Caracterizacao isoenzimatica de material vegetal

Carlos Manuel Gaspar dos Reis (*)
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1. Introducéo

As metodologias normalmente utilizadas para distinguir
& caraclerizar o material vegetal baseiam-se, fundamentalmente,
nas diferencas fenotipicas observadas nas variedades

_e nas cultivares estudadas. Apesar deste tipo de avaliagio
fenotipica ser muito importante. ¢ dificil fazer a interpretagao
dos dados ao nivel genético j4 que a maioria das
caracteristicas estudadas sdo dc natureza poligénica,
além da sua expressdo ser marcadamente mediada por
interaccGes com o ambicnte.

Pode-se tentar realizar a distingdo de gendtipos
pela comparagdo dos scus cromatogramas guando sc
separam moléculas como flavondides e antocianinas.
Contudo, na cromatografia, & semelhanga do que
acontece nos descritores morfolGgicos, € diffcil estabelecer
uma rela¢ao directa entre fendtipo e gendtipo pois a
maioria desses compostos resulta de complexos processos
metabdlicos.

D¢ entre 0s métodos bioquimicos, a electroforese
de isoenzimas constitui um instrumento analitico de
grande eficécia e precisio, constituindo estas 6ptimos
“marcadores moleculares” em estudos de identificagdo
€ caracterizagio de genétipos. As diferengas existentes
entre os genes que codificam para os polipéptidos
traduzem-se, na electroforese, por variagties na mobilidade
das enzimas, permitindo o estudo destas o estabelecimento
de uma directa relagfio entre fendtipo e genétipo.
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2. Caracteristicas
das isoenzimas'

As isoenzimas sdo diferentes formas moleculares
de uma cnzima, presentes no mesmo individuo, que
compartilham um substrato comum ¢ catalisam a
mesma reacgdo, mas que diferem na mobilidade electrofo-
rética (Markert e Moller, 1959),

As isoenzimas especificadas por alelos do mesmo
locus foram designadas por aloenzimas (Prakash et
al., 1969, citados por Wendel e Weeden, 1990),
reservando-s¢ o termo isoenzima para designar as
formas que se devem 2 expressio de genes estruturais
de diferentes loci. Contudo, ¢ termo isoenzimas é
utilizado normalmente em sentido lato, englobande
tanto as aloenzimas como as isoenzimas no sentido
restrito do termo.

A ocorréncia das isoenzimas poderi ser explicada,
em termos genéticos, como o produto de mutagdes
a nivel do DNA que se irfio reflectir na composigao
€ na sequéncia dos aminodcidos das cadeias polipeptidicas.

As mutagOes podem acarretar diferengas significativas
nas cargas iénicas das cadeias polipeptidicas e, ainda,
nas suas dimensoes e formas. Quando as cadeias polipeptidicas
séo submetidas a uma diferenga de potencial num gel
semiporoso de amido ou poliacrilamida, verificar-se-
-do distintas velocidades de migragdo, nio s6 pelo
efeito eléctrico como também pela crivagem molecular




imposia pela csirutura do gel. Estes efeitos irfo praduzir,
idealmenie, a scparagio das ispenzimas presentes na amostra
em zonas discretas de actividade enzimalica (bandas) ao
longo do gel, cuja natureza malricial iT4 manter a posigio
da molécula protcica apds o final da electroforese. A
subsequente imersdo do gel numa solugfAo que contém um
substrato especifico para a enzima que se prelende estudar
e um cerante que precipita av nivel do praduto da reacgfo,
permitira revelar in sitw as diferentes bandas da mesma
cnzima., O padsin de handas observadas no gel para cada
amostra ¢ designada dc zimograma.

Assiim, uma vez que a sequéncia de aminoacidos
dc uma proteina € primariamentc delerminada pela
sequéneia de nucledtides de um gene estrutwral, a
andlise da estrutura de uma prokcina por clectroforese
&, numna primeira aproximacgfio, uma anilise do respectivo
gene codificante (Gottlieb, 1977),

Basicamente, sio trds os mecanismos de produgio
das isoenzimas (Weedcn, 1983; Castro, 1989):

i} mutagdo num dado
diferentes alelos;
ii) duplicagio génica num cromossoma homslogo
aou num ndo-homdlego. Este fendmeno poderd
resubtar de diferenles processes, como 0 entfeCrnzamento
desigoal entre’cromossomas homdlogos, a ocorréncia
de translocaglcs reciprocas entre cromossomas
nio homdlogos vu, mais simplesmente, por
puliploidizagio. Subsequente divergéncia do gene
original pela ocorréncia de mutagdes no(s) gene(s)
duplicado(s) poderdo conduzir a novas [ormas
da mesma cneima. codificadas por diferentes loci;
ocorréncia de modificagdes das proteinas apés a
Iradugdo, nomeadamente por clivagem da cadcia
polipeptidica, ligagdo a vulras moléculas, como
cecnzimas. grupos fosfato, ctc., ¢ agrepaciio de
cadeias polipeptidicas em unidades multiméricas.

Iocus com a formacio de

i)

Poder-se-4 lentar explicar 4 ocorréncia de miiltiplas
formas oleculares de uma enzima num organismo
pelo Tacio de. a mesma reacgio quimica ocorrer em
diferentes compartimerntos subsclulares, com diferenles
condigGes de pH ¢ de concentragao de metabolitos,
sctlo necessdrio, por isso, diferentes isocnzimas para
uma catdlise eficicnie (Gottlieb. [982).

Alguns sislemas enzimdticos, comnas esterases, aminopeptidases
¢ peroxidases, apresentam [requenlemente, no mesmo
compariimento subcelular, trés ou mais isocnzimas, pelo
que wmna outra hipdtese avangada para explicar a abundancia
dc isocnzimas observivel € a variagfio na especificidade
do substrato. Contudo, nem sempre se consegue demonstrar
a existéncia dc uma divergéncia funcional entrs diferentes
isocnzimas. pelo gue ndo se sabe muito bem se estas
desempenham realticntc um papel importante na fisiologia
cetular, ou se nio serde mais do que proteinas redundantes
{(Weeden ¢ Wendel, 1990),

Quando comparadas comn os restantes “marcadores
moleculares™, as isoenzimas aprescntam algumas propriedades
que as tornam extromamente interessantes, das quais
salieniamos:

i) as aloenzimas sdo tipicamente codificadas por
alelos de expresséio codominante e sdo herdadas
de acordo com as proporgOes mendelianas, o gue
permilc a disting@io ficil entre gendtipos homozigiticos
¢ helerozigdticos';

ii) asisoenzimas nfo apresentam interacgGes de natureza

epistatica e pleiotrépica € nio 8o influenciadas,

salvo raras excepgdes, por faclores ambientais;
€ possivel estudar um clevado ndimere de Inci
utilizando pequenas quantidades de material biolégico.

iii}

Como qualquer méiodo analitico a electroforese de
isocnzimas apresenla algumas limitagées. Com efeito.
para além de permitirem cobrir apenas uma pequena
fracgfo do genoma dos individuos estudados, as isoenzimas
podem ndo manifestar toda a variabilidade genética
exislente nos genes estruturais que as codificam. Em
primeiro lugar, a electroforese de isocnzimas ngo permite
detectar 1odas as diferengas exislentes ao nivel genético,
devido 4 redundéncia do c6digo penético e ao facto de
nem todas as substituigGes de aminodcidos alterarem
a maobilidade clectroforética. Segundo, os genes eucariotas
possuem sequéncias de DNA que nfo sfo traduzidas.
Por iltimo, este métoda ndo permile identificar qual
a otigem genética dc enzimas com diferentes mobilidades
electroforéticas que poderfo ser consequentes de substituigdes,
adigGes ou delecgfies de aminodcidos (Crick, 1979;
Simpson e Withers, 1986; May, 1992),

3. Interpretag¢éo genética
dos zimogramas

O nimero de bandas de um zimograma depende do
nimero dc genes codificantes, dos seus estados alélicos
(homozigético on heterozigbticn), da estrutura guaterndria
da enzima ¢ da sua compartimentagio subcelular. Um
outre factor a ter em conta & o graw de ploidia, que
podera reflectir-se ndo sd no acréscimo do nimero de
bandas, como lambém na variagdo da sua espessura o
intensidade de colaragio (Castro, 1989).

A metodologia wilizada no estudo da hereditariedade
das isoenzimas é, em tudo semelhantc A seguida para
oscaracteres mendelianos monogénicos, embora, relativaments
a diversos marcadores morfol6gicos, as isoenzimas
apresentem a vaniagemn de estarem sob o controle de
alclos codominantes.

As protefnas identificadas por electroforese padem
ser formadas por uma ou mais cadeias polipeptidicas,
designando-sa por monomeéricas se constituidas apenas
por uma cadeia polipeptidica, diméricas se formadas
por doas subunidades, cada uma consistindo numa
cadeia polipeptidica simples, tetraméricas s¢ formadas
por guatro subunidades, etc,

No case mais simples, uma enzima monomérica
codificada por um !ocus (isto €, monogénica) com dnis
alelos poderd originar o aparecimento de individuos
com irés [endtipus distintos {Fig. 1): bandas simples
nos deis tipos de homozigéticos e duas bandas no
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heterozigdtico, ambas resultantes da presencga de dois
diferentes produtos proteicos codificados pelos dois alelos.
Nas enzimas multiméricas os produtos génicos dos
loci combinam-se ao acaso para produzir a forma enzimética
activa. Assim, para uma enzima dimérica, codificada
por um locus com dois alelos, o fenétipo isoenzimatico
do heterozig6lico apresentard trés bandas (Fig. 1).
As bandas formadas por subunidades polipeptidicas
diferentes. sdo designadas bandas heteroméricas. No
caso das enzimas monoméricas nao se forma naturalmenie
uma banda heteromérica. Nas enzimas diméricas,

codificadas por um Jocus, o heterozigético ira produzir

uma banda heteromérica (AB) e nas {etraméricas o
heterozigdtico ird produzir trés bandas heteroméricas:
AAAB, AABB ¢ ABBB (Fig. 1).

Da associagéio casual das subunidades em formas
multiméricas resultam diferentes tipos de moléculas
que formam distintas bandas com diferente intensidade
de coloragdo efou largura. Do desenvolvimento da
expressdo binomial (A+B)", onde A e B representam
os polipéptidos especificados pelos alelos a e b, e n
o ntimero de polipéptidos da enzima activa, ¢ possivel
calcular o nimero de bandas expectavel. as proporgdes
isoenzimdéticas relativas e a constituigdo em subunidades
de cada banda. Assim, no caso de uma enzima tetramérica
codificada por um locus, com os alelos ae b em
iguais proporgdes, teremos:

(A+B)* = A* + 4A°B + 6A’B? + 4AB* + B*
que traduz um perfil de cinco bandas nas proporgdes
relativas de 1:4:6:4:1 (Fig. 1).
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Figura 1 - Diagramas de zimogramas de enzimas
monoméricas, diméricas e tetraméricas controladas
por um locus dialélice. O alelo a especifica a subunidede
pelipepiidica A e o alelo b especifica a subunidade
polipeptidica B (S), constituigdo em subunidodes de
cada isoenzima; (D}, quantidade relativa em cada
banda (adaptodo de Wendel e Weeden, 1990).

Nos casos em quse as enzimas sdo codificadas por
mais de um gene {isto &, policistr6nicas) ¢ estando
localizadas no mesmo compartimento subcelular, se
os polipéptidos especificados pelos alelos se associam
de forma casual em produtos multiméricos, serd possivel
0 aparecimento de heteromultimeros de natureza intergénica

AGroferams r e ano s, s9se

e intragénica. O nimero de bandas (n} expectdvel
num sistema multigénico depende ¢o nimero de subunidades
diferentes (8) e do nimero de subunidades que constituem
a enzima (Q), podendo ser determinado através da
férmula (Shannon, 1968):

_(8+Q-1)!
QHES~1)!

Assim, por exemplo, no caso de uma enzima dimérica
codificada por dois loci heterozigéticos, da associagdo
casual das subunidades, resultar4 um fenétipo composto
por dez bandas.

Para além da complexidade originada pela existéncia
de vdrios genes codificantes, frequentemente, torna-
-se dificil a interpretag@o dos zimogramas pela ocomr@ncia
de determinado tipo de fenémenos de origem genética
¢ ndo genética (Weeden ¢ Wendel, 1990):

i) auséncia.de codominiincia;

ii) as bandas heterodimeras podem migrar para posigGes
que ndo sio intermédias das bandas homod{meras, ou
INesmo, em casos excepcionais, podem migrar para
uma zona exterior aos limites definidos por estas;

iii) ocorréncia de “alelos nulos™, que sio variantes
sem actividade enzimdtica?;

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

v) introdugio de artefactos duranic a preparagio
das amostras ou durante a electroforese;

vi) ocorréncia de bandas duplas ou conjuntos dc bandas
(*bandas sombra” ou “bandas fantasma") cujo
comportamento genético depende, no entanto de
um tdnico alelo.

4. Areas de estudo

Apesar das limitagGes anteriormente referidas a
electroforese de isoenzimas tem sido um instrumento
analitico utilizado e muito 1til em vérias 4reas de
estudo, nomeadamente:

4.1. Identificagdio varietal
E possivel detectar dois tipos de variagio quando
se comparam os zimogramas de diferentes individuos:

i) Yariagdo intervarietal:

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

Considera-se que existe variagio qualitativa quando
uma determinada banda isoenzimatica, caraclerizada
pela sua taxa de migragdo, estd presenie no zimograma
de uma cultivar ou variedade mas ausente no zimograma




Figura 2 - Zimogramas de fosiotase dcida do folha
de diferentes cultivares de Vigna unguiculaic obtidos
por focagem isoeléctrica. Observam-se trés zimogromas
difersntes: as populagdes 1, 2, 3, 4, 6 e 7 possuam
zimogremos idénticos, pertencende os outros dois
tipos ds populagies 5 e B (Reis, 1994).

de uma oulra variedade ou cultivar. As bandas desle
tipo sio designadas polimérficas, ¢ o seu nimero
determina o valor d¢ um sistcma isocnzimdtico na
dentilicagdo varietal (Fig.2).

Verifica-se variaglio quantitativa quando uma determinada
banda presente nos zimogramas de duas cultivares
on varicdades dilerentes (banda monomdrfica) difere
pela intensidade de coloragio (Fig. 3). A variagio
quantitativa, ao contrrio da variagio qualitativa,
ndo proporciona diferengas evidentes, pelo que a sua
utilizagio na identificagio varietal tem menor interesse.
Além disso, a expressdo das diferencas quantitativas
& normalmente afectada por variagdes ambicntais ¢
ontogénicas, 0 que dificulta a sua interpretagao.

Figura 3 - Zimogramus de fosfatase dcido de cotilédenes
de diferentes cultivares de Vigna vnguicuiota obtidos
por facagem isoeléctrica. Observa-se apenas variagdo
quantitotiva (Reis, 1994).

li) Yarlagda intravarietal;

Considera-se que existe variagdo intravarigial quando
s¢ obscrvam distintos zimogramas entrc individuos
da mesma caltivar ou da mesma variedade.

Nas cultivares das espécies propagadas por via vegetativa,
o fendtipo isocnzimético deveré ser extramamente uniforme
¢ cslavel, pelo que. ndo serd de esperar variagiio intravaricial,
pois tanto 03 gendtipos homozigdticos como os heterozigdticos
sdo estabilizados ou “congclados™ por esse processo
de multiplica¢do. Os individuos dessas cultivares possuem
0 mesmo genotipo. pelo que a swa andlisc ndo requer
wma amostragem muilo exaustiva,

Nas espécies autogiimicas, reproduzidas por via
seminal. as cultivares, na sua maioria, san formadas
por mais de um gendtipo, mesmo gque a selecglo
tenha side conduzida com o objectivo de ohter um
fondtipo maorfologica e fisiologicamente uniforme,
pelo que ¢ expectdvel alguma variabilidade intravarietal
para alguns sistemas enzimdticos, embora para outros
possa cxislir grande uniformidade.

Nas espécies aloglmicas, estando as popuilagdes
em polinizagho livre, a heterozigosidade e a variabilidade
intravarietal séio clevadas. Neste caso, ndo interessa
seleccionar pela uniformidade isoenzimdtica em um
ou mais iocl, devido aos efeitos adverses que esta
selecglio poderd ter no desempenho agrondmico. Uma
ailernativa possivel. para distinguir variedades ¢ cultivares.
¢ a comparagio das frequéneias alélicas isoenziméaticas
(Hayward e Mcdam, 1977; Nielson, 1980; Ostergaard-
c Niclsen, 1981; Bailey. 1983), o que pressopde ndo
56 o conhecimento do controlo génico das isoenzimas
como também o estude de um grande nimero (>100)
de individuos (Simpson e Withers, 1986). Contudo,
a comparagio de variedades com base nas frequéncias
alélicas njio satisfaz totalmente as exigéncias imposias
pelos organismos legais de certificagio.

Nalgumas espécies alogiimicas é possfvel e economicamente
vidve!l a produgfio de hibridos, com a exploragiio do
vigor hibrido ou keterosis, resultando estes do cruzamento
controlado enire linhas puras. Os padrdes isoenzimiticos
das Tinhas puras ou dos hibridos resultantes do seu
cruzamento deverao ser bastante uniformes permitindo
portanto aferir a pureza de lates comerciais de scmente,
scndo possivel delectar a contamina¢io por pdlen
estranho na geragao referente A produgio da semcnic
hibrida ouw, nas geragdces anteccdentes, referentes A
produgdo das linhas puras.

4.2. Estudos de sistemética e evolugioe

Para além da identificagdio varictal a eleciroforese
de ispenzimas permite investigar e clarificar outros
prohizmas no ambito da sistemética.

A confribuigdo mais imporlante da eleciroforese
de isoenzimas nos estudos de sistemdtica vegetal
relaciona-se com a possibilidade de permitir yuantificar
as semelhangas e diferengas genéticas existentes entrc
populagdes e rexa. Esie tipo de estudo poder-se-4
realizar pela comparagiio directa dos zimogramas
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ou. de forma mais correcta, através do cédlculo de
parfimetros cstatisticos (percentagem de loci polimérficos,
nimero médio de alelos por [ocus, nimero médio de
loci polimérficos por individuo, etc.), apés a compreensao
do controlo genético das isoenzimas. .

Contudo, deve salientar-se que a divergéncia isoenzimdtica
ndo estd normailmente associada com a especiagio,
podendo ocorrer divergéncia nos locf isoenzimaticos
nic acompanhada’ por processos de especiagdo ¢,
reciprocamente, pode verificar-se especia¢io sem uma
concomitante divergéncia nos loci isoenziméticos (Gottlieb,
1984). Também as diferencas de natureza morfolégica
que permitem reconhecer diferentes taxa dentro de
uma ¢spécie ocorrem frequentemente sem uma correspondente
divergéncia isoenzimética, fenémeno bastante notério
quando se comparam as espécies domesticadas com
0s respectivos progenitores selvagens, pelo que se
considera que a sclecgio, para caracteristicas relacionadas
com a domesticagdo, embora possa ser responsivel
por rapidas alteragOes fenotipicas, estas ndo so normalmente
acompanhadas por mutagdes nos loci que especificam
para as enzimas (Crawford, 1990),

Embora este aspecto constitua factor limitante no
que se refere A utilizagdo da electroforese de isoenzimas
em 1axonomia, existem diversos trabathos que exemplificam
a sua importincia na resolugio de alguns problemas
taxonémicos dificeis. Assim, por exemplo, Jefferies e
Gottlieb (1982) estudaram duas espécies dipléides de
Salicornia que sob o ponto de vista morfoldgice sio
quase indistinguiveis, mas que ocupam habitats ligeiramente
diferentes (embora por vezes se encontrem juntas na
natureza), Os referidos autores nflo detectaram variagiio
alozimética entre os individuos de cada ¢spécie nem
indicios de hibridagdo. contudo, verificaram a existdncia
de diferengas isoenziméticas entre as duas espécies,
suficientes para a sua consideragio como {axa distintos.

Em organismos dipléides os dados obtidos com a
electroforese de isoenzimas podem ser utilizados no
estudo da importincia da hibridagdo na formagfo de
novas espécies. Uma vez que os alelos de um Jocus
produzem diferentes aloenzimas, sendo a sua expressio
codominante, é possivel verificar se uma planta hibrida
¢Xpressa ou nio as alocnzimas caracteristicas dos progenitorcs.
No entanto, a utilizago desta metodologia pressuple que:

i) as espécies tidas como progenitoras ainda existam;

ii) os alelos das espécies progenitoras para as isoenzimas
em estudo sejam diferentes exibindo, preferencialmente,
diferencas de natureza qualitativa;

iii) néc tenha ocorrido a divergéncia genética nem
das espécies progenitwras nem do presumivel hibrido,

A hipétese de origem hibrida de uma espécie serd
rejeitada caso o presumivel hibrido ndo apresente ambos
os alelos especificos das espécies que sdo tidas como
progenitoras ou, no caso em que apresente alelos que nio
se encontram nas espécies parentais (Crawford, 1990).

As isoenzimas constituem, também, uma ferramenta
muito importante nos estudos sobre a origem dos
polipldides, permitindo realizar 0 enquadramento genético
de uma determinada espécic como alopolipléide ou
autopolipldide.

4,3. Marcadores genéticos
e estudo de caracteristicas
de interesse agrondémico

As isoenzimas sio marcadores ideais para a construgio
de mapas genéticos dos cromossomas das espécies
vegetais e algumas estfio positivamente correlacionadas
com determinados gendtipos com valor agronémico
devido 2 existéncia de ligagdo génica. Para algumas
espécies, nomeadamente o milho (Goodman et al.,
1980; Goodman e Stuber, 1983; Wendel e/ al., 1986),
o tomateiro (Tanskley e Rick, 1980; Tanskley, 1983)
e o trigo (Hart, 1983), estio documentados mapas
extensivos de marcadores isoenziméticos.

Os marcadores isocnziméticos podem ser utilizados
para detectar os genes desejados nas populagles em
segregacdo, com base no facto de o locus isoenzimatico
marcador identificar ou “marcar” um segmento cromossomico
& permitir, 0 seu acompanhamento através das vérias
manipulacdes genéticas desenvolvidas no dmbito de
programas de melhoramento. Segmentos cromossémicos
homolégos, que possuem alelos alternativos no jocus
marcador podem ser identificados em diferentes individuos
(ou linhas) e comparados pelos seus efeitos na expressio
das caracteristicas a scleccionar.

Assine, Leia e Divulgue

A sua Revista de Divulgagao Agraria

O Desenvolvimento Rural sé é possivel se Formagéo, Investigagéo,
Técnicos e Agricultores estiverem em permanente contacto
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Assim, por ¢xemplo, no tomateiro a utilizagdo
como marcador de uma aloenzima de fosfatase acida
(Aps-1) que estd lipada a um genc para a resisiéneia
aos nemdtodes (Rick e Fobes. 1974; Rick e Tanskley,
1883; citados por Simpson e Withers, 1986), permitin
avangos significativos nos trabalhos de melhoramento
neste Ambito, Também Weeden ¢ Marx (1984) demonsiraram
yuc na cspécie Pisum sarivim o gene que especifica
uma forma da enzima fesfoglucomutase (P gm-p) pode
ser utilizado como marcador para O gene recessivo
ma, o qual confere resisténcia ao virus do mosaico
amarelo do feijdo.

Referéncias bibliograficas

Railey. D. C. (1983) Isozymic variation and plant breeders’
rights. In: Tanksley, 8. D.; Orton, T. J. (Eds} Tsnzymes in
Plant Genetics and Breeding {pp 425-440). Elscvicr, Amsterdam.

Castro, L. F. T. (1989) Isoenzimas do Pinxs pinasier Ait. noma
Perspecliva de Aplicagio ao Melhoramento Genético da Espécie.
Tese de Doutoramento. Universidade de Tris-os-Maontes e
Alto Doupro, Vila Real.

Crawford, D. J. (1990) Enzyme electrophoresis and plant systematics.
In: Soltis, D. E.; Soltis, P. 5. (Eds) Isozymes in Plant Biology
(pp 146-164). Chapman and Hall. London.

Crick. F. (1979) Split genes and RNA splicing. Science, 204:264-
271.

Goodman, M. M.; Stuber, C. W.; Newton, K.;.Weissinger, H.
. (1980} Linkage relationships of 19 isozyme laci in maize.
Genetics, 96:697-710.

Goodman. M. M.; Staber, C. W. (1083) Maize. In: Tunskley, .
D Orton, T. 1. (Eds) Isozymes in Plant Genetics and Breeding
(pp 1-33). Elsevier, Amsterdam.

Gottlieb, L. 1. {1977) Electopharetic evidence and plani systematics.
Ann. Missouri Bot. Gdn., 54:161-180.

Goltlieb. L. D (1982) Conservation and doplication of isozymes
in planis. Scieace. 216:373-380.

Galtlieb, L. T). (1984} Elecirophoretic analysis of the phylogeny
ol the selfing populations of Clarkia xamtiana. PI Syst.
Evol., 147:91-102.

Harl. G, E. (1983} Hexaploid wheal (Trizicum aestivam L. em
Thell.). In: Tanskley, 8. D_; Orton, T. J. (Eds} Isozymes in
Flant Genetics and Breeding (pp 35-56). Elsevier, Amsterdam.

Hayward, J. L.; McAdam, N. J. (1977) Isocnzyme polymorfism
as a mesure of distinctiviness and stability in coltivars of
Lotium perenne. £, Pfiziicht., 79:59-68.

Tetferies, K. L.; Gotilieb, L. B. (1982) Genetic differentiation
of the microspecies Salicornia europea L. (sensu stricto)
and 5. ramosiseinia J. Woods, New Phwol., 92:123-128.

Markert, C. L; Moller, F. (1959) Muitiple forms of enzymes:
lissue, autogene and species speeific patterns. Proe, Near.
Acad. Sci., 45:753-763.

May, B. (1992). Starch gel electraphoresis of allozymes. In:
Hoelzel, A. R. (Ed.) Molecular Genetic Analysis of Popalations,
a Practical Approach (pp 1-27}. Oxford Universily Press,
New York.

Nielson, G. (1980) Identification of all genclypes in tetraploid
Tyeprass (Loliam spp.) segregating for four allelcs in a PGI-
cnzyme locus, Heredizar, 92:49-52,

Ostergaard, H.; Micisen, G. (1981) Cultivar identification by
means of isozymes. I. Genotypic survey of the PGI.2 tocus
in tetraploid reygrass, Z. Pflzfichr., 87:121-132,

Reis, €. M. G. (1994) Caracterizag¢io Isoenzimitica de Populagdes
de Vigna ungnicalata (1..) Walp, Dissertaglo de Mestrado.
I[nslituto Superior de Apronamia, Universidade Técnica de
Lisboa. Lisboa. ’

Shannon, L. M. (1968) Plant iscenzymes. Ann. Rev. Pl. Physiol.,
19:187-210.

Simgpson, M. J. A.; Withcrs, L. A. (1986) Characterization of
plant genetic resources using isozyme eleetraphoresis: a
guide to the literature. IBPGR, Rome.

Tanskley, 8. D.; Rick, C. M. (1980) Isozyme linkage map of
tamato: applications in genelics and breeding. Theor. Appl.
Genef., 57:161-170.

Tanskley, 5. D. (1983}, Molecular markers in plant breeding.
Plant Mal. Biol. Rep., 1:3-8

Tanskley, 3. D.; Orton, T. J. (1983) lsozymes in Plant Genetics
and Breeding. Elsevier, Amsierdam.

Weeden, N. F. (1983) Evolution of plant isozymes. In: Tanksley,
3. D,; Orton, T. J. (Eds) [sozymes in Plant Genelivs and
Rreeding {pp 177-208). Bisevier, Amsterdam.

Weeden, N. F.; Macx, G. A. (1984) Chromosemal location of
twelve isozyme leci in Pisum sativam. J. Hered., 75:363-
370.

Wendel, I. F.; Stober, C. W.; Edwards, M. D.; Goodman, M.
M. (1986) Duplicated chromossomal segments in maize
(Zeu mays L.}: [urther evidence from hexokinase isozymes,
Theor. Appl. Genet., 72:178-185.

‘Wendel, I. F.; Weeden, N. F. (1050). Visualization and inlerpretation
of plant isozymes. In: Saltis, D. E.; Soltis, P. 8. (Eds)

Isozymes in Plant Biology (pp 5-45). Chapman and Hall,
London.

' No caso dos marcadores morfolfigicos, em que existe uma
mteracgdo do tipo dominante/recessivo, a distingdio dos difcrentes
gendtipos 56 & possivel pela realizagdo d¢ ¢ruzamentos-
-teste & observagdo das descend@ncias.

? 0 termo “alelos nulos” refere-se aos alelos para os quais nio
se verifica a produgfo de vm produlo proteico activo. Tal
pode dever-se a vdrias causas, nomeadamente: auséncia da
vépia génica,anséncia de transcrigio, anséncia de tradugic
ou inactividade do produta proteice (May, 1992).
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