratégias de colheita de germoplasma. Marshall e Brown
(1975) aconselham a exploragdo de um maior nimero de locais, com a colheita de amostras de
menor dimensio, em detrimento do tipo de exploragdo que cobre de forma intensiva apenas
determinados locais. Esta estratégia devera ser reforgada quando se trata de espécies
autogdmicas, ja que estas, como foi referido, apreséntam uma maior variabilidade

interpopulacional.

3.0 As isoenzimas em estudos de sistemaitica

Certamente que a contribuigio mais importante da electroforese de isoenzimas nos
estudos de sistematica vegetal relaciona-se com a possibilidade de permitir quantificar as
semelhangas ¢ diferengas genéticas entre populagdes e faxa, pois a divergéncia encontrada nos
genes que especificam as isoenzimas ndio estd normalmente associada a processos de
"especiagio”S. Pode ocorrer a divergéncia nos loci isoenzimaticos ndo acompanhada por
processos de "especiagdo" e, reciprocamente, pode verificar-se "egpeciagdo” sem uma
concomitante divergéncia nos loci isoenzimaticos (Gottlieb, 1984). Também as diferencas de
natureza morfologica que permitem reconhecer diferentes faxa dentro de uma espécie ocorrem

frequentemente sem uma correspondente divergéncia isoenzimatica, fenomeno bastante

$ Do inglés "speciation”, relativo ao processo biologice de formagiio das espécies.
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notério quando se comparam as espécies domesticadas com os respectivos progenitores
selvagens, pelo que se considera que a selecgdo, para caracteristicas relacionadas com a
domesticacio, embora possa ser responsavel por rapidas alleragdes fenotipicas, estas nao sdo
normalmente acompanhadas por mutagdes nos loci que especificam para as enzimas
(Crawford, 1990).

Embora este aspecto constitua factor limitante para a utilizagio da electroforese de
isoenzimmas em taxonomia, existem diversos trabalhos que exemplificam a sua importancia na
resoluciio de alguns problemas taxondmicos dificeis. Assim, por exemplo, Jefferies e Gottlieb
(1982) estudaram duas espécies diploides de Salicornia que sob o ponto de vista morfologico
sdo quase indistinguiveis, mas que ocupam habitats ligeiramente diferentes (embora por vezes
se encontrem juntas na natureza). Os referidos autores ndo detectaram variagio alozimatica
entre os individuos de cada espécie nem indicios de hibridagdo, contudo, verificaram a
existéncia de diferengas isoenzimaticas entre as duas espécies, suficientes para a sua
consideragio como faxa distintos.

Os estudos electroforéticos poderdo ter, inversamente, um papel importante nos grupos
de espécies taxonomicamente dificeis, particularmente no caso de plantas de grande
plasticidade morfologica e portanto dificeis de classificar através destes parametros
{Crawford, 1990).

Em organismos dipléides os dados obtidos com a electroforese de isoenzimas podem
ser utilizados no estudo da importincia da hibridagiio na formagdo de novas espécies. Uma
vez que os alelos de um Jocus produzem diferentes aloenzimas, sendo a sua expressdo
codominante, é possivel verificar se uma planta hibrida expressa ou ndo as alozimas
caracteristicas dos progenitores. A hipotese de origem hibrida de uma espécie sera rejeitada
caso o presumivel hibrido ndo apresente ambos os alelos especificos das espécies que sao tidas
como progenitoras, ou no caso em que apresente alelos que ndo se encontram nas espécies
parentais (Crawford, 1990).

Gallez e Gottlieb (1982) realizaram um estudo no sentido de verificar se a espécie
Stephanomeria diegensis representaria um hibrido estdvel resultante do cruzamento entre as
espécies Stephanomeria exigua e S. virgata. Os autores verificaram que em §. diegensis em
diferentes Joci existiam alelos caracteristicos de cada uma das espécies progenitoras,
encontrando assim evidéncias para a sua origem hibrida.

Num oulro caso, os dados electroforéticos permitiram rejeitar a hipotese da origem
hibrida de Lasthenia burkei a partit do cruzamento entre L. fremontii e L. conjugens, como
inicialmente se suponha (Ornduff, 1969, citado por Crawford, 1990). Com efeito, para além
de se constatar da existéncia de alelos Unicos em cada uma das trés espécies, verificou-se que
L. hurkei niio possuia qualquer combinagio particular de alelos unicos existentes nas especies

tidas como progenitoras (Crawford, 1990).
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As isoenzimas constituém, também, uma ferramenta muito importante nos estudos sobre
a origem dos poliploides, permitindo realizar o enquadramento genético de uma determinada
espécie como alopolipldide ou autopoliploide.

Nos alopoliploides, uma vez que a hibridagdo ocorre entre plantas geneticamente
diferentes (normalmente espécies), verifica-se a combinagio de alelos especificos de cada um
dos progenitores. Os alopoliploides diferem dos hibridos diploides pelo facto de apresentarem
uma heterozigosidade fixa resultante do correcto emparethamento entre cromossomas
homdlogos, o que asscgura que cada gimeta receba os alelos alternativos de cada progenitor.
Os alopolipléides resultam certamente do cruzamento entre plantas que apresentam maior
divergéncia genética do que aquela existente entre os progenitores dos hibridos diploides, j&
que a poliploidia permite contornar com maior facilidade a esterilidade resultante da
hibridagdo. A maior divergéncia existente nas aloenzimas dos progenitores dos poliploides,
facilita a deteccio da origem hibrida. Por outro lado, a heterozigosidade fixa inerente a
poliploidia mantém intactas as combinagdes alélicas aditivas, enquanto que no caso dos
hibridos diploides a aditividade nos foci poderd ndio se manter pela ocorréncia de
recombinacio (Crawford, 1990},

No caso dos autopolipoides, uma vez que estes possuém copias genomicas que s3o
geneticamente similares ou idénticas serd de esperar a ocorréncia dos mesmos alelos que
existem no presumivel (ou presumiveis) progenitor dipldide. Se o polipldide € de origem
recente entio nio devera exibir alelos (nicos; contudo, este podera também nédo apresentar
todos os alelos presentes no progenitor diploide (Seltis e Rieseberg, 1986).

Ao contrario dos alopoliploides, os autopolipldides nio possuém uma hereditariedade
dissomica das isoenzimas nem uma heterozigosidade fixa. No caso particular dos
autotetraploides, estes caracterizam-se por uma hereditariedade tetrassomica, Ja que, contendo
quatro conjuntos de cromossomas homdlogos, existem idénticas probabilidades para a

ocorréncia de emparelhamento entre cada um dos quatro cromossomas.

3.7 As isoenzimas na identilicagio varietal

Bailey (1983) considera os seguintes trés critérios para avaliar o potencial de uma

caracteristica na descrigiio e identificago varietal :
i)  estabilidade face ao meio ambiente;

i) variagio intervarietal identificivel;

i) variagdo intravarietal minima.
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3.7.1 Estabilidade ambiental

Para além do cardcter expedito das analises, o que torna a analise das isoenzimas
extremamente importante é a sua aparente estabjlidade face aos factores ambientais.

Considerando-se que em condigdes padronizadas as isoenzimas tém idéntica
oportunidade para experimentar modificagdes conformacionais devido ao ambiente quimico
(por exemplo, efeitos da concentragdo, tempcratura, interacgdes idnicas, elc.), as variagdes
observadas entre zimogramas de diferentes variedades ou cultivares poderdo ser atribuidas as
diferencas genotipicas entre os faxa em comparagio (Bailey, 1983}

As condigBes ambientais nio interferem na composi¢io e na sequéncia dos aminoacidos
das isoenzimas e, consequentemente, na posi¢do das bandas, embora possam afectar a
actividade génica controlando o nivel ou a fase de expressao génica.

Alguns factores ambientals como as baixas temperaturas, algumas doengas, danos
mecinicos e agentes poluentes atmosféricos, sio apontados, na bibliografia, como potenciais
elementos determinantes da actividade dos genes para as isoenzimas (Shannon, 19068,
McCown, 1969; Roberts, 1969; Curtis e Howell, 1971).

Contudo, a maioria dos trabalhos, realizados no sentido de avaliar a importincia de
factores ambientais na expressio de genes para as isoenzimas realgam a existéncia de baixa
interacgiio (citem-se, a titulo de exemplo, os trabalhos de Cherry e Ory, 1973; Gates e
Boulter, 1979; Bringhurst, ef al., 1981; Ostergraard e Nielsen, 1981; Cabral, 1990).

3.7.2  Variagio intervaricetal

Os estudos de variagio intervarietal baseiam-se na detecgdo de diferengas qualitativas e
quantitativas entre zimogramas de variedades ou cultivares da mesma espécie.

Considera-se que existe variagio qualitaiiva gquando uma determinada banda
isoenzimatica, caracterizada pela sua taxa de migragio, esta presente no zimograma de uma
cultivar ou variedade mas ausente no zimograma de uma outra variedade ou cultivar, da
mesma espécie. As bandas deste tipo sdo designadas polimorficas, e o nimero de bandas
polimorficas detectaveis determina o valor de um sisterna isoenzimatico na identificagdo
varietal,

O numero de bandas polimorficas observadas no zimograma é fungdo do ntmero de
Joci, do nimero de alelos por focus ¢ da estrutura quaternaria do sistema enzimatico em
estudo.

Verifica-se vatiagio quantitativa quando se observa wuma determinada banda nos

zimogramas de duas cultivares ou variedades diferentes, mas que difere pela intensidade de
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coloragio. A variagio quantitativa, ao contrario da variagdo qualitativa, ndo proporciona
diferencas evidentes, pelo que a sua utilizagio na identificagdo varietal tem menos interesse.
Além disso, a expressio das diferengas quantitativas é normalmente afectada por variagoes
ambientais e ontogénicas, o que dificulta a sua'interpretacﬁo.

Contudo, apesar da sua menor reprodutibilidade, a variagdo (uantitativa podera ser
utilizada na identificagio varietal, pois nalgumas situagGes, as diferengas quantitativas
expressam-se independentemente da variago ambiental ¢ ontogénica. Assim, Payne e
Koszykwoski (1978), utilizando sementes de soja, realizaram a distingdo entre cultivares, com
base na diferente intensidade de coloragio existente em duas bandas da enzima esterase, nao
sendo estas afectadas pelas diferengas fisioldgicas existentes entre lotes de sementes, Também
Wehner ef al. (1976) utilizaram diferengas de natureza quantitativa, na enzima peroxidase,
para caracterizar cultivares de Poa prafensis.

Normalmente, quando se realiza a comparagio de cultivares ou variedades com base nas
diferengas de natureza quantilativa, sdo rejeitadas as bandas que apresentam variabilidade
intravarietal, sendo utilizadas apenas aquelas onde se verifica variabilidade intervarietal.
Pode-se tomar como elemento de referéncia uma ou mais bandas, existentes em todas as

populagdes, e que possuam uma coloragdo acentuada e constante.

3.7.3 Variacio intravarietal

Considera-se que existe variagio intravarietal quando se observam distintos zimogramas
entre individuos da mesma cultivar ou da mesma variedade.

Nas cultivares das espécies propagadas por via vegetativa, o fenotipo isoenzimatico
devera ser extremamente uniforme ¢ estavel, pelo que ndo serd de esperar variagio
intravarietal, pois tanto os gendtipos homozigéticos como os heterozigdticos sio estabilizados
ou "congelados” por esse processo de multiplicagio. Os individuos dessas cultivares possuém
0 mesmo genétipo, pelo que a sua andlise ndo requer uma amostragem muito exaustiva
(Simpson e Withers, 1986).

Nas espécies autogamicas, reproduzidas por via seminal, as cultivares, na sua maioria,
sdo formadas por mais de um gendlipo, mesmo que a selecgdio tenha sido conduzida com o
objectivo de obter um fenotipo morfologica e fisiologicamente uniforme (Singh ef o, 1973;
Almgéird e Landegren, 1974;. Almgard e Clapham, 1975), pelo que € expectavel alguma
variabilidade intravarietal para alguns sistcmas enzimaticos, embora para outros possa existir
grande uniformidade.

A ocorréncia de variagio intravarietal representa uma séria limitagdo 4 utilizaglo das

isoenzimas na identificacio de variedades ¢ cultivares. Neste caso, e em plantas autogamicas,
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poder-se-4 tentar ultrapassar o problema optando por uma das seguintes metodologias
(Bailey, 1983): o estudo de bandas que revelam perfeita uniformidade intravarietal, mas que
diferem de cultivar para cultivar; ou, alternativamente, a selec¢iio de linhas que apresentem
zimogramas idénticos seguida da sua multiplicagdo massal.

Nas espécies alogimicas, estando as populagdes em polinizagdo livre, a
heterozigosidade e a variabilidade intravarietal sdo elevadas. Neste caso, ndo interessa
seleccionar pela uniformidade isoenzimatica em um ou mais Joci, devido aos efeitos adversos
que esta selecglio podera ter no desempenho agrondmico. Uma alternativa possivel, para
distinguir variedades e cultivares, € a comparagio das frequéncias alélicas isoenzimaticas
(Hayward e Mcdam, 1977; Nielson, 1980; Ostergaard e Nielsen, 1981; Bailey, 1983), o que
pressupde ndo sé o conhecimento do controlo génico das isoenzimas como também o estudo
de um grande nimero (> 100) de individuos (Bailey, 1983; Simpson e Withers, 1986).
Contudo, a comparagdo de variedades com base nas frequéncias alélicas ndo satisfaz
totalmente as exigéncias impostas pelos organismos legais de certificagdo (Bailey, 1983).

Nalgumas espécies alogdmicas € possivel e economicamente viavel a producdo de
variedades hibridas, com a exploragio do vigor hibrido ou heferosis, resultando estas do
cruzamento controlado entre linhas puras. Qs padrdes isoenzimaticos das linhas ou dos
hibridos resultantes do seu cruzamento deverdo ser bastante uniformes permitindo portanto
aferir a pureza de lotes comerciais de semente, sendo possivel detectar a contaminagio por
polen estranho na geragio referente & produgdo da semente hibrida, ou nas geragdes

antecedentes referentes a produgdo das linhas puras (Cardy e Kannenberg, 1982).

3.8 Factores laboratoriais afectantes dos resuliados

Sdo varios os factores que condicionam as caracteristicas de separagio, resolugiio e
definicdo dos zimogramas, nomeadamente: as modificagdes no meio de extrac¢dio, a
composi¢iio ¢ porosidade do gel; a composigio e pH das solugdes tampio; a voltagem durante
a electroforese; o método de revelagiio (substrato enzimatico, corante e a temperatura durante
a revelacio) (Makinen e McDonald, 1968, Almgéird e Norman, 1970; Wilkinson e Beard,
1972; Bassiri, 1976).

O tipo de tecido e a idade fisiologica do material vegetal podem afectar os padrdes
isoenzimaticos. Também as diferencas na qualidade da semente (avaliavel, por exemplo, pela
faculdade germinativa) podem afectar quantitativamente ou, com menor frequéncia,
qualitativamente os padrfes isoenzimaticos.

De maneira a assegurar a reprodutibilidade laboratorial dos resultados, dever-se-a tentar

o controlo de todos os factores que possam introduzir variagio no fendtipo isoenzimatico. Tal
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implica, ndo s6 a realizagio de estudos preliminares para a aferigdo dos processos
laboratoriais de extraccdo das enzimas, separagio electroforética e coloragdo, como também a

manipulagdo do material vegetal em idénticas condigdes ambientais.

3.9 lsoenzimas no género Vigna

Poucos tém sido os trabalhos realizados no género Vigna no ambito do estudo das
isoenzimas, ndo existindo, até ao momento, referéncias refativamente ao caso particular da
espécie Vigna unguiculata. Assim, por exemplo, Chen ef al. (1989) utilizaram os perfis de trés
sistemas enzimaticos (chiguimato desidrogenase, esterase e 6-fosfogluconato desidrogenase)
como marcadores bioquimicos para autenticar os hibiidos resultantes dos cruzamentos entre
as espécies Vigna radiata (L.) Wilczek e Vigna glabrescens. Num outro estudo, Jaaska e
Jaaska (1989), através da comparagio dos perfis de varios sistemas enzimaticos (chiquimato
desidrogenase, glucose-6-fosfato desidrogenase, 6-fosfogluconato desidrogenase, esterase,
peroxidase, aspartato aminotransferase ¢ superoxido dismutase) conseguiram evidéncias que
permitem considerar as espécies Vigna radiata (L.) Wilczek e V. mungo (L.) Hepper como
entidades distintas (apesar da sua proximidade fenotipica), tendo concluido que,
provavelinente, a sua diferenciagdo tera ocorrido antes do processo de domesticago.

Pretendeu-se com este trabalho estudar a variabilidade genética de algumas populagdes
nacionais e exolicas da espécie Vigna unguiculata utilizando a metodologia de electroforese
de isoenzimas. Especilicamente podemos enumerar os objectivos que Ihe presidiram da

seguinte forma:

i)  estudo comparativo das condigdes experimentais ¢ dos padrdes de expressao
das isoenzimas em diferentes tecidos;
ii) estabelecimento de relagdes de identidade entre as trés subespécies cultivadas
de Vigna unguiculata,
iii) detecgio de polimorfismos isoenzimaticos que permitam a identificacdo das
- diferentes cultivares da subsp. unguiculate,
iv) estudo da variabilidade entre diferentes cultivares da subsp. wnguiculata, e

dentro de cada cultivar da vartabilidade intrapopulacional e interpopulacional.
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4.1 Materiais
4.0.1 Material biclogico

Estudaram-se amostras de 24 populagbes nacionais e exoticas, da espécie Vigna
unguiculata, distribuidas por trés subespécies: unguiculata (21 populagdes), sesquipedalis (1
populacio) e cylindrica (2 populagbes).

Parte do germoplasma estudado (10 amostras) foi colhido por nos em 1989 (Figuras 4.1
e 4.2), encontrando-se armazenado na ESACB (Escola Superior Agraria de Castelo Branco),
sendo as restantes amostras provenientes do NUMI (11 amostras) (Nucleo de Melhoramento
de Milho, Braga) ¢ de um banco de germoplasma dos USA (3 amostras), o SRPIS (Southern
Regional Plant Introduction Station, Griffin). A sua identificagdo e procedéncia esta descrita
no Quadro 4.1

"De acordo com a descrigdo realizada por Castitho (1951), com base exclusivamente nas
caracteristicas das sementes, as amostras estudadas da subsp. wnguiculata foram distribuidas
pelas seguintes cultivares (entre paréntesis indica-se o nimero de amostras). "Amarelo” (4),
"Arroz" (1), "Comum" (3), "Giganle de Marialva" (12) e "Cream" (1), sendo esta ultima de
origem americana (Quadro 4.1).

A amostra da subsp. sesquipedalis foi colhida no Sul de Portugal e as duas amostras
estudadas da subsp. cylindrica sio originarias da india e do Paquistio.

Conforme indicado (sec¢io 2.4), o feijio-frade é uma espécie autogdmica, embora ndo
seja de descurar a possibilidade de ocorréncia de alguma polinizagdo cruzada. Tal condicionou
a prospeccio realizada no campo, pelo que, esperando-se encontrar maior variabilidade inter
do que intrapopulacional optou-se pela colheita de amostras de menor dimensio (cerca de 100
individuos/popula@ﬁo), tendo-se visitado um maior nimero de locais. Como se pode obsevar
(Fig 4.1) as amostras nacionais pertencem exclusivamente a populagdes do Interior do Pais,

zona onde esta cultura ainda tem alguma representatividade.
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Fig. 4.1 - Distribuigio geografica das populagdes nacionais de Vigna unguiculata estudadas.
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Fig. 4.2 - Aspecto da variabilidade morfologica da semente de algumas das amostras estudadas. A, cv.
"Amarelo"; B, cv. "Comum"; C, cv. "Cream"; D, cv. "Arroz"; E, cv. "Gigante de Marialva", F, subsp.
sesquipedalis; G, subsp. cylindrica (unidade da régua; cm).
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Quadro 4.1 - Identificagio das amostras de Vigna unguicnlata estudadas.”

AATERIALS E METODOS

Origem Local de colheita o ) _
Amostra Tnshifulei Pais (Concelho) Subespécic Designaciio

03 ESACB PRT Castelo Branco nnguiculata Amarelo
15 ESACB PRT Castelo Branco unguiculate Comuun
18 ESACB PRT Fundio unguiculata Amareclo
27 ESACBH PRT ldanha-a-Nova unguniculala Amarelo
30 ESACB PRT Penamacor unguiculaia Comum
33 ESACB PRT Almeida unguiculata Gigante Martalva
43 ESACB PRT Oleiros unguiculata Comum
30 ESACB PRT Nisa unguiculata Giganie Marialva
6l ESACB PRT Oleiros unguiculota Gigante Marialva
60 NUMI PRT Chaves nwnguiculata Gigante Marialva
68 NUMI PRT Vila Flor unguicnlata Gigantc Marialva
09 NUML PRT Alijé wigniculata Gigante Marialva
71 NUMI PRT Trancoso unguiculata Gigante Marialva
77 NUMI PRT Fronteira unguiculata Gigante Marialva
79 NUMI PRT Porialegre unguiculata Gigante Martalva
32 NUMI PRT Evora sesquipedalis -—
87 NUMI PRT Montemor-o-Novo unguiculata Gigante Marialva
83 NUMI PRT Montcmor-g-Novo wnguiculata Gigante Marialva
39 NUMI PRT Montemor-o-Novo unguiculata Gigante Mariaiva
91 NUMI PRT Nisa unguiculata Amarelo

102 SRPIS USA — unguicuiata Cream

106 SRPIS IND o cvlindrica —

107 SRPIS PAQ — eviindrica —

113 ESACH PRT Idanha-a-Nova unguiculata Arroz

" ESACB, Liscola Superior Agraria de Castelo Branco; NUMI, Nicleo de Melhoramento de Millo, Braga;
SRPIS, Southern Regional Plant Introduction Station, USA; PR, Portugal; USA, Estados Unidos da
América; IND, lndia; PAQ, Paquistiio.

4.1.2  Equipamento
As focagens isoeléctricas e as electroforeses de zona em tampdo descontinuo foram
realizadas num aparelho PhastSystem™ da firma Pharmacia, tendo-se utilizado,

respectivamente, o suporte com eléctrodos de titdnio platinizado de polaridade normal e o de
polaridade reversa. Nas focagens isoeléctricas empregaram-se os meios de separagao PhastGel
IEF 3-9, PhastGel IEF 5-8 e PhastGel 1EF 4-6.5. Nas electroforeses de zona em tampao
descontinuo utilizou-se o meio de separagio PhastGel HOM 20, as esponjas para tampdo de
eléctrodos (PhastGel buffer strips) ¢ a respectiva placa de suporte (PhastGel bufler strip
holder). Para a colocagiio dos extractos das amosiras sobre o gel, recorreinos ao aplicador de
amostras 8/1 (aplicagdo simultinea de 8 amostras de 1pl cada) ¢ a placa de alvéolos (PhastGel
Sample-Well Stamp).
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4.1.3  Reagenies

Os reagentes utilizados na revelagdo das enzimas estudadas encontram-se listados no
Anexo 1, sendo designados o fabricante e a referéncia do produto.
Os restantes reagentes comuns de laboratoério utilizados eram de qualidade pro-analise,

tendo sido fornecidos pelas firmas Sigma, Merck ¢ Riedel-de-Haén.

4.2 Meétodos
4.2.1  Extracg¢io de isoenzimas

Extractos de diferentes de tecidos podem ser utilizados para separagdo de isoenzimas
por electroforese. A escolha do tecido vegetal recai frequentemente sobre cotilédones sujeitos
a imbibigio, sementes germinadas ou folhas jovens que, tipicamente, contém elevada
actividade enzimatica (Wendel e Weeden, 1950).

Independentemente do tecido escolhido, inporta assegurar que as amostras em estudo
provenham de orgios idénticos de organismos desenvolvidos em condigles ambientais
semelhantes de modo a minimizar quaisquer variagBes -qualitativas ou quantitativas
consequentes desses pardmetros.

O isolamento de enzimas envolve a ruptura de tecidos, com a inevitavel mistura, quando
se procede a maceragio e homogeneizagio, de substincias que in vivo se encontram
compartimentadas. Deste facto, resulta com [requéncia a perda de actividade de algumas
enzimas, ou o isolamento de outras que, embora activas, se encontram mals ou menos
modificadas relativamente & sua forma nativa (Cabral, 1990). |

As células vegelais contém, nas paredes e nos vaciiolos, varios compostos responsaveis
pela instabilidade das proteinas. Destes, salientam-se os compostos fenolicos que podem
formar complexos com as enzimas, observando-se a perda da actividade enzimatica e/ou
produgdo de determinados artefactos.

Este problema é quase sempre mais acentuado nas folhas do que na semente. Além
disso, o tecido seminal estd menos sujeito as flutuages ambientais do que os tecidos
vegetativos proporcionando por isso resultados mais fidedignos (Castro, 1988),

Embora seja dificil fazer previsdes acerca da sua eficacia, existem disponiveis varios
compostos, que podem ser adicionados & solugdo de extracgio, destinados a evilar a formagdo
de produtos resultantes da interacgio das proteinas com os compostos fenolicos. Uma revisao
pormenorizada acerca dos principais compostos protectores utilizados na extracgdo das

enzimas é apresentada por Cabral (1990).
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Adicionalmente, dever-se-a ter em conta a relagio entre o volume da solugio de
extracgiio e o peso do tecido utilizado para andlise (relagdo volume/peso). A semelhanga do
que acontece com a escolha da solugio tampdo e do(s) produto(s) protector(es) mais
adequado(s), a optimizagio deste parimetro é, normalmente, feita de maneira empirica, pela
realizagio de ensaios prévios, embora de uma forma geral se considere que as amostras
devem ser obtidas num volume minimo de solugio de extracgfio. Pode suceder, porém, que as
amostras obtidas em volumes minimos se revelem piores do que aquelas obtidas com volumes
maiores, devido, provavelmente, & complexagio incompleta dos compostos fendlicos (Wendel
e Weeden, 1990)

Foram estudados diferentes tecidos vegetais, nomeadamente, cotilédones de sementes
nio embebidas e, de plantulas com 15 dias, folhas, caules e raizes, tendo-se comparado

diferentes solugtes de extracgdo:

i)  sacarose 0,4M,

i) tampdo pH 7,1 deTris-HCl 0,1M;

i) tampao pH 6,1 de acetato de sodio 0,2M

iv) Nacl 0,IM

v) tampdo pH 6,1 de acetato de sodio 0,2M + mercaptoetanol 10 mM + tioglicolato
de sodio 50 mM + PVP 0,1g/ml.

No caso dos extractos de cotilédones utilizou-se uma relagio volume/peso de 2/1 e no
caso dos restantes tecidos estudaram-se as relagdes de 1/2 e de 1/4.

" Para o estudo das isoenzimas das folhas, caules e raizes, colocaram-se as sementes, nio
inoculadas, em discos de turfa "JIFFY 7", tendo-se efectuade a rega com agua destilada
sempre que necessario. O crescimento processou-se em cimara de crescimento climatizada a
uma temperatura de 25°C dia ¢ 20°C noile, com fotoperiodo dia/noite de 16/8. Os extractos
para anlise electroforética foram obtidos a partir de plantulas com aproximadamente 15 dias.
No caso das raizes procedeu-se a sua lavagem, primeiro com agua corrente € depois com agua
destilada, com o objectivo de remover os detritos aderentes. A dgua em excesso foi retirada
utilizando-se papel absorvente, apds o que se realizou imediatamente a extracgio das
isoenzimas.

Para a extraccdo das enzimas procedeu-se a maceragdo, realizada manualmente, e a
homogeneizagio do tecido vegetal com a solugio de extracgdo. Apés um periodo de
extraccio de 60 minutos, o macerado foi centrifugado a 14 000 rpm (12 928 g) durante 20
minutos. Ambas as operagdes decorreram a uma temperatura de + 5°C. O sobrenadante,
desta forma obtido, foi imediatamente utilizado para migragio electroforética, ou

acondicionado a £ 5°C para posterior utilizagio.
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4,2.2 Electroforese

A clectroforese ¢ um téenica analitica indicada para individualizar os componentes de
uma mistura, baseando-se no principio da mobilidade diferencial das moléculas carregadas
electricamente, num determinado suporte, quando submetidas & acgiio de um campo eléctrico.
O meio de suporte devera ter caracteristicas que permitam minimizar os efeitos da difusdo e
da conveccio, facilitando, a0 mesmo tempo, a imobilizagio das moléculas individualizadas.

Podem ser utilizados varios tipos de matrizes, nomeadamente o amido, a agarose e 0
acetato de celulose. Contudo, as melhores resolugdes conseguem-se com a electroforese em
gel de poliacrilamida (PAGE) (Dunn, 1989). O gel de poliactilamida resulta da polimerizagio
do monémero acrilamida em longas cadeias, cuja interligagiio é assegurada pela incluséo de
um co-mondmero, normalmente N'N-metileno bisacrilamida (bisacrilamida ou BIS) (Andrews,
1986). A composigio de um gel de poliacrilamida € normalmente descrita por dois
pardmetros, T% e C%. O valor T% representa a concentragio total (expressa em g/100 ml)
do monomero utilizado na produgio do gel (acrilamida mais bisacrilamida); C € a percentagem
(em peso) do mondmero que funciona como agente de interligagio. O didmetro dos poros do
gel de poliacrilamida ¢ influenciado pela concentragao total de mondmeros na mistura de
polimerizagio e pelo grau de interligagio com BIS. Embora inicialmente se considerasse que,
independentemente do valor de T%, o didmetro de poro seria minimo para um valor de C
igual a 5%, actualmente sabe-se que para valores de T relativamente elevados (acima de 15%)
a quantidade de C (BIS) necessaria para obter uma dimensdo de poro minima aumenta com o
valor de T% (Hames, 1990).

Existem varios tipos de técnicas electroforéticas que permitem separar as proteinas com
base numa ou na combinagio das propriedades; dimensdo, forma, densidade de carga ¢
hidrofobicidade relativa.

A electroforese de zona continua (CZE) é a técnica de PAGE mais simples envolvendo a
utilizagio de um sistema tampdo homogéneo e um gel de poliacrilamida de concentragio
uniforme. Embora relativamente simples esle método apresenta a desvantagem de
proporcionar uma baixa resolugo.

Na electroforese de zona descontinua (MZE) utilizam-se solugdes tampao de gel e de
cléctrodos diferentes, existindo, na maioria dos sistemas, descontinuidade na composigio das
solucdes tampdio e no pll. A grande vantagem da MZE ¢ que permite obter boas resolugdes
quando se trabalha com amostras muito diluidas, ja que as biomoléculas sao concentradas em
zonas estreitas durante a migragio num gel concentrador, que possui grande dimensio de
poro, antes da sua separagdo sobre um gel resolvente de menor dimensio de poro (Hames,
1990).
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Na focagem isoeléctrica (IET) as proteinas sdo separadas na presenga de um gradiente
continuo de pH. Nestas condigdes, as proteinas migram de acordo com a sua carga até
atingirem uma zona de pH no gel que coincide com o seu ponto isoeléctrico (pl). A focagem
isoeléctrica proporciona, geralmente, uma melhor resolugdo do que a electroforese de zona,
contudo, para determinados sistemas enzimaticos (como por exemplo as desidrogenases),
conseguem-se frequentemente melhores resultados com a electroforese de zona (Roux, 1987).

Uma desvantagem dos sistemas de electroforese convencionais ¢ a morosidade das
analises, Uma separagio electroforética, realizada de acordo com essas técnicas, pode
demorar vérias horas. A introdugio de sistemas miniaturizados de electroforese, nos quais as
distincias de separagiio sdo significativamente reduzidas, tornou possivel a execugio
extremamente rapida das separagdes, além do que, sendo mais eficiente a dissipagdo do calor,
é possivel aplicar gradientes de voltagem mais elevados. Outras vantagens associadas aos
sistemas miniaturizados sio a maior facilidade na revelagio das enzimas, a maior economia
em reagentes ¢ a possibilidade de utilizar quantidades minimas de amostra nas analises
{Andrews, 1986).

Em ensaios preliminares, com o objectivo de seleccionar a técnica de electroforese mats
adequada para a separagio de isoenzimas da espécie em estudo, realizaram-se electroforeses

de zona em tampio descontinuo e focagens isoeléctricas.

4.2.2.1 Electroforese de zona em tampio descontinuo

A electroforese descontinua foi realizada em gel de poliacrilamida (PAGE descontinua)
num aparelho PhastSystem ™, utilizando-se¢ para o efeito o gel de poliacrilamida PhastGel
HOM 20 (gel concentrador: T 7,5% e C 3%; gel resolvente T 20% e C 2%), de dimensoes
50 x 43 x 0,45 mm. Utilizamos um sistema tampdo com descontinuidade no pH e na
concentragio das espécies idnicas, modificado do sistema de Ornstein-Davis para lactato de
sodio/glicina (adaptado de Cauderon et al., 1978 ¢ Branlard ef al., 1990, citados por Graga,
1992).

O gel foi imerso em 3 x 30 ml de tampdo pH 3,08 de lactato de sodio/glicina
(10mM/10mM), de forma a substituir o tampdo original (os PhastGel contém de origem
tampao pH 6,5 de Tris-acetato de sédio 0,112 M), com agitagio, durante 3 x 10 minutos. Os
PhastGel Electrod Strips (esponjas para tampdo de eléctrodos) foram imersos em 20 ml de
tampdo pH 2,75 de lactato de sodio/glicina (10mM/50mM), durante 30 minutos. As solugBes
foram preparadas, na aitura da sua utilizagdo, a partir de "solugdes mae” de glicina 10 mg/in]
(0,13 M) ¢ lactato de sddio 0,1 M, tendo sido corrigido o pH com acido lactico 90% (v/v). As

esponjas para tampao de electrodos foram depois colocadas nos espagos existentes na placa
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suporte (PhastGel buffer strip holder), a qual tem também por fungio, durante a electroforese,
proteger o gel da dessecagio (Pharmacia, 1990).

Para cada placa de gel utilizamos um pente de aplicagdo sunultinea de 8 amostras (1pl
em cada capilar do aplicador), o qual foi colocado na posigio mais catodica do suporte.As
condi¢Bes de separagfio utilizadas, nomeadamente voltagem, corrente, poténcia, temperatura e

tempo de corrida, estdo descritas no Quadro 4.2.

Quadro 4.2 - Condigdes de scparagio para PAGE com PhastGel HOM 20.

o Voltagem Corrente Poténcia  Temperatura  Tempo
a (V) (nA) (W) °C) {(Vh)
Aplicagiio das amostras 50 1,0 3,5 15 10
Separagdo ” 200 5,0 3.5 15 50
400 12,5 3,5 15 90

7 A cortida terming apos 150 Vh acumulados (aproximadamentc 50 minutos)

4,2.2.2 Focagem isoeléctrica

As focagens isoeléctricas foram realizadas num aparelho PhastSystem™, tendo-se
utilizado os weios de separagdo PhastGel IEF 3-9, PhastGel 15F 5-8 e PhastGel IEF 4-6.5,
com gradiente de pllde3 a9 de5a8cde4a6s Os referidos meios de separagio, sao géis
homogéneos de poliacrilamida (T 5%, C 3%), de dimensdes 50 x 43 x 0,35 mm, contendo
anfolitos transportadores Pharmalyte® que permitem gerar gradientes de pll lineares ¢
estaveis. A utilizagio dos meios de separagio PhastGel 1EF ndo requere o uso de esponjas
para tampéo de eléctrodos.

As condigdes de separagio, nomeadamente, voltagem, corrente, poténcia, temperatura ¢
tempo de corrida, realizaram-se, para cada tipo de gel, de acordo com a técnica indicada pelo
fabricante, estando especificadas nos Quadros 4.3, 4.4 e 4.5. O tempo de duragio de cada
focagem isoeléctrica foi de aproximadamente 25 minutos em IEF 4-6,5 ¢ 30 minutos em IEF
3-9 e IEF 5-8.

Nos trés tipos de gel utilizados, realizou-se uma pré-focagem antes da aplicagao das
amostras. Com efeito, as enzimas, bem como outras moléculas sensiveis, sio instaveis em
condigdes de baixa forga idnica, particularmente para valores de pH proximos dos seus pls.
Nestes casos & vantajoso realizar a pré-focagem de forma a que o gradiente de pH se

estabeleca antes de as amostras serem aplicadas (Andrews, 1981).
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Para cada placa de gel utilizamos um pente de aplicagio simultdnea de 8 amostras (1pl
em cada capilar do aplicador). As amostras foram aplicadas automaticamente no final da pre-
focagem, tendo-se estudado o efeito do local de aplicagdo do pente (em isoelecirofocagem o
aparetho permite trés posigdes; catodica, mediana e anddica).

Apds a separagio procedeu-se de imediato a revelagdo das enzimas seleccionadas para o
nosso estudo. A detec¢do das enzimas fez-se de forma manual, ndo se tende utilizado a

unidade automatica de revelago do aparelho.

Quadro 4.3 - Condigdes de separagio para focagem isocléctrica com PhastGel IEF 3-9. A pré-focagem
dura aproximadamente 10 minutos (adaptado de Pharmacia, s.d.).

Passo Voltagem Corrente Poténcia  Temperatura  Tempo
- (V) (mA) (W) ("C) (Vh)
Pre-focagem 2000 2,5 3.5 15 75
Aplicago das amostras * 200 2.5 35 15 15
Focagem 2000 2.5 3.5 15 410

" O apficador de amostras & colocado sobre o gel apds 75 Vi, levantando apds 15Vh (total: 90 Vh).

Quadro 4.4 - Condigoes de separagio para focagem isoeléctrica com PhastGel IEF 5-8. A pré-focagem
dura aproximadamente 8 minutos (adaptado de Pharmacia, s.d.).

L — Voltagem Corrente Poiéncia  Temperatura  Tempo
o (V) (mA) (W) °C) (Vh)
Pre¢-focagem 2000 2.0 3.5 15 75
Aplicagdo das amostras ® 200 2,0 35 15 15
Focagem 2000 5.0 3.5 15 510

¢ () aplicador de amostras ¢ colocado sobre o gel apos 75 VI, levantando apés 15Vh (total: 90 V1)

Quadro 4.5 - Condigbes de separagio para focagem isoeléetrica com PhastGel IEF 4-6.5. A pre-
-focagem dura aproximadamente 6 minutos (adaptado de Pharmacia, s.d.}.

Pasii Voltagem Corrente Poténcia Temperatura  Tempo
N (V) (mA) (W) "C) (Vh)
Pré-focagem 2000 2.0 35 15 73
Aplicagiio das amostras ® 200 2.0 3.5 15 15
Focagem 2000 5.0 3,5 15 410

* O aplicador de amostras & colocado sobre o gel apds 75 Vh, levantando apds 15V (total: 90 Vi)
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4,2.3  Beteccilo de isoenzimas

A adaptagiio das técnicas de revelagiio histoquimica para electroforese de isoenzimas,
permitindo detectar apenas as bandas que apresentam o mesmo tipo de actividade, foram
introduzidas por Hunter ¢ Markert em 1957, O fundamento da técnica baseia-se em adicionar
ao gel, onde idealmente estario separadas e activas todas as bandas das diferentes enzimas
existentes na amostra, um substrato especifico para a enzima que se prelende revelar.
Subsequente combinagio dos produtos da reacgfio enzimitica com um corante adequado ird
revelar in situ os locais de actividade da enzima em analise (Castro, 1989). O conjunto das
bandas de cada amostra reveladas sobre o gel € designado de zimograma.

A técnica classica de deteccfio enzimatica baseia-se na produgdo de um precipitado
corado ndo difusivel no local de actividade enzimética. Contudo, com a introduglo de novas
metodologias o conceito foi alargado incluindo qualquer reacgdo ou conjunto de reacgdes que
revelem, por meios [isicos e/fou quimicos, uma zona discreta (banda) de actlividade enzimatica
(Vallejos, 1983).

A realizagio das reacgBes enzimatica e de acoplamento numa dnica solugio permite
minimizar alguns efeitos adversos, que [requentemente se verificam quando estas sdo
conduzidas separadamente. Assim, por exemplo, no método de sal de diazoénio, utilizado para
detecgdo de diversas hidrolases, pode verificar-se a difusio do produto de hidrolise
enzimatica, aquando da realizagio da reac¢io enzimatica, originando a mé definigio da
coloragdo na reacgdo de acoplamento.

Se, idealmente, o pH da solugio utilizada para a reacgfo enzimatica deveria
conrresponder ao pH éptimo da enzima, em muitos casos este ¢ diferente do pH 6ptimo para a
reacgio de acoplamento, sendo necessirio, por isso, utilizar um valor de compromisso,
quando se faz a detec¢do enzimatica numa Gnica solugéo (Vallejos, 1983).

No nosso estudo foram experimentados os sistemas enzimaticos constantes no Quadro
4.0.

Quadro 4.6 - Relagio dos sistemas ecnzimaticos ensaiados.

Enzimas Abrev. Namero E.C.? Classe

Aleool desidrogenase ADH EC. 1.1.1.1 Oxidorredutasses
Glicerol 3-fosfato desidrogenase G3p EC 11.18 Oxidorredutasses
Chiquimato desidrogenase SKD E.C 1.1.1.25 Oxidorredutasses
Glutamato destdrogenase GDH EC. 1412 Oxidorredutasses
Peraxidase PRX EC 1.11.1.7 Oxidorredutasses
Esterase EST EC.31.1.- Hidrolascs
Fosfatasc acida ACP EC.3.13.2 Hidrolases

a Numero da Comissdo [nternactonal das Enzimas
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A metodologia utilizada na revelagio das enzimas, foi adaptada de Vallejos (1983),
Wendel e Weeden (1990) e May (1992) (em Anexo 2 descrevemos a metodologia utilizada na

revelagio dos sistemas enzimaticos constantes no quadro 4.6).

4.2.3.1 Alcool desidrogenase
E uma oxidorredutase que catalisa reacgdes do tipo :
Alcool + NAD* ——3  Aldeido ou cetona + NADH

Na revelacio desta enzima foi utilizado o sal de tetrazolio MTT (metil tiazolil tetrazolio)
gue quando reduzido forma um precipitado corado e insoliivel. As reacgdes catalisadas pelas
oxidorredutases envolvem a transferéncia de elecirdes de um substrato redutor para um
aceitador (normalmente NAD(P)™), podendo depois este funcionar como agente redutor numa
outra reacgiio, nomeadamente a redugio do sal de tetrazolio. A utilizago de PMS
(metosulfato de fenazina) como transportador intermediario de electrdes, permite acelerar a
reac¢io de reducdo do sal de tetrazolio. O conjunto de reacgdes pode ser esquematizado da
seguinte forma (Vallejos, 1983):

OXIDORREDUTASES

Substrato > Produto

NADP(P) * NATHP)H

PMS (red) PMS (oxid)

Sal de tetrazolio ll‘rccipitadoco!orido I

A deteccio enzimatica foi realizada num Unico passo nas seguintes condigfes: solugio
tampdo TRIS 0,1 M pH 7,5; NAD 0,45 mM; MTT 0,48 mM,; PMS 0,13 mM; etanol 1,2 ml/20
ml de solugiio tampio. A incubagio foi realizada no escuro a temperatura de 30 °C, durante

30 minutos.
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4,.2.3.2 Glicerel 3-fosfato desidrogenase

I£ uma oxidorredutase que catalisa reacgdes do tipo :
sn-glicerol-3-fosfato + NAD* -~ % dihidroxiacetona-fosfato + NADH

A detecgio enzimatica foi realizada num Unico passo nas seguintes condigdes: solugdo
tampao TRIS 30 mM pH 8,0; glicerofosfato 3,08 mM; NAD 3,0 mM; MTT 0,48 mM; PMS
0,13 mM. Apos a mistura dos reagentes com a solugdo tampdo, a incubagio foi realizada no

escuro a temperatura de 30 °C, durante 30 minutos.

4.2.3.3 Chiquimato desidrogenase
E uma oxidorredutase que catalisa reacgdes do tipo :
Chiquimato + NADP* -2 3-Dihidroxichiquimato + NADPH

A detecgao enzimatica foi realizada num Gnico passe nas seguintes condigdes: solugio
tampao TRIS 0,1 M pH 7,5, acido chiguimico 5,74 mM, NADP 0,2 mM; MTT 0,48 mM;
PMS 0,13 mM. A incubagdo foi realizada no escuro a temperatura de 30 °C, durante 30

minutos.

4.2.3.4 Glutamalo desidrogenase

.

E uma oxidorredutase que catalisa reacgdes do tipo :
L-glutamato + H,0Q + NAD" ——-* Z-oxoglutarato + NH; + NADH
A detec¢do enzimatica foi realizada num unico passo nas seguintes condigdes: solugio
tampao TRIS 0, 1M pH 7.5; acido glutdmico 47,3 mM; NAD 0,45 mM; MTT 0,48 mM; PMS

0,13 mM. Apds a mistura dos reagentes com a solugdo tampdo, a incubag@o fol realizada no

escuro a temperatura de 30 °C, durante 30 minutos.

40



MATERIAIS E METODOS

4,2.3.5 Peroxidase

As peroxidases sdo hemoproteinas que catalisam a decomposi¢io do perdxido de

hidrogénio na presen¢a de um dador de electrGes:
Dador + H,0, -2 Dador oxidado +2H,0

Na revelag@io desta enzima utilizamos o corante redox 3-amino-9-etilcarbazol (3A9EC),
que em condigdes de oxidagdo sofre alteragdes de solubilidade e coloragdo (passa de castanho
claro a vermelho).

De forma a definir as melhores condicSes de revelagio, estudamos, neste sistema
enzimatico, o efeito da concentragdo da solugdo tampdo, tendo para o efeito ensaiado as duas
solugdes: i) tampdo pH 4,5 de acetato de sodio 50 mM (de acordo com Vallegjos, 1983) e ii)
tampdo pH 5,0 de acetato de sddio 0,IM (de acordo com May, 1992). Testaram-se também
diferentes concentragoes de H,0, , DMF e 3A9EC.

A detecgdo enzimatica foi realizada num uUnico passo, tendo a incubagdo decorrido a
uma temperatura de 30 °C até ac aparecimento de bandas de coloragiio vermelho (processo

que durou aproximadamente 30 minulos).

4.2.3.6 Esterase

" Na revelagio desta enzima utilizamos como substrato o acetato de o-naftilo e como
corante o sal de diazonio Fast Blue RR nas concentragdes respectivamente de 5,5 mM e 3,9
mM. A solugiio tampdo foi TRIS pH 0,08M, tido a detecgdo enzimatica sido realizada num

Unico passo. A incubagio foi realizada no escuro a 30 °C, durante 60 minutos, até ao

aparecimento de bandas escuras.

4.2,3,7 Fosfatase acida

E uma hidrolase que catalisa reacgdes do tipo :

Monoéster ortofostorico + HyQO > Alcool + ortofosfato

Na revelagdo desta enzima utilizamos como substrato o fosfato acido de o-naftilo e

sodio e como corante o sal de diazonio Fast Garnet GBC, ambos na concentragao de 20 mM.
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A detecgdo enzimatica foi realizada num Unico passo, tendo-se estudado as duas solugdes
tampao: i) tampdo pH 5,5 de acetato de sédio 0,2 M (de acordo com Graga, 1992) e 1)
Tampao pH 5,0 de acetato de sodio 50 mM (de acorde com Wendel e Weeden, 1990),

A incubagio decorreu a uma temperatura de 40 °C até ao aparecimento de bandas de
cor castanho escuro (processo que durou 30 a 45 minutos, de acordo com o tecido vegetal
estudado).

Em analises prévias foi possivel fazer a confirmagio da especificidade do método de
detecgio enzimatica pela adigio de fluorete de sddio, inibidor especifico da fosfatase acida, a

solugio de detecciio enzimatica.

4.2.4 Tixacio e preservaciio dos géis

Apods a revelaglio, os géis foram imersos, durante um periodo de aproximadamente 10
minulos, a temperatura ambiente, numa solugdo aquosa de acido acético e glicerol (10%: 5%,
v/v). Depois de secos, os géis foram cobertos com uma fina camada de glicerol e com uma
pelicula de polietileno (pelicula que protege os géis na embalagem de origem), sendo
armazenados, apos a sua identificagdo, a uma temperatura de aproximadamente 5 °C.

No caso da enzima peroxidase observamos, nas primeiras analises, alguma degradagio
dos géis, pelo que, apos o seu tratamento de acordo com o anteriormente referido, estes foram
imediatamente fotografados (numa mesa de luz comum) e analisados. No que se refere ao
sistema enzimatico fosfatase acida ndo observamos qualquer tipo de degradagdo durante o
periodo em que decorreu este estudo, mesmo quando os géis se mantinham conservados a

temperatura ambiente.

4.2.5  Calculo da posigio relativa de cada banda

As posi¢des relativas de cada banda foram calculadas medindo directamente no gel as
ditancias do centro de cada banda a um ponto de referéncia, tendo-se recorrido para o efeito a
linha correspondente & posigio do eléctrodo positivo. As medigdes foram efectuadas com uma
régua de precisio em que a menor divisiio da escala € 0,05 cm, cometendo-se agsum, para além
de erros aleatorios inerentes a medi¢ao, um erro sistematico de & 0,025 cm.

A numeragio das bandas isoenzimaticas foi realizada de acordo com Webb (1964),

tendo sido designada por banda nimero 1 a forma que se encontrava mais proxima do anodo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1 Estudo comparative das condigées experimentais

Foi realizado inicialmente um estudo comparativo das condigdes experimentais no
sentido de definir as condigdes mais adequadas, de algumas das vartaveis que influenciam os
fenétipos, para a obtengdo de um maior nimero de bandas ¢ para o melhoramento da sua

definicio e resolugdo.

51.1  Alcool  desidrogenase, glicerol  3-fosfato  desidrogenase,  chiquimato

desidrogenase, glutamato desidrogenase e esterase.

No caso dos sistemas enzimaticos alcool desidrogenase, chiquimato desidrogenase,
glicerol 3-fosfato desidrogenase ¢ glutamato desidrogenase, ufo detectamos actividade
enzimatica em nenhum dos orgios estudados: semente, raiz, caule e folba.

Poder-se-a tentar explicar estes resultados com base na auséncia das isoenzimas ou,
aceitando que estiio presentes, estas deverdo existir em concentragdes muito reduzidas pelo
que provavelmente a metodologia utilizada ndo tem sensibilidade suficiente que permita a sua
detecgio.

No caso da enzima esterase, sistema para o qual apenas se estudaram as isoenzimas da
semente, embora tivesse sido detectada actividade enzimatica ndo foi possivel obter bons
padrdes de separagio?, resolugdo” e definigio®.

De acordo com estes resultados, nenhum destes sistemas enzimaticos foi utilizado nas

analises de comparagdo de gendtipos (secgio 5.2).

¢ Distincia entre o centro de bandas, independentemente da sva largura.
7 Distancia entre o centro de bandas, relativamente & sua fargura.
8 Nitidez. dos contornos de uma banda,
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5.1.2  Fosfatase acida

Os zimogramas de fosfatase acida, obtidos por focagem isoeléctrica apresentavam um
maior numero de bandas, relativamente a electroforese por PAGE. A técnica de focagem
isoeléctrica parece ser, assim, mais sensivel as diferentes propriedades dos isoenzimas de
fosfatase acida permitindo a sua separagio num numero mais elevado de bandas. De acordo
com estes resultados, as restantes analises foram realizadas por focagem isoeléctrica.

Neste sistema enzimatico foram detectadas bandas em cotilédones e, em plantulas com

aproximadamente quinze dias, nos orgios raiz, caule e fotha.

5.1.2.1 Semente

As sementes sdo frequentemente escolhidas para o estabelecimento de comparagdes
entre diferentes faxa pelo facto de serem menos afectadas pelas condigdes ambientais, por
serem pobres em compostos fenolicos, e por apresentarem, normalmente, maiores
concentragdes proteicas,

Comegamos por utilizar o gel 1EF 3-9 na analise dos extractos, ja que, ¢ uma vez que
permite cobrir uma maior amplitude de pH, ¢ aconselhavel o seu uso quando se pretende
estudar misturas proteicas relativamente complexas ou mal conhecidas (Pharmacia, s.d.). Com
este tipo de gel obtiveram-se padr@es isoenzimaticos com alguma complexidade e de fraca
resolugdo, sendo difici a contagem e medigio das bandas (Fig. 5.1).

De maneira a optimizar a leitura dos padrBes isoenzimaticos optamos por utilizar nas
subsequentes separagoes os géis IEF 5-8 e IEF 4-6,5, os quais, possuindo gradientes de pH
mais estreitos, permitiram uma melhor separacio das bandas relativamente ao gel TEF 3-9.
Através da comparagio do mesmo extracto nos dois tipos de gel, ¢ possivel identificar as
bandas que Ihes sdo comuns e definir com maior exactiddo o nimero de bandas com valores
de pl compreendidos entre 4 ¢ 8 (Fig. 5.2 ¢ 5.3}.

No que se refere ao local de aplicagiio dos extractos, teoricamente, estes deverdio ser
colocados num ponto do gradiente de pIl proximo do seu pl. Tal permitira reduzir o tempo
necessario para que os componentes da amostra atingam os seus pls de equilibrio, protegendo
a amostra de regides de pH onde se comporta de forma tnstavel (Andrews, 1986). A este
respeilo, Righelti et al (1990) referem que mwitas das amostras cstudadas podem ser
aplicadas préxima do catodo sem realizar a pré-focagem. Contudo, é aconselhavel fazer a pré-
-focagem caso as protleinas sejam sensiveis a oxidacdo, ou instaveis para o pll médio do gel
antes da separagiio. Devera excluir-se a aplicagdo anddica para as amostras com elevado teor

de sais e para proteinas que desnaturam a pH acido. Assim, na matoria das situagdes, em que
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Fig. 5.1 - Zimogramas de fosfatase acida de cotilédones de Vigna unguiculaia obtidos por focagem
isoeléetrica em gel IEF 3-9. 1, cv. "Cream" (populagao 102); 2, 3, 4 ¢ 5, cv. "Gigante de Marialva"
(populagdes 50, 33, 79 ¢ 77); 6, 7 ¢ 8, cv. "Amarelo" (populagdes 27, 18 e 03). Extractos obtidos com
Sacarose 0,4 M e aplicados na posigido mediana; condi¢des de coloragdo de acordo com o Anexo 2.

1 2 3 2 3 1 2 3
A B : C
Fig. 5.2 - Zimogramas de fosfatase acida de cotilédones de V. umguiculaia obtidos por focagem
1soeléctrica em gel 1EF 4-6,5; estudo de diferentes locais de aplicagio das amostras. Posigdo do pente:
A, anddica; B, mediana; C, catodica. 1, cv. "Cream"; 2 ¢ 3"Comum" (populagdes 43 ¢ 30). Extractos
obtidos com Sacarose 0,4 M; condi¢des de coloragdo de acordo com o Anexo 2.
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Fig. 5.3 - Zimogramas de fosfatase acida de cotilédones de V. unguiculata, obtidos por focagem
isoeléctrica em gel IEF 5-8; diferentes solugdes de extracgdo e locais de aplicagdo dos extractos, com
utilizagdo de sementes da cv. "Amarelo" (populagdo 03). A: 1, 4 € 7, Sacarose 0,4M; 2, 5 ¢ 8, Tampio
pH 7.1 de Tris-HCI 0,1M: 3 & 6, Tampdo pH 6,1 de acetato de sédio 0,2M. Posigio do pente:1, 2 e 3,
anddica; 4, 3 e 6, mediana; 7 ¢ 8, catodica. B: 1, 3 ¢ 6, NaCl 0,1M: 5, Tampio pH 6.1 de acetato de
sodio 0,2M; 2, 4, 7 ¢ 8, Tampdo pH 6,1 de acetato de sodio 0,2M + mercaptoetanol 10mM -+
tioghcolato de sodio S0mM + PVP 0,1g/ml. Posigdo do pente: 1 e 2, anddica; 3 ¢ 4, mediana; 5, 6, 7 ¢
8, catodica. Condigdes de coloragdo de acordo com 0 Anexo 2.
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se trabalha com extractos mal conhecidos, as condi¢des Optimas deverdo ser determinadas
experimentalmente, fazendo a aplicagdo das amostras em diferentes posi¢des do gel .

Nos zimogramas de fosfatase acida de cotilédones, os melhores resultados, em termos
do nimero, separagio, e definigio das bandas, observaram-se, em IEF 4-6,5, com a aplicaggo
anddica do pente das amostras (Fig. 5.2 A), e em 1EF 5-8 com a aplicagio catodica (Fig. 5.3
A, colunas 7 € 8 e Fig. 5.3 B, colunas 5, 6, 7 e 8).

A andlise dos perfis isoenzimaticos obtidos por focagem isoeléctrica, permite registar
diferencas significativas relativamente as solugdes de extracgdo estudadas (Fig. 5.3). A
solugio de extracgfio tampfio pH 6,1 de acetato de sddio 0,2M + mercaptoetanol 10 mM -+
tioglicolato de sodio 50 mM + PVP 0,1g/ml permite obter zimogramas com um maiot nimero
de bandas (Fig. 5.3 B, colunas 7 e 8). No caso dos zimogramas obtidos com as restantes
solugdes de extracgiio verifica-se a precipitagdo proteica no local de aplicagiio das amostras,
causada provavelmente por agregagdo proteica (Righetti, ef al., 1990), nio sendo possivel
detectar as bandas caracteristicas dessa zona (veja-se por exemplo na Fig, 5.3 B as colunas 5 e
6).

Das duas solugdes tampio de revelagio ensaiadas, foi a solugdo tampdo de
concentragio e pH mais elevados (tampio pH 5.5 de acetato de sodio 0,2M) a que
proporcionou os melhores resultados; as bandas reveladas com a segunda solugdo estudada

(tampdo pH 5,0 de acetato de sodio 50 mM) apresentavam-se pouco nitidas.

5.1.2.2 Orgios vegetativos

Também no estudo das isoenzimas de orgios vegetalivos, as andlises foram conduzidas
inicialmente utilizando o meio de separagio IEF 3-9 (Fig. 5.4), verificando-se, a semelhanga
dos padries isoenzimaticos de cotilédones, a existéncia de bandas muito proximas, algumas
das quais poderdo representar mais do que uma isoenzima. Contudo, quando se tentou a
separagio dos extractos em gradientes de pll mais estreitos (IEF 4-6,5 ¢ IEF 5-8) resultaram
padrdes de bandas muito ténues (Fig. 5.5 C), provavelmente pela existéncia de baixas
concentragdes proteicas, ndo se conseguindo resolugles idénticas ao verificado com 03
cotilédones. As analises subsequentes foram, portanto, realizadas utilizando apenas o gel IEF
3-9.

Da analise dos perfis isoenzimaticos de fosfatase acida da folha, é possivel constatar,
quando se consideram as diferentes solugdes de extracgfio ufilizadas, a inexisténcia de
diferencas significativas no que se refere ao nimero, separagdo, resolugio e definigo das
bandas (Fig. 5.4 A) Observa-se, contudo, uma maior intensidade de coloragio nos

zimogramas das amostras obtidas com a solugdo de extracgio tampdo pH 6,1 de acetato de

47



RESULTADOS E DISCUSSAO

1 2 3 4 5 b 7 8 1 2 3 4

Fig. 5.4 - Zimogramas de fosfatase acida da folha, caule e raiz de V. unguiculata, obtidos por focagem
isoeléctrica em gel IEF 3-9. Diferentes extractos da cv. "Amarelo" (populagido 03), aplicados na
posi¢ido mediana. A: 1, 2, 3 e 4, folha; 3, 6, 7 ¢ 8, caule; 1 e 5, Sacarose 0,4M; 2 e 6, Tampdo pH 7,1
de Tris-HC1 0,1M; 3 ¢ 7, NaCl 0,1M; 4 ¢ 8, Tampdo pH 6,1 de acetato de sodio 0,2M-+mercaptoetanol
10mM-+tioglicolato de sodio 50mM-+PVP 0,1g/ml. B: 1, 2, 3 ¢ 4, raiz; 1, Sacarose 0.4M; 2, Tampio
pH 7.1 de Tris-HCI 0,1M; 3, NaCl 0,1M; 4, Tampéo pH 6,1 de acetato de sodio 0,2M+mercaptoctanol
10mM-+tioglicolato de sédio S0mM+PVP 0,1g/ml. Condigdes de coloragdo de acordo com o Anexo 2.

1 L
A 2 3 BI 2 3 C1 2 3

Fig. 5.5 - Zimogramas de fosfatase 4cida da folha de V. unguiculata em gel 1EF 3-9 (A ¢ B) ¢ IEF 4-
-6,5 (C). Diferentes extractos da cv. "Amarelo”" (populagio 03). Pente na posi¢do: A, anddica; B,
catodica; C, catddica. 1, Sacarose 0,4M; 2, Tampéo pH 7,1 de Tris-HCI 0,1M; 3, Tampdo pH 6,1 de
acetato de sodio 0,2 M. Condigdes de coloragio de acordo com o Anexo 2.
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s0dio 0,2M + mercaptoetanol 10 mM + tioglicolato de sodio 50 mM - PVP 0,1 g/ml (ig. 5.4
A, coluna 4).

Os compostos protectores utilizados com a referida solugdo de extracg¢do nao impediram
a agregagio das proteinas verificando-se, no local de aplicagio das amostras a formagao de
um precipitado proteico (Fig. 5.4 ¢ 5.5).

No que diz respeito aos restantes tecidos vegetativos estudados, sdo os extractos de
caule e raiz obtidos com Sacarose 0,4 M os que proporcionam zimogramas com melhor
individualizagio e definigo das bandas observadas (Fig. 5.4 A, coluna 5 e Fig. 5.4 B, coluna
1). Independentemente da solugio de extracgdo utilizada, verifica-se, relativamente aos
extractos de folha, uma menor agregagio proteica no local de aplicacio das amostras.

Extractos colocados em diferentes posigdes sobre o gel originam zimogramas de
diferente resolugio, observando-se os melhores resultados para a posigdo mediana (Fig. 5.4 e
Fig. 5.5 A e B).

A semelhanga dos extractos de cotilédones, também nos tecidos vegetativos, foi a
solucio de revelagio de concentragio mais elevada (tampao pH 5,5 de acetato de sodio 0,2M}
aquela que proporcionou os methores resultados.

Atendendo ao maior namero de bandas reveladas nos extractos de folha, (Fig. 5.4), as

analises comparativas finais foram realizadas apenas para este tecido (Quadro 5.1).

5.1.3 Peroxidases

Os zimogramas de peroxidase, obtidos por focagem isoeléctrica, a semelhanga do
observado no sistema enzimatico fosfatase acida, apreseniavam um maior namero de bandas,
relativamente a electroforese por PAGE (Fig. 5.6). A técnica de focagem isoeléctrica parece
ser, assim, mais sensivel as diferentes propriedades dos isoenzimas de peroxidase permitindo a
sua separagio num nimero mais elevado de bandas. De acordo com estes resultados, as
restantes analises foram realizadas por focagem isoeléctrica.

Neste sistema enzimatico, nfo se detectaram bandas em cotilédones folhas e caules (Fig.
5.7, colunas 1 e 2); apenas foram reveladas bandas nos extractos de raizes (Fig. 5.7, colunas 3,
4,5,6,7e8)

A solugdo tampdo pHl 6,1 de acetato de sddio 0,2M + mercaptoetanol 10mM +
tioglicolato de sodio 50 mM + PVP 0,1g/ml (Fig. 5.7 colunas 4, 6 € 8), quando comparada
com as restantes solucBes de extracgiio, permite obter zimogramas com um maior nimero de
bandas, apresentando-se estas melhor definidas. As restantes solugdes de extracgdo nao se

diferenciam entre si, originando zimogramas sensivelmente idénticos.
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Fig 5.6 - Zimogramas de peroxidase da raiz obtidos por electroforese
de zona descontinua em PhastGel HOM 20 (A) ¢ por focagem
isoeléctrica em gel IEF 3-9 (B). Solugdes de extracgdo: sacarose
0,4M (A, coluna 1) e tampdo acctato de sodio 02M +
mercaptoetanol 10mM + tioglicolato de sodio 50mM + PVP 0,1 g/mi
(restantes colunas). Os zimogramas foram obtidos em idénticas
condigdes de revelagio.

Os melhores resultados com a referida solu¢iio de extrac¢do dever-se-do sem duvida a
acgdo diferencial dos compostos protectores utilizados. O mercaptoetanol actua como agente
protector dos grupos sulfidrilo das proteinas (Cleland, 1964) e, a semelhanga da
polivinilpirrolidina soluvel (PVP), é responsavel pela inactivagdo da o-difenol-oxidase,
funcionando aqueles como agentes quelatizantes do cobre (Pierpoint, 1966; Anderson, 1968).
A polivinilpirrolidina permite ainda a eliminagdo de compostos fenolicos simples e complexos
(taninos) (Gustavson, 1963, citado por Loomis e Bataille, 1966). Finalmente, o tioglicolato de
sodio actua na eliminagido de quinonas por redugio das quinonas a o-difendis (Anderson e
Rowan, 1967).

No que se refere a relagdo volume/peso, a relagdo 1/4, originando extractos com maior
concentragdo proteica, permite obter zimogramas com bandas de coloragdo mais intensa.

A semelhanca do que foi observado com a fosfatase acida, no sistema peroxidase
observam-se também diferengas, quer no namero total de bandas, quer na sua defini¢do, de
acordo com o local de aplicagdo do pente (Fig. 5.7). Regista-se um menor niimero de bandas
quando o pente das amostras é colocado na posigdo anodica (Fig 5.7, coluna 4). Nas duas
opgOes restantes {(coluna 6 e 8), e no que se refere ao nimero de bandas, nio existem
diferencgas significativas, a posi¢do catodica parece originar contudo uma melhor definigdo
(coluna 8). Verifica-se assim que, em focagem isoeléctrica, o local de aplicagdo das amostras
tem alguma importdncia na aparéncia final dos zimogramas, pelo que, para além dos factores
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1 2 3 4 5 6 7 8

Fig. 5.7 - Zimogramas de peroxidase da folha, caule e raiz de V. unguiculata em gel IEF 3-9; diferentes
solugdes de extracgdo (volume/peso: 1/4) da cv. "Amarelo" (populagdo 03), e diferentes locais de
aplicagdo das amostras sobre o gel. 1, folha; 2, caule; 3,4, 5, 6, 7¢ 8, raiz. 1, 3. 5 e 7, Sacarose 0,4M;
2, 4,6 ¢ 8, Tampao pH 6,1 de acetato de sodio 0,2M + mercaptoetanol 10mM + tioglicolato de sodio
50mM + PVP 0,1g/ml. Pente na posigdo: 1, 2 ¢ 3, anddica; 4, 5 e 6, mediana; 7 ¢ 8, catddica.

A 1 2 3 4 5 6 B 1 2 3 4 5 6

Fig. 5.8 - Zimogramas de peroxidase da raiz de V. unguiculata em gel 1EF 3-9; estudo das condiges
de revelagdo. A: Tampdo pH 5,0 de acetato de soédio 0,1M (20 ml); DMF 15% (3 ml); 3A9EC 0,2%
(0,04g); 0,5 ml de H,0, 3%. B: Tampdo pH 4,5 de acetato de sédio 50mM (20 ml); DMF 15% (3 ml);
3A9EC 0.2% (0,04g); 0,5 ml de H,0, 3%. 1, cv. "Arroz"; 2 e 3, subsp. sesquipedalis; 4, subsp.
cylindrica (populagio 106); 3, cv. "Amarelo" (populagio 18); 6, cv. "Cream". Restantes condigdes:
extractos obtidos com Tampio pH 6,1 de acetato de sodio 0,2M + mercaptoetanol 10mM + tioglicolato
de sodio 50mM + PVP 0,1g/ml (volume/peso de 1/4) e aplicados na posigdo catodica.
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anteriormente apontados (secgdo 3.8), devera ser um elemento a ter em atengdo quando se
pretende assegurar a reprodutibilidade laboratorial dos resultados.

A escolha da solugdo de extracgio, da relagdo peso/volume e do local de aplicagiio das
amostras, fez-se essencialmente com base nos critérios de obtengdo de padrdes de bandas com
elevada resolugio e na discriminagdo do maior nimero possivel de bandas para cada
Zimograma.

Assim, com base nos resultados obtidos para este sistema enzimatico, em tdénticas
coundigbes de electroforese e coloragiio, optamos por realizar as subsequentes extracgdes em
raizes de plantulas de Vigna unguiculata utilizando uma relagdo volume/peso de 1/4, a
solugio tampio pH 6,1 de acetato de sddio 0,2M + mercaptoetanol 10mM + tioglicolato de
sddio 50mM + PVP 0, lg/ml e a aplicagio catddica das amostras (Quadro 5.1).

Foi estudado o efeito da concentragio da solugdo tampdo na soluglio de detecgiio,
tendo-se para o efeito ensaiado as duas solugdes: tampiio pH 4,5 de acetato de sddio 30 mM
(de acordo com Vallejos, 1983) e tampio pH 5,0 de acetato de sodio 0,1M (de acordo com
May, 1992) (Fig. 5.8). Quando se utilizou o tampio pH 4,5 de acetato de sodio 50mM
verificou-se existir ndo s6 uma melhor definigio, como também, nalguns zimogramas, um
maior numero de bandas (Fig. 5.8 B). No caso do tampio pH 5,0 de acetato de sodio 0,1M
(Fig. 5.8 A) de uma forma geral as bandas sio mais ténues, verificando-se, nalguns casos, a
auséncia de determinadas isoenzimas {(comparem-se, por exemplo, as colunas 2, 3 e 6). Os
resultados ndo surpreendem, j& que na coloragio das peroxidases, concentragdes altas da sol.
tampio e/ou valores de pH acima de 6,0 originam frequentemente o aparecimento de bandas
ténues, mal coradas (Vallejos, 1983, Wendel e Weeden, 1990).

Utilizando o tampdo pH 4,5 de acetato de sodio 50mM (20 ml), foram experimentadas
varias combinagdes das concentragdes de 3A9EC, de DMF ¢ de H,0, 3% (Fig. 5.9). Para
idénticos valores de 3A9EC (0,2%), os piores resultados foram obtidos com concentragdes
relativamente baixas de DMF e de H,0, 3% (respectivamente, 0,6 ml e 0,150 ml, por 20 ml de
solugio tampdo) (Fig 5.9 A). Quando se aumentou a concentragdo de DMF de 3% para 7,5%,
mantendo constantes as concentragdes dos restantes reagentes (Fig. 5.9 B), observou-se uma
ligeira melhoria na resolugio e defini¢io das bandas (Fig. 5.8 A, colunas 1, 2, ¢ 5 e Fig 5.8 B,
colunas 1, 2, 3 e 4). O aumento simultdneo das concentragbes de DMF e de H,0, 3%
permitiv acentuar a resolucdo e a definicio das bandas, registando-se todavia um limite
optimo, acima do qual o aumento das concentragdes dos referidos reagentes nao
proporcionava melhorias significativas (Fig. 5.9 C, colunas |, 2, 3 e 4 e Fig 5.8 B, colunas 1,
2,5e0).

Relativamente a concentragdo do substracto, as duas variagdes experimentadas (0,2% e
0,4%), niio evidenciaram diferencas significativas pelo que as analises posteriores foram

realizadas utilizando a menor concentragio.
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Fig. 5.9 - Zimogramas de peroxidase da raiz de V. unguiculata em gel IEF 3-9; estudo das condigdes
de revelagdo. A: Tampdo pH 4.5 de acetato de sodio 50mM (20 ml); DMF 3% (0,6 ml); 3A9EC 0,2%
(0,04 g); 0,150 ml de H,0, 3%. 1, cv. "Arroz"; 2 e 3, subsp. sesquipedalis; 4, subsp. cylindrica
(populagdo 106); 5, cv. "Amarelo" (populagio 18). B: Tampdo pH 4,5 de acetato de sodio 50mM (20
ml); DMF 7,5% (1,5 ml); 3A9EC 0,2% (0,04 g); 0,150 ml de H,0, 3%. 1, cv. "Arroz"; 2, subsp.
sesquipedalis; 3, cv. "Amarelo" (populagio 18); 4, cv. "Cream". C: Tampao pH 4,5 de acetato de
sodio 50mM (20 ml); DMF 15% (3,0 ml); 3A9EC 0.2% (0,04 g); 0,250 ml de H,0,, 3%. As
populagdes em C sdo idénticas as de B. Restantes condigdes: extractos obtidos com Tampao pH 6,1 de
acctato de sodio 0,2M + mercaptoetanol 10mM + tioglicolato de sédio 50mM + PVP 0,1g/ml
(volume/peso: 1/4) e aplicados na posigdo catodica.
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Neste sistema enzimético, optamos, face aos resultados expostos, por utilizar na
coloragio das peroxidases as seguintes condi¢des: tampdo pH 4,5 de acetato de sodio 50 mM
(20 ml), 3A9EC 0,2% (0,04 g), DMF 15% (3 ml) ¢ 0,25 mi de H,0, 3%.

Com base nos resultados do estudo comparativo das condi¢Bes experimentais foi
elaborado o Quadro 5.1 que sintetiza as condig&es utilizadas nas analises finais de detecgdo de
polimorfismos isoenzimaticos em cotilédones e orgios vegetativos (folha e raiz) de plantulas

de Fiena uncuiculala,
&

Quadro 5.1 - Condigdes cxperimentais seleccionadas no Ambito deste trabalho para a detecgiio de
polimorfismos isoenzimaticos em cotilédones, folhas ¢ raizes (de pidntulas com aproximadamente 15
dias) de Vignea unguiculata, utilizando os sistemas enzimaticos fosfalase acida e peroxidase.”

Fosfatase acida Peroxidase
Condigies ]
Cotilédone Folha Raiz

Extracgiio

Solugio Es E L

Volume/Peso 2/1 1/4 1/4
Eleciroforese

Tipo de gel IEF 4-6.5; 1EF 5-§ [HF 3-9 IEF 3-9

Posicio do pente IEF 4-6,5: anddica mediana catodica

1EF 5-8: catodica

Revelacﬁo

Tampio F, F, P,

* Eg, Tampdo pH 6,1 de acetato de sodio 0,2M + mercaptoetanol 10 mM + tioglicolato de sédio 50 mM
+ PVP 0,1g/ml; 1EF, focagem isoeléctrica; Fy, Tampao pH 5,5 de acetato de sodio 0,2 M; Py Tampio
pH 4,5 de acelato de sodio 50 mM.
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5.2 Deteccao de polimorfismos isoenzimsiticos

Na andalise dos zimogramas foram apenas consideradas as diferengas de natureza
qualitativa, ndo se achando relevante para o nosso estudo as diferengas de natureza
quantitativa, traduzidas por diferencas na intensidade de coloragfio das bandas, que poderdo
resultar tanto de variages ambientais como de variagBes génicas.

Através do calculo das frequéneias relativas efectuou-se uma avaliagio do nivel de
variagio genética encontrado entre as populagbes estudadas, tendo em consideragio a
quantificagiio da presenga das bandas isoenzimaticas reveladas no conjunto dos individuos
analisados, em cada uma das populagdes.

A quantificagdo do grau de variagio intrapopulacional foi realizada pelo calculo dos
indices de polimorfismo (PI), de acordo com a seguinte expressio (Singh ef al., 1973):

N
2. p(1-p)
Pl ==L
N

em que pi representa a [requéncia relativa de cada banda e N o namero total de bandas por
cada sistema enzimatico e populagdo. Hste indice é susceptivel de variar entre 0 ¢ 0,25

Os resultados relativos aos dois sistemmas enzimaticos estudados, que seguidamente
passamos a apresentar, referem-se a amostras de cinco (fosfatases acidas da semente) ¢ oito
individuos (fosfatases acidas da folha e peroxidases da raiz), por populagdo. Em ambos os
casos, os exemplares estudados foram extraidos aleatoriamente.

Relativamente a interpretagdo genética dos zimogramas, €, na pratica, impossivel
adiantar hipoteses explicativas, face ao elevado niumero de bandas reveladas nos dois sistemas
enzimaticos estudados. Com efeito, enzimas com substratos ndo especificos, como as
fosfatases ¢ as esterases, originam zimogramas com um elevado namero de bandas, pelo que ¢
dificil fazer a sua interpretaciio genética (nimero de genes codificantes e os seus estados
alélicos), flicando a sua utilizagho praticamente limitada & comparagio de fendtipos
(Crawford, 1983).

A comparagdo de diferentes faxa com base na presenga/auséncia de determinadas
bandas devera ser realizada com algumas reservas ja que existem alguns factores que podem
influenciar os zimogramas, impedindo uma correcta avaliagao da homologia entre genotipos.
Assim, por exemplo, enzimas codificadas por diferentes alelos podem possuir mobilidades

electroforéticas idénticas, resultando na sobreposiciio de bandas. Também a existéncia de
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artefactos de extrac¢do, como os compostos fendlicos, podem influenciar o nimero de bandas
dos zimogramas {Gottlieb, 1977; Crawford, 1983).

5.2.1 Fosfatase dcida
5.2.1.1 Semente

Nesie orgdo foram identificadas, em todas as populagtes estudadas, em IEF 4-6,5
dezanove bandas diferentes e em IEF 5-8 vinte e duas bandas diferentes. Na Figura 5.10
representam-se os diagramas dos zimogramas correspondentes a cada um dos tipos de gel
estudados, assinalando-se, a tracejado, o conjunto de bandas comuns.

Foram observadas apenas diferengas de natureza quantitativa inter e intrapopulacional,
ndo tendo sido detectadas bandas polimérficas, o que inviabiliza o tipo de analise comparativa

que se pretendia com este estudo (Fig. 5.11).

LA —_—
P AFI_
/ s
¥ 10 eromEmTI..
TBH-6S PH -8
B

Fig. 5.10 - Diagramas de zimogramas dc fosfatase acida da semente de Vigna unguiculaia obtidos por
focagem isocléetrica em gel TEF 4-6,5 (A) ¢ 1EF 5-8 (B). A traccjado estdo assinaladas as bandas
comuns aos dois géis (a distincia entre bandas esta representada a uma escala de 2:1 ¢ a largura das
bandas a wma escala, sensivelmente, de 4:1) .

Da analise simuitanea dos géis, é possivel inferir a existéncia de um nitmero total de

vinte e quatro bandas diferentes, quando se considera um gradiente de pH 4-8. A primeira

56



RESULTADOS E DISCUSSAO

Fig. 5.11 - Zimogramas de fosfatase acida de cotilédones de V. unguiculata obtidos por focagem
isoeléctrica em gel IEF 4-6,5 (A) ¢ IEF 5-8 (B). A ¢ B: 1, subsp. sesquipedalis; 2 € 3, cv. "Gigante
Marialva" (populagdes 88 e 89); 4, cv. "Amarclo" (populagdo 91); 5, cv. "Cream"; 6, subsp. cylindrica
{populagdo 106).
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banda revelada em IEF 5-8, conrresponde a banda F-3. As bandas F-1 e F-2 sfo exclusivas do
gel IEF 4-6,5 e o conjunto de bandas F-20 a F-24 surge apenas no gel IEF 5-8.

Existe alguma correspondéncia nas intensidades de coloragfio das bandas nos dois tipos
de gel, sendo a excepgio mais notoria a banda F-17 que, em TEF 5-8, aparece muito ténue.

A inexisténcia, neste sistema, de divergéncia isoenzimatica na semente ao nivel da
subespécie pode dever-se a sua recente separagio como unidades taxondmicas (Crawford,
1990). Como anteriormente foi referido (secgdo 2.1), as caracteristicas que permitem
diferenciar as trés subespécies cultivadas estio relacionadas com factores de variagdo
induzidos pela pressio de selecgiio, distiguindo-se cada um destes faxa por caracteristicas
essencialmente relacionadas com a dimensio das sementes e das vagens. Com efeito, a
selecciio para determinadas caracteristicas morfologicas pode ser responsavel por rapidas
alteragdes fenotipicas nio acompanhadas por mutagdes nos loci que especificam para as
enzimas soliveis (Crawford, 1990}, pelo que as diferengas de natureza morfologica que
permitem reconhecer diferentes faxa dentro de uma espécie desenvolvem-se frequentemente

sem uma correspondente divergéncia isoenzimatica.

52.1.2 Folha

Foram detectadas vinte ¢ duas bandas diferentes, doze das quais monomorficas, No
Anexo 3 (Quadros A3.1, A3.2 e A3.3) apresentamos as frequéncias relativas das bandas de
fosfatase acida da folha, para cada uma das populagdes estudadas.

"Da leitura dos referidos Quadros, observa-se a existéncia de alguma variabilidade
intravarietal, variando os valores de Pl entre 0,013 (populagdo 113) e 0,044 (populagdes 69 e
92), a qual se deve exclusivamente as bandas monomorficas F-10, I-11, F-12 e F-13. No caso
particular das bandas polimorficas nio se encontrou variabilidade intravarietal, o que valoriza
a sua utilizagfo nos estudos comparativos.

Com efeito, nas espécies predominantemente autogimicas, de reproduciio seminal,
verifica-se naturalmente mais do que um gendtipo na cultivar, mesmo que a selecgdo tenha
sido conduzida com vista 4 obtengdio de um fendtipo morfoldgica e fisiologicamente uniforme
(secgdo 3.7.3). Sendo assim, é de esperar a existéncia de variabilidade isoenzimatica nalguns
sistemas, pela ocorréncia de alguma heterozigosidade residual, embora muitos outros possam
apresentar uniformidade dentro da variedade.

Dado o seu menor interesse as bandas monomorficas nio foram consideradas na
elaboracio do Quadro 5.2, que se relaciona com os perfis isoenzimaticos atendendo apenas

aos aspectos de natureza qualitativa,
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Quadro 5.2 - Presenga (+) / auséneia (-) das bandas polimérficas de fosfatase acida em fothas de
plantulas de Vigna unguiculara.

Bandas
Populagdes Perfil
) F-1 F-14 F-15 F-16 F-17 F-18 F-19 F-20 F-21 F-22
82 + + - + - + - + - - A
113 - + - o+ . + = + - - B
Restantes - - A - + - + - + + C

As dez bandas polimérficas permitem a definicdo de apenas trés diferentes zimogramas
(FFig. 5.12). As bandas F-15, F-17, I'-19, I\-21 e F-22 foram detectadas nos zimogramas de
todas as populagdes excepto no da cv. "Arroz" da subsp. unguicuiata (populagio 113) e no
da subsp. sesquipedulis (populagdo 82). As bandas F-14, F-16, F-18 e F-20 existem apenas
nos zimogramas das populagtes 82 e 113 e a banda F-] é exclusiva da subsp. sesquipedalis
{(populagdo 82), permitindo assim fazer a sua distingfio relativamente a cv. "Arroz" da subsp.
unguiculata (populagdo 113).

F | crmmarmreames
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Fig. 5.12 - Diagramas de zimogramas de fosfatase acida da folha de Figna unguiculata obtidos por
focagem isoeléctrica em gel 1EF 3-9. A, populagio 82 (subsp. sesquipedalis); B, populagdo 13 (cv.
"Arroz" - subsp. unguiculata); C, restantes populagtes (subsp. evlindrica e unguiculata) (a distancia

entre bandas esta representada a uma escala de 271 e a largura das bandas a uma escala, sensivelinente,
de 4:1) .

59



RESULTADOS E DISCUSSAO

Exceptuando a cultivar "Arroz", que apresenta um perfil isoenzimatico distinto, verifica-
se a existéncia de zimogramas idénticos para as diferentes cultivares da subsp. unguiculata. E
portanto de realgar que o estudo comparativo dos zimogramas de fosfatase acida da folha
permite-nos considerar que existe uma maior proximidade isoenzimatica entre as subspp.
unguiculata e cylindrica, relativamente a subsp. sequipedalis.

Na Figura 5.13 ¢ possivel observar os trés diferentes tipos de zimogramas de fosfatase

acida da folha obtidos por focagem isoeléctrica em gel IEF 3-9.

| 2 3 4 5 6 7 8

Fig. 5.13 - Zimogramas de fosfatase acida da folha de V. unguiculata obtidos por focagem isoeléctrica
em gel IEF 3-9. 1, cv. "Amarelo” (populagdo 03); 2, cv. "Comum" (populagdo 15); 3, cv. "Gigante
Marialva" (populagdo 33); 4, cv. "Gigante Marialva" (populagio 68); 5, subsp. sesquipedalis; 6, Cv.
"Cream"; 7, subsp. cylindrica (populacio 106); 8, Cv. "Arroz".

5.2.2 Peroxidase

As analises comparativas finais, realizadas com extractos de raizes de plantulas com
aproximadamente quinze dias, permitiram identificar trinta e duas bandas diferentes de
isoenzimas de peroxidase (Fig. 5.14, coluna A).

Nos Quadros A3.4, A3.5 e A3.6, do Anexo 3, apresentamos os valores das frequéncias

relativas para o sistema enzimatico peroxidase, em raizes de V. wunguiculata. Da sua
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observagfio, ¢ possivel constalar a presenga de um elevado numero de bandas que sdo
constantes em todas as populagBes estudadas (bandas monomdrficas) e que, como tal, nio
apresentam particular interesse numa caracterizagio e identificagio de populagdes por via
isoenzimatica.

As bandas monomérficas nio foram consideradas na elaboragfo dos Quadros 5.3 e 5.4,

que descrevem somente os aspectos de natureza qualitativa,

Quadro 5.3 - Presenga (+) / auséneia (-) das bandas polimdrficas de peroxidase da raiz de plintulas de
Vigna unguiculata (os valores entre paréntesis indicam, para cada populagio, o nimero de individuos
onde se observou a banda)

Populagies Bandas
Designagio N" P-17 P-18 P-22 P-23 P-18 P-32
Amarelo 03 - + (1 + (8 + 3 - + (8
Amarelo 18 - - +03) > + + (8)
Amarclo 27 + + (8) +(® = . + (&)
Amarelo 91 + (@) + (7} -+ {4 = - + (8)
Comum 15 -+ (6) + (7} + (5 - - + (&)
Comum 30 - - + + s + (8
Comum 43 + = + (4 = . + (&)
Gig. Marialva 33 + (5 + 4 + (4 - - + (8)
Gig. Marialva 50 + D - + (4) - + 9 + (8)
Gig. Marialva 61 - - + &) s @ -+ (8)
Gig. Marialva 66 o 4-(8) + (%) = - + (8)
. Gig. Marialva 68 - = + = - -+ (8)
Gig. Marialva 64 - - + (&) - o + (8)
Gig. Marialva 71 - + (@ + (&) % = 4+ (8)
Gig. Marialva 77 - - + (&) = - + (8)
Gig. Marialva 79 - - + (8} " - + (%)
Gig. Marialva 87 ~ + + &) g e + (N
Gig. Marialva 88 = - + (0 = = + (8
Gig. Marialva 89 + (2 4- (1) + (7) + {1} - 4- ()
Cream 102 + + (8} + (6 + - + {7
Arroz 113 - + 7} + (1 o+ (2 w + (8)
cylindrica 106 + +(® + (1 + M) - + (8)
cvlindrica 107 + + (&) - + (M g + (8)
sesquipedalis 82 = 4~ {8) - = ~ -
Frequéncia das bandas (%) 16,7 39.6 63,5 63 2,6 04 8

Da leitura do Quadro 5.3 observa-se que algumas bandas raras (P-23 e P-28) estio

presentes nos perfis isoenzimaticos de um pequeno nimero de populaghes, enguanto que a

ol



RESULTADOS E DISCUSSAO

banda P-32, muito frequente, aparece nos perfis revelados em todas as populagdes excepto na
populagdo 82 (subsp. sesquipedalis).

No caso das cultivares representadas por mais do que uma populagio (grupos:
"Amarelo”, "Comum" e "Gigante de Marialva"), verifica-se a existéncia de uma grande
variagio entre populagdes nio se encontrando uma zimograma unico para cada cultivar,
Assim, por exemplo, no grupo de designagic "Amarelo" a banda P-18 aparece em mais de
50% dos individuos nas populagdes 27 € 91, ndo surgindo no entanto na populagido 18. De
igual forma, no grupo "Gigante de Marialva”, a banda P-17 aparece apenas em trés das doze
populagdes estudadas, populagdes 33, 50 e 89, mas apenas no segundo caso em mais de 50%
dos individuos estudados. Qutros exemplos analogos podem ser infertdos a partir da leitura do
referido  Quadro, confirmando a existéncia de uma elevada variabilidade génica
intrapopulacional nessas cultivares.

Tal poder-se-4 tentar explicar pela ocorréncia de alguma diferenciagio local, cuja
origem podera ser atribuida a ocorréncia de alguma polinizagdo cruzada e mutagdo. Com
efeito, sendo a semente multiplicada pelo proprio agricultor, ndo sdo cumpridos, normalmente,
os requisitos de pureza, qualidade, sanidade e uniformidade, podendo facilmente estabelecer-
se uma "distdncia genotipica” relativamente as populagdes de origem.

Dever-se-a, no entanto, ter em atengiio o nimero de individuos estudados; a afirmagao
anterior 5o podera ser confirmada caso os resultados descritos se confirmem quando se realize
uma amostragem de maior dimensdo. Com efeito, as amostras de reduzida dimensido podem
conduzir a conclusdes incorrectas quando se prelende comparar diferentes populagdes,
relativamente a presenga/auséncia de um determinado alelo, embora normalmente ndo se
considere necessaria a realizagio de amostragens exaustivas, pois os alelos de baixa frequéncia
t&m pouco significado (Crawford, 1990). Marshall e Brown (1975) sugerem que, na maioria
das situagdes, uma amostragem de trinta individuos dipléides permite detectar todos os alelos
de um determinado locus (caso estejam presentes vinte alelos com uma frequéncia de 0,05),
com uma probabilidade de 95%.

A semelhanga do observado nas fosfatases acidas da folha, os resultados obtidos para o
indice de polimorfismo no sistema enziméatico peroxidase (Anexo 3, Quadros A3.4, A35 e
A3.6) indicam a existéncia de alguma variabilidade intrapopulacional em todas as populagdes
estudadas, variando os valores de PI entre 0,009 (populago 61) ¢ 0,037 (populagio 106).

Se atendermos as baudas mais frequentes em cada populagio, podemos considerar a
existéncia de sete perfis diferentes para o sistema enzimatico peroxidase (Quadro 5.4 e Fig.
5.14). Contudo, como ja fot referido, estes deverio ser tomados com algumas reservas face

ao niimero de individuos estudados por populagio.
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Quadro 5.4 - Zimogramas mais comuns nas populagdes estudadas para o sistema enzimatico
peroxidase (considerou-se que uma determinada banda polimorfica ¢ caracteristica de uma populagio
quando aparcce em pelo menos 50% dos individuos estudados).”

Bandas
Populagdes Perfil
P-17 P-18 P-22 P23 P28 P-32

- 03; 30; 6]; 68; 69, 71

717, 79; 87; 88; 89, - - + = - + B
- 18. - . o " - + al
<27 15; 43, 33, + o+ i - - + D
-91:66; 102 = -+ + - - + =)
- 50. A e + - - 4 F
- 82, - + i - u - G
- 106; 107; 113. - 5 . B} . w H

* O perfil isoenzimilico A, que inclui lodas as bandas, ndo ¢ caracteristico de nenhuma das
populagiics estudadas.

P 32 prerafizm siararsaas ] [zexzavarsial ravsrriwr] lrrwrswryias] [wrderbedap: ] ROTITEZN
pH-1
A B C D E F G H

Fig. 5.14 - Diagramas de zimogramas de peroxidase da raiz de Vigna unguiculata obtidos por focagem
isoeléctrica em gel IEF 3-9, A, zimograma geral com todas as bandas; B, C, D, E, F, G e H,
zimogramas mais vulgarcs nas populagdes: B, 03, 30, 61, 68, 69, 71, 77, 79, §7, 288 ¢ 89; C, 18; D,
27. 15, 43 e 33; E, 9J, 66 ¢ 102; F, 50; G, 82; H, 106, 107 ¢ 113 (a distncia entre bandas esta
representada a uma escala de 2:1 e a largura das bandas a uma escala, sensivelmente, de 3:1).
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Atendendo ao pequeno numero de individuos responsaveis pelo aparecimento de bandas
polimorficas, e a inexisténcia de um padrdo unico, quando se considera o grupo de populagdes
relacionadas, poderemos concluir que existe baixa dissemelhanga intervarietal para se poder
distinguir com seguranga os diferentes grupos de cultivares pertencentes a subespécie
unguiculata, com base exclusivamente no sistema enzimatico peroxidase.

Contudo, ja é possivel fazer uma identificagdo segura entre a subsp. sesquipedalis e as
populagdes estudadas das duas restantes subspp. com base na presenga/auséncia da banda P-
-32. A populagido estudada da subsp. sesquipedalis (populagio 82) caracteriza-se pela
auséncia da referida banda no fenétipo isoenzimatico (Quadro 5.3, Figura 5.14, coluna G, e
5.15, coluna 1). A semelhanga do observado com as fosfatases acidas da folha, é possivel
inferir a existéncia de um maior afastamento génico da subsp. sesquipedalis relativamente as
outras duas subspp. estudadas, tendo em conta a variabilidade isoenzimatica observada.

No caso da cultivar Gigante de Marialva foram estudadas populagdes com origem
geografica diversa (Fig. 4.1), sendo possivel individualizar os grupos de proveniéncia: 1) Norte
(populagdes 66, 68 e 69); ii) Centro (populacio 61) e i) Sul (populagdes 87, 88 e 89). Nio se
encontra contudo, qualquer tipo de associagdo entre a frequéncia de determinado tipo de

banda e a distribuigio geografica.

Fig. 5.15 - Zimogramas de peroxidase da raiz de V. unguiculata obtidos por focagem isoeléctrica em
gel IEF 3-9. 1, subsp. sesquipedalis; 2 ¢ 3, cv. "Gigante Marialva" (populagdes 88 ¢ 89); 4, cv.
"Amarelo" (populagdo 91); 5, cv. "Cream"; 6 e 7, subsp. cvlindrica (populagdes 106 e 107); 8, cv.
"Arroz" (a seta na figura assinala a banda P-32).
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O Quadro 5.5 sintetiza a informagdo obtida neste estudo relativamente ao numero lotal
de bandas, numero de bandas monomorficas ¢ nimero de bandas polimarficas.

E possivel constatar que os zimogramas, embora apresentem alguma complexidade,
possuindo um elevado numero de bandas, sio constituidos maioritariamente por bandas
monomérficas. As bandas polimorficas, que definem a importancia de um sistema enzimatico
nos trabalhos de identificacio e caracterizagiio de gendtipos, existem em menor numero.
Acrescente-se ainda que, exceptuando a banda P-32, as restantes bandas polimorficas de

peroxidase da raiz surgem com baixas frequéncias nas populagdes estudadas (Quadro 5.3).

Quadro 5.5 - Namero de bandas monomoérficas e polunorficas nos dois sistemas enzimaticos estudados
em populagdes de Vigna unguiculaia.

Fosfatase acida Peroxidase
Nimero de bandas .
Cotilédone Folha Raiz
Monomorficas 24 12 26
Polimérficas ] 10 6
Total 24 22 32

wn
(78]

Estudo comparative dos padries de expressiio em diferentes orgios

A revelacio de isoenzimas de fosfatase acida possibilitou o estudo comparativo dos
padrdes de expressao em diferentes orgdos.

Observaram-se diferentes padrdes isoenzimaticos para 0s trés orgaos vegetativos
estudados (Fig. 5.4), confirmando a especificidade de algumas isoenzimas quanto ao tipo de
tecido.

O desenvolvimento de um organismo desde o estado de embrido até a fase adulta ¢
acompanhado por uma expressdo diferencial das enzimas, necessarias ao metabolismo
bioquimico, nos diferentes tipos de células, tecidos e orgdos. O mecanismo de expressao
enzimatico é controlado por Joci reguladores, podendo este efeito ocorrer ao nivel da
transcrigio, pos-transcrigio, tradugdo e pos-tradugio (Memillin, 1983). Coube a Markert ¢
Moller (1959), demonstrar pela primeira vez, em tecidos animais, que algumas isoenzinas
apresentam especificidade quanto ao tecido, estado de desenvolvimento e espécie estudada.
Tal viria a ser confirmado, mais tarde, por Scandalios, 1964; Thurman ef al., 19065, Macnicol,

1966; Siegel e Galston, 1967 (citados por Mcmilfin, 1983) em tecidos vegetais nas espécies

65



RESULTADOS E DISCUSSAO

Pisum sativum e Zea mays. De uma forma geral, as diferengas observadas nos zimogramas de

diferentes tecidos podem enquadrar-se numa das seguintes situagdes (Scandalios, 1969):

1) as isoenzimas apresentam idéntica mobilidade electroforética verificando-se
apenas diferencas na intensidade de coloracio;

1) a metodologia utilizada pode nio ter a sensibilidade necessaria para a delecgfo
de determinadas isoenzimas que existem em reduzidas concentragdes em
determinados estados do desenvolvimento, ou as isoenzimas de um determinado
sistema podem estar ausentes nesse tecido;

1ii) para um determinado sistema, podem ocorrer isoenzimas Gnicas em

determinado tecido, encontrando-se ausentes noutro tecido.

Relativamente aos resultados por nos obtidos, a primeira condigio parece verificar-se
nas bandas de fosfatase acida da folha ¢ do caule (Fig. 5.4 A), ja que neste tltimo as bandas
mais proximas do citodo apresentam menor intensidade de coloragfio. As raizes (Fig 5.4 By e
os cotilédones (Fig. 5.1) apresentam zimogramas distintos, verificando-se, assim para estes

orgdos, a terceira condigio.
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6 CONCLUSOES

O estudo realizado visando a caracterizagio isoenzimatica de populagGes da espécie
Vigna unguiculata (1) Walp e o estabelecimento de relagdes de identidade entre as
subespécies wnguiculata, sesquipedalis e cylindrica, cujos resultados e discussdo

apresentamos no capitulo 5, permite-nos fundamentar as seguintes conclusdes:

1) Os zimogramas de fosfatase acida dos diferentes orgdos estudados diferem
entre si, verificando-se portanto uma especificidade das isoenzimas em relagdo

ao orgio de onde provém.,

i) Os zimogramas de fosfatase acida da semente permitem detectar um namero
total de vinte e quatro bandas; contudo face & inexisténcia de polimorfismos
isoenziméticos a sua utilidade nos trabalhos de identificagdo de genotipos e

pouco relevante.

i) Da analise do material vegetal observaram-se vinte e duas bandas nos
zimogramas da fosfatase acida da folha, dez das quais eram polimorficas.
Verificou-se, contudo, a existéncia de apenas trés diferentes tipos de
zimogramas: o da subsp. sesquipedalis, o da cultivar "Arroz" da subsp.
unguiculata ¢ um comum as restantes populagbes das cultivares estudadas da

subsp. unguiculata.

iv) Em raizes de plantulas verificou-se, num total de trinta e duas bandas, a
existéncia de seis bandas polimorficas de peroxidase, cinco das quais em baixa
frequéncia e uma nitidamente caracterizante (P-32). Para posterior utilizagfo
deste sistema na identificagio de gendtipos considera-se necessario a andlise de
um maior nimero de individuos por populagio e de um maior nimero de
populagdes de modo a se obter informagdo suficiente para uma correcta

interpretagio e utilizagdo das bandas polimérficas registadas.
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v) A banda P-32 de peroxidase da raiz nfio existe na populagio estudada da
subsp. sesquipedalis, permitindo, assim, a sua identificagio relativamente as

restantes populag@es das subspp. cylindrica e unguiculata,

vi) No sistema enzimatico peroxidase, verificou-se, na subsp. wnguiculata, a
existéncia de variabilidade entre populagbes da mesma cultivar, nio se
registando um zimograma Gnico para os grupos de designagfio: "Gigante de
Marialva", "Amarelo" e "Comum”. Sabendo-se que a maioria da semente
utilizada nesta cultura é multiplicada pelo proprio agricultor, nfo sendo
cumpridas, normalmente, as normas de manutengdo varietal (requisitos de
pureza, qualidade, sanidade e uniformidade), ¢ de se sugerir que a variabilidade
observada resulte da ocorréncia de polinizagdo cruzada efou de ocasionais

mutagdes.

vi) A detecgio de variabilidade entre as populagdes do mesmo grupo de
designagdo varietal, quando se estudam as peroxidases da raiz, suporta a
importincia da realizagio de maior colheita de material vegetal nesta espécie,

mesmo que apresentem idénticos fenotipos morfologicos.

viii) Relativamente as relagBes de identidade entre as trés subespécies estudadas,
ambos os sistemas enzimaticos estudados demonstram a existéncia de uma
maior proximidade génica entre as populagbes das subspp. cylindrica e

unguiculata, relativamente a subsp. sesquipedalis.

Os resultados deste estudo e as respectivas conclusdes referem-se a dois sistemas
enzimaticos, reflectindo, portanto, apenas uma pequena fracgfo do genoma dos individuos
estudados. Uma melhor caracterizacio das populagbes e uma melhor compreensdo das
relagdes génicas existentes entre as trés subespécies estudadas requer no entanto a analise de

outros sistemas enzimaticos para os quais se detectem polimorfismos.
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ANEXO 1

Compostos quimicos utilizados na deteccfio das isoenzimas

Quadro AL.1 - Lista dos reagentes quimicos utilizados na detecgfio das isoenzimas.

Composto Quimico Firma Referéncia
3A9EC Sigma A-5754
Acido Chiguimico Sigma 5-5375
Acido glutAmico Sigma G-1626
Acetato de a-naflilo Merck 12154
DMF Sigma D-8654
Fosfato acido de a-naftilo de sédio Sigma N-7000
Glicerofosfato Sigma G-2138
MTT Sigma M-2128
NAD Sigma N-8521
NADP Sigma N-0505
PMS Sigima P-9625
Sal de diazénio Fast Blue RR Sigma F-0500
Sal de dtazdnio Fast Garnet GBC Fluka 44710
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ANEXC 2

Condigées utilizadas na revelaciio das isoenzimas

A2.1 - Alcool Desidrogenase (ADH)

TRIS 0,1 M 20,0 mi pH 7,5
NAD 6,0 mg
MTT 4,0 mg
PMS 0,8 mg
Etanol 1,2 ml

Procedimento: Apés a mistura dos reagentes com a solugio tampdo, a incubagio foi realizada
no escuro a temperatura de 30 °C, durante 30 minutos.

A2.2 - Glicerol 3-fosfato desidrogenase (G3P)

TRIS 30 mM 20,0 ml pH 8,0
Glicerofosfato 20,0 mg
NAD 40,0 mg
MTT 4,0 mg
PMS 0,8 mg

Procedimento: Apos a mistura dos reagentes com a solugiio tampio, a incubagiio foi realizada
no escuro a temperatura de 30 °C, durante 30 minutos.

A2.3- Chiquimato desidrogenase (SKD)

TRIS 0,1 M 20,0 ml pH 7.5
Acido chiquimico 20,0 mg
NADP 3,0mg
MTT 4,0 mg
PMS 0,8 mg

Procedimento: Apos a mistura dos reagentes com a solugdo tampdo, a incubagio foi realizada
no escuro a temperatura de 30 °C, durante 30 minutos.

A2.4 - Glutamate desidrogenase (GDH)

TRISO,1 M 20,0 ml pH 7.5
CaCl, 20,0 mg
Acido glutamico 160,0 mg
NAD 6,0 mg
MTT 4,0 mg
PMS 0,8 mg

Procedimento: Apos a mistura dos reagentes com a solugio tampio, a incubacdo foi realizada
no escuro a temperatura de 30 °C, durante 60 minutos.
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A2.5 - Peroxidase (PRX) - Condigdes utilizadas nas analises finais

Acetato de sadio 50 mM 20,0 ml pH 4,5
DMEFE 3.0 ml
3AQEC 40,0 mg
H,0, 3% C0.25ml

Procedimento: Dissolver o 3A9EC no DMF e adicionar depois & solugio tampio. O peroxido
de hidrogénio ¢ adicionado imediatamente antes da incubacdo, a qual se realiza a temperatura
de 30 °C durante aproximadamente 30 minutos.

A2.6 - Esterase (EST)

TRIS 0,08 M 20,0 ml pH 8,0
Acetato de a-naftilo 20,0 mg
Fast Blue RR 30,0 mg
Acetona 1,0 ml

Procedimento: dissolver o substrato na acetona e o sal de diazénio na solucio tampdo.
Misturar em seguida as duas solugdes. A incubagio foi realizada no escuro i temperatura de
30°C, durante 60 minutos.

A2.7 - Fosfatase Acida (ACP) - CondigBes utilizadas nas analises finais

Tampio acetato de sédio 0,2 M 20,0 ml pH 5,5
Fosfato acido de a-naftilo de sddio 01lg
Fast garnett GBC 0,1g

Procedimento: Dissolver o sal de diazénio na solugio tampio e adicionar depois o fosfato
acido de a-nafililo. A incubagio foi realizada no escuro a temperatura de 40 °C, durante 30-
-45 minutos.
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ANEXO 3

Frequéncias relativas das bandas dos sistemas enzimaticos fosfatase dcida e peroxidase

Quadro A3.1 - Frequéncias relativas das bandas do sistema enzimatico fosfatase acida, obtidas por

focagem isoeléctrica, cm folhas de Vigna unguiculata®

Bandas Populagoes
03 15 18 27 30 33 43 50

F-01 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
F -2 1,000 1,000 1,600 1,000 £,000 1,000 1,000 1,000
F-03 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
F-04 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
F-05 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 i,000 1,000
F-06 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
F-07 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
F-08 1,000 1,000 1,000 1,000 1,600 1,000 1,000 1,000
F - 09 1,000 1,600 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 L0000
F-10 0,625 0,750 0,750 0.625 0,750 0,625 0,750 0,750
F-11 0,500 0,750 0,625 0,500 0,500 0,500 0,625 0,625
F-12 (0,625 0,625 0,750 0,500 0,500 0,625 0,625 0,625
F-13 0,750 0,625 0,500 0,750 0,500 0,625 0,750 0,750
F-14 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 (4,000 4,000 0,000
F-15 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 [,000 1,000 1,000
F-16 0,000 0,000 0,000 0,000 0,060 0,000 0,000 0,000
F-17 1,000 1,600 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1.000
F- IR 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 (4,000 {3,000 0,000
F-19 1,000 1000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
F-20 0,000 0,000 0,000 0,000 (0,000 0,000 0,000 (L0060
F-21 1000 1,000 1,000 1.000 1,000 1,000 1,000 1,000
F-22 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Pl 0,041 0,039 0,039 0,042 0.043 0,043 0,038 0,038

. 2 03,"Amarelo";15,"Comum™;18," Amarelo”: 27."Amarelo": 30,"Comum"; 33."Gigante de Marialva"; 43,
"Comum"; 50," Gigante de Marialva"; PL indice de polimorfismo,
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Quadro A3.2 - Frequéncias relativas das bandas do sistema cnzimatico fosfatase acida, obtidas por

focagem isoeléetrica, em folhas de Vigna unguiculata ®

Bandas Populagdes
61 66 68 69 71 77 79 82

F-01 0,000 0,000 0,000 {.000 0,000 0,000 0,000 1,000
F-02 1,000 1,000 1,060 1,000 1,600 1,000 1,000 1,000
F-03 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
F-04 £,000. 1.000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
F-05 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
F-06 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,006 1,000 1,000
F-07 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
F-08 1,000 1,000 1,000 1,000 1.000 1,000 1,000 1,000
F-09 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
F-10 0,750 0,625 0,750 0,625 0,730 0,625 0,750 (0,750
F-11 0,500 0,625 0,625 0,625 0,750 0,500 0,625 0,750
F-12 0,625 0,500 0,750 0,500 0,625 0,625 0,500 1,000
F-13 0,025 0,625 {1,500 (0,500 0,500 0,625 0,750 1,000
F-14 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000
F-15 1,000 1,000 ,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000
IF-16 0,000 0,000 0,000 0.000 (1,000 0,000 0,000 1,000
F-17 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0.000
F-18 0,000 0,000 0.000 £.600 0,000 0,000 (0,000 1,000
F-19 1,000 1,000 1,000 L,000 1,000 1.000 1,000 0,000
F-20 0,000 0.000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000
F-21 1,000 1,000 £,000 1,000 1,000 1,600 1,000 0,000
F-22 1,000 1,000 1,008 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000

Pl 0,041 0,043 0,039 0,044 0,039 0,043 0,039 0,017

 61,"Gigante de Marialva"; 66."Giganle de Marialva"; 68,"Gigante de Marialva"; 69, "Gigante de Marialva";
71,"Gigante de Marialva™; 77, "Gigante de Marialva"; 79, "Gigante de Marialva™ 82, subsp. sesquipedalis;Pl,

indice de polimorfismo.
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Quadro A3.3 - Frequéncias relativas das bandas do sistema enzimatico fosfatase 4cida, obtidas por

focagem isoeléetrica, em folhas de Vigna unguiculata™

Bandas Populacoes

87 88 89 91 102 106 107 113
F-01 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
IF-02 1,004 1,000 1,000 1.000 1,000 1,000 1,000 1,000
F-03 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
F-04 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
IF-05 1000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
I - (o6 1,004} 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,040
F-07 1,000 1,000 £,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
F-08 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
F-09 1,000 1,000 1,000 1,000 1,600 1,000 1,000 1,000
F-10 0,750 0,625 0,625 0,625 0,625 0,625 0,750 0,750
F-11 0,500 0,500 0,625 0,500 0,750 0,500 0,625 0,875
F-12 0,500 0,750 0,750 0,625 0,625 0,750 0,625 1,000
F-13 0,625 0,625 0,500 0.500 0,500 0,625 0,750 1,000
F-14 .000 0,600 0.000 0,000 6,000 0,000 0,000 1,000
F-15 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000
IF- 16 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000
F-17 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000
F-18% 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 {1,000 1,000
F-19 1,600 1,000 1,004 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000
F-20 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000
F-21 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000
F-22 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000
Pi 0,042 0,041 0,041 0,044 0,041 0,041 0,038 0,013

? 87, "Gigante de Marialva™, $8,"Gigante de Marialva"; 89, "Gigante de Marialva™; 91,"Amarclo”; 102,

"Cream"; 106, subsp. eylindrica; 107, subsp. eylindrica; 113, "Arroz"; PI, indice de polimorfismo.
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Quadro A3.4 - Frequéncias relativas das bandas do sistema enzimatico peroxidase, obtidas por
focagem isoeléctrica. em raizes de Figna unguiculata®

Bandas Populagoes
03 15 18 27 30 33 43 50

P -0l 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-02 L.O60 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-03 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-04 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-05 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,400
P-06 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-07 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-08 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-09 1,000 1,000 1,000 1,060 1,000 1,000 1,000 1,000
P-10 1,000 1,000 5,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-11 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-12 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-13 1,000 1,000 1.000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-14 1,004 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-15 0,375 0,500 0,500 0,375 0,375 0,875 0,750 (2,500
P-16 1,000 1,000 0,000 1,000 1,000 1,600 1,006 1,600
P-17 0,000 (1,750 0,000 (3,500 0.000 0,500 0,500 0,875
P-18 h125 0,875 0,000 0,750 0,000 0,500 0,000 0,000
P-1i9 1000 1,000 1000 1,000 L0000 1,000 0,000 1,000
P-20 1,060 1,006 1,000 1,600 1,000 1,000 1,000 1,004
P-2I 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
pP-22 1,600 0,625 0,375 0.500 0,625 0,500 0,500 0,500
P-23 0,375 0,000 0,000 6,000 0,375 0,000 0,000 0,000
P-24 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-25 0,750 0,750 0,730 (0,875 1,000 1,660 1,000 1,000
P-26 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-27 1,000 100D 1,600 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-238 0,000 (1.000 0,125 0,000 0.000 0,000 0,000 0,500
P-29 1,000 1,000 1,000 1,000 1,600 1,000 1,000 1,000
P-30 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-31 1,000 1,000 [,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-32 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Pl 0,024 0,030 0,024 0,032 0,021 0,027 0,021 0,027

* 03,"Amarelo";15,"Comum";18,"Amarclo™ 27,"Amarelo”; 30,"Comum"; 33,"Gigante de Marialva";, 43,
"Comam"; 50,” Gigante de Marialva"; PI, indice de polimorfismo.
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Quadro A3.5 - Frequéncias relativas das bandas do sistema enzimatico peroxidase, obtidas por
focagem isocléctrica, em raizes de Vigna unguiculata

Bandas Populagées
61 66 68 69 71 77 79 82

P-0l 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-02 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-03 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,004}
P-04 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,600
P-05 1,000 1,000 £,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,600
P-06 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-07 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,600
P-08 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-09% 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,060 1,000 1,000
P-10 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-1l 1,000 1,000 1,000 1,000 1.000 1,000 1,000 £.000
P-12 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-13 1,000 1,000 1,600 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-14 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-15 0,250 0,375 0,250 0,230 0,375 0,375 0,250 0,250
P-16 1,000 1,000 1,000 1,000 1000 1,000 1,006 1,000
P-17 0,000 0,000 (,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
P-18 0,000 1,000 0,000 0,000 0,250 0,000 0,000 1,000
P-19 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-20 1,000 0,750 1.000 1,600 0,875 1,000 1,000 0,875
P-21 1,000 1,000 1,000 1,000 0,875 1,000 1,000 0,250
P22 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000
P-23 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
P-24 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-25 0,875 0,375 0,375 0,375 0,500 0,375 0,375 0,250
P-26 1,000 1,000 1,000 1.600 1,000 1,000 1,000 1,000
P-27 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 Loeo . 1,000 1,000
P-28 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
P-29 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-30 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,600 1,000
P-3] 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 £,000
P-32 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000

PI 0,009 0,014 0,013 0,013 0,028 0,015 0,021 0,021

*61,"Gigante de Marialva": 066,"Gigante de Marialva"; 68,"Gigante de Marialva"; 69, "Gigante de Marialva";
71,"Gigante de Marialva"; 77, "Gigante de Marialva™; 79, "Gigante de Marialva": 82, subsp. sesquipedalis;Pl,
indice de polimorfismo.,
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Quadro A3.6 - Frequéncias relativas das bandas do sistema enzimatico peroxidasc, obtidas por
focagem isoeléctrica, ¢ raizes de Vigna unguiculaia”

Bandas Populacoes
87 83 89 91 102 106 107 113
P-0l1 1,000 1,000 1,000 1,000 1.000 1,000 1,000 1,000
P-02 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-03 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-04 1,000 1,060 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-05 1.000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-06 1,000 1,000 1,000 1,000 1000 1,000 1,000 1,000
P-07 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-08 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-09 1,000 1,000 1,000 1,000 §,000 1,000 1,000 1,000
P-10 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,060 1,000 1,000
P-11 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-12 1,000 1,000 1,004} 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-13 1,000 1.000 0,500 1.000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-14 1,000 1,000 0,501 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-15 0,375 0,000 0,500 (1,250 0.125 0,625 0,250 0,125
P-16 1,000 1,000 0,104 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-17 0,000 0,000 0,250 0,250 0,125 0,125 0,125 0,000
P-18 0,125 0,000 0,125 0,875 1,000 1,000 1,000 0,875
P-19 0,750 1,000 1,004} 1,000 1,000 1,000 1,000 1,600
P-20 1,000 0,875 1,000 1,000 1,000 0,750 1,000 0,125
P-21 1,000 0,625 1,004} 0,875 1,600 0,500 0,625 0,125
P-22 0,625 0,500 1,000 0,500 0,750 0,125 0,000 0,125
P-23 0,000 0,000 0,125 0,000 0,125 0,125 0,125 0,250
P-24 1,000 1,000 £,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-25 0,750 0,375 1,000 (),875 0,625 (1,750 1,000 0,750
P-26 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P37 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
p-28 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
P-29 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P-30 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
pP-31 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1.000
P-32 0,875 1,000 1,000 1,000 0,875 1,000 1,000 1,000
PI 0,027 0,029 0,036 0,029 0,027 0,037 0,020 0,029

* 7. "Gigante de Marialva"; 88 "Gigante de Marialva"; 89, "Gigante de Maria!va"; 91,"Amarelo"; 102,
"Cream"; 106, subsp. evlindrica; 107, subsp. aylindrica; 113, "Arroz"; P1, indice de polimorfismo.



