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ABSTRACT

Polyacrilamide gel electrophoresis was employed to elucidate the differences in
isoenzyme banding patterns among three varieties of Olea europaea L. (Galega, Bical and
Cordovil), from the Central Northeast part of Portugal. Three leaf and pollen enzyme
systems — EST, ACP and PRX— were studied. Activity for PRX and EST was found in
leaves. However PRX zymograms did not show polymorphic bands. Activity for the three
enzyme systems was detected in pollen; but due to the low enzyme expression for PRX
and ACP comparative studies were carried out only for EST. The leaf EST zymograms
showed two polymorphic bands and the pollen EST zymograms showed four polymorphic
bands. No intra population variation was observed in the trees studied. The results obtai-
ned for both leaf and pollen esterase made it possible to identify the three olive varieties.

RESUMO

No sentido de identificar trés variedades de oliveira (Galega, Bical e Cordovil), da
regido de Castelo Branco, foram realizadas andlises de electroforese de isoenzimas em gel
de poliacrilamida. Foram estudados trés sistemas enzimaticos — EST, ACP e PRX. Nas
folhas foi detectada actividade para os sistemas PRX e EST, contudo o sistema PRX ndo
apresenta bandas polimérficas. No pélen, detectou-se actividade para os trés sistemas,
contudo, devido a baixa expressdo de PRX e ACP, foram realizados estudos comparativos

(Abbreviations: EST — esterase; PRX — peroxidase; ACP — acid phosphatase.
* Lab. Biologia Vegetal, Escola Superior Agraria, 6000 Castelo Branco, Portugal.

Revista de Ciéncias Agrarias.



52 REVISTA DE CIENCIAS AGRARIAS

apenas para o sistema EST. Os zimogramas de EST da folha apresentam 2 bandas poli-
mérficas permitindo a definicdo de 2 padrdes isoenziméticos. Os zimogramas do pélen
apresentam 4 bandas polimérficas sendo possivel definir 3 padrdes de bandas. Nas 4rvo-
res estudadas ndo foi detectada variabilidade intravarietal. Os resultados obtidos com o sis-
tema enzimdtico EST permitem a identificagio das trés variedades estudadas.

INTRODUCAO

O estudo dos polimorfismos isoenziméticos é uma forma de andlise da variabi-
lidade genética em populagdes vegetais, sendo uma das utilizagdes primadrias a identifica-
¢do varietal. As isoenzimas podem ser utilizadas como marcadores moleculares, sendo
possivel, dada a natureza codominante da sua expressdo, determinar o seu controlo
genético.

Em oliveira sdo vdrios os trabalhos realizados com isoenzimas do pdlen e da folha
(Pontikis et al., 1980; Trujillo et al., 1990; Ouazzani et al., 1993; Hilali e El Antari, 1994).
Ao contrdrio da folha, onde ocorre facilmente a precipitacio e desnaturagio das proteinas
(Patumi et al., 1994), o pélen apresenta a vantagem de apresentar baixo nivel de compos-
tos metabdlicos secunddrios responséveis pela degradacdo das proteinas. Contudo, quando
se pretende estudar o determinismo genético das isoenzimas a utiliza¢do de pélen pode tra-
zer complicagOes adicionais na interpretacdo dos zimogramas. Além disso, a disponibili-
dade de pdlen ocorre num espago de tempo muito curto. A utilizagdo da folha, desde que
se resolvam os problemas associados a extracgdo, apresenta vantagens ja que se encontra
disponivel durante todo o ano. Ainda relativamente ao pélen, a interpretagdo genética dos
zimogramas torna-se mais simplificada, desde que se disponha de progénies provenientes
de cruzamentos controlados.

Os objectivos deste estudo sao: i) o desenvolvimento de uma metodologia adequada
a extrac¢do e separacgio electroforética das isoenzimas do pélen e da folha; ii) a identifi-
cagdo de variedades; iii) a andlise de diferentes popula¢des no sentido de verificar se existe
variabilidade intra-varietal .

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se folhas completamente expandidas, mas com idade inferior a um ano.
Foi utilizada a solugdo de extrac¢do, adaptada de Wendel e Weeden (1990), com ligeiras
modificagdes, constituida por: 100 mM Tris-HCI (pH 7.5), 7% Sacarose, 5% PVP, 14 mM
Mercaptoetanol (0.1% v/v), 250 mM Acido ascérbico (Na sal), 20 mM Metabisulfito de
s6dio e 200 mM Tetraborato de Sédio. A relagdo volume de solugdo de extracgdo para
peso de amostra foi de 2:1. Apds a maceragdo dos tecidos folheares com a solugfo de
extrac¢do, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm, durante 20 min., € a uma tem-
peratura de sensivelmente 6°C.
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As enzimas do pélen foram extraidas com a solu¢do 100 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1%
mercaptoetanol (v/v), 5% PVP, 10% glicerol ¢ 100mM EDTA, de acordo com Hilali e El
Antari (1994), com ligeiras alteracdes. A relacdo volume de solucdo de extrac¢do para
peso de amostra foi de 4:1. Apés um periodo de extracg¢do de 60 min, a temperatura de sen-
sivelmente 6°C, realizou-se a centrifugacdo das amostras em condi¢des idénticas as des-
critas para o orgdo folha.

As electroforeses de zona descontinua foram realizadas num aparelho Phastsystem da
firma Pharmacia, tendo-se utilizado os géis de poliacrilamida (43 x 50 x 0.45 mm): homo-
géneo 12,5 e gradiente 8-25 (Tabela 1). O tampao de gel original foi substituido, por lava-
gem durante 30 min (3 X 20 ml), tendo-se utilizado diferentes sistemas tampdo para as
enzimas esterase (EST), peroxidase (PRX) e fosfatase dcida (ACP) (Tabela 2). A frente de
migracdo foi identificada com azul de bromofenol.

A detecgdo das enzimas foi realizada de acordo com Wendel e Weeden (1990).

Tabela 1 — Condicoes de separacao

Passo Voltagem Corrente (mA) Poténcia (W) Temp (°C) Duracdo (VhA)
1 40 3.6 0.1 15 10
2 200 12.5 2.6 15 55 (@)
80 ()

(%) A duragdo das separagdes variou entre 30 a 45 minutos, de acordo com as solugdes tampao de gel e de eléc-
trodos utilizadas.

Tabela 2 — Composi¢ao das solucdes tampao

Gel Eléctrodos Enzima Referéncia
0.015 M Tris 0.300 M 4cido boérico PRX (folha) Ouazzani et al (1993)
0.004 M 4cido citrico  0.060 M NaOH
pH 7.8 pH 8.2
0.052 M Tris 0.030 M hidréxido de litio EST e ACP Quazzani et al (1993)
0.007 M é4cido borico  0.192 M éacido bérico (folha)
pH 8.4 pH 8.2
0.375 M Tris-HCl 0.025 M Tris-HCI EST, ACP Laemmli (1970)
pH 8.8 0.192 M glicina e PRX (pdlen)
pH 8,3

PRX — peroxidase; EST — esterase; ACP — fosfatase acida.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados, dada a natureza preliminar deste estudo, referem-se ape-
nas a um olival situado na Quinta da Sr.2 de Mércules, em Castelo Branco.

Nas folhas foi detectada actividade enzimatica para os sistemas PRX e EST, contudo
o sistema PRX ndo apresenta bandas polimoérficas. Nio foi possivel revelar bandas de fos-
fatase dcida. A andlise dos zimogramas de esterase da folha (Figura 1) permite identificar
5 zonas de actividade (bandas) denominadas Ef1, Ef2, Ef3, Ef4 e Ef5, de acordo com a sua
mobilidade relativa. Destas, 2 sdo polimérficas permitindo a defini¢ao de dois zimogramas
(Figura 2). As bandas Ef1 e Ef2 nio aparecem nos zimogramas da variedade Bical, exis-
tindo em Galega e Cordovil.

Figura 1 — Zimogramas de esterase da folha de oliveira. 1 e 3 — Bical; 2 e 4 — Cordovil;
5,6,7 e 8 — Galega.
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Figura 2 — Diagramas de zimogramas da esterase em folha (Ae B) e polen (C, D e E) de oliveira. A — varie-
dades Galega e Cordovil: B — variedade Bical; C — variedade Cordovil; D — variedade Galega;
E — variedade Bical

No pélen, detectou-se actividade para os trés sistemas enzimdticos, contudo, devido
a baixa expressio de PRX e ACP, foram realizados estudos comparativos apenas para o
sistema EST. Os zimogramas de EST do pélen (Figura 3) apresentam 6 zonas de activi-
dade (bandas) as quais foram designadas Ep1, Ep2, Ep3, Ep4, Ep5 e Ep6, de acordo com
a sua mobilidade relativa. Das bandas detectadas quatro sio polimérficas, permitindo a
defini¢do de trés diferentes zimogramas (Figura 2). O polén permite a diferenciagio das
trés variedades. A variedade Bical apresenta apenas as bandas Ep3 e Ep4; as bandas
Epl e Ep2 existem em Galega e Cordovil, mas as bandas EpS e Ep6 sdo exclusivas de
Cordovil.

Os resultados obtidos com o sistema enzimdtico esterase permitem a identificaciio das
trés variedades estudadas. Foram estudadas vdrias drvores para cada variedade; aparente-
mente ndo existe variabilidade intra-varietal,

O estudo serd alargado a outros olivais da parte Sul do Distrito de Castelo Branco,
prevendo-se a andlise de vdrios sistemas enzimadticos. Serdo realizadas separagoes electro-
foréticas para outras variedades nacionais e exéticas.
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Figura 3 — Zimogramas de esterase do polen de oliveira. 1 e 2 — Galega; 3 e 8 — Bical; 4, 5, 6 ¢ 7 — Cordovil
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