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0 paimiteiro (Eulerpe spp.) & uma pelméces de grande
importéncia econfimica prars o Brasil, Foucos, no =nitanto, sdoc 03
¢studos badsicos de boténics, aenética e melhoramento no gdnero,
devide ao redozido ndmerp de pesquisadores enuoluidos &, a0
ciclp longo e grande aliure das plantas adultas,

0 estudo de 1sosnzimas através de eletroforese ¢ uma das
Tionicas que  poderise  contribuwir, a curto prazo = com custo
relativaments baixo, para um melhor conhecimento cientifico do

-z3énero, Resumidamente, © presente trabalho teve os seguintes

obistivos:t

Al Iesenvoluer um  conjunte de metodeologias o técnicas  de
elatroforess horizontal em gel Jde amido, aplicavel 3

andlise de isoenzimas em palmiteiro (Euterpe spp. s,

B> Qussruar—se a oXxpregsdo de diversos sistemas isosnzimdticos

Mart, « E.,pleracez Mart., em hibridos interespecificos

E.gdulis X E.pleracea = &m populagles de Euterpe spp. d#

————— - {1 it it ) mts

taxonomie indeterminada,

) Nefinir marcadores Jgendticos e utilizé-ioe Emr
g ddentificesse  inequliuoca de hibridos interespecificos
E.sdulis b4 E.oleraces; Ly correlaglo entre padries

1soenzimdticos e potencial de perfilhamentc de plantas

hibridase =) caracterizagd3o da origer de palmitos '"in

[y



e e ————— —

Mo  Brasil, diversas s8%0 as palmeiras que  proporcionam
palmitos comestiveis, porédm, apenas as do género Eulerpe s¥o
exploradas  comsercialmente em virtude da qualidade do palmito =
facilidade de extragdo entre outras caracteristicas desejiveis,
Somente oduas weepécies deste género s3o empregacdas  em  larda
wecalal Buterpe oleracea Mart., e Euterpe edulis Mart..

A primeira, conhecida como agal, 4 originaria do norte do
pals, Apresenta abundante perfilhamentos determinando uma
producdo quase que continua de palmito. Este, pordm, & ode menor
tamanho 2 e qualidade érganoléptica inferior ao palmito d=
E.edulis. WVulgarments denominado palmiteiro jugara, E.edulis &
nrativo da regifo centro sul do Brasil, sendo palweira oe tronco
Unico, na qual a remogdo Jdo palmito resulta pa morte da elanta.
Fornece, parédm, um produto de bom rendimento e é6tima qualidade.,

Viarios subprodutos s3o tambem obtidos dessas palmeiras, Do
fruto. obtem-se winho, da semente, torta para raglio = dos
residuos da extragdo do palmito, quando decompostos serven Como
fertilizantes, 0 estipe & usado como esteio pars construshes
rdsticas ¢ como matéria prima para a produgdo de papel » chapas
de anlomerados. Finalmente, ag folhas seruvem como cobertura oe
casas & Jalples ou ainda como racdo animal,

Froduto tipicamente brasileiro, 0 palmito ven s clo
consumido no pais desde o periodo anterior ® colonizag3o. Por
seu delicado sabor & textura, tornou-se amplamente conhecido no
exterior, <onquistandeo o mercado ode outros palses, @&  FAO/UHHD

(1978) COmO orq9&o controlador de qualidade e produtos

o
o



comercializados definiu o palmito processadeo, como sendo  a
porgado  comestivel de palmeiras sds, a 9ema apical & as regites
acima e abaixo, corresponcdendo 3s folhas macias em  crescimento

(wstrutura Fipterogenea ) aos tecidos meacios dJdo eatipe

3 <

(wastrutura homogtneal, O wstipe pode ser enwoluido por uma oo
dquas folhas tenras, caracteristica wvariduel, conforme  as
wapdoies Euterpe edulis Mart., Euterpe oleracea Mart., ou ainda
algum ouiro ofnero  o/00 espéaieg apropriacos  pard  COonsumno
Mumano, Anatomicaments, © palmito & » gema apical responsdusl
pelo dessnuvolvinento da palﬁeira.

Atualmentse, o Brasil ¢ o principal produtor & exportador
munciael de palmito em conssrva, A industrializa¢¥o do palwmito
iniciou~se nas regifes sudeste & sul do pals hd mails ode 45 anos,
quando o produto passou a ocupar lugar de destagque no  mercado
bratileiro = de outros paises, Entre os principais consumidores
de palmito enlatado destacam—se & Franga, Estados Unidos,
Argentina, Bélgica, It4lia & México (CALEX, 198Y),

A situag¥o atual parece extremamsnte favordvel quanto &
cemanca & & simplicidade da tecnologia de  processamento oo
palmito, Em contrapartida, a exploragdo sxtrativa constants, ndo
Lalanceada com plantios comerciais sxtensivos e sistemdticos,
tem determinado um sensivel decprdscino nas reservas natuprais nos
dltimos anos, onerando sobremansira os custos de  extragio =
transports, Outrora abundante, o palmiteiro jugara somente &
encontrado em matas distantes odas zonas powoadas, A& continuar o
processo ode  extrativisme s andamento, tende a desaparecer  a

curto prazo, Como consequéndcia, iniciou-se no norte do pais a



expP loracdo das reservas locais de agal,. Atuvalimente, o mercado do
Estado de Sdo Paulo # os do sul do pais, onde & demanda &
superior & oferta local, est8o sendp supridos pelo produte
origindrio do norte, princiralmente do Estade de Fard responsivel
por 90 %X das exportagles,

& exploracdo do agaizeiro, entretanto, tawbem vem sendo
fe=ita de maneira predatédria, Embora osse espécie apresente
abundante perfilhamento, o0 corte indiscriminado dos estipes
visanpdo © aumento ds produsdo de palmito por unidade de  drea
causa © depauperamenioc e morte eventual das touceiras, Em
decorréncia, as reservas naturais de agal tambem estd3c ficando
distantes das unidades e processamento, acarretando
consideravel aumsnto do prego,

For todos os motivos acima mencionados, torna—se imperativo
o estabelecimento de condiglies adequadas de cultivo destas
palmeiras nativas, Farse tanto, existe a necessidade de pesquisas
hésicas de melhoramento gendético que possam tornar o palmiteiro
uma cultura agricols racional ¢ rentduel., Ewmbora o jugara e o©
agail seiawm plantas de ciclo bastante longe | uste a oito anos),
=S58 Pesquisas wem sendo realizadas ne Segd3o de Plantacs
Tropicais de Instituto Agronomico de Campinas cesds 1978,

Hibridos entre as palmeiras jugara e agal tém—se mostirado
altamentie promissores (ROVI &t al,,1927)Y., - 8% rasticos,
precoces e, aléwm de perfilhar, fornecsm produto de boa gualidade
(FERREIRA et, al,,1982a e 19B2b),. As popUlacﬁeé hibridas s30, no
entanto, ainda desuniformes, Observam—se evidentes variagles no
grau de perfilhamento & outros atribuwtoe morfolégicos. Tais

variagfes <80 esperadas, uma ez que os progenitores  sdo,



aparsntemente, provenientes de populagles aldgamas que ainda ndo
sofreram seleqgdo artificial,

0 Insgtituto Agrondmico Jde Campinas mantdm ha 15 anos  um
Panco  de germoplasma contendo varias das "espéoies" e Euterpe
que  ocorrem no Brasil, assim como wvariag8Bes destas o algumass
populag8es de hibridos interespecificos,

Flantas perenes e ciclo longo, como & 0 caso cas palmeiras
do género Euterpe, 880, em geral, gensticamentes pouco estudadas
deuido  ws dificuldades na obteng¥o de marcadores morfolésicos.
Mo caso  especifico do palmiteiro, o fato de ser uma planta
nativa ndo cultivada E e grande  altura, seriam  tamben,
provavelmente, algumas das razles que poderiam explicar a
ingxisténeia de estudeos de gendtica do palmiteiro,

0 conhecimento da variabilidade g9endtica existents, sua
dis?ribuigza entre germnoplasmas diversos, & @ identificacdo =
caracterizagdo de gendtipos & seu monitoramento s3o de  sxtrems
importdncia em programas de melhoramsnto genéticuy/C1aSSicam@n£@
Ter-ge uso nesses estudos de marcedores morfologicos, pordm, Com
0 desenvoluvimento da tédcnica de eletroforese pars isoenzimas, a
utilizag¥o de  marcadores biogquimicos tornasse, e muitas
situagBes, o método preferido nas inuestigacles dessa natureza,

Foram objetivos deste estudo a adequagdo da metodologia  da
#letroforese e o estudo dos pader@es de diversos sistemas
isoenzimdbicos G ik wEpdnies, hibridos intervspecificos,

gerem futuramente aplicados ao melbhoramento genédtico » estudos

o



Extremamente dieis como fonle natural de alimento, &leo o
malteria prima para odiversos fins, as palmeiras tom sido  Lawmlew

amp Laments otilizadas como plantas ornamentais. A pasar s sua

creny g ol e

importéncia, s omer L pouduissimas P s
clgnerst i cadlas, Muito provavs lnente, gage Fato  clpve s &
abwanddncia  ddas palmeliras em nossas matas « » Ffalta ode .wﬁiudmm
clhiridgidos  para o estabelecimento racional das  culturas,  Cowm
pouncas  exoesalies Como u.cﬁcor a tamarsira < 0o dendéd, aitd o
presants, a @ exploragde das  palweilras vem sendo basicamente
gxlrativa e feita de uma formae indiscriminada,

f tentativa de domesticacfo ode qua lguse espdcie snuolos o
ultilizagfio do mdximo potencial natural <isponlwvsl, HMa  grance

de palmdceas, A clomesticacdo  oonstituid

el oria vl

aincda  um Srands  desalfio, cewido 0 ausénoia e Dancos o ol

AT mOE Lanmas raepresentativos & claramente  cefinldos, Ty

chi d i Yolackers prdaticas parecemn  dmpeddis & obtengdo clarst g

graticle alturas cdas plantas, longo odiolo ode opesoipento

Dl W R
aooami la cdstribuisdo geogrddice (BALLEY, 194680,
Atualments a classificasdo taxonbmica e muitasn espdcisg oo

palmeiras proveierda YT revista, O Limites gendricos wef g

duuidosos e, nfo raro sJo encontrados hibeidos interespecificos
eoesmo dntergendricos, Assim, mesne os materiais a seroen usados

g prescuitan Basicas Jde kotanica o genédtica, tidos como tipioos,

T ainda pouco egstudados, seruindn apenas com@  pefarfngia



fTrvdcial,
i as mais antigas classificages revisadas pon

DEMTERGHEM (1878) até

a dpoca atual, diversas modificagfies tém

ente  proeuvieio

siddo  sugeridas, ALVES B DEMATTE (1%8Y), numa re

solye  as  palmeiras, chamam a atasngedo para a  @9rands  oconfosdo
existente  quanto b nomenclatura, HEo raro o mesmo material @
cewcrito  popr diferentes autorss com  nomes Jdistintos, Slauns
e Les o, aincds reclassificados pelo meswmo  avtor, Caugando

arendes Giticuldades aos Jdemais pesauisadores do assunto,

Fw nosso pale, as sspéacies de palmdosas foram, inioiabmsnts

claseificadas  por  VON MARTIUS (1B24) « por  BARBOZA  RODRIGURS

CIR%1Y, 0 material anslisado por esses dois botdnicos,  segundo
consta, foi limitado a umas poucas plantas, a waioria das guais
n#o foram manticdas wiwvas, a nEo ser  alauns materisis
representados atualments no Jardim Boténico Jdo Rio oz Janedro. 6
correta ddentificac¥o tarxondmics desltles materiais &, no ertanto,
ate hoje, confusa, HARBOSA RODRIGUES (L903) chegou a aventar a
possilbi Lidade  oe  ter hawvido trova de meterial &  etiquetas  no
Jerbdr io che VOR MARTIUS,. Por sua wez, WESHELS BOLRK (1945 tom
recentemente  questionado & obra e BARROSAH RODRIGUES, (N
s barios  oe palmeires na Luropa, contendo  as oo legles  de
HALLHGE C18%S3) e e RURKETT (1930 foram  perdidos  s=mo um
naufrdaio, a%%dm comg o6 herbdrios ordiginais  de BARBOSA
RODETCUES, cestruicdos durante  a  Segunda Gigespea Furclial
CGELASESMAMN, LT3,

For wessas rezfes, taxOnomos & descritores de plantas  wem
negligenciando a familia das palmécsas. Em recents levantamento

e herbarios das palmeiras amazénicas BALICK, ANMDDESON o STLVS



1982 ressaltan o  pouca representatividade  oda  wmaioria dos
tatons tidos como existentes nessa regido, Além disso, LLERAD
C1283  en lewvanltamento do h@rhﬁrin do Instituteo Hacional e
Fesgquisas oda  Amazonia em Manaus, sstimou gue 754 do material
constante nos herbdrios ndo estd oem mesmo ddentificado,

2.2 ~ EUTERFE EDULLS E EUIEREE

Seagunoco  a olassificag¥o dae palmwioceas atualnents  aq

-

CTARMTAOTAM, 19807 CROMQULIST, 1981), a ftemilia Arecaceas

Falwas )y, dnica centero da ordem Arecales (= Principes), alba ange

coreg de 26 gbneros e 3900 especies, He um grancds ndmero

gimeros pode ser extraido o palmito. Destacam-se Aracar

foroconiar  Astoocacium, Attalea, Ragiecis, Syasnus.,

rotea, HWelfia e Euterpe (BOVI B CARDOLGG, 1976,

o principal foernecedor e palwitbo

8

tntretanto, o 94nero Euterpe
clee baoa gqualidachs,
Drigindrio da mmérics L.atina, EEE gENEr O oompreands Cera

e B0 wapdcies.  Frowveuvelmentse meis de 10 delas  oooreem no

Bprasil, chas  quads peconhecsese Com SeRUranga apenas  bidal

E.edulis, L.oleracea & L.opne

1Loria.

Soauncto GLASSEMAN (1972,  das 8O  easpdcies  originaelnenbe
descritas no genero hutepps, somente 49 30 walidas.  Alaguvsss
3

Foram enquaciradas  em outros  géneros, como & o caso by

£

e

wreeng ¢ B.longepetiolata, origindrias da Costa Rica, que

passaram a pertencer ao género Frestosa., A maioria dag rectantes

Foram reclassificadas dentro do mesmo  94nero,  Assin, L

&



g Ruterpas pascaram a ser consideradat comn

pertencontes a Buterpe oleragea Mart, w EXUERLE

ER SR L

Euterpe edulis Mart,. Messa revisdo, GLABSHAN ressalta o falo da

i

Larxonomia oo adpero ser incomnp leta & falha, pecessitancoe ol
watucios mais deta lhados,

0 Ipstituto  Agrontmico  dde Campinas  wvem, clascle 19T,
mantondn um banvo e germop lasma de gepédises w/ou ecotipos oom

sew perdi lhamento o Buterpe,  con o intuito s eratucar

preseruar a waridabilicde genetica presentse no género,  Atua Lbwente
coenta com 946 introdug8es e palmiteiros sem per L e to
ariundos  oe diferentes regities dos eslados de Amaionas, Balvia,
Goids,  Minas Gerais, Rio de Janeiro, Hdo Faula, Farana, SDanl.
Catarina o Rie Grande do Sul, Com relaglo bhs espédoies de Euterpe
com perfi lhamento,  a colegdo contdm 29 eopdoies e/ou ecolipos,
Forwmada  wm sua maior parte com waterial enviado dos eostaclos e
Fard, amazonas &  Mato Grosso, HA ainda  alaumas it b
provenientes oe agaizeiros em oultivo na Fabtiia, Espirito Sania e
Fiea  oe  Janeiro (BOVI et,al,,1987), Esses materials  wem  sencdo
avaliacdos ew relagdo h cepoca e 50 canaciwriﬁticam miprfoldgicas @
wﬂtraﬁ colacionadas 3 biologia floral & ao sistema r@pr@duiium,

siticlo e auxiliar a sua iddentificagdo taxon®Gmica ¢ RBIOVT

aial,, 1987, Esses estudos mostram qus Fd materiails que cliloer daimn
e cliversas caracteristices morfoldpicas bdsicas  ooas e bementon
{loeais como  bamantio, coloragio = disposigio das £ Lo e

mascu Liras o femininas,

Euterps edulis Mart. X Fopularmente conhecida por jugarae, riga

0y AT G, wuta especis habita as  regiles das matas



rluwviais cla costa AlLldntica o do planalto dos estacdos vl
raegido Centro-Sul e Sudeste do Rrasil, alcangando ainda o

ot o Argentinag ¢ Faraguad (LESO E CARDOSO, 1974

MALENG,1970)., A sxploragdo para palmito ¢ sua principal
importancia,

Morfologicamente caracteriza-se por  possuir  estipe
driice, Ma fase adullta, ssta palmeirs alocanga L35 a 2% melrosn

g

I altura e 10 a 20 wentimetros e i @metieo, {
florescimento  inigia-se entre o sexto & oitavo ane apos &
germinacio, bdade wem que o palmiteiro encontra-se aplo para
o corte (BOVIT et al,,1987 ).

Entre  os palmiteiros existentes em nosso  litoral e
tidos como pertencentes 3 sapédcis Buterpe edulis, oooream
"Lipos"Cassim referidos devicdo 3 Falte de uma olassificagio
maie definida)) cuja diferenciacio & feita, principalmentes,
pels coloragdo  cda bainha que enuolue o palmilo, T
forma, se conhecse o palmito branco, o vermelho & 0 macho ou
encapado. Segundo o caigaras, o branco & a que dd o me lhos
Falmito, A diferenga oo coloragdo da casca  btewm  sido
atribuida a diwerses causas, Seguncodeo  CASTRO L UALERY
Cl954),  dsso & devido a ddade da planta, sendo o werme e
mais  welho  que 0 kranco. T4 MACEDD (1970 afirma  que  a
variasdo & cdwuwida  ao tipm- e solo, sencdo o biranco
caracteristico de solos humosos & o vermelho de solos  mwais
pobres, em geral das bordas das matoes, For ocutro  lado,
LESCHER  (1973) classifica os trés "tipos" como  wvarisdacss
e djugara,

3

Estudos da briologia floral realizadaos por RAOVI B DIAY



B
=3

(198640 mostram  que EB.edulis 4 uma  espédoie mond i,
dichagama » marcacdamente protandeica, fs +lores sfo sosedis,
unissexvails  em triacde (8 masculinas e 1L feminina central?,
pxoonto no dpdos,  onds aparecem apenas floees masoulinas, A
antese masculinas & gradativa, ocorrendo ordenacdaments  ola
base para o apice das rdquilas,. Muma mesma inf lorescdnaia,
n processo durae de 4 v 11 dias. Dois a & dias apos, inicia-
se oa  +tase Feminina a qual dura e 3 0w & dias, A
autofecundagcdo o possfivel uma  wez  que, naw  oexdstindo
autoincompatila Lidace, 31 fFlores femininas e
inf loresctncias mais welhas podem ser polinizadas pela agdo
o wento, insetos e/o0u gravidads, pelo polewm  ode  Flores
masculinas  situadas em inf lorescdénoias mals powvas da M
planta (HOVI E DIAS, 19860,

Ploresce  principalvents  entre setembeo e nowvembeo,
apresentando e L odw & inflorescénoias por ano,  produzindo
frutos e coloraedo preto arroxadeo gquando maduros s, OO0

sementes e endosperma homogéneso,

ol come agal W1kl

racea Mart.n  Yolgarmente conbeeoics

B

]

i

agaizeiro, wsta outra palnwira fornecedora e palmito
apresenta menores  dimensdes quando  comparadas bs i
palmeira jucara. 0s estipes aloangam vma altura mddia e 14
metros,  com digmetero entrse 10 & 13 centimelros.  Doorre no
regiso norte do pals, principalmente nos Bstados do Fard e
Amazonas, Guianas & Venezuela,. Apresenta  pertilbhamsnto,
produzincdo toureiras formadas por diverseos sstipes (LEAD K

CARDOSO, 1974, fis §lores sdo tambem sdsseis, unlssexuals em

11



triace 2 masculinas & 1 fFeminina central) sendo  que, N
terco final das rdauilas, hd somente flores masculinas, N
antese masoulina ¢ wgradativa, clura ce 10 3 1% ddias e
ooorrendo  desordenadamente ao Jongo des rdquilas, & tawe
fomining, tambem gradative ¢ desordenacda, <ura entre 4 o 8

dlias, Inicia—sge Pordm, antes Jdo  término  da antese

masou bina, ooorrendo aseim, supervosicio de fases na maesma
int loresocénaia, For g 4 6 8 razdo, 16 agatreira A
antofecundasfo  incependse oa presenge e Anf lorescencias
mais nevats na mesma planta (BOVI et al,, %84,

Apresenta  cduas  dpocas principais  de  florescimenton
outubeo-dezenbero g abw i L-junho, amitindo at e 5

ARl as por ano, s gsementes apresentam ondospermna

ik Lores
ruminaclo e o fruteos quando maduros tem coloragdo  preto
acinzentaco,

e  forma similar que a palmedira  Jjusara, obserwoansse
tipos odistintos no  agail, COmG O POXO, frwquents D
amazOnia, & o branco, assim denominado devido b colovagdo

da polpa dos frutos maduros (CALZAVARA,LZTED),

2.3 ~ HIEBRIDOS INTERESCFECIFICOS

A ocorrdnedia de Ribeidos interespecificos em palmeiras  ndo
d  um  Fato nowo., EAREBOSA  RODRIGUES em 1903, conslaltou a
existéncia e plantas hibridas entre palmeiras cultivadas  do
adnero  Syagrds. Anos  mais tarde, essas plantas foram  tamben
satudadas  por outros taxOnomos (BALLEY, 1936 = BURRET,1%40),

confirmando-se a sua natureza hibeida, Outros géneros apressnlam

E ]
sr



confirmando~se a sua natureza hibrida, Outros génerocs apresentam
delimitac8c taxonémica n¥o definida, devido provavelmente, &
hibridacBes interespecificas e intergenéricas, $30 0% casos de

Euterpe e&dulis Mart., e Euterpe oleracea Mart,, sdo
palm=iras mondicas e apresentiam acentuade protandria (EOVI ¢
LIAS, 1986 EROVI e=t.81.,1988), vcaracteristicas que favorecem a
fecundac¥c cruzada., Em condigles naturais o cruzamento entre
essas duas espécies nd¥c ocorre pelo fato de serem aslopdiricas .|
Foréem, 9quando plantadas préximqs, pode ocorrer hibridag3oc (ROVI
et. al, 1987,

Embore nessa 4&res poucos sejam o0s estudos no  genero
Futerpe. provavelmente o© disolamento reprodutiveo entire as
cspériss deve—se mais a barreiras geogréficas do que a barreiras
genéticas, Até o presente, n3o foram detectados mecanismos de
in-ompatibilidade entire as espécies E.edulis e E.oleraces
{ROWVI,1986).

Hibridos entre E.edulis = E.oleracea foram identificados
pela primeira vez na Esta¢8oc Experimental de Ubatuba,SF do
Institutioc Agrondmico de Campinas en 1973, proveniegntes do
cruzamenté de warios palmiteiros Jugare nativos com dois
acaizeiros introduzidos nessa localidade para fins ornamentais,
¢(ROVI £ CARDOS0O,1976)., Tais hibridos, obtidos por polinizagdo
natural, encontram—s= atualmente =m fase adulta, Em condigles
normaise de cultive rewelaram 1isr  ampls adaptacdo, maior
rusticidade & precocidade guando comparados com os progenitores,

Além de apresentarem a vantanem do perfilhamentc, esses hibridos

30 tolerantes a maiores niveis de insolaglo do que o0 palmiteiro

13



jugara c mais resistentes a doengas (especialmente

Estudos realizados no Instituto de Tecnologia de Alimentos

=m Campinas indicam 9Que a composic3ec quimicae dos palmitos

hiberidos, para e maioriaz dos compostos de interésse para o
processamento, ¢ intermedidris agquelas dos proasnitores, Seu
rendimento  industrial ¢ 3 8 4 vezes maior que o do agaizeiro e
;,5 uezes o0 do jugara, <om didmetro do palmito bem superior ao
do  acail = ligeiraments superior ao do jugara. HNos testes
organolépticos de cor, aparéncia, sabor e texitursa o palmito
hibrido foi brem aceitoc, apresentande tambem caracteristicas
intermedidriac esntre E.edulis = E.oleracea (FERREIRA et
al,,19817198&),

Embora as populagbes hibridas tenham s¢ mostradoe, de uma
man=ira Q9eral, superiores em relagdo a0 jugare = ao agai quanto
» caracteristicas sgrontmicas e bem aceito industrialmente, s%o0
ainda desuniformes, Ccom uvariagbes evidentes quanto ao grau de
perfilhamento & ouviros atributos morfolégicos. Essas variacles
s8o esperadas, uma vez que 0s progenitores sdo prouvenientes de
populagles aldgamas que ainda n¥o sofreram selegdo artificial
(ROVI et a2l1,.,1987 ),

llada a potencialidade do empredo de hibridos em culturas
racionalis de palmiteirg, torna—-se importante a selegdo de
progenitores e identificas3o precoce de hibridos superiores
obtidos através de polinizasgdo controclaca, A caracteristice de

maior interesse a ser melhorada nos hibridos 4, sem dduvida, o

potencial de perfilhamento, O ideal sgeria a obteng3c de

. populaglies de elevado vigor nas quais todas as plantas tivessen

14



um numero razcduvel de perfilhos., Fesgquisaes visando a produslo
descag populagles hibridas est8o sendo, atualmenie, realizadas
na Seg80 de FPlantas Tropicais do Instituto Agronémico de

Campinas, SF_

2,4 - ELETROFORESE E IS0ENZIMAS

e e e e e G A i m——

Eletroforese em g9el & uma técnica de andlise bioquimica que
permite & separacdo de particulas ifdnicas através dos processos
concomitantes de  filiragd3c exercido pelo gel ¢ da migracic
diferenc=ial das particulas ibnicas, quandeo submetidas a ua campo
eldtricao,

Uma das arandes aplicagles da técnica de eletroforese & nos
cstudos de proteinas, por serem estas polieletrélitos, com carga
dependents do  meio circundante, Variando-se o pH da soluglo
tamp8o ¢ possivel, sob a influéncie de um campo elétrico, induzir
a migraglo das proteinas, As fragBes protéicas s3o separadas em
fun¢3o da sua mobilidade difersencial, determinadse pelo tamanho e,
principalmente, peala carge elétrice de cade proteina.

Um wgrande gdesenvoluimento da técnica de eletroforese se
iniciovw com o trabslho de ARNE TISSELIUS en 1930, wuwitilizando
m=io liquido para & migragl3c des proteings, T3o importante Jo1i
aus contribuig8o cientifice que, em 1948, recebsu o Prémic
Mobel, Mais tarde, foram feitas modificagles desenvoluendo-se a
eletroforess d¢ zona, ne qual o meio de migrazlo £ estabilizado
através do uso de papel, agar, poliacrilamida ou mesmo amido
hidrolizaedo., Este ¢ltimo, utilizado no presente estudo, oferece

ume série de vantagsns em relagl3o a30s demalis, ﬁ barato, de facil



Warnuse i, atoxico e  pocke ser sesocionacds em diversas  camavlas

hhagrizontais, onde  cada uma  cdelas pode ser reoslacla para U

Lztema  enzimdtico diferente, A léEm  disso, ] o uilpamnento
smpcedado @ e TACi) opsragdo, sronmico e e consirucio
Bactants simples (TAMKSLEY, 1979,

Introduzicdo  por SMITHIES, em 1955, o g9el de  amicdo foi
utilizado, indcialmente, no sstudo de protednas oo =zoro
Lioldaico, Fosteriormenta, e iy 1957, HUMTER | MaRKERT
e serago luer am a téonica de coloragdo dos  addis utilizando
corantes histoguimicos e chamaram e zimodgramas  as  bandas
visualizadan noo el Verificaram ainda a  acorerdnoia e
zimoaramas clistintos em Jdiferentes organismos comd em cogumne Los,
na atata o, win ratao, ongde cada orgdo tem sey proprio padedo.
MARKERT B MOLLER em 1959, sugeriram o terno "isoenzima®  para
caracterizar  Fformas multimoleculares ode enzimas  com o wmesma
srsp e i ielacle Para O substratea ap s eogtudar Lactato

deaicrogernase em diversos animais, chiversos orgdos em diversas

Tases de desenvolvimento, SOm Asso mostranc) que @sses @nzimhas
wiram especificas aos orados, B espdoie e depsadente da Tase e

el

s lwimento,
As primeives isoenzimas em plantas foram identificadas  por

SUHWARTZ (1960, utitizando eletroforess emn gel de  amicdo s

enclosperma de  senentes  de wmi lho, [ines entdo, pesquivsan
relativas A tédondoa oe eletroforeses e g bloguimica g
isoenzimas  weagelads  comegaram a4 ser desenvolwidas  (BREMER
SINGL, L2707 NELSOM E RBURR, 1973y GORDON, 1975 & JACDRS, 197% ),

HSHAM (1269 postulow que a diterents szpressio  fzoenzimica

dentro de um mesmo organismo deve-se 3 localizagdo no tecide = X

)&



regulagdo da atividade enzimdtica,. Fosteriorments, SCANDALIOS
(1969/71974) atribuiu as variagBes isoenzimédtices B trés tatores
principais: «istintas disoenzimas  em diferentss tecidos de  um
M 56 Organismndy isoenzimas presentes  @m um tecido &
determinado wstédio de desenvoluvimento & ausentes em  outroy e
isoenzimas semslhantes presentes em Jdiferentes tecidos mas  am
quanticade wvaridvel, MARKERT ¢1975), astudando wvs  sowentos
molecularss da biologia do desenvoluimento, constatou que o
padrées isosnzimdticos 3o dependentes cdo tipo de céElula e
satddio ode diferenciacdo, concluindo gque a ontogenia e tais
padrties reflete variages na ativag¥o e repressdo dos genes,
Norma lmente, a téenica da eletroforess em gel de  amido
envolue, inicialmente, a maceragdo da amostra vegetal, insergdo
no gl o a aplicagfo de uma difersnga de potencial elétrico, que
P QMmO a migragdo cas enzimas presentes nas amostras,
Terminada a wletroforese, procede-se 3 coloragdo do gel, <uja
reacSo ¢ especifica pare cads sistema snzimdtico. Megss etapa, a
enzima presente no g9el reage com o substrato egpeclfico dando um
produto que, a0 se ligar ao corante tambem presente na solugdo
de pevelagSo, ird formar um complexo colorido insolduwel nao
gel, visualizado como uma banda colorida, exatamente na posigdo
3 quse o enzima se encontrava gquando  se  interrompeu a
eletroforess, Se a amostra originalmente inserida no 3el  for
homoogfnea, apenas uma banda serd observada, apos a eletroforesse
& coloragan,. For outro lado, se a amostra contiver enzimas CoOm
diterentes cargas elétricas, tamanho ou configurastes sspacials,
serdo observadas diversas bandas., [Esﬁas formas multimoleculares

de enzimas visualizadas no gel como bandas mGltiplas representan
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as  dlsoenzimas v edo produtos de alelos  gue  codificam para
ghzimas  especificas. O ndmero oy dsosnzimas  cdetecltadas pelo
processe depasnodse e wdrdos Fatores Somo O ndnero o Qenss em
atividade, ocorréncia  de alelos especificande polipeptideos s
diferentes cargas o estrutura gquaterndria do enzims em queﬁtﬁn;]

Rasioaments, a principal razdo da migresdo diferencial e
um  aledlo e dsoenzima em relagHo a outro estd ne  didfecente
composicdo  ou sequéncia e aminodcidos  do produto primdrio
gapecificado  por esse alelo, ou seja a cadeia polipeptidica,
fesim, & muclanga e uma base amipada Jdo DNA do gene estrutural
pocle  (pordn, ndo necessariamente) resultar na formagdo  oe um
polipeptides  de carga elétrica diferente Jdevicdo B subsltituigdo
ge um aminodcido, A enzima resultante, tambem de carga allerada
gquancln  submetida B eletroforese,  terd uma migracdo  altevada,

sa migragdo diferencial ref lets, portantag, o wvariakbibidads no

MG correspondente a0 gene estruytural, dal o interesse desse
mEtoeko ole and Lise  em estudos de gendltica ode plantas CHETIRA
FELHG, 1983),

Atualmente, a wletroforess ew el de amicdo hidroelizado de
batata para & andlise de isoenzimaes & amplamente ulilizacda nas
areas  oe gendtica e medhoramento  wegetal, Entestanta, b
eamencial 0 uwso e amosltras representativas da  epopulagdo Jde
planbas wm gstudo, provendentes ode fTecidos comparduwels o sm Page
che dwzenwvoluvimsnto  similares pare a  obtengdo de resultados
confiduweis, PILREES B HREWRAKER (192730 salientanm ainda gue  uma
clara resolugdo das bandas eletrofordtices depende, tamboem, odag
condiefies apropriacas che téaonica  de elelroforess i ol

metocdologia oe extragdo das enzimas.,
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f andlise gendtica e paclefes eletroforsticos LRESTt

chironsteado MONO34n 1 Ca prara a W dor ks o

L
polimortismos dsosnzimdticos encontrados e plantas., alem disso.
a enpressio dessas isosnzimas 4 notavelmente pouco inf luenoiads
pelo ambdiente, Constituem—se portanto, sw exoslentes marcadores
gendticos. Deses marcadores gendticos sXo exivemamente Gleds ow
varios  aspectos  aplicados da mﬂnética £ mwlhmrﬂm@ntu. gt g
E?mm na waracterizagio ohe aultiuarwgﬁ fEdentifiﬁaggm .
paturais, produzidos wiae culturs de smbrido ou meswmo wia fasdo
Chee prmtumlmmtumil chisting®es antre duplo-hap bdides e oipldicdes
maternais  ew ocultura  de anteras  “in wvitro", kEmnﬁtrUgmﬁ e

estogues de marcadores para localizagdo de nouvos mutant

8
mrmmuﬁﬁmmgﬁﬂ mapeamento e genes quantitativos, eatimal fua ol
vardabol Lidack  gepnética em populagies, Lestimativa de  taxas de

cruzamento natural s e comntaminagdo ole lotes oy sementes

hihridmmilmmnitmrmmwnto e sistemas de selegdo gametica,
/ﬁ%/ﬁﬁ postibilidades sfo indmeras o aumentam dia »  dia, Foe

axempe Lo,  tradicionalmente, o didentiticas®o de culltivarss Lom-—oe

bramneado na ubtilizagdo e warias combipag@es  oe  caraclaeires
OO O LGOS Muitos e s, apesan i ap e ol Cha oy e

R

sieterminados, ad%0 fortemente int lusnciados  pelo ambieots e

Y

suieitos | var i agfss vlecarrentes las condieBes ol
desenuoluimento, 0 probdema da ddentificesdo  ode  cultiwvaron

consiste, portento, em determinar & avaliap as difersngas snlioo

(g aract o eg marcadores, Sendo e A6 maryd f et agiien
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morfoloyicss das diferengas deven traduzir, em dltima andlise,
diferengas brioquimicas, ¢ possivel em alguns caseos, atrawvés ds
eletroforese, determinar tails diferengac, Fara tanteo. &
necessdrio que cada cultivar ou grupo de cultivares apresente um
padrio anico Para, pelc menos, up sistems enzimadtico
(NIELBEN,1984}y/ Diversos exemp los 580 encontrados na literatura,
Fodem ser citadosi milho (HEIDRICH-SOBRRINHO, 1982 ); cana de agucar
{ BARKRETO E SIMON,1982); batata (OLIVER E MARTINEZ-ZAPATER, 19835);
alho( STAUEIRA et al.,léBS): mostarda (KUMAR E GUPTA,1985);
feijfo (BASSIRI E ROUHANI,1977); centeio (NIELSEN et.a3l1.,1983) e
tomate (TANKSLEY E RICK,1980)., Cultivares de frutas tambem ten
sido amplamente estudados através de eletroforese, destacando-se
a 'péra (SANTAMOUR E TEMUTH,1980), o péssego (ARULSEKAR et

al.,19846); a uva, 2 amé®ndoa e o figo (ARULSEKAR, 19842,

Flantas perenes de ciclo longo  sdo, em geral, pouco
estudadas ageneticamente, devido 3s dificuldades na obtencdo de
marcadores morfoldeicos, hNessas, o©0s variantes eletroforéticos
constituem, muitas wezes, 0% Ynicos marcadores conhecidos, Ho
abacateirc e na tamareira, por exemplo, foram descritos asnws =
alelos especificos para uvérias enzimas e, atraudés deles, foi
possivel comprowvar—-se as arigens de divérsos cultivares (TORRES
E TISSERAT,1980; TORRES =1 al.,1978;, [ﬁm programas e
me lloramento de Citruse & partir de ume dnice pelinizagldoc, é&
necessdris o distingdo das plantas oriundas de apomixis daguelas
de reprodus3o sexuada. A eletirotorese pela visualizaglo do padrio

hiorido ou maternal permite este disting3o em mudas de]%nis mese%]



daois  messs  de  ddede,  abreeviando portanto, os  programas o o

me thoramento = recduzincdo os custost TORRES 1 aluyl??a);]

Ma  drwa e biolecnologia, a técpica e eletroforess
ercontra Tambreem sua aplicagdo na cultura oe anteras in wilro. Emn

brocali (Bra a? s¥%o utilizados marcadorses  aendticos

heeterozigotas ne planta cdoasdora da antera parae classifticar  as
rlantas regensracdas Como e ordgen gametotditica ouw esporolfdiiica

CORTON B BROWERS, 1985 ),

Embora com baixa frequéncia, & possivel, e vezes, sepraeh
detectados  hibeidoes naturais espontBneos de grande  wvalia, o]
o daem desconhecivda od cduvidosa, A andlise  de padefes o
isgenzimas fornece informagtes adicionais sobre a origsw e lals
planitas &, «<e  sou provdoesl potencial gendlice para fins e

e thoramento, Desca  forma, MEOINa  PILHO E CARVALHO  wsm 1581

confirmaram a ordigem do café Piatd, ancontrado em uma plantagdo

em” S$%o Faulo héd S50 anos, como um hiberido natural entre Coaral

] aggred . O catd Piat¥d 4 tetrapldide como Coarabiica o, sendo
Loregenred chiploide, acredita—~se que  parlticiparam  na o sua

formagdo, provavelments, am  gameta normal de Coarabd

gameta ndo  reduzido  de C,d .., A andlise  ode dsoenzimasn

pavedlon  esltarem presentes, no caté  Filatd, dois  aledos e
adswenred

For outro  lado, a producdo artificial de Fed o addos
interespecifioos, vl sando reunir  as caracteristicas ma s
favoraveis das espddies progenitoras ¢ uma allernativa basztante

utilizadea wm programas <de melhoramento, Bojam ewstes hibeidos

procitos  oe cruzamsntos controlados ou produzicdos  atrawds  Jdas



modernas  téonices  oe  fusdo de protoplastos ou Jde  cultura  dn
vitro de embriies dmaturos, sue possivel ddentificagdo praoods o

importants, uma vez que 0 programa pods tornar-se mals etficiente

@ progredies com malor rapidez“[h pregsenga, no hdbrido, de bandas
eupecificas dos  tipos  parentais, parmits  uma drveguivoss

gohentificasdo de sua naturexa hihridm! Como exsmnplos pochem ser

ritados  os hibeidos somdticos entre duas sspécies de i

com o fumwo cultivaco N acum CEVANS et al., 1984k,

hilbeicdos entre possego « ameixa (FORTITT ot al.,198%),

Mos  estudos e ligagdo & mapeamento gendtico wesetal &
segregacdo e oum gene & testada am relavdo  a D & TR R B L A T R
marcadoras morfologicos, 08 quais sdo, na sua grande maiorla,

0 que dmpeds na mesma gerasdo o ddentificagdo  dos

gendtipos  heterozigotos, Mo caso e marcadores jeoenclimicos,
deuidn 5§ codomindrneia, aumenta-se @ eficiéncias  dos testes
CALLARD et al.,1979), Teoricamente, Com apénas um o cruzamento,

seria  possivel testar a ligag¥o para tados a5 biragos  dos

croemossomos simultanesamente, vada um celes Livesss, ao menos,
i marcador Lesoenzimico. Tais marcadores em uma dniaa Linbaosm @
possivel, deuwido a gue, tanto guanto se sale, a axpressio Jdos

variantes sletrofordticos ndo  medifice a wiabd lidade =/0u o

Timento normal Jdas  eplantas, Tato permite sintelirar

Linhagens oo mardcadores isoeneimicos @ classiticar,

inwquivocamente, 0% genotipos segregantes clewido b codomindnoia,

Atdm o mapeamento cle genes simp les, smeuas tLinbagens sdo tambogm

dloed s o mapeamento  ode  looi  responsdvels  por carat iy e

quantitativos (TANKSLEY et &l,,1988),

e
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A associacdo  entre resisténcia gendlica » Jdoengasn e v,
ieoenzimdticos &, Lambwm, um  aspseocto  estudado  ateawvds e
wlelroforage, Essa associagdo, encontracs recsntemnente sm briago
(Mo MILLIN @t al,.,i986), Ffoi constataca 14 hd alauns  anos  ew

toma e, Pleste daltimo, a téanica o eletrofore

[ Cocd e g

ap Licada 1 sedegdo de  plantas resistentes & resine b che s
causadores  de galhias nas radzes, Dewico & ligagdo gendtica ehes
alelo  Aps-l  da  enzima fosfatase doida com o alslo Mi, «ue

confers resisténcia h varias sepédoies de Meloidogyne, & possloeld

slocionar os tomateiros eesistentss, bhagssancdo-se unicaments, no

padrdo eletroforédtico oe mudas de trés semanas oe ddade, Paotando
1
i fortemente ligado W Aps-1 ,  podem  ser distinguidas an
+ 174
plantas resistentes heterozigotas (Mi tMi Aps-l Yo oalas
171
resistontes homozigotas (ML ML Aps-1L V. hete fato slimina  os

tectas oo progdnise noermalments ne sedrdos quando se faz o tests

direto com o nematdides, uma  wez  que Mi, gus  confere
resiaténcia, & dominante  em relagdo a0 MioL Dessa  forma, o

progcama  oe melhoramento  torna-se  mals  rapido, harato w

aficiente (MEIIHA FILHD E STEVENS, 198073,

Ewm  programas e melhoranento visando o ftransferénocia e Ly
caracterdatices  agronomicas  desejdveis presentes  em espdlies

s Lagens, ) cultivares comerciads, a eletrofores [ oachi

represontar grances bheneficios, O0s maiores probddemas  apds A

chionedo <o hikeicdo P os8%0 o tempo, ndmero de geraglies o oe
1
imdividuos a4 serem manipulados em programas de  retrocruzanentosn

sucessiues, odevido 3 presenca de caracteristices  dndesejdveds

natn  esnpécies seluvagens, Dmpreganco-se a elelroforess, fr ke

23



selacionar  tambem para os alelos eletrofordticos do  ocultivar

b, mudtas wvezes, sf0 diferentes cagueles da ewespdoie seluag

T,
Dessse  modo, hd maior eficiéncia na recuperacio  do o genoma
recorrente, HNuma  sspécis  perens, a aplicagio  dessa  tdaonioa
resultaria  em  grands  economia  de tempo & de m¥o  oe obra

{TANKSLEY & RICK, L1980,

/{Prugramas cler e Lhorament o, e bases sodlidas, AP OLAM G
inforwmagles bDdsicas sobre gendtica, asiatemdtica, iologla e B
reprodusdo e oultros aspectos boténicos, A andlise e dsosnzimas
poche ser ubilizada como téonica auxiliar no estudo oe evolucdo e
e roelagtes  Filogendticas, Mo entanto, para sua  oorraela
aplticagdao &  fundamental o prévio conhecimento & agualiagio  cda
vardabvi Lidacds agendtica aXistentse no material T sl uelo
CCRAVMTORD, 1985), Trabalhos nesse sentido tém sido relatados  em
bratata (RICKEMAM L DESBOROUGH, 1978), milho (KAHLER &t al,,1%84) @

cevada (JORGEMSEN, 1924, aentere outros,

Em palmeiras a aplicagdo da téenica oe slstroforess A a
and bise [ 12 itsosnzimas  watd  ainda  em fase irnivial £

v boinento da metodologia o de avaliagdo oda  wvardabad biddadde

vfns

gerndddes  disponivel,  Os pouvcos trabalbos ecealizados nesta d4rwea
mors e i gqus ooorre  grancle  gardabad licads o em populages o

¢ difterentes palmeiras eostudadas (TORRED L TIHSERAT,

B9l en o
198307 GHESGQUITERE, 19845 AHMADL, 198% ), Mo BRI O Euterpe,

g o0 Py g 5

atdéd o presente momento, watucios enuvo luensdo

analise dteosnzimatica. Frovave lments, o pregsente  estudo &
pioneiro na  area e aplicac¥o da eletroforese em  palheiras

Euterps,

&4



squamat icamente, o wquipawmento HA L0 empredgach  ne

oo

setudo @ mostracdo na Figura 1. Foram oltilizacas {fonles e

voltaaew  Heathkit  com  controle  de wiliampsragem e woltagoew
mmn@ctadaﬁ acs suporbes dos odis, Brancejas & cubas oe  aorl Lo
manticas & temperatura oe 3 4 B0 e vwa cdmara Frigorlrfioa
com wentilasfo {forgaca  ascencente, sse sistema  pormite  a

corricla simultanea e incdependente de 4 adis, com mapachaache e

atd  HA amastras por gel, Uma wez que parts fundamental e

B I IR

Shrabalbo fod W oadeauagdo da metodologia ole  eletroforess

giverans tecidos do palmiteiro, gptou-sse por analisar apenas 29

amostras  poe gel para maior Clareza nas interperetagles

caracteristice  Jdo  sistema empregado ¢ gque cada gel  pode

cortado em 9 camacas horizontais sendo cada uma delas  rews Lacda

pava um sistema isoenzimadtico difersnte,

qeoomlo

(14 demais squipamentos vtilizados parae a eletrofore

TEANE R NI R e S e acios i Laboratdrios e bloguislica IO

potaenoidmmetro, ralangas analiticas, placaes aquesacinr g,
anltactores . momba ce wdouo e aeladeiras,

FONTE DE ALTA ~ -
VOLTAGEM ANOSTRA GEL DL AnIDO

/

auipamento  utilizado —
para =helroforese horizon-
tal wm goel de amido, p \
CPontes Medina~Fi Lo, 19837 ' fy0

— @ .Jyu\nuu oE

CORTALCTO CUBA DE
TanrAo

vL T

o
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4.3 - TECINOS ALTERMATIVOS E ESTADIDS DE DESEMVOLYIMENTO

T R ER

alaung  sstddios  oe desenwvoluvimento e ddderentes

Bownpressdo, watalnd 1ida ks e

S PE TR W A Forawm dinwvest igados quanto

pesolugdo Jdas bhandas, com a Finalidachs de so determioar ague las

mals apropriacdos para as andlises isoenzimalicas, Levou-se Lamboem

wm consideragdo aspectos relativos a Jdispondhbi lidace, abvbene o w

armazenamento odos tecidos vegetais,

Foran inwvestigados coleapiilo, wehclosperma, caule, meghsiamg
apidcaly palmito, polem, ratz v folha,

Erdosperma & coleoptilo oe sementes poecdm aerminadas Toraw

twatacos  cdevicdo  ao interssse na ddentificagio Jde plantaz nos

s nee buimento, antes 7 %

prdweziron pstddios I e
tianap lantadas para sacos de polietileno, em wiveiros,

o owtero dado,  foram  estudados o tecicdos  doo ooande,
meristema & pailmito na tentativa ode correlacionar o8 pasdoois

bokna Vi E

elwtroforédticos  cam  a ordgen Jdos palmitos "in natues'
P, apds  a  raemosda da oporedo qus contdm no sew ke o 0
patmito, a identificegdo oda planta ndo & mais possivel,

Considerow-se  Tambem  importante, apesar odas  difrouldacie:

srcantradas na sua obleng®o, o estudo do poléw,  dewvido a =ua

paturesa beamdsiaatica, Livrse de dnteragt inkerald Liocasn, gue pods
o ogmito otil na caracterizasdo de loold especificos,

Tersdieds wle  paidz foi investigado principalwents  wm oauddas

rant i e owasga-cs-oeget agfo, polo intereses de  caracteriiar

plantas dnddwvicuads com marcadoraes owndéliogs, antes e

levavlas a0 Campo,

Tevidos de follhe Fforam oz mais estudados  ao Lo by

3
.



trabaliho por serem disponivel em qualauer &pooa do ano, Thers T o
germor Lasmas disponieel  epncontrame-se plantas <das mais  oltoseae

sole muddas com apenas a primeira folha, ats plantas oo

il

Tl e chee 30 anos e dodachs, Gom o objetivo de comparar paci-fea e

Leceanedmas  wm plantas e difersntes Pelachas, Aot doa e oo g e

ald v e eatadios  de  cesenvoluimento  benm como follhaes vhe

iterentes idacdess em uma mesma planta,

Lhivar  wer que geancs parts Jdo material wtal Fol obtido nas

Baltaptes  Dap@scimentais oo Instituto Agroncmico  oe Dampinags,

|

situacdas em diversas regittes do Estado ode %0 Faulo, POy o e
urd torwnid zae at  condig®es  de colwta e armazepamento ¢ oara wn

tacrahos oe Folba,

caous~gs o maAXimo tempo possfued de armazeamento oos

Triwe
teviclos o Foliolos  alté 30 dias em  diversas  combinagfos e
Temperatura  L0%0 % 4%°%) e oe  umidade (oiscos  ow Foliolos

suUfimer S08 em agua, omicdos s Secos ),

a

Frara a preparacdo dos gdis ubilizou-se amideo hidieolizacds e
atata em concentragio entere L1 e LEX, determinads  preoiamentis
Faira cacda lote, & solugdo tampd3o contendo 5,54 ode TRIS (O, 0058 0

e mynd de Citrato CO,086 M., 0 pH dessa solusdo  foi adustado

aumentando-se  a  concentragdo  oe TRIS ou Citrato, T T W U S
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i pedagos e Sx% mm ol papel

G a Y
Ay Insercio das amostras no gel de o

w ) oApdlicasdo  ode ouma diferenga e
aldlrica) para a mnigragdo das enz

£ dinterrupedo da corrente eldtricas

g ) Secodonamnento  horizontal oo gw

cliverasas Tamadas sy

Fry H
sulstratos Lo ﬁﬁrﬁntﬁﬁy LER R

ez imaticosy

e lando  do ogel em sclusdo con
ol A O

T

i) Lawvagen oo g @i dagud CorrEn
compe teto da  ooloragdo das baanda
0O 6 45 auimico ode pavelagac;

Ty PivagSo oo gel emn glicerina H0%,

Fara aplicogdo oo téonica oda sletrof

cleta hes v wariegdes pna  preparagdo o

stroforese  foram  dnvestigadas, Incl

anpectos relalivos b concentrag®o Jde ami

che filtro de L mu e

miclos

potencial ooy ieebe
imasy

1 para a obvterng o oe

fendo  uma mistura vl
skl

[RR2) Prara cada i

e apds o chemeroo bwimeob
s & interrupgdo oo

orewss o Palmiteiso. L

i1

g 9=l = nas tat
vivam, principa Imante,

w

oy o ogel, oM O e

pH o das solugles tampdo, aolugfes sxtratoras, macerando, bampo

intenzicacde e coprente para a wletrofore

o et e sistemas enzimAaticos,

F.9. 8.1 Concentracdo de amico no 3wl
aldm oda textura = da manipulagdo,

o sl dand luencia @ migeagdo relativa das

syt L% e 14w Foram testacdas visando a

—

oo dugdo e bextura,

3.5, 2.8 Concentracio & pH das soluglies
Toram utilizadas as sequinles compos

= fampda eletrador Soluedo Rorato O,.3 M,

se,  posiodo das ocamactas

- 12

a concentracHo de amiecdo
bhandas Concernteyantios

albbenygdo de agdis ole baa

tampdo
ivtes bAsicass

ajustando-se o pH o <oomn



HaliH 4 M, Foram testados diversos pHs entre 7,6 w 1,4

tampdo  do  gels A partir ode uma solugdo standard  contendo
wmoamdt o GLO0LB1L M odw Tris (hideoxametil-aminometano? & 25wl e
dcido cdbteico em 1006wl e dgua distilacda, o pH foi

atuvstacdo aumentancy  a concentragdo ode Teris o Citrato

L. x

gunclo gs resu ltados obitides, Os  pHs resulitantes  das
chiveraas  concentrasBes e TRIS & Citrato testadas s

Zituaram sntre V.8 o 8,48,

2.5.2.3 SolugBes sxtratoras

cengidade de wextratores

Fara oada epzima foi estudada a ne

antiozidantes durante a maceragdo cdos tecidos, Diveresos ofa  on

compostos  aue tem a prapriedade Jde controlar as o idagieos
fendlivcas muito comuns em plantas fropicais, Entere outroas, odbtame

R o aeoico ascorbhico, glutathiona, polivinilpirrolidonad FUEy,

memercaptostanol, SATHAT QG i mistedina, F e am ava liada

concentragfies  dndivicduats  destes  produtos, breom oomo olboers

comlrimagtes wrtere ol conjuntamente com Triton X100 usacdo ocoames

clisparesants,

Tambeaw  Toram  rwealizados testes vtilizancdo-se  uma  pegusna
ﬂuunfidmdw e ldanito comercial na solugdo extratora, Dot
pivochr bo, ol alta capacidache ve Teooa cal bdirica, prieclen da

dnd buenciar a  absorgdo e Ffendis gque allteram o resolagio  das

Foanelis

3,.9,.5.4 Maceragdo
AROs a9 maserasdo, o extrato dewve gser tal que contenha R T

gquantidade adequads e enzimas ativas absorvidas po paps) i lkro

=1



que, apos a eletroforess, vio produzie bandas no 9el. & resoiugdo

eanchas clepenale, dentre cutros fatoraes, i proceosn o

Mo peo de macerasio foram inuestigadas o intensidade de

civdo, @ acibyBo de abvasiwos , tma e

T Al Ear: T3 I quantidace de te

et s wat oo

determinada a soluedo de extratorses mals adequada,

foram  conduzideos  peincipalmente com tecidos de Folha dseddo o

alta guanticace Jds fibvan,

F.0.2.5 Yewpo & intensidade de corrente para a eletroforese
Diwversas combinaeBes oda voltasem, amperagem o piHodo tampdo
sletrodo foram ava liadas, em roelacdoe B resolusdo das bandas e a0

temp o ce corecica,

fe o condigtes otimas forew determinadas para pH no interuvalo

3.5.82.6 Camadas apropriadas

ianados em S camadas hordizontais, priaeledrede

o aeis foram se
crr pousladas diferentes opzimas em cada camada B eesolugdo das

pancas pocde tambem sseoinf luenciacda odiferentemente nos  dioeraos

sietemas isosnzimdticos pela posicio da camada no gel,  Assin, ag

shrimas  estudacas foram pevelacdas pas distintas camadas w  as

o luglse avaliadas,

nLur- Sistemas enzimdticos

B g g para cada tecido, setudar o maior nomeso
posefus! e sistenas enzimdticos. A seguir,  relacionamege  aw
enzimas testacdas o suas respectivas solug@es oe revelagio ©BHAW T

FEASHD, L2770 )

nye

wd



ALH (ailcool desidrogenass) - NAD 20 mgr WTT 10 mg® PMS 2 wmgeo

gtanol 2972 3 miy 30 ml TRIS 0,1 M pH 7,5,

FGI (fosfoglucoisomerass ) —~ NADF 7 mgy F-~6~F 40 mgy MTT 10O mg:

M8 & may GEFDH 19 wnidades) S50 ml TRIS 0,1 M pH 7,3,

FGM (fosfoglucomutase) —~ G-1-F 150 mgy WNARP 7 mgp WMTT 10 myg:

FM8 2 mygy G&FDH 15 unidades: S0 ml TRIS 0,1 M pH 7,5,

EST (eslerase) —~ Fast Blue RR 50 mgdy l-naftil acetato 3 miy

SO oml tampdo fosfato 0,1 M pH 6,85,

FRX (peroxidase) - 3A89EC S0 wgy M. N LD M. T. 3 mly 100 ml tampdo
Ma acetato Q0,0% M pH 4,5 H C 3% 0,75ml,
22
+
ME (enzima madlica) - dcido mdlico 500 mar MADF 7 mgl

MTT 10 moy, FMS 2 my; 50 ml tampedo TRIS 0,1 M pH 7,%,

GRS (fosfatease dcidal) -~ Fast Black K 50 mg2 1,% mi 2- naftil
acido Yostato X em 304 acetonay 50 ml tampd3o Ma acstato
HDL05 M pH 5,5,

GSFIIH (glucose—é-ftosfaltlo desidrogenass ) ~ GAP 100 magr NMADE 7 mo:
MTT 10 mgy FMS 2 mgr 50 ml tampdo TRIS 0,1 M pH 7,%,

.,'.
SFEDH  (6~fosfogluconato desidrogenase) — MNMADF 7 mg: &Pl

10 may WTT L0 w3y FMS 2 myy 50 ml tampdo TRIS 0,1 M pH 7,5.

+
HOH (malato desidrogenase) - dcivdo wdlico 260 myr MAD 1% ma:

ATT 1O wmay FMS 2 m3gy 50 ml tampdo TRIS 0,1 M pH 7,95,



- GOT {(glutamato oxalpacético transaminase) - K 100 wmg:
4dcido aspartico 200 mg; PSF 10 mg; Fast Riue BE 150 ma:

100 ml tamp3doc TRIS 0,1 M pH B,5,

- PPO (polifepoloxidase) - NOPA 200 mag: 100 ml tamplo0 Fosfato

0!1 ] PH 710.

Fara facilitar a descriglo da metodologia 25 seguintes

abreviaturas foram usadas:

LoPA - 3,4-dihidroxifenilalaninsa
. F=4-F - Frutose—-&~fosfato

G-1-F - Glicose~1-fosfato

G—-6—-F - GBlicose—-6-fosfato

Z6FIH - Glucose-6—Ffosfato desidrogenass

MTT - {4,5~dimetil-E-tiazol)-8,5~difenil~tetrazolivm—-bromnide
MAll - Micotinamida-adenina-dinucleoatideo

MADIF - Fosfato de nicotinamida-adenina—dinucleotideo
MHLOMF - M M-dimetil-formamide

FME - Fhenazine methosulfate

TRIS - Hidroximetil-aminc—metano

GFEa - Acido 6—fosfozluconico )
1-Kis - Acido l-ketoglutarico

3AREC - 3 amino-9-etil-carbazol
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E DISCUSHA0

Varios s30 os fatores que podss inf luenciar a gualidacke da
pesolugdo das  bandas  em eletroforese, como a4 patureza
guanticade o condigdo Fieioldgica odo tecido wegetal, aw w0 lugifes
mxtratoras, composicio & pH do ged, correntse elétrica IR E
métodoes e coloragdo, sntre outros. EBstas variduveis o cugas
interacles causam problemas que podem ser, atravds de adeguaddae
padionizagties, muidto  atenuvacos, For  isso, a0 Tongo  deste
trabalho, tina ez cheterminadas as me lhores condigBes para oertas
var-dduedis, procurou-se  mantd-las  constaniss nas donerest i gag e

aubiseaaguantas

f miaragdo relativa vlas handas  foi it lusnciada pala
concentirasdo  de  amido  do gel, Concentraplaoes menores  gue 11
vestltaram em o géis Flacidos, e Jdifdoil wandipulagio, aldm e uma

micaedo wrosasiuva Jdags bandas que se Jocalizaram junto ao fromte,

Foe outiro lado, concentrasBes acima e 1370 resultaram  wew gdd s

mrtando bandas Jdistorcidas em Fforma de YV, oon

meribo cleneos, B

Godpdoe voltado para o fronte,
A oconventragdo e 11,64 se mostrou a mais apropriada, M oy

concentragdo, o5 géds revslaram boa  textura, aceguada W

manipulagdo mesmo de camadas com espessuras inferiores Lwmn, i

oo oa resolugdo ode bandas, Cabe ressalltar, entestanto, que e

concentragio & walicda apenas para o lote especifico e amaco
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utilizado desds que o grau de hidrdlise do amido comercial pode
variar, alterando-se assim a concentragdo dtima. Da mesms forma,
para um mesmo lote comercial, sla & inf lusnciacds pelo periocdo de
armazenamento o amido, Assim, a concentragdo de 11,64,
inicialmente consicderada  otima, tews que ser modificada  para
11,9% apds 12 meses, mesmo mantendo-se o amicdo sob refrigeragdo,
Gidie preparados com amido armazenado por mais dw dois  anos
apr@ﬁéntaram, frequentemente, grumos de amido n¥%o dissoluwido,
Normmlment@, estes  lotes s%o wliminados pois n¥o  parmitem  a
preparacdo cle  gdis  homogeneos, Apds  indmeras tentativas,
xcunﬁeguiu~éﬁ contornar o problema abaixando-se a temperatura da

: o
‘soluclo tampdo para S-10 ¢ antes de se dissoluer o amido,

4.1.1.2 -

2

posic¥o ¢ pH das solugBes tampdo do €l

Co
2

et

-~ Tampig dao eletrodo:
Verificou-se que o pH da solugdo tampdo do eletrodo

influencia o welocidade de migragdo sem afetar a  vesolugdo
minragdo relativa  clas  handas, sendo o tempo e corricla
inversamente proporcional ao valor do pH, quando se ssetabelecs um
Timite de corrente, Mantendo-se SS5mA & 300 volts como Limiles, pH
7,8 resultou em corridas Jdemoradas(é loras). For oulro lado, com
pH acima de 8,6 o 9l agqueceu-se demais na wvoltagen de 3OGVY pois
a amperagem atingiuv 60mA, provocando a deshnaturaglo das proteinas
e, consequentemnente, resolugdo inadequada das bancias, Ohseroou-cse
que, utilizanco pHs entre 8,0 & 8,3 nd¥o Joi gwrado calor
excEssive, a resolug8o das bandas permansceu estduel & 0 tempo oJde
corrida foi reduzido para 3 1/2 hrs, tsmpo em que o fronts migrou

8,9 cm s oridaem,
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~ Tampdo do Gel:
Gabw-se que, a4 utilizagdo Jde pH menor que 7,5 resulta e

aéis  onde as bhandas migram prdximas ao Ffronte, dificultando a
resolugdo,. For outro lado, pH acima dw 8,6 pode originar gels Com
atividads enzimdtice reduzida,

Mo intervalo de pH de 7,8-8B,6 investigado, foram obserwvacos
em tecidos ode folhas, alteracles na resolusdo & migrago relativa
das  bandas (RFf), Essas alteragles diferem nos Jiversos sistemas
enzimdticos (fFoto 1), Fara fosfatase doida (APH), o sfeito na
migracio relativa foi marcante pordm a resolugfo  permanscey
estduel nesse intervalo de pH, Em ssterage (EST?) obssrudu-se
pegueno efeito na migracio relativa & a resoluxdo Jdos 3éis  foi
alterada  com o aumento do pH, com o aparecimento de bandas
adicionais com pH acima de 8,0, Para peroxidase (FPRX) a migracdo
das  bandas & a resolugdo dos gels mantiveram—se fundamenta lmenise
estdvel no intervalo de pH testado, Em PRX catddica obssruou-se
gomente em B.egdulis, que com pH acima oe 8,3 hd  separagdo  de
benclas  enquanto quse com pH menor sssas ndo migram, permanecendo
na origem, Lsses efelitos s8o provave lmente consegquéncia do ponto
isoeldtrico das diversas isoenzimas, uma wver qus as enzimas  sdo
compostos  anfotéricos, 0 pH da solugdo lLawpdo = o puonto
isoeldtrico prdprio de cada dsoenzima determina  a  Jiregdo e
migrac¥o relative observada no 9el,

Fara G0OT, ADH, PGL ¢ ME observou-sae apenas que 0 aumenlo dé
pH  resulta  em menor migragdo relativa ao fronte,ssm no  =ntanto
alterar & resoluglo .

Baswando-se nos resultados obtidos, considerou—se apropriado

utilizar o pH no intervalo de 8,0 - 8,3, no qual .a migragdo
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relativa das bandasg para as diversasas isoenzimes permilte uma  boa

respluclo, sem problemas de superaquecimento dos ofis,

4,.1.1.3 ~ Solugles Extratoras

Qs melhores resultados foram obtidos quande emprejgou-se uma
solugdo extratora contendo e O, 4% a 0,46% b [
polivinilpirrolidonatPVF) & Scido ascérbico em Teis pH 7,5,
Triton X~100 foi adicionado como dispersante numa proporsdo Olima
e W%,  dewido a seus efeitos bendficos, 0 pH final e solugfo
gbtida foi ajustado entre 7,0 & 7,9 wom MNaOH 1W,

Verificou~-se que quando a cisteina foi usada nas diversas
jcombinacﬁ@s, em EST houwve resoluedo deficiente, 0 efeito da
éﬁaﬂaroﬁe fpi compardwel ao do  scido  ascorbico, e, quando
empregados  juntos, n¥%o foi obssrvado efeito sinergistico. For
wsta raz¥o, manteve-se sbmente o dcide ascérbico ne  solugdo
extratora, S-mercaptostanol foi apropriado para alaumas
combinag®es  pordm, sem diferengas significativas em relagdo a
combinagfio atima de comnponentes scima mencionada, Tanto o FUF
Cantioxicdants) quanto o Triton X-100 (dispersante), mostraram-se
eseenciais na solug8o extratora para tecidos de  folha, polsen,
caule @ palmito. Verificou-se, porém, que & resolugdo de ADH, ME
e GOT, em tecido «de raiz, fol beneficiada com a  adigdo e
gluiathiona (0,4 —~ 0,64) (foto 2,

4 utilizeg¥o de lignito comercial na solugdo extratorsa ndo
me thorou a resolugdo dos  agdis, pelo contréric, em  alauns

sistemas, houve mesno resolugBes insatisfatorias.
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4.1.1.4 - Mageragdo

Foram  teatados, principa lmente, tecidos e Tolhaos, {1
procechimentos  ode maceragcdo mais apropriades para  Folbas, o anm
Tt ulilizados para oulros tecicdos, el pasr L adoz

wesme Jhantes

Inten

idacs oe maceragdos a macerag¥o foi feita com bastées e
0
acedbioo, lavados  em daguas destilada a aproximadamente 2 C enterwe

at maceragiies de amostras diferentes,

para s ceterminar a  intensidade e maceragio
fToram Feitos, Lomando-se como base o tamanhbos cdos fragmentos e
falha  obticdos apds o processo. BQuando  as  amostras  Tioaram
recduzicas & uma pasta, sem fragmentos visiveis, considerou-se o
prieoeisnsa na o sua forma mais intesnsa, Maoceracdo  menos inltensa
resttllow  wen tragmentos  maiorss e, teoricemsnte,  numa  menoe
PrrOPporeEo de enzima ativa por unidade de extrator,

Verificou-se ndo  ser pecessdria maceracdo muito  intevsa,
Fraamentos de aproXximadamente D-dom mostraram uma concentragio

acdeauadda e enzimas,  requerendo meneor temnpo e wslopgo para a wmua

ol eng o,

A wmeys sl

ielon a quantidade de tecido wve
@ clepaepcdente s quantidade e solusdo extratora, s e tos

foernlopen cherbaprminou-sse Una proporsdo acdeguada oe 3%ml e solugdo

extiratora para, aproximadamente, 100my de tecicdo de follha, EBsoes

100wy che tecico correspondem a doils ddscos ode foliolos com 1édmm
de didmetro, obtdidos rapidamentes com um furador  de rolhas, 0

o lumes e OL385ml corresponds a 15 gotas oe solugsdo extratora B i
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um  conta gotas plastico degcartaved, Aoutilizagio do Furacoe e
rolhas e o do conte gotas agilizaram, solbwemaneica, 4  proeparagdo
cas amostsas,

A0 composiecdo e concentragdo dos  componentes da solugdo

extiralore tToram desenuvoluidas de tal forma gque, meEsmo quaticlo s
reduzia o guantidads de extrator adicionada aos discos de folhes
novas, portanto de menor peso, oblinham—-ge o5 mesmos resilbados
e termos e resolusdo., Tal Flexibdlidade & L erma st e

conwveniente  pols  ewita-se,  Com isso, as pesagens pedulas clas

amoatraa,

e tecidos das folhas das  palmeivas  en

alsras

estucln tem um alto contedado de fibras, dificultando o processo de
;@ac@ragﬁo e owxtragio,

7 uso de silice lavada na maceragdo deu ons  resgltachos ) i
ativiclades, resolugdo 2 expPressdo  das  divergas deEnein, o

mantiveram-se invaridueis auando comparadas a amostras maceradas

ge a adindo desse abrasivo,

4,.1.3.5 =~ Tempo =

Baixas woltagens o amperagens resultaram om corridas muito

cemoracdas 2 bandas  difusas, For outyro ladlo, wo Lt

e i
amperaqens exteamat geraram, pela excessiva passanem e coprenbe
Ao wel, grande quantidade de Calor, desnaturancdo as enzimas,
Foram determinadas, atrawvés de experimentagdo, tempos e
intensidades de coarrents @létrica para pH no intervalo 8,0 a 8,23

. a2 dplicagdo por 2% minutos de 23mA sem ultrapassar 1850 volts,

para a inseredo no gel de pegquena quantidade de enzimas pre:
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nee extrator b)) Apds a renosdo dos papels ode Filtro coonlence o
pebratos, aplica-se novaments D9%mA sem ullrapassar 150 vwolts, pop
99 miputos: o) Apos esee tempo saumenta-se a amperagsm para JOmd
alé um Limite oe 300 wvoltsy o) Apds 30 minuvtos, a  wvoltagsw &
PO Ayt e ajustada para 300 wvolts, cuidando-sa para quer N0
wiltrapassse J0wmh,

taae procedimento resultou em bandas de boa resoluglo,

(SE

Las o condlalieg, a tempo de corride foi dependentse do pHo do
tampdo do eletrodo, Com pH 7,8 a coreida demorown cerca e o horas
e ocom pH 89,48 o tempo phde ssr reduzido para B horas,. Com pH 8,0 o

processo  durou aproximadaments 3 LR horas, quando o { oo

atingiu 8,%5cm da origen,

4,1.1.6 -~ Camadas aproprigdas

ey i+ icou—ge que  uwm  fator imeportante dnf luencianco a
resolusdo  das  bandas em ocada sistema & a posigio da  camada 0
el

Obseruou-te que, om geral,a Gltima camada, em contaclto com &

base de wvidro, foi a ode melhor resolusdo =nguanto que 9 mails
externa, superficial, permitio apsnas cdetectar a ativicdade da

e Eima, seam separagdo  em bancdas., fa  camadas dntermedideian

mostraram etfeitos diferentes pos diversos sistemas  snzimaticos

cecorrsntes da  prdapria estrutura  eapacial e composigBo  ctas
diferentes senzimas, For wxenplo, a resoluco de PRY ndo ol
atetana pela posicfo ds camada no gel. Em ME e« GOT o efeitce tol

pouco  pronunciado.  AFS,  EST, AN & FGI wostrarem  pesolugles

cdeficientss quando revelados en camadas mais  supeprficiais  dos
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Em tiermos de resolucdo de bandas, +trés grupos distintos de
eiizamas  podem ser diferenciados. O primsiro inclui APE, EST e
PRX, para as guais a metodologia aplicada mostrou-se eficiente,
com boa rescluglo, estduel e pouco afetada pelas condigBes de
armazenamento £ estddios fisioldgicos das plantas, No  sequndo
grupo colocam—se ADH, FGI, ME, GOT e PFQO, nas quais cbservou-se
oa resolucdo de Dandas, porédm, com expressdo instavel, 0 estédio
fisioldgico das plantas parece ger a3 causa principal dessa
inconstancia, No terceiro arupo situam—se G&FDH, 6FPGIOH, FGM, GDH
e« MDH, das quais raramente oblteus-se atividade enzimdtica e,

mesmo quando ssta foi notada, a resoluc¥o deixou muiioc a2 desejar.,

4.1.2 Tecidos Alternativos e Estiddios de [Desenvoluimento

ey ] S e e e iy ot e Wy T e T ST Yo T e M- MRS AL bh e T T e e mm e e S e e e e i VT e e e e i

Foram estudadas a express3o e resolusdo dos diversos
‘sistamas enziméticos, em  tecidos wvegstais distintos, Oz
resultados obtidos foram avaliados em termos da resolus3o e
,;gpetitiuidade na obteng¥o de bandas, além da disponibilidade =

simplicidade na oblencdo do materiasl,

Dez sementes maduras de E.edulis ¢ E.oleraces foram testadas
para FRX. aFS5, EST, AIH, PGI ¢ PFGM, Obteve-s¢ boa rescluslc de
wandas para PRX an6dica, enguanto ADIH., PGI « FGM n3o mostraran
atividade neste tecido, APS, EST e FRX catddics apresentaran

carta ativigade, porém com resolucdo de bandas muito

insatisfatoria,



f# utilizaglo deste tecido nSc parece ser vantajosa, NEo hd
disponibilidade continua de sementies novas durante o anoc &, alén
‘d4issc, houve dificuldades na serminac8c das sementes apds 3
remogdo de uma porgdo do endosperma, 0 4que impede a
caracterizecdo isoenzimica nesse tecido., Além disso, poucos

sistemas sdo passiveis de ansdlise utilizando-se esse substrato,

Foram analizadas 10 plantas de E.edulis = E,.oleracea para
ADH, PGI, PGH, PRX, APS = EST. Sem=lhante ao endosperma, & Udnica
resolucdo razodwel foi obtida para PRX anédica. Tambem verificou-~
se¢ que 05 padrlies obtidos de coleoptilo foram semelhantes
aqueles de folhas de plantas das mesmas populaghes, MNIo foi

possivel]l germinar as sementes apdbs o corte do cols=eoptilo,

portanto, este material tambem n%o oferece maiores vantagens,

—— i o — e A e i e T e S 2 e e wrre v -

Fare +todos o5 sistemas enzimdticos, 05 padrles de cCaule,
meristaems & poOrcloc processdvel do palmito mostraram—se
seme lhantes, se¢ndo westes trés tecidos, ent&ao, analisados

conjuntamente |

Esses tecidos mostraram—se altamente propensos 3 oxidaghes
fendlicas, A resplugdo dos padrlies melhorou consideravelmente,
quando lavados com uma s0Olug8c coniendo 2,3% de NMaCl & 0.8% de
azido citrice, logo apds a remogz8c da bainha, sendo possiuvel o
armazenamento, em geladeira, dursnte atéd 7 dias,

Foram testedas pare APES, EST, FRX, ADH, FGI = MDH, 10
plantas de 13 populaglies de E.edulis, 10 plantas do "tipo" Rahia
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sem perfilhamento bem como alguns hitvwidos interespecificos,
phtiveram—se resolusles estiveis para EST, AFS e FRX. FPars
ADH e FGI, & resoluclo tambem foi satisfatories » POrém, com

expressdo instavel,

4,.1.2.4 - Polem

% palmeiras de Euterpe spp. com ¢ sem  perfilhamento foram
testados quanto 3 APS, EST, PRX, ADH, FGI, ME ¢ GOT,

Folene armazenados por diferentes periodos de tempo foram
egtudados, deuvido ds dpocas distintas de florescimento dessas
palmeiras, Esse fator parece n3o ter influenciado a resolugldo de
bandas, desde que em aldaguns Casos en que puderam ser testados
polens <o mesmo material, o recém colhido mostrou resolugdo
semelhante aquela do armazenado,

AllH e ME apresentarawm padrles de coloracloc intsnsa em polewm
de E.edulis ¢ de Buterpe spr.., com resolucdo notavelmente mais

nitida gque a observadsa nos outros tecidos, Em E.oleraces, bem

p e 4

como seus hibridos, ADH n¥%c mostrou atividade ¢ ME apresentou

resclugdo difusa,
FPEI o GOT mostraram resolugles razodweis & semelhiangs  de

tecidos de folhe, Como em ALK, as amostras de E.oleraces # seus

nibridos n8c apresentaram atividade,
afFs, EST = FPRX, aoc contréric de outros tecidos,
apresentaran, em polsm, restlugdo insatistatodrias,

N30 e conhece & razdo dessa exprazssfo diferencial de

E.edulis ¢ E.gleracea & secus hibridos, ewm relagdo s atividade de

aAbH, PGI e GOT em polem. Estudos mais detalhados sobre esse
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assunto sdo necessarios, uma ve: que todos os polens analisadaos

estavam viduveis,

4,1.2.5 - Raiz
Raizes de plantas jovens e adultas, origindrias de

rupulagbes de E.edulis e E.oleracea = alduns hibridos

—— — S 2 —_— e T

interespecificous foram testadas para AFS, EST, PRX, ADH, MDH, ME,
PGI e GOT,

Resplusdo de kandas nitida e estivel foi obseruada para FRX,
EST e AF5, sendo semelhantes os padrbdes de plantas  jousns e
adultas,

ADH apresentou bos resolucdo, porém, bastante instéduel. Em
plantulas diferentes no mesmo estéddic de desenvoluimente e
mantidas nas mesmas condigles de culiive, algumas nlo mostraram
nenhuma atividade enquanto a maioris apresentou atividade
enzimdtica normal, Este fendmeno tambem fo0i observado em tecidos
de folha, A possibilidade de que a instabilidade de resoluclo
Pudesse ser afetada pels quantidade de tecido usada, efeitos de
maceragd3o e de soluglbes extratoras foi descartada, apés diversos
testes realizados, Frovavelmente, deus—-se a fatores fisioldgicos,
relacionados 3 condigles de irrisagdc & aeragdo das raizes, pois
sabwe—3e gque ADH ¢ caracteristicaments expresss en  condig8Bes
anaerdhicas,

ME e GOT, apesar de melhore significativa com 2 adigl3c d=
glutathions ne soluclo de extracfo. mosiraran—5se de resolucdo
instdvel., FGI n8o mostrou atividade en  nenhun  dos materiais

estudados,

O resultados obtidos para PRX. ES8T & aAF5 em raiz tornam
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#see tecido uma excelente opclo para estudos de expressdo destes
sistemas e possivel identificag3o de plantas hibridas, Fequena
quantidade de tecido é suficiente ¢, alén disso, observou-se

bhaixa oxidas3o0 fendlica,

Estes tecido foi o mais inuvestigado {cercs de 1000 plantas),
por ser disponivel o ano inteiro, poder ser mantido na 3eladeira
por 10 diss o nd¥o provocar injuria ou destruigdo da planta,

o contrdrio dos outros tecidos estudados, verificou-se que
a preparaclo das amostras para macerasgd3c pode ser feite no dia
anterior at da eletroforese, o que facilita bastants a rotina de
trabalho, quando se deseja analisar ndmero grande de amostras,

Resaluglo nitida ¢ estdvel foi obtida pare APS, EST & FRX.
ALK, FGI, ME ¢ GOT apresentaram, tambem, resolugdo nitida, porén,
da mesma forma que em outros tecidos, instiuvel,

Diversos estiddios de desenvoluvimento foram testados,
Verificou-se que ndo houveram diferencas significativas na
qualidade de resoluc8o das bandas pare nenhum sistems enzimético.
0 padr3o de expressdo das diversace bandas foi tambem semelhante,
Entretante, &mn FRX anddicae verificou—-s# que em pléntulas ocorre
um deslocamento das bandas em direc3o ao fronte em uma regilio de
resoluclo &, tambem, um menor ndmero de bandas 4 visto em  outra
regidc de resolugdo. em  Ccomparacio com os padries obtidos em
plantas adultas, Tanioc o deslocamento uniforme de handas como &
ocorréncia oe maior ou menor ndmero de bandas, enm amostras  de
tecidos extraidos em diferentes sstddios de desepuolvimento, ndo

&%0 fenomenos raros, Felo contrério, principalments em FRX, & de
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ocaorréncla comum e reflete modificagBes poHs tradugdo =/0u
express3o de lo-i especificos em certas fases ou condigBes de
dessnvoluimento (ASINS et.al.,1982),

A nitidez e estabilidade de resoluc8o de bandas excelente en
tecidos de folha para FRX, EST e AFS & os resultados razoadveis
obtidos para ADH, FPGI, ME e GOT determinaram, além de outras
wantaaens, a escolha deste tecido para os estudos preliminares de

uariabilidade genéticse do germoplasma disponivel,

4.1.3 - Armazenamento dos Tecidos Vegetais

e BSOS Cate mmmm e e amr e e S e

Foram testadas diferentes condisles de armazenamento,
principalmente <quanto 3 temperatura e umidade, para folhas de
&i?erEntes idades, Ambos os fatores ambientais tiveram efeito na
resoluc8o das bandas., Verificou~se que, paras todos os sistemas
enzimdticos, alta umidade no armazenamento ¢ essencial para se
manter constante & resolug¥o de bandas, A temperatura, no
entanto, teuve diferentes efeitos nos diversos sistemas estudados,

Fara PRX, EST, APFPS, G0OT &« ME obtigue-ge, sob condigdo de
armazenamento en condigles dmidas{sacos plésticasé' e ambiente
frescol geladeira) ate 10 dias apts & colhweita, uma resolugdo
seme lhante aqusls obgervada em foliolos colhidos e wtilizados no
meemo dia, Fara PBEIL, entretanto, £5sas mesmas condi;&és, por mais
de 5 dias, resultaram em bandas menos intensas., “F

A resolus¥o de ADH mostrou-se altamenie influenciada pela

[

condig®3c fisicloaica da planta no momento da coleta, desd que
foram observadas Jditerencats e apusiias extrgides de uma mesma

planta, coletadas em dias diferentes porém armazenadas nas m2smas
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conaligfies
Mo teste de tecidos de folhas de Jdiferentes iclavles, amosto s
de foliolos de plantas adultas colhidos e utilizados no wesno R

sntaram resolucio constants para ME, FRX, GG, EST e WHEET

BE
doreheprencden b oz b e idade da Folha. Todawia para PGL o PR,
folhas mais velhas resultaram em bandas mais  intensas &, pdara
A, folhas mais nowvas resultaram em bhandas mais niticdas.

Poade—ee  concluir gue foliolos mantidos na aeladeira  denteo
de macos  plasticos, até 10 dias apds a colheita, pgdwm s
utilizados, sem haver perda consicderduel da atividacde erzdmatiaa,
Apds  wsse tempo, observou-se Certa perda na  atiwvidade, el
afetadas, principalmsnte, EST, AbH, FGED & GOT, AFS e FfeX Foaram s
werios  afetacdas, podendo o material ser armazenado atd 15 dias,
mantendo-se em boas condigles para a andlise de isoenzlimas,

0 copgelamento dos discos de tecidos de folha ndo ey bons
rasy Lt ados, sendo oeficiente a resolugfo das bandas,

s outros tecidos foram todos  censideravelwmente atetados
pelo  tempn o armazenamento,  sendo avonss lauel  em  tuturos

trabalhos, a sua coleta & vso dentro de, no maxino, cods dias,
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4,2 EISTEMAS ENZIMATICOS, EXPRESSA0 E VARIARILIDADE GENETICA

Regilfies distintas de atividade de bandas nos gédis Toram
observadas para cada isoenzima, com express¥o diferencial das
(f wwauws NOt diversos tecidos analisados. Estae express8o distinta,
=std relacionada, provavelmente, com & expressdo de  diversos
loci, 0 estudo das diferentes expresslies & bastante complexco
podendo envolvuer ndco somente a cxpressSo ou n¥o dos diuversos loci
COmo 2 formac8o epigendtica de bandas extras degido a
modi{izis8es pos—traduglo e, conforme a8 estrutura quaternaria das
isoenzimas, uma pPossiuvel formagdo de hetergpolimeros intra e
inie 2eniTtDs, Estudos mais detalhados do assunto dever3c se
apoiar #=m informas8es complemsntares sobire citologia e estrutura

gentmica  das spédcies & na andlise genédtica apds cruzamentos

1]

dirigidos. HNa&a aus#ncia destase pesquisas, 0 entendimento das
diferentes expresslies observadas é bastante limitado,
A exXpressio dos sistemas enziméticos estudou-se
comparativamente em diversos tecidos alternativos, procurando-se
utilizar plantas das mais variadas origens. Se btem que, nSc foi
possivel, & inequivoca identificagdo de loci ¢ alelos e da
estrutura quaterndria das 1soenzimas =studadas, pé&dse Ser
verificade & existéncia de wariabilidade gendtica, bDen como
avaliadas as isoenzimas & materiais wvedgetais de interesse pare
futuroe trabalhos snuoluvendo andlises genéticas dessas sspécies,
Me Quadro 1 & sequir, relacionam—se os tecidos, sistemas
enzimdticoe ¢ materiais vegetais uwtilizados nos esiudos de

eXpressdo « de uvariabilidade agenética,

) 4%



QUABKL 11 Heterials vegetars, tecidos e isoenzisas viilizadas nos estudos de variabilidade genfbyc:,
i o ay
| GERHOFLAGHE CAULE HERISTEM:  PALMITE  RAIZ IT FOLER TOLHA FELI
: HUTIAS ATULT JOVER
D LLeduiie AFS EST FRY APS EST PRY  APS EST PRX  APS EST  APS EST PRX  APS EST FRY  APS ST IRX
L A FG1 ADH FGI AM PG PRY ADH  AIM PGI KL ADH PGI HE  AMH FGI HE
P 60 0T PPO BOT FRG
L T_lerace; AFS EST 8PS EST PRY  APS EST FRX  AFS EST FRX
. PRX AN ALH PG ML AIM PGI HL  ALN FG1 KD
? 60T £01 FPD aav T
Hibr1ee AFS [ST FRX AFS EST PRX  APS EST PRX  APS EST  APS EST PRX AP EST PRX  AFS EST PRX
E.edylis : AIH FGI  ADH FoI A P61 PRX ALK ADM PGI ME  ADH FGI MD  ADM PGI ME
L.olerace: 607 60T PO 607 FRU
"{ipo" Bahia  APS ST APS £ST APS £ST AFS IST PRY  AFS EST FRX  AFS EST FRX
PRY. ADH PRY ALK PRX ADH AUH PGI N[ ADH PGL ML AIH PGl HE
07 w07 Gl
Mpe" el APS EST PRY  APS EST FRX  APS EST PRX
Kate Grosse AIH PGI ME  ADH PGI HL - ADH F&1 NE
| GOT 60T 607
j putro:s AFS EST FRY  APS EST FRY  AFS EST PRX
| Euterp: ser. ALH PE1 ML AW PGI ML AIM FGI KL
P 60T GOT FFO 60T FFD

AFS (fosfatase Acida) -

A expressdo de APE pode ser separada nos géis em 4 regilies,

& 2a regifo foi considerada a mais

resoluci¥o nitida ¢ estivel,

iwcidos & materiais vegetais estudados,

fronte « proxima & origem,

& 4a,
porém  =m

capesar de sempre ser exXxpressa,

Caule, meristema =

*

2 bandas principais. uma na 1 e
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importante,
além de ser ocxpressa em

A la regido,

alguns cCasos N30 se phservou sxpressio,

A 3a

teve resolucde nitida somente

sendo

todos

sua

os

préxima ao
apresentaram bandas definidas,

regifdo,

(1]

palmito apresentaram padr¥o semelhante de

outra na 2a regifc, esta dltime




presente tambiem ne folha das mesmas plantace, A& 3a regifio mostirou
exXpressdo, pordm, de resolugdo difusa., A& 453 regilo, cor uma banda
proxima a origemn, observou-se somente em elgune individuos do
hamado "tipe” PRahiasa sem perfilhamento, M3c se observoy
variabilidade genética em nenhum dos materiais estudados para o

padrd3oc principal resolvido nesses tecidos (foto 3).

Tecidose de raiz arresentaram resclucdo nitide somsnie nas
redilles préoximas ao fronte, com expresslo diferente =m E.edulis =

E oleracea., Para cada espécie, entretanto, obsservou-—se apenas um

de soments uma banda, semelhante ao obtido em tecido de folha na
regido principal (2a), Em E.edulis e outros hibridos observou-se
umas banda bem Jdefinida na la reqi3o, sempre associada B uma banda
na 22 regilc, awvangada em relagdo 3 hands da folha das mesmas
plantas. Esta associaclo mostra 2 diferenga dos padriies de raiz e
folha =m E,edulis, HNa 3a regido observou-se expressio difusa em

ambas ae ecphCiwe o hibrinos (foto 42,

Ms foliha, 2 wexprescslo princiepal ¢ uma banda Gnice na 2a
regifoc, semelhante para as plantas de E.edulis e E.oleracea

testadas, Em ouiros materiais de Euterpe spp. observou—se, no
entanto, pars algumas plantas; um padrio tamben de uma tanda,
porén  de mobilidade difersnte &, pare outras, expressdo nuls
dessa reaido (foto 5%,

Mosse tecido, tambem foi constatada atividade enzimdtica nas
outras regifiecs,. M2 il regido observou-se, egporadicaments, umea

bandas difusa, difersnte 3 encontradae em palmitc. Verificou—se que

wete expressdn se euidencisa gquando @ folhae 4 armazenads B
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temperatura ambiente, Forém, no “"tipo" Rahia sem perfilhamento,
esta bhanda s& expressa sempre e apresenta intensa coloragdo. A 3a
alogune de seus hibridos, Constatou—se, porém, expressbes
diferentes em E.cleracea ¢ E.edulis, A 43 regifo, proxime 3

origen, mostrou ume banda 4dnice presente indistintamente ew

algumas plantas adultas e plantulas de diversos materiais.

0O polem apresentou express¥c apenas na la ¢ Ba regilies,
cbtendo~se resolusclo somente em E.edulis ¢ alguns Eulerpe SPP..

ot 14 [ 3=

com padr8c semelhante ao ohtido em folha dessas mesmas plantas,

Em suma, expressbBes diferentes foram observadas nos diversos
pecidus para as 4 regifes de resoluc3o de APS. Pela distribu;ﬁp
diferencial dessas bandas nos distintos tecidos pode-se especular
2 possibilidade dessas 4 regilles corresponderem a 4 loci
distintos., Apesar de amostras de folhas de E.edulis ¢« E.oleracea
terem um nadr%o0o semelbante na regifo principal resolvida,
constatou-se, no entanto, wvariabkiilidade agenética para outros

materisis uvsaetaie <como o© “"tipo" Agai Mato Grosso, ERahia e

plantas nativas de Barcelos,AM,

4 2.8 EST (esterase) -

& mxpreacin de FRT foi observada em 5 regilies, das quaie 3
«30 préximas do fronte. A la observou—se somente em tecido de
folha de plantulias e de plantas adultas. A Ea corresponde a uma
tanda presente em todos os tecidos, porédm devido a  proximidade

-om & 3a reg9ildc, sua resolucSo =m  alguns casos pode ser



confundida, A& 3Ja considerou-se a regido principal devido w0 sud
eoat gl Laddacds o me Yhor rosolucdo em toclos  os tecidos, (R A4

FRECEY I P K g ghvgervou-se  dntensa atividade, pordm as bandas «fo ohe

Tiwmites difusos, Farece, no entantao, que existen trds grupos de
bandas  enwvoluvidos nesta regilo., A Yltima el do, By Lma H

O 0, WEPTEGSOU-Se  comnd ume banda ode pesolusdo nitida O g

instdoel,

Cau e, meristema = palmito apresentaram  uwma banda na W
SRl N R s ou dJuas bandas semelbhantes as Jde tecicdos e folbia e
Fa regifo, atividade dntensa oom expressdo diferente para alaumas

plantas de Boedulis na 4a regido o expressdo de uma banda pedsina

Y oorilgem smn todos os casos testados (foto 65,

Tecidos de raiz apresentaram ~2tividade na Sa & Ja  regzido.

mata  dllima e sxpressdo semelbante b ode tecidos de folha, Cat il

uma ou duas bandas, A 4da @ Sa regifics, prdximas & origem, Tiussam

K P

ado soments em oalgumas plantas (foto 70,

0 padrdo de  teocidos ode Ffolba & 0 mals complexo para  sap
analisada, Observog-se atividade en tocdas as regities (Folo 27,

La  wegido, de boa resclugfo, pordm com  oerta  dnstabd bidacle,

mostrou varidabilidacse em B.edulis & E.ogleracea (foto 8 « folto 90

i

e Ba regido obsesrvou-se ama banda semslbante para seman Juas
wapdeiez, Ma 3a, reagifo pribcipal, observaram-se diversos Lipos
de paderBes:  sem expressdo, banda dnica g associagdo  ode duas
Bancdas (Fota 10), A expressdo nula 2 a banda mails avangada foram

e Oocorrencia comnum nes Jdiversos materiais vegetais estudados, A

da  predido mostrou, geralments, resolugdo Jdifusa e, a  reaido
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Cprdxima 3 origem, 3 semelhanga de tecido de raiz, apressntou

expressdo somente em algumas plantas,

0 polem tevs sipressdo principalmente na 3Ja regido, Sua
resolucdo entretanto foi difusa., Ndo fol posstuvel a sua utilzagio

para auxiliar a identificac¥o dos diwversos looci,

Em resumo, obssrvou-se variabilidade genédtica entre & dentro
de E.edulis, E.ogleracea, hibridos intersspecificos & plantas de
‘ggeggg SPPp.. Dewido B complexidade das bandag em EST & 2
ocorrdncia  de muitos padres nas diversas  regilies, infurmacﬂﬁﬁ
precisas  sobre os loci envoluvidos e az  estruturas quaterndrias
cdas enzimas Jdeven, necessariamente, basear—se em adequados testes
de  progénies, apés cruzamentos controlados, Mo estudo das EST,
onde & freduente a ocorréencia o waricos loci, alguns codificando
para  mantmeros, outros paraea dimeros, além das  complicaglies
devicdas bs modificag®es poe~traduedo, pode ocorrer a formagdo ode
diversass bandas de isogstesrases, a partir do produto oe um dndco
locus,

Mo entanto, pela expressdo diferencial das  regities nos
diferentes tecidos & materiais vegetais empragados, sxiste o
paossibilidade da 1a, Ba, 3a & S8 reygifo corresponderem a  looi
distintos. Ma 4a regifo, talvezr mais Jde um  Jocus  eslteja
epuoluicdo,., & 3a regi¥o (principal), de maior wariabilidade,
parecs  corresponcder B situagdo de segregagdo de um o loous, Com
varios alelos, que  codifica para uma enzimé monomér ica,
Caracteristicamsnts, nesta regido observou-se sempre  Uha ou
apenas duds bandas e migraclo distinta, porém nunca trés ou mais

banclas em um dnico indiwviduo,



4.2,3 PRX (peroxidase) -
Apresentou atividade anédica & catbdica, ambas com excelente
resolucde, Tanto PRX an6dicae como FRX catodice situaram-se em £

regiltes definidas, com expressdes wvarijdveis, de acordo com os

tecidos empregados,

En caule, meristema e palmito, FRX antdica wmosirou
variabilidade gendtics em E.edulis na la regifo, com a expressdo
de uma ou duas handas, Ma 2z regidc, dJdevido 3 intensa atividade
nac se consedulu resoluer bandas bem definidas, Ne mesma espécie
FPRX rcat6dica nesses +t1ecidos mostrou agrands complexidade com

ar ande namero de  bkandas e  tamben diversos padries de

variabilidade (foto 11},

Em raizes ndo houve expressdo de le reqgilo de PRX  anddica,
Me 2a regilio observaram—se vérios padrBes em E.edulis, com
expressdo de duas, 1trés ou quatro bandas. Em relacdo 3s  folhas

das mesmas plantag, wverificou-se que esse tecido apresenta maior

ndmero de bandas (foto 123, 0 padr3co de PRX cat6dice em raiz

—_—Tm

"mostrou-se, tambem, diferente do padr3oc de folha nas mesmas
plantas, Entretanto, reveloe  padrbies dnicos & distintos para
E.edulice & E.oleracea, 1sso permiie a identificagdo de hibridos

interespecificos pelc padrd3c composto da assoriaclo dos padrbes

dae sgpécies progenitoras (foto 133,

Ne pplens de diversps materiails foram testacdos, porém, ndo
e  Cohseguit  boa resolugdo em nenhum dos casgs, PRYX  anddice

mostrou sempre resolugd3o difuse & PRX catdéadica, bandas pouco



coloridas =wm  apenas alguns polens, For isso, nda  poHcde ger

utilizado para um melhor entendimento dos padrfies de FRX,

Fm Folha, PRX anddica na la reg9ido, prdxima ao fronte,
revelou  um pacdr8o caracteristico cde wirias bandas  associadas
gquidistantes & de migragdo conjunta. Esse tipo de  padedo 4
bastante comum @m outras plantas jd bem estudadas geneticammsnte,
onde  um loous codificando para uma enzima monomdrica  apresenta
bandas equidistantes de migracido conjunta & e coloragdo
decrescente, bBsse efeito &, muitas vezes, resultado da expressdo
e conformeros, isosnzimas que apresentam a mwsma.sequ@ncia chi
iﬁminoécdms, existingo, entretanto, em diferentes sstruturas
&%onformaaionais (KAFLAM, 1948). Em Euterps, embora ainda falien
s testes adequados em progénies de cruzamentos dirigidoes, & de
GE BEBPErar, pela  semelhanga dos fepdtipos, uma situagdo
semelhante, onde 1 locus codificaris uma enzima  monowérica,
responsdvel pela expressdo dessa la regido. Em B.edulis existe
variabilidade gendtica, a julgsr n¥o sdéd pelo ndmero cCono pela
mobilidade dessas bandas. Apesar dessa variabilidade, weprificou-
:

e que as bendas de E.oleracwa, s30 avangadas em relagdo as e

todaé o padrBes de E.edulis. A expressdo nos hibeidos resultou
em uma supsrposicdo dos dois pace@ies o gqus seria consistents Com
a hipdtese acima (foto 14),

A Ra regifo de PRY anddica apressntou padrBes comp lexos  de
seren  analisados, Namero varidvel de bandas foram resoluvidag sm
E.edulis & outras plantas s&m perfilhamento. E.oleracea no

entanto, apresentou-se homogdnea para estae reaido, com um padrdo

tipico e trés bandas (foto 13).



Menbum tipo de associag8o foi observado entre os paderlses & a
wigracso relativa das bandas da la & Ba reailes, Farecem tratapr-
e de regifles codificadas por loci diferentes, a julgar P ka
exproessdo diferencial em tecidos distintos., Ma Za regido, parece
que tambem apenas um locus estd envoluido, <omo gerd discutido no
1tem 4.3,

Em folka, PRX anédica, revelou-se influenciada pelo estadio
.de clesenuoluinento daﬁ'pléntag utilizadas, Em plantulas ocorre um
des locamento em direcfo ao fronte das bhandas ma}tiplam,
observadas na la regifo, o ndmero delas sendo  semslhante  ao
observado em plantas adultas, Jéd na 2a regido obssrvou-se, &0
wudas de E,edulis menor ndmero  de  bandas, Em E.oleracea  a
expressio ¢ igual em pldntulas = plantas adultas indicancdoe  que,
para wessa reqgifo, apesar de ndp sxistirem diferengas quanto aos
YE S estruturais respoOnsiVvels pela wXpressdo, existe
provave lnente  variabilidede genédtica entre as duas papéicies a
nivel de regulac¥o  génica ou  de modificadorss, que RPOSSam
provocar alteragBes epigenédticas dessas isosnzimas,

FrrX catodica em tecidos e folha revelou resultados
extremaments intersssantes, oon padrlies dnicos & caracteristicos
para E.edulis, E.oleracea ¢ seus hibridos. Mais ainda, esses
padrtes sio constantes, expressando-se cde forma  idéntica nos
diversos setadios de desenvoluvimento, Constitus-se, portanto,
excelentes marcadores genédticos como serd discutido no item 4.4
(foto 16). Fara PRX cat6dica, a julgar pela disteancia das chuas
regifes que Se expressam, pode-se sspecular a existénsia de mais

de um locus epvo lvido,



4,2.4 ADH (alcool desidrogenase) -

Voi observada apenas uma regido de atiuvidade snzimdlica pera
A, As  mesmas bandas  foram observadas em  todos  os tecidos
vegelals, POT &, hiouve diferengas de  expressio  quanto )

intensidade coe coloras8o das bandas,

Caule, meristema =» palmito, testados soments wm  plantas
hibridas, apresentaram um pacdrdo de trégs bandag, semelhante ao

obticdo em tecidos de folha de plantas tamben Mibeidas,

Terido o raiz apresentou resolucfo de trés bandas, sendo
uma das duas bandas extremas mais coloridas em relagio 2
intermedidria,. Verificou-se que a banda de coloragdo mais intansa
e tecidos ode raiz & a menos coloride em tecidos de folhas cdas
MEsmas plantas (foto 17). Observou-se variabilidade genética, com
padrBes caracteristicos diferentes, emn E.edulis. L.oleracs

seus hibhridos.

Fm tercido de folhas de plantulas o plantas adullas  fovam
ohseruadas uma, duas ou trés bandas em E.edulis = E.pleracea. Mo
entanto, os pacrBes destas espécies se mostraran claramants
distintos, apresentando E.edulis as bandas mais separadas e

Cabe ressaltar que, para as duas sspdcies, obssrvou-sae 4
maitor expressdo cdas bandas exltremas de ADM, swsndo gera lmetitse 2
mais avansada a de coloragdo mais intensa, 0 pacdrdo de plantas
Fibridas, observado em tecidos de palmito, raiz e folha, mostrou-
56 tth&m distinto com trés bandés (foto 17)., Ocasionalments,

houuws em B.edulis ¢ E.oleracgea resoluglo de somente uma banda. A
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wxpressdc nas plantaes hibridas de resoluc8o de uma banda mais
arossa, resulta, posgivelmente, da associag8o das duas bandas

avangaras das espécies progenitoras (foto 18),

0 polem apresentou Otima resolugc8o em E,edulis € =m uma

——— - o S

Avail Mato Grosso. € padr%0 correspondeu a um dos padrBes de tres

At observagbes sobre & expressdo de AIDH nos diversos
tecidos, se bhem 4que bastante preliminares, s%o compativeis com a
possibilidade de serem o resultado da expressio simulténea de
dois loci, cowm a2 formag8c de um dimerc interaeénico, um dos locos
eXpressando—se Con maior.atiuidade do que o outra. 6 formacdo do
heterodimero serd totazlmente ao acaso ou de atividade mais fraca,
A hipdHtese da existéncis de dois locl & formag3o euventual de  um
heterodimero seria plausivel, uma vezr que em todas as plantas
investigadas a forma ative de ADH invariavelmente é de estrutura
qQuaterndria dimérica, Usuvalmets, em ecpécies diploides =stfo
presentes £ loci diferentes de ADH formande dimeros intra e
intergdénicos., «m alaums fase do desenvoluimento, quando os £ loci

SE EXPRESSah,

4 2.5 FGI (fosfoglucpisomerase) -~
FiEZI pOde ser uwvisualizade ne porcdo média do g1, Umnae banda &
uista nos tecidos de palmito, folhe e polem de E_ edulis, Fara

e e e

E.oleraceg nd3c foi testado o tecido de palmito ¢ n8o obteve-se

resoluclo nitidse em polen. A sxpressdo obtide em folha mostrou,

para esta espécie, o mesmo Padrdo observado em E.edulisg.

— e e = S
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Apesar de, nd3o ter sido observada variabilidade genética
para as duas espécies estudadas, =m mudas provenientes de plantas
de Euterpe spp., sem perfilhamento, da localidade de Rarcelos &
express¥o de PGI consistiu num padr¥o variduel de uma ou de duas
tlandas, s=hdo a mais retardads semslhante B encontrada em
E.edulis = em E.oleracea (foto 20). Esta situagdo poderia sugerir
a express3o de um locus, sendo & enzima formada um MONOGMEr0 OU UM
dimero, MNo primeire caso, o heterozigoto expressaria as das duas
handas parentais, Forém, o fen6tipo meis avangado referente ao
outro homozigoto, como seria esperado ocorrer, ndo fol observado
apesar de terem sidoc analisadas mais de 30 plantas dessa
popula;ﬁo o que torna essa hipotése improviusl, Fode acontecer,
entretanto, gque o homozigoto para 0 alelo avangado ser inuvidvel,
MO <caso d# ser um dimeroc, & se3unda banda observada serisa  um
heterodimero de um alelo nulo, cujo homodimero nulo ndoc seria
visualizado ne 9el. Lssa explice¢do implice na ocorréncia de
plantas sem express¥o nenhuma, nessa regi¥o, as gquails seriam
homozigotas pra o alelo nulo, fato gque tambem n3¥o fol observado,

Uma possivel hipétese para explicar a ausféncia dess# gendtipo

ceria considerar que o homozigoto nulo fosse inpuvidwvel,

4.2.6 ME (enzima m&lica) -
Em todos os tecidos testados ME apreseﬁ{ogﬁﬁiiuidade somsnte
g :
na regifo prdxime 3 origen,

Folens de algumas plantas de E.edulis, E.pleracea, assim

E.edulis., E.oleraces ) oz hibridos aprecsentaram padr3o
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de origem desconhecida mostraram diversos padr8esi bandas de
mobkilidade diferente, plantas <com duas bandas, tambem de
mobilidade diferente ¢ wmesmo individuos nos quais ndo se observou
nenbuma  handa, por razdes ainda ndo determinadas, indicando a

ocorréncia de variabilidade 9enédtica dentro do génsro {(foto 2173,

En tecido de folhas verificou—se variabilidade genética en
plantas de E.edulis provenientes de um progenitor possivelmente
autofecundado, <cujo padri3o para ME apresentou—-se como ums bands
wspessa (foto B2), As consideragles sobre a3 expressio de ME serdo

discutidas no Item 4.3 & segulr nNo qual %30 analizadas alaumas

prosénies obtidas de autofecundacdo,

4. 2.7 GOT (9lutamato oxaloacético transaminase) -

A wxpress3o de GOT observou-se em duas regibes do anodo,
sehdo seméelhante em tecido de railz, folhe e polen. |

Ma 1a regifo, na porgdo intermedidria do gel, observou-se
uma bands dnica, semelhante para as diversas plantas de E.edulis

e alguns hibridos testados., Mo e#ntanto, em plantas de Euterpe
PP, com & sen perfilhamento, oriundaes de BRarcelos verificou-se a
ocorréncia  de outros padrbdes ﬁara es65a regido, COm uma ou gduas
trandas (foto E£3), Aparentements estariam presentes Nessas
populaglies & alelos de 1 locus sendo a enzime monomérica, O
heterozigoto no el seris identificadeo por padrfies Consistindo de
duas bandacs dos respectivos homozigotos, Issto vem de encontro 4
tradicional situagde de GOT, obrservada em outras espéciss

uegetals, onds sempre se apresenta como uma =nzime dimerica, O

. inico caso de que temos noticia de uma excecdo foli constatado por
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TORREE e TISSERAT em 1980, com o© locus GOT-2 em té&mara,
caodificando para ume enzime monomérica,

A 2a regifo, proxime b origem € de resolucdo menos estduvel,
apresentod um padr8o de ums banda awvangada ou uma banda retardada
ou de trés bandas, sendo uma intermedidris &m tecido de folha e
uma ou duas bandas emn polew ocorrendo indistintamente en

E.edulis, E.oleracea, hikridos interespecificos e plantas de

———_—ee= —_—————_—— =

por um locus & dois alelos, Mo heterozigoto ocorreria interagio
alélica com a formagdoc de um dimeroc, o mesma Fforma gque o
obrservado em témara,a isoenzime da regi8So proxima & origem &
@ambem dimérica, E interessante a coincideéncia am  relagdo as
semelhangas na distribuicdo dos loci & na estrutura gquaterndria
excepcional de  GOT de um deles, Jjustamenies emn duas palimdcsas,
porém, 9quaisquer consideracles mais elaboradas a respeito seriam

por demais especulativas,

4. 2.8 FPPO {(polifenol oxidase) -

& express3c de PP obssruvouv-se com resoluglo de  bandas
somente ne porcdo wmédie do  gel, Liferentee pandac ftoram
observadas em tecido de folhas de alauns materigis investigados,
indicando gque provdvelmente egte sistema apresenta wvariabilidade

aenética, A resoluecc, embora nitida, mostrou—se instawel,



Uma aviequacia identificagd®o dos loci » alelos para as enzimas
o e, necessariamente, estudos ode  progénies  oriundas e
cruzamentos controlados, nas  quais  pode  ser analisada a
segregardo  de  todos s gendtipos de interesss,  Uke wvex que,
atualmente, nY%o existem tais progfnies, esses estudos  ficam
limitados, sendo aqui discutidos em caerater preliminar, Apesar
dag  dificuldades para a realizag¥o dos cruzamentos artificiails,
tentativas west¥%o sendo realizadas na Seedo oe Flantas Tropicais
do 1AL v wspera-se, em futuro proximo, a obtengdo de materiais
apropriacdos para os estudos gendlicos,

0 dnico material disponiuvel, passivel de andlise acurada,

consistiu de poucas progéniss relacionadas & seqguipd

a) Frogénies oe 3 dodividuos de E.edulis autofecundados

naturalmente devido a isolamento geogrdfico, consistindo
de 10, 40 w 90 plantas respectivamentie’

2 30 plantas da progénis Jde 1 individuo  de E.eduli
autofecundado artificialmentie,

i

it

~

B andlises eletroforéticas fToram realizadas em  folhas  de
plantas jousns e e plantas adultas, Todas as plantas
progenitoras (E.edulis) apresentaram o mesmo padr¥o para warias

isoenzimas. For iss0 as progfnies sdo discutidas «m conjunto,

AF = Em  todos os rcasos wste sistema mostrou o paderdo

i

e hanca dnica na  reaido principal Ra) para as plantas

b

progenitoras, oy EHND wra e s eERpErar, 48 pProgenies
mostraram padrfo idéntico (foto B85)., Esta situagdo ests conforms

com a hipotess de sxpresefo Jde um locus homozigoto,
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LST- Diversas kandas foram obegervadas na regifo principal

(3al, QoOrrencdo simultansaments e m plantas individuais,
Infelizmente, as plantas progenitoras s HBUa G P OSen e

apresentaram o padr3o, tambenm ndo raro, de apsnas uma banda, ©
gue impossibilita a andlise gendtica, Tudo parece dnckicar .,
gntretanto, que as bandas observadas nessa regido sfo resultado

da expressdo <de apenas um locus,

ADH—- fis A4 plantas progenitoras de Bogdulis bem como  suas
progénies apresentaram o paderdo de 3 handas, observado gara lmante
em E.pdulis, no qual ou a banda mais avangada ou a mais retardada
apressnta~-se no 9l com uma coloragdo mais intensa, Mo P st e
mas0, todas as progenitoras bem como suas progénies apressntaram
maior intensidade na banda mais awvangada, Em raz3o e seren
encontradas 3 bandas =m polem, qus & tecido haploide & esss
espdoie ser, segundo M.L.A.Bouvi, diploide, parece indicar que,
galvo modificagBes improvlveis de pos—-tradusdo estdo  envoluidos
dois locos com a formagdo de um dimsro intergdénico, tendo um dos

lovos uma =xpressdo mais intensa que o outro,

FEL - Fara todos os casos analisados wverificou-se paderles

idénticas (uma bancda) para as  plantas progenitoras  w  sUad

respactivaes progénies,

E0T - 0 pacirBo das plantas progenitoras wostrou-se semelbante
para todas elas, com  umé banda na la redsif%o & outra  banda

retardada na Ba regifo. Mas plantulas das progénies , Obseruou-se
apenas a banda da la reg9ifo, o que estd de acordo com  a Fripatese

e aque as duas  regifes de GOT serdam  controladas  por Lo
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distintos, MNesse caso o locus responsdvel psla Ba regidfo nio
estaria  se sxpressando nas folhas das pldntulas, apenas nas e

plantas adultas,

HE - Este gistewa apresentou resultados Intersssantes,
Ohservou-ss  uma situaglo olara de segregacdo simples para  um
locus  w  dois alelos, A& sxpressdo da isoenzima na planta
progenitora  foai ode uma banda espessa =npgquanto na sua progénis
observaram—se plantas com uma banda avangaca, plaptas com  uma
banda retardada e plantas com bancda espessa, 5@melhant; u  da
planta progenitora, Esse padrZo de banda espesss & provdusel que

v

represents o tipo heterozigoto. Observaram—se 11, 10 = 3 plantas

Crespectivamnente  com banda avangada, espwssa ¢ retardada (fotlo
B2, Teoricamente ess8as classes deveriam 0Correr na  proporgdo
mendeliana  oe 12901, pordm & euidente o excesso de plantas  na

primedira classe, Isso, entretanto, poderis ser deuvicdo ao psquenao

ndmero de plantas analisadas,

FRX anédica -~ Como ndo s= obseruvou interagdo entre asg o

regibBes resoluvidas, estas foram  analisadas separadamente,

Ma la regifo, contendo 4 a 9 bandas, como salientado no Ttew
anterior, ocores  um deslocamento concomitante dessas bandas  en
direcfo ao fronte nas plantas em fase de mudas, sendo enteetanto,
o namero das bandas semellhante 3s de plantas adultas{(foto Zé6), Lm
duas  cas progfnies nlo houwe variabilidade sendo o padrdoe delas
correspondente ® da planta progenitora (foto 26), Mas oulras duas
proaénies verificou-se segregaglo, ocorrendo plantas com 4 a8 0

andas retardadas, plantas com 4 3 35 bandas avangadas & tambemn
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rlantas wcom meior ndmero de bandas, - abrangendo toda & resido,
neciuingn as mals avangadas @ as mals retardadas e ambos 0y
tipos (folo B7)., Esse Glitimo padrdo parece ser o do heterozigotao
principalmente considerando-se que as plantas progenitoras dessas

progénies de  avtofscundadedo tambem apresentaram ssse padrio,

Fortanto EHESA reqgifloc parece  ser  gouvernada  por um Tocus
responsavel por bandas mdltiplas, Segundo  es%a ipdltese,

classificaram~se 32 plantas com o fendtipo de bandas adiantadas,

74 plantas wcorrespondendo  ao fendtipo do  heterozigoto e« 33
plantes ocom bancdas retardacdas, 0 qus  Ss  adequardia  bem 0B
segrsgagdo monofatorial de 1:811,

Fara um  dos casos de autofecundag¥o natural, existe  uma
progénie  adulta « uma ewm fase de muda, ambas provenientes oa
MM a5 m & planta progenitora, Observou-ss  para #HE4 planta
progenitora  um paderdo de 4 bandas para & 2a regifdo,. Ma  andlise
chas progéndes, verificou=-se que todas aw plantas oa  progénie
adulta aprwsentaram paderfo ddéntico ao da planta progenitora
(fote 88, Ha progénie am fase de muca obsesruwou~-se a falta da
banda mais avanwada sendo porém as  tres bandas restantes
gepalhantes  8e Ja planta progenitora (FOTO 290 © qus corrobora a
icdeda ode mocificaegBes epigenédticas comuns a e8¢ sistema, Lases
resultados  indicam que, nessa planta progenitora = nd  SUas
proagénies a expresssfo da Ba regiﬁm e FRX antdice seria o
resultado de locus ouw loci en condicio homoziaota,

Mos  outros casos  <de  autofsocundagdo natural analisados,
obgereou~se  intensa ativideds nas plantas progeniltoras para a Sa
regido, Nas suas progénies, ewm fase de mudas ,  obssrvaram-se

diferentes expressles sem, porém, permitir maiores consiceragBes
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devido a comp lexidade dos padrfies observados, Leases Casos parecémn
indicasr condiv¥o heterozigota na planta progenitora para essa  2a
regildio,

Vigando maior entendimento da sxpressdo desta regifo,  cabe
discutir mais pormsnorizadamente, algumas informaglies adicionais
obtidas da andlise dos padrfises eletrofordticos da primeira  série
de  hibridos entre E,edulis » E.olepracea, obtidos por cruzamsnto
natural, em 1973, na Destagdo Experimental ode Ubatuba, S, Quando

foram obtidos existiam nessa sstagdo somwente Jduas plantas e

B

LOleracea pordm, nas proximidades, estava presents um  granchs

@ﬂm@ro e plantas de E_edulis .

A andlise de PRX anddica revelou que essas duas plantas s
E.oleracea tem padr8es idénticos parg a He regido engquanto  as
plantas e E.edulis apresentaram diversos padeties, distintos

daquele encontrado em L.oleraces (foto 193)

Analisaram-se dois tipos oe hibeidos  interespecificos, 0

primegiro apresentas como progenitor femining uma planta e
E.edulis. 0 outro tipo de hibrido ¢ oriundo de ume  day  duas
plantas de E.gleragea. Verificou-se, no primeiro C450, O RESRO

padrio para todas as plantas hibicidas analisadas (foto 309
epnguanto  gue, no  seaundo caso, isto &, quando o progenilor
feminino foi E.oleracea, a progénie hibrida apresentow  padeliey
Fastante varidvueis para essa 2a regido de FRX anddice (foto 319,
Fsees presultados fazem sentido se Considerarmos 4Qque, parda o0
primeire caso, o fato cdessas palmeiras  serem hibeidas & o
progenitor  feminino uma vnica planta de E.edulis, o progsnitor

masculinog  sd péde ter sido uma ou as duas plantas de EB.olepacea

U, pOr teremn padries iguais, levam a resultados icdénticos, Og
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que, por teéerem padrles 1guais, lsevam & resultados identicos. Qs
padrbes uniformes observados nesses hibridos 1leva 8 crer que
essas handas da 2a reqidc em ambos os progenitores devem ser
condicionadas por locus ocu loci em condig3o homozigota, Serias, a
julagar por essas consideraglies, maic provdvel que fosse apenas um
locus con warios alelos ocorrenado na POPUlaglSo nativa de
E,edulis, © que ji& serie suficiente para explicar e variabilidade
encontrada, Caso fosse a redido codificada por mais de um lorcus,
por exemplc € ou 3, para explicar esses resultados seria
necessario postular 9ue justamente aquele progenitor feminino
E.edulis, que deu origem 2 progénie uniforme teria esses £ ou 3
“loci em condig¥o homozigota, fate perfeitamente possivel porém
‘Bem menos  prouvavesl., Mo entanto, & complexidade de padres
observados =m &lagumas progénies de autofecundagdo jé& discutidas
anteriormentie vai de encontro & hipétese de um simples locus,

Mo casc dos hibridos ques tiuverasm E.oleracea come progeniior
teminino, o0s padplies variduseis encontrados devem—se aoc fato de
que 2S5as plantas hibridas serem oriusndas de diferentes

padriies distintos para esta Z2a regilo,

FRX catédica - Umae wez que todos os casoe disponiveis foram

rlantas e E.edulis, & resoluclo deste sisteme verificou-~se na
regifio proxime & origem, As plantas das progénies  apresentaram
todas o padrio caracteristico de E edulis, idéntico entre slas e

aos das plantas progenitoras,
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E.edulis Mart, < E.oleracea Marl., 80 palmeiras wmonodicas
gue: apresaentam acentuada protandria, o que as tornag basicaments
ghee Fecundagdo cruzada, Avtofecundasles, entretanto, podemn ocorrer
gquancdo, na  mesma planta, hd diversas int loresoéncias em fases
comp lementares, A biologia dessas espécies & tal qus peermile
cruzamentos interespecificos, No entanteo, em condicBes naturais
@les  ME0 OCorcem poraue essas espdoies sdo alopdtricas,. Quando
plantadas proximas, ocruzamentos entre olas podem QUOrrer s SUaG
fases e florescimento coincidinrem,

Como foi salisntado no ITtem 2.3, 08 primeiros hibedidos
interespecificos, provenientes Jde cruzamentos naturais, foram
dhﬁeruadoﬁ em 1973 na Estagdo Experimental do 1AC em Ubatuba, S8,
OQutros hibridos foram didentificaos wals tarde 2, atuelments,
esgat  populagles hikbridas  adultas sdo mantidas emnm  Jdiversas
Estagties Experimentais do Instituto Asarondmico de Campinas,

Froceded-se B investigegdo dos padrdies eletrofordticos de
Leoenzimas em populacles  adultas Je Filwridos, populagtes
parentais, bem  como  em mudas prouvenientes e E.edulis e e

E.oleracea plantadas prdximas, Relacionam—se a seguirl

E.oleracea X E.edulis
(fAgal Casa de Hospwdes) {Ubatuba)

E
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Ix
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CUkratub ) Casa e Hoospedes)

Agail Cione x E.e
Lauera aguy )
fizal Racdiocarpa % Ecilis

Foi  tambem analisacds uma progdnie cOm apenas & primsira
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folla desenuoluida, proveniente do cruzeamento E.edulis X
E.oleracea obtida por polinizagdo controlada,

Dentre todos os sistemas enzimdticos & tecidos investigados,
FRX  catédica em tecido de folhas apressntou os  resultados mais
satisfédtorios em termos Jde resolugdo de bandas, eetabid lidads
constancia Jdos padrdes eletroforéeticos em populagbes adultas & ode

muddas de E.edulis, E.oleragea = dos hibridos entre elas,

Veprificou~ge que todas as plantas das diversas populagies de
E.edulis testadas apresentaram um vnico padrdo eletroforédtico,
idéntico a todas elas, Esse padr¥o pode ser portanto, considerado
como caracteristico da espécis, Situacdo semelhante foi observada
nas populagtes de E.oleracea porédm, com um padr¥o elstroforético

ot sim ama b ewm eme e oy

diferente de E.edulis. Assim sendo, quando analisados os padrfss

P

Lpara FRX catédica =31 plantas adultas, maracterizadas
morfologicamente como  hibridas pela inflorescencia ou pelo
perfilhamento, veriticou~se que todeas apressntaram o mEsno

pacdrin, resultante da  associagdo dos padrfiss  dndividuais  das
espédcies EB.edulis ¢ E.oleracea (foto 38), Confirmou-se, portanto,
a natureza hibrida dessas plantas através de eletroforese,
Indmeros outros hibridos foram analisados &, invariavelmentse, o
pacrdo  oe PRX  catddica sempre se mostrou  como  composto  da
asasoeiacio dos padetwes parentais, ou seja, expressdo de  uma
regido proxime b origem, caracteristica de E.edulis » de  outra
distal, tipica de E.oleracea (foto 33),

Esses padrdes caracteristicos mostraram—se invariduvels nos
foliolos de plantas em difersntes estadios de  desenvoluwimento,

como mudas  com apenas a primeira  folha  desenvoluvida, plantas

jousns e plantas com mais de dez anos de idade. Assim swndo, o
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hibrivos intersspecificos eotre sgsas duas espécies  podem  gee
precoce e ineguivocamsntes  ddentificaedos através de  tecido  de
folha,

Verificou-ss que a8 natureza kHibrida pode  ser Tambzm
identificaca atravds ode AIH em tecidos de palmito, raiz & folha,
oz como  atravées Jde FRX catédice em raiz, pordédm, com  pacdrdo
marcacdor distinto do obtido com tecido de folha (foto 130,

Emtrora ADH possa ser utilizada comd um sistema marcador na
identificagd¥o dos hiberidos, devido a sua resoluglo instausl
plrseruvada, wepecialmente, wm mudas nas primeiras faswes de
desenvoluvimento, ndo seria o sistema isoenzimdtico mals indicacdo
para testes oJde grande ndmero Jde plantas,

Ne  interesse agrondmico & o estudo do  perfilbamento  das
populactes hibridas devido a que ocorrem plantas hibridas gqus ndo
perfilham, O ideal seriam populagies hibridas nas quais todas as
plantas perfilhassem, Frocurou-se, através da wiletroforese,
investigar-—se s Gkt e progs el associagio entre pach Uy
isoenzimdticos e perfilhamento, Mo sntanto, para o0s  sistenas
enzimdticos w» tecidos wegetals estudados, ndo foi possivel
detectar nenhuma correlagdo,

Em resumo, wverificou-se que o0s padrties de PRX catddica  em
folha %0 constantes pordm distintos para as sspdoies E.edulis,
E.oleracea goooseua Bibedidos., Esses padrfes slo  obssrovados
facilmente wm mudas & plantas adultas, Esse fato permite ndo
shmente a ddentificag¥o dionequivocas & precoce de Pl b dcloys
intercspecificos ode grande valor agrondmico, como tambewm estudos
Ldsicos de melhoramento para a producdo comercial de  hibeidos,

alétm de oferecer a possibilidade de se conhecer melhor  alguns
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materiais de interesss agrondmico pordmn de origem desconhecicda,

fte precentemsnts, as plantas hibridas sdnente poderiam ser
inequivocament s identificadas atraves e caracteristicas
morfologicas &m plantas com mais <Jde quatro anos, gquando inicia-se
a fase de florescimento, Uma uwezr que & de grande  interssse  a
produsio  em large wecala de mudas hibridas, proocurou-ses alraves
da eletroforesy oriar subsidios para a icentificegdo morfoldaica
cdas muclas hibricdas como serd explicacdo a seguir,

Caracteristicaemente, E.oleracea apresenta a primeive folha

come leta  subdividida em apenas  dois foliolos, enquanlto  que

E.edulis possue e seis a oito foliolos, As mudas hibeidas,

H

obticas no LAC em 1973, Foram separadas das auvtofecundadas  poe
ML A Boui pelo nvmero  dntermedidrio (3 » &) de foliolos o
primeira folha (ROVI E CARDOSD,1976% BOVILLI984), 0 wigor tndolal
e oa precocidade dessas plantasg, aliadeos ¥ caracteristicos
pbservadas  posteriormente no florescimento atestaram o coereto
procedimento, Uma  wez que é de grande interssse a  produgdo 2m
lar4a gacala de mudas hibeidas, ProOCUrou-se, atrawds  oda
wletroforess, oriar  subsidios para corroborar a ddentificagdo
morfoldgica precocs das mudas atrawvés do ndmero de foliolos,

& anadlise das progeniss oriundas de E.@leracea  como
progenitor feminino, obtidas por polinizag¥o natural, reuvelou
quae todas as plantas adultas, icentificadas eletrofordticamsnte
come hibridas, tinham sideo classificadas <omo tal por M,L.A, Bowvi
por possuir de trés a seis foliolus na sua primeira folha, Dessa
mesma  proa®nis,  agquelas classificadas como avtofecundacdas  por
possuir aApeEnat dois foliolos mostraram—se, ndo st

morfolbaicamsnte seme Llhantes @ E.oleracea, COmo tambsgm



apresentaram o padrdo tipico de FPRX datodica para essa sspéole,
Em  mudas e outras  prog®nies, provendientes  de oruzamentos
similares, os padetes sletroforédticos tipicos de hibeidos e de
E.oleracea puderam  ser, tambem, associados com O ndinero o
foliolos, Ua mesma forma, invariavelmsants, todas as mudas e
dois foliolos apresenltaram o padrdo tipico de E.oleracea.

Mo  waso reciproco dsto &, gquando E.edulis =ra o progenitor
Femining, owepificouw-se nas progénises um resultado difersnts  do
encontrado para E.oleracea. Todas as plantas, em fase ode moudas,
foram classificadas como possuingdo o mesno ndmero de foliolos de
E.edulis (M.L.ABOVY, com,pess), Atualmente, observa-se nestas
progéeniss  adultas alaumas plantas com  perfilhamento, portanto,
Mibridas, Tais plantas, como ssperado, apresentaram o padrido
tipico de hibrido para PRX catéodica, Entretante, dentre aquelas
sem  perfilhamento, alogumas mostraram 0 padrdio elstroforetico
tipico e E.edulis e t‘;tjtr‘af:i 0 do hiberido, Esses resuoliados
incdicam  que quando EB.edulis & o progenitor feminino o nGmero  de
folioleos da  primedira folha completa ndo pode ser smpregada na
identiticando dos indivicduos bl b dcdos, st o Ay A
identiticas¥o  dnequivoca precoce fica restrita somente a andlise
cletrofordtica.,

Como s hibridos tewm grande potencial agronbdmico = o plantio
em larga sscalea ird, no futuro, depender de um sisteme sficisenlts
clee produgdo  de sementes hibridas por polinizagdo natural, as
informagtes aqui apresentadas adauirem uma grandse importéncia, no
futuro, wem avaliagBes da porcentagem oe hibridos que se  obleria
nos diversos sistemas possiveis de ndmero & disposigdo e

progenitores em campos de produsdo de hibeidos,
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Existem diferencas =m qualidade ¢ rendimente industrial dos
palmitos, de  acordo com a origem das plantas de onde  foram
extraidos, O rendimenpto industrial 4o palmiteo hibrido ¢ superior

ao de E.edulis & ao de E.pleracea, sendo =sie dliime o de menor

rendimento (TERREIRA et_al,,1982), Ita mesme forme OCOrren
diferencas de rendimsnto, entre populaglies de Euterpe spp, =
E.edulis, =t no "tipo Bahia™, & &y perfilhamento

(BROVI,com.pess, ), £ de interesse portanto, um conhecimento prévio
da orig9eR dos materiais reccbidos pelias inddstrias de
processameEnto, uUma UYez gque apos o palimito ser retirado da planta,
sua identifica¢do torna-se muito dificil,

Com esse objetivo, foram estudados padriies icsoenzimdticos em
diversas partes do palmito "in naturzs, em plantas de E,edulis,
Euterpe spp. sem perfilhamento e hibridos E.edulis X E.oleracea,
A porgdo processivel do palmito de plantas hibridas. apresentou o
padr¥o de ADH caracteristico, observado tembem nos tecidos de
raiz e {folhs, bem distinto de E.edvlis ¢ 2 E.oleracea.
Entretanto, a inconsténclia ne reselucie deste sistema ndo
pertite, até o presente, e suwa ntilizagdo comwe um padrdoc marcador
confiduvel,

Fe ceatlindiveg  wigw, Wi bl Gaitiem o ovhe - folha, permite a

identificagdo de plantas hibkridas com acuracia, apresentou  no

&
L

Foimiiu, VIl Mo Ew aBuTni aie L ioe casvants Complext, com muitas
bandas, n¥o sendo possiuvel a caracterizacd3o nem de Bibridos nenm
de egpécies ou "tipos" com base nesse tecido,

Uma situvagdo diferente foil detectada na andlise dos padrbes
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de tecidos do extremo superior do palmito, regifo ndo processada
devido a sSeu alto conteddo de fibras. ©Os tecidos analisados

selaran os padr8es de AFS, EST,ADH ¢ PRX catddica
sem=lhantes aos obtidos em folhas mais desenvoluidas,

Isso possibilita, n%o apenas a identificacl¥o dos palmitos de

como a possiuvel identificag¥o de "tipos" de interesse, desde que
apresentem um padr3o eletroforético dnico adicional, para, pelo
menos, um oos sistemas enzimsticos. £ © caso do "tipo Bahia" sem
perfilhamento. HMNessas palmeiras, apesar do padr3o de AFS na
porc3o processduel do palmito n8o diferir de E.edulis (foto 6), &
porém distinto em +tecidos de folhas jovens que  acompanham &
porclo do palmitoc & ser processado, permitindo facilmente 0o seu
reconhecimento (foto 34,

Torna—ss possiuvel, ent¥o, pare a industria ou setores do
comerciondo produto "in natura", & identificag3o das espécies ou

“tipos” dos quais o palmito foi extraido, analizando os padrles

eletrofordticos de tecidos da por¢doc ndo processada,



4.6 - ANALISE DE ISOENZIMAS COMO TECNICA AUXILIAR NOS ESTUDOS

i — IR L~ ) — S

Llas 80 espécies originalmentie descritas no sénerc Euterpe,
atuvalmente s8%0 consideradas wdlidas sbmente cerca de 4%, segundo
a classificag¢8c de S.F.Glassman (1972), Ainda hois, considera-se
a taxonomia de EButerpe duuidosa e falha, A <classificagdo das
espécies brasileiras foi baseada na andlise de poucas individuos,
Zulos correspondentes  herbérios foram perdidos, E. pois,
essencial pare um proarame e melhoramento de palmiteiro que
estudos hoténicos detalhados dessas palmeiras sejam  efstuados,
Felizmente, wstes j& wvem sendo realizados, hé algum tempo, pela
Sec¥0 de Plantase Tropicais-Instituto Agrontmico de Campinas,

Frocurcu-se, tentativamente, avaliar & possibilidade de
utilizas8%c da andlise de isosnzimas como uma  técnica adicional
gque pudesse auxiliar esses estudos botanicos,

Nesse sentido, analisaram—-se o5 padrles eletroforéticos

de diversas plantas de Euterpe spp., com & semn perfilhamento, de

Dentre ae popuiagles de Luterpe spp. <om perfilhamenio, ©

tizal HBrancg, assim denominado- devico 8 difersnte coloraclo da
polpa do Frute maduro quando comparacdo com a do  agail comum
(E.ocleracea), n3c mosirou diferengas nos padrlies de diversas
isoenzimas, incliusiue guanto ao pacdr¥o tipice e invaridvel de PRX
antddics, caracteristico de E.gleracea, Situagdo semelhante fo1

observada en plantas de Agai Eadiocarpe. Originalmente esse

“tipo” foi classificado como ume espdcise  Jdistinta, Atualmente,
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entretantoc, LEuterpr badiocarpa ¢ considerade, de acordo com

GLASSMAN (1972), comoc pertencente 2 E.oleracea. A andlise dos
padrfies isoenzimdticos corroboram essa classificagdo,

Sitvacdo diferente, no entanto, fei encontrada no estudo de
palmiteiros com perfilhamenio provenientes de Mato Grosso (Agal
Mato Grosso?l, palmiteiros sem perfilhamento provenientes da Bahia

{"tipo" BRahia) & a populag3oc originéria de Rarcelos, Estade de

Amazonas,
Muma andlise comparativae de E,edulis com o “tipo" ERahia, =

de E.oleracea con & “tipo“ Mato Grosso, ocbservaramn—-se
interessantes resultados, Os padrhesﬂ para AIH, EST <« PRX,
sncontrados no “tipo" Rahia n¥%o diferiram dos padrides observados

em E.edulis., porém o padr3o de APS em folha do "tipo™ Eahisa
reusloy uma Dands reterdada na regi%o principal = ume banda
adic=ional na r=2i8o0 proxima ao fronte, ndo observadas, ate o
presente, em nenhuma das plantas de E.edulis testadas, Esse
padrSo distinto permite, portanto, diferenciar o "tipo"” BRahia das
populagBes comuns de E,edulis. Mos estudos boténicos, essas
paimeirac merecem, tambem, destaque especial, Fara diversas

caracteristicas taxonbtmicas apresentam significativas diferencas

prificipaiments quanto @ colorag8o da

L
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krainha e das flores, ntmerc de réquilas & florescimento tardio

6 "tipo" fcai Mato Grosso ¢, tambem, digne Jde nota, Os
padrBes encontrados pars APS (foto S5), PRX (foto 35) & AIH (foto
19} s%o0 cliaramente distintos dos observados em E,.pleracea. Além

disso, observaram~se, em alauns sistemas snzimdticos, padries

tipicos de E.edulis, como ¢ o caso de ADH em polem & de ADNH e PRX
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catédica em tecidos de foelha., For outre ladeo, alaumas plantas de
Aral Mato Grosso mostraram o padrido de panda retardada para AFS,
encontrade ne  “tipe"” Bahie sem perfilhamento,. Esses fatos
sugersam ums provavel recombinasfo de hitridac¥o interespecifica,
& andlise de iscoenzimas estd de acordo com as obssruvaglies
botd4nicas para o Agal Mato Grosso, Diversas caracteristicas
taxondmicas relacionam esse  "tipo" & E,edulis tais como o
endosperma homoddneo, seis foliolos na primeira folha, assim como
& coloracio das anteras & flores femininas (BOVI et,.a1,.,1987),
Falmsiras oriundas da localidade de FRarcelos mostraram
padrfies isoenzimdiicos distintos., AlIH mostra a expressdo de trés
tandas, porém, ao contrdrio de E.edulis, & handa mais retardada &
'a de coloracdo mais intensa, Fara FGI, ME ¢ G0O7T observaram-—se
novas bandas, n3o encontradas em nehuma das plantas de E.edulis

enguanto PRX catéddica pdHde ser observadas com intensa atividads,

atrangencdo de forma difusa a regido préxima & distal do fronte

(fote 35, fenébtipc totalmente atipico pare E.edulis. Esse
populagdo e Rarcelos estd, atuaimente, sendo estudada
botanicaments hesultados preliminares mostram evidenteg
diterencas nas caracteristicas das inf iorescéncias quando

Ma ;entatiua e cComp lementar o resultados obtidos das
andlises eletrofordticas das palmeiras mencionadas comp  "tipog®
Ad-ai Mato (wrossc, HRahia e Barcelos, bem como do Acail Kadiocares,
efeivou~52 uUum lewvantamento das palmeirass existentes, atualmente,

ne Jardim Boténico de Rie de Janeiro., Sabe-se, que alguns dos
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materiais utilizados por Barbosa Rodrigues (18919, para a
classificasdo das  espécies brasileiras, foram plantados nesse
Paroule,

Dentre as plantas de Buterpe registradas figuram exemnplares
e quatro espéoies,  além oe algumas plantas de Agal Radiocarpa,
Constatou—se no lewvantamento feito que, no entanto, existen
soments um exemplar de¢ E.oleracea, E.edulis, Agal Radiocarpa =

1Prd S e e

uma planta cujae placa a identifica como E,catipnga, porém ndo

corresponds  com as caracteristicas descritas para esta AR

Atualmente, hd  tambem nesse parque cerca de vinte exemp lares e

Analisaram-se wletroforeticamente todos wesses dindididuos
para EST, APS, PFGI, FRX, AlH, GOT « ME, Os resultados mostraram
que  os padrttes oltidos para todos os sistemas enzimdticos estido
dentro  dos  padr@ies j4 observados para as  espéoies Eoedulis &
E.ocleracea. As plantas com perfilhamento ainda ndo identificadas,
revszlaram  os padrtes tipicos de E.gleracea para FRX anodicae e
catodica, e o  exemplar com  perfilhamento, ddentificado  Comno
E.catinga mostrou tambem o padrido de E.oleracea nesses sistemnas,
indicando  gque esta planta ndo devs ser exemplar de LE.catinga.
supecise conhecida como de tronco dnico (foto 36),

Fara sssa espdoia analizou~3é Uia pianta do AT e tronco
gnico, que possivelmente pertence & E,catinga, a aual foi obdtida
de  sementes daquelas E.catinga originais do Jardim Rotanico o
Fio de Janeiro, Essa planta adulta mostrou =m  Comparagdo G111
E.edulis, uma banda de mobilidade diferentse para a el 8o

principal de AFS & um padr¥3o atipico para FRX calodica (fote 37,
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5 - CONSIDERACOES FINAIS

Sam ddeida alguma, a exeploragio do palmiteiro & o grande
importéncia econdmica para o nosseo pafis, Seu  potencial  agro
industrial, entretanto, wstd longe de ser alocangado devido ao
sistema extrativista vigente, Fouco se conhece sobre 8 maloria

ot aspectos bioldgicos do g9énero Rutsrpe além 3¢ sua taxonomia

T

ser dmprecisa, Tambem o ciclo longo, o elevada wstatura das
plantas ) a inexisténcia o bancos e gernop Lasmas
representativos e bhemn definidos s¥o restriethes que Jdificultam
pesquisas mais deltalhacdas,

0 processo de eletroforese, comuments  empregado para
andlise Jde variabdlidacde gendética, fFfilogenia, caracterizagdo oe
Milbeiclos, eto,., foi, neste caso, adaptado para o sstudo do g9énsro
Euterpe, através de testes experimentais com diferentes pHe  do
gel, concentragles  de amido, solu;ﬁﬁslextratoraﬁ, sigtema e
preparo de amastras, sto,

ke germnop lasma  digponivel de Euterpz estudaram-se 08
pacres e bandas de 8 sistemas dsoenzimdticos, em  ciferentes

tezicios vegetals,

S bewm gue ndo foi possiuvel realizar testes genédticos
criticos para &  obter conclusies inequivocas norma Limente

requer idas nessas investigacles, isso se dewe em grande parte ao
longe tempo de geracdo ¢ a falta de informagles bédsicas aoerca do
FEHNSrQ, Mesmo  assim, a5 consideragles sobese o8 resultados
observados, quando consideradas 3 luz das informagles conhecidas
E T oulras espécies  J4& bem estudadas permite aventar é

possibhilidade de que muitas das hipdtesess discutidas venham a ser
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confirmadas no futuro., Il qualquer forma, =5%% & O passo inicial
em trabalhos dessa natureza., E o caso por exemplo das andlises
gendticas e tentativas de associagles das regifies de expressdo
dos diversos sistemas isoenzimdticos com  loci & alelos
esperificos, Mesmo preliminarmente, & a primeira wez gque se tem
noticia sobre investigagbes gendticas a esse nivel em Euterpe
come  por  sxemplo a8 possiuvel seqgreqasdo mendeliana para & la
regido de PFPRX anédica e ME bem como os indicios sobre
variabilidade em genes reguladores pars a8 2a reg9ilc de FPRX
antdica. E interessante tamben & observacldo a respeito do cardter
excepcional de GOT e a semelhanga no palmiteiro & tamareira, duas
palmaiceas, lia mesma forma, destacan—se as consideragBes sobre a
origem do Asai Mato Grosso como um provivel recombinante de
hibridac3c interespecifica = o0 padrles 1soenzimdticos dos
“"tiposY Bahia e Rarcelos.

Definitivamente confirmou—-Se a natureza hibride de diversos

individuos adultos jé& estudados e identificou-Se indmeros outros

hibridos entre E.edulis ¢ E.oleracea em fase de mudas que serdo

—— e S - ane s s ihd TG A2et g

.

objsete de inuestigacles agrondbmicas futuras., A identificagdo
rrecoce de plantas hibridas através de isoenzimas, se por um lado
definiv 2  credibilidade de critério ndmero de foliclos da
primeira folhe quande o prosgenitor feminine ¢ E_oleracea, por
outrc lade, se constitue ne dYnica alternativa de identificagdo
inequivoca de hibridos en fase de mudas quando o  proaenitor
feminine for E.edulis., Esses resultisdos permitir3o no futuro &

avaliacdo prética de métodos de produclc de sementes hibridas.
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COMCLUSOES

Foi desenpvoluida metodologies apropriada de eletroforese

horizontal em 49el de amido pars ewmprego emn andlise de

Dentre os diversos iecideos vegstais testados, o de folha foi o
que apresentou os melhores resultados parea a maioria das
isoenzimas =studadas, quando se¢ considera a expressdo,

resoluc8o e estabilidade das bandas nos géiss

Foi constatada a2 presenga de variabilidade genética entre e
dentro de espécies do género Euterpe para diversos sistemas

enzimdticos, nos quais sugeriu-se os possivels loci

anvoluidos e & estruture quaterndrias de alogumas isopenzimas;y

Hibridos interespecificos E.edulis X E.eleraces foram

precoce & inequivocamente identificados através de padrbss

isoenzimaticos Jde PRX catdédicas

& andlice comparativa de diversps sistemas enzimdticos

mostrau-ée muito #til como complemento de estudos de boténica



7 - RESUMO

fissenuolueu—-se um conjunto de metodologias de eletroforese
“em g9el de amido aplicidveis & andlise de isoenzimas em palmeiras
do sfénero Euterpe. Analisaram—-se entdo, diversas introdugBes de

E.edulis, E.oleracea, hibridos entre essas duas espécies e

populacBes de "tipos" de Euterpe spp., com ¢ sem perfilhemento,
de taxonomia ainds duvidosa, Esses estudos foram realizados,
comparativamente, em tecidos de caule e de palmito e no polem de
plantas adultas, raizes e pldntulas & folhas de plantas, em
diversas fases de desenvoluimento, para as isoenzimas de FPRX,
EST, AFS, ALH, PGI, ME, GOT & FFO,

Verificou—-se a ocorréncia de polimorfismos gendticos dentro
do género para todos 0% sistemas enzimdticos estudados. Em alguns
destes sistemas, embora preliminarmente, identificaram-se
possiveis loci, sendo suygerida a estrutura quaterndris da
igsoenzima em questdo, Tambewm, através da técnica de eletroforese,
foi possiuvel a definigdo e utilizac3oc de marcadores genéticos

na identificaeg¥o de hibridos E.edulis X E.oleracea de grands

o5

potencial agrondtmico, caracterizagl8o da origem de palmitos in

natura® bem como o sstabelecimenic de provdvel relaglo de  alguns



8 - SUMMARY

Starch 49el electrophoresis methodology has been devsloped

for  the analysis of isozymes in Euterpe (heart of palm) plants,

L]}
o ————

1
them as well as some populations of tillering and non tillering

Euierpe of wuncertain taxonomic classification uwere analysed,
EFRX, EST, AFS, aDH, PFGI, ME, GOT and FFO isozrymes were
comparatively studied in stem, heart of palm and polen of adult
plants, as well as in roote and leauss, from sesdling to adult
stage,

senetic  polymorphism  have been detected in the genus for

—

all the isozymes systems studisd, In some of them, although on
ﬁ;eliminary bhasis, possible loci hawve peen determined along with
the quaternary structure of the isozyme specified by them, Also,
key markers haue allowed the identification at any developmental
stage of interspecific hybrids of potential aaronomic wvalue,
Fee iped the caracterization of heart of palwm received by
processing plants as well as the stablishment of the putative

origin of some taxonomically uncertain Euterpe spp. propulations
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? -~ APENDICE

Frotocolo para andlise de isoenzimas em folhas e palmiteiro
(Buterps spp.?

A. Gel Jde amido

amide ¢ 11,6 ~ 11,94, A concentragdo 6tima & determinadas
par tentativa,

solusdo tampdo: 2,5% TRIS (00,0152 M) - £,%% Citrato
(0,036 M),

pH: 8,0 - 8,3

B. Ampstras

w tevidol aproximadaments 100mg,

ratoras FVYF 4-64
Acido ascorbico 4-64
Triton X-100 5%
Tamp 8o TRIS pH 7,3
pH solug¥o finmals 7,0-7,5% com MaOH 1IN

Utiliza—ss 0,38m) para 100my oe tecido,

Macerawdaonr até produzir fragmentos entre -
Amm,com auxilio de 3-8my de silica lawvada,

C. Eletroforese

Tampdo wletrodo: Solugdo borato 0,34 pH 8,0-8,3
giuste ode pH com MalOH 4N

Condigtes eldtrigass 23ma  sem  passar de 150 wvolts por 20
minutos para insersdo do extrato no 9l 7 apds  a
remocio dos papéis oe filtro 30 minutos com 25mé cam
passar o 190 wvolts, Mowos 30 minutos com 30mA até um
Timite de 300 volts, Apds wsee tempo, ajusta-—se
para 300 volts sem passar ode 30mA,

¥

Tempo ow sorridal aproximadamente 3 173 horas,
b, Isoenzimas

AFS, EST, FRX, AUM, FGI, ME, GOT, FFO.
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