SECRETARIA '\
DE

POS-GRADUAGAD

LB

HAIKO ENOK SAWAZAKI

Engenheira Agrdnoma

CARACTERIZAGCAO DA DIVERSIDADE GENETICA EM PLANTAS ciTRIcAs,
PAI&&EIRAS E BRASSICAS ATRAVES DE ISOENZIMAS E RAPD.

Tese apresentada ao Instituto
de Biologia da Universidade
Estadual de Campinas para
obtencdo do Titulo de Doutor

em Ciéncias.

ORIENTADOR: ILADASLAV SODEK

CAMPINAS

o 1995
'Sa9%6¢

27272/BC o)

@ 1 TF s DEETRAL i



Y ("! .\. ‘i g !Q;
CPIC . oems:mlfé I -

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA CENTRAL DA UNICAMP

Sa86c

Sawazaki, Haiko Enok

Caracterizagdo da diversidade genética em plantas
citricas, palmeiras e brassicas através de isoenzimas e
RAPD / Haiko Enok Sawazaki. - - Campinas, SP : [s.n.],
1995. ‘

Orientador: Ladaslav Sodek.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual de Campinas,
Instituto de Biologia.

1. Diversidade bioldgica. 2. Iscenzimas. 3. Polimorfismo
(Genética). I. Sodek, Ladaslav. ll. Universidade Estadual de
Campinas. Instituto de Biologia. Ill. Titulo.

PGS W W W W W W |



Campinas, 28 de fevereiro de 1996

BANCA EXAMINADORA:
TITULARES:

Prof. Dr. LADASLAV SODEK (Orientador) Q b% solin.
Prof. Dr. PAULO MAZZAFERA (QMQ» -

Profa. Dra. MARILENE LEAO ALVES BOVI /’\ - UC/A V-

S
Profa. Dra. ROSA MARIA LIZANA BALLVE

/7
Prof. Dr. RENATO FERRAZ DE ARRUDA VEIGA / Z’%

SUPLENTES:

Prof. Dr. CELSO VALDEVINO POMMER

Prof Dr. JORGE VEGA

APROVADA



meus pais
Siguero € Mitico
Qfereco
A meu esposo
Eduardo

§ 9b/z0/5e ]

4

.H“._m ﬂ Y mﬂ\J otimnn
ip oessiinn ) ejed eperoide o

(e ojepipuzd (ejcjed t o w, .
Jugjcp ess} ey

|2yl oedepal suocds
} oedepas e epucdsanod jejdwexe ejs,

e filhos André e Paulo
Dedico



iNDICE

INTRODUG A D i ittt ittt tnete e e ot eteete s eneeneneeneeenns 1
REVISAO DE LITERATURA ittt e e et eteteeeeerenesonnenennns 4
2.1. Marcadores IsoenzimdfiCOS @ ...t iinnnnnnenennn 4
2.1.1.Genética de ISOeNZIMES  « et rereeencennasennneens 4
2.1.2.Interpretacdo de ZiMmOgraINaS .. eeeeeeesaanoaeaess 6
2.1.3.Utilizacdo de ISOENZIiIMAS .t veeosnneeeoennens S
2.2 Marcadores MOLleCUlares @ ...t vt erneereeenannnnnen 17
O N 17
2.2.2.0utros tipos de PoOlimOTrfisSmoOS vt eevnneeeonneenn 21
A TN = 1 22
2.2 4 RAPD it i et e e et et e 23
. MATERTIATS E METODOS &t etvnne o mentrnnennsenneneanenneen. 29
3.1. Material Vegeltal @ ..o ittt teeneeneseseanns 29
3.2. Metodologia para 1S0enNzZiIM8 ..o eereooeeeeeenns 31
3.2.1.Preparo de amostras e e e ettt ee s ettt e e 31
3.2.2.EletrOforesSe ittt e et it et e ittt 32
3.2.3.Deteccdo de enzimas e e s ettt 33
3.3. Metodologla para Marcadores RAPD .. ereoooesons 36
3.3.1.ExXtracdo de DNA gendMiCO ittt ieenseennonenoonn 36
3.3.2.Teste de PCR it it iteeneoenaeennenaannnns 38
3.3.3.Reacdo de amplificCaC8o .ttt eeneonnnneoooccnnes 39
3.3.4.An4dlise do DNA em gel de agar0OSe ....eeewereeenn 40
3.4. Andlise multivariada .« ..o .ieiier e eeeennenennnnn 41
RESULTADOS E DISCUSSAQ it e et iineneneennaneaeneeannnns 42
4.1. Polimorfismo enzimdtico e RAPD em citros  ........ 42
4.1.1.Polimorfismo Enzimdtico @ ...t innennnn. 42
4.1.2.Polimorfismo de marcadores RAPDS ... vtiereneennn. 59
4.2, Polimorfismo enzimdtico e RAPD em palmeira  ...... 63



w oo -1 ey U

4.2.1.Polimorfismo enzimatico

........................

4.2.2.Polimorfismo de marcadores RAPDs ...
4.3, Polimorfismo enzimdtico e RAPD em COUVE ..........
4.3.1.Polimorfismo enzimatic@ @ ..ottt ionoccnanas
4.3.2.Dendrogramas UPGMA de isoenzimas e RAPD
CONSIDERACOES FINAIS
CONCLUSOES it ittt scisioso e oenesnososnsnsssssnsonossos
RESUMO 4t et ceonsoosssossso ssosssoscssscnasnssnsnscenssss
SUMMARY e et e eeonsosososence sacanseeennononnoansnsssnsss

LITERATURA CITADA

.........

................................

....................................

ii
pagina
63
79
83

83
92



Zimograma
Zimograma
Zimograma

Zimograma

Zimograma

de
de
de
de
de
de

LAP
GOT
MDH

de
de
de

PGM de
ME de citros
IDH de Citros

LISTA

Citros
citros
citros

Citros

DE FIGURAS

...........................

Dendrograma UPGMA para isoenzimas de citros ...........

1
2
3
4
5. Zimograma
6
7
8

Perfil RAPD para o primer Al6 e Bl8 em citros .........

9 .Dendrograma UPGMA de 145 marcadores RAPD-citros .......

10.Dendrograma UPGMA de 168 marcadores RAPD-citros .......

11.Zimograma
12.Zimograma
13.Zimograma
14.Zimograma
15.Zimograma
l6.Zimograma
17.Zimograma

18.Zimograma

de
de
de
de
de
de
de
de

PGI
GOT
EST
LAP
APS
MDH
PRX
PGM

de
de
de
de
de
de
de
de

palmacea
palmacea
Palméacea
palmacea
palmacea
palmacea
palmacea

palmacea

.......................

.......................

.......................

.......................

.......................

.......................

.......................

.......................

19.Dendrograma UPGMA de isoenzimas-palmiceas  .....eeess..

20.Perfil RAPD para o primer B8 em palmdcea  ....ccceveens

21.Dendrograma UPGMA de 183 marcadores RAPD-palmaceas ....

22 .Dendrograma UPGMA de 229 marcadores RAPD-palmaceas ....

23.Zimograma
24 .Zimograma
25.Zimograma
26.Zimograma
27 .Zimograma

28.Zimograma

de
de
de
de
de
de

PGM
EST
PRX
IDH
GOT
MDH

29.Perfil RAPD para

de
de
de
de
de
de

couve

couve

couve

couve

couve

couve

............................

............................

............................

oooooooooooooooooooooooooooo

............................

............................

O primer AY €M COUVE ..veveeonsonneeces

30.Dendrograma UPGMA de isoenzimas de COUVE ....ieeeeneennn

iii

pragina
43
45
47
49
50
51
58
60
61
02
65
67
69
71
73
74
76
77
78
79
81
82
85
87
89
91
91
92
93
95



31.Dendrograma UPGMA de 106 marcadores RAPD em couve .....

32.Dendrograma UPGMA de 115 isoemnzimas RAPD em couve

33.Dendrograma UPGMA de isoenzimas-RAPD em couve

ooooooooo

iv
ragina
96

97
898



QUADROS

1. Frequéncia de alelos e heterozigose em tangerinas .....
2. Frequéncia de alelos e heterozigose em laranjas .......

3. Avaliacdo da diversidade interespecifica em citros

ragina
53
54
55



ACP

ATP
Bis
CTAB
dATP
dCcTp
dGTP
dTTP
DTT
EDTA
EST
GOT
IDH

ME
MTT
NAD+
NADP+
NBT
PMS
PGI
PGM
PRX
SDS
TEMED

tris

ABREVIATURAS

fosfatase acida
adenosina~-5’~difosfato
adenosina-5'-trifosfato

N,N’ —metileno-bis-acrilamida
cetiltrimetilamdnio
deoxinucleotideo de adenina
deoxinucleotideo de citosina
deoxinucleotideo de guanina
deoxinucleotideo de timina
ditiotreitol
etilenodiaminotetracetato

esterase

glutamato oxaloacetato transaminase
isocitrato desidrogenase

leucina aminopeptidase

miliampere

enzima malica

brometo de 3-(4-5-dimetiltiazol-il)2,5-difeniltetrazdlio
nicotinamida adenina dinucleotideo
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
nitroblue tetrazdlio

fenazina metassulfato

fosfoglucose isomerase
fosfoglucomutase

peroxidase

dodecil sulfato de soédio

N, N, N’,N’-tetrametiletilenodiamina

tris (hidroximetil)aminometano



1. INTRODUCAO

A produtividade agricola é o resultado do desenvolvimento do
gendétipo superior em um melo gque permite a expressdo de sua
superioridade (BOYER, 1992). O0Os melhoristas precisam reunir os
genes necessarios a malor producdo e adaptabilidade as condicdes
ambientals como solo, clima, incidéncia de pragas e doencas. Os
' geneticistas necessitam, portanto, do conhecimento da diversidade
genética para monitorar e promover sua utilizacd&o eficiente nos
programas de melhoramento. O conhecimento e aumento da diversidade
do Banco Ativo de Germoplasma (BAG) é, portanto, imprescindivel
como fonte de recursos genéticos.

O Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos (CENARGEN)
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) tem como
principal objetivo enriguecer a varlabilidade genética do
germoplasma para o0s programas de melhoramento genético do Sistema
Nacional de Pesquisa Agropecuaria (FONSECA, 19%85).

O Instituto Agrondmico de Campinas(IAC), desde sua criacdo, em
27 de Jjunho de 1887, vem trabalhando com recursos genéticos
vegetais, sendo cada melhorista responséavel pela colecdo ou banco
de germoplasma, disponivel em sua éarea . No IAC 0s recursos
genéticos destinam-se, em cerca de 70% para a programacdo da
Instituicdo, aos projetos de melhoramento genético vegetal, e esté
a disposigdo dos agricultores e ©pesquisadores conforme haja
disponibilidade de germoplasma para o intercémbio. O grande fluxo
de germoplasma doado as Universidade, Institutos, Empresas e
agricultores (do Pais e do exterior) reflete a importancia dos
recursos genéticos da Instituicdo na pesquisa e na Agricultura,
representando uma média de 150 doagdes anuals, entre espécies e
cultivares, no ultimo quinguénio (VEIGA & NUCCI, 13895).

Para aproveiltamento mais amplo dos recursos genéticos &

necessidrio a caracterizacgdo e avaliacdo dos BAGs, baseada em
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descritores morfoldégicos, reprodutivos e agrondmicos de alta
herdabilidade (VALLS, 1995).

Antes do advento do conceito "um gene-uma enzima” a andlise de
caracterizagd&o era realizada apenas pelos caracteres morfoldgicos,
que multas vezes ndoc consegulam distinguir adequadamente as
diversas espéciles devido a acao do ambiente sobre os mesmos. Com o
advento de técnicas utilizando marcadores genéticos que seguem a
Lei de Mendel, s&o codominantes e que sofrem menor influéncia
ambiental, abriu-se um campo novo para o estudo genético tanto
animal como vegetal. Neste aspecto destacaram-se os marcadores
isoenzimaticos e mals recentemente, duas técnicas de Biologia
Molecular RFLP (restriction fragment lenght polymorphism) e RAPD
(random amplified polymorphic DNA) .

O avanco continuo do refinamento das metodologias e processos
biotecnbégicos tem sido ttil para incrementar o manejo e uso do
germoplasma conservado, principalmente quanto a caracterizacdo
molecular e biogquimica dos acessos (VALOIS,13895).

A importéncia dos citros no Estado de S&c Paulo €& conhecida,
pois é o maior produtor de citros do Pais, sendo responsavel por
80% da produgao, engquanto o Brasil é& o maior exportador de suco
concentrado congelado. Pelo alto valor da agroindiGstria citricola
além da geragdo de empregos, €& uma cultura de grande importancia
econdmica (AMARO, 1984). O palmiteiro, embora de menor importancia
econbmica, fornece o palmito que é um produto tipicamente
brasileiro, sendo o Brasil o principal produtor e exportador
mundial de palmito em conserva (BOVI, 1984). A couve, apesar de nao
ter muita importancia econdémica, & uma hortalica Dbastante
consumida, sendo a variedade mais apreciada a Manteiga.

Nos trabalhos envolvendo cruzamentos em citros, um dos
principails problemas é a distingdo, no estadio inicial de desen-
volvimento, entre plantas nucelares e zigbdticas das progénies. As

variedades de citros, na maioria, s&c apomiticas e poliembridnicas
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(IGLESIAS et al., 1974; BUTTON et al., 1976; TORRES et al., 1978;
TORRES et al,, 1982). Nos cultivares com sementes poliembridnicas,
embrides assexuals se desenvolvem  Juntamente com embrides
zigbticos, podendo originar plantas tanto nucelares (apomiticas)
como zigbticas. 0 melhorista depende das caracteristicas
morfoldgicas das plantas, tendo que esperar as vezes a frutificacgédo
para identificar os hibridos. £ importante, assim, encontrar
marcadores bioguimicos ou moleculares que permitam identificar com
maior antecedéncia a constituicdo genética ou predizer as
caracteristicas fenctipicas no estadio de pléntulas.

Com relacdo as palmeiras gue sdo plantas de ciclo longo, é bem
evidente a necessidade do conhecimento genético dos diversos
ecoHtipos provenientes de populagdes naturais mantidas no banco de
germoplasma do Instituto Agrondmico para direcionamento do
melhoramento ou estabelecimento de marcadores biloquimicos ou
moleculares de caracteristicas desejaveils.

A couve, por sua vez, ¢é uma planta rustica de ciclo curto,
cujo germoplasma no Instituto Agrondmico de Campinas é identificado
apenas pela procedéncia, sendo necessdrio o© conhecimento da
diversidade genética para auxilio dos programas de melhoramento.

Trabalhos de caracterizacdo dos BAGs de palmeiras, citros e
brassicas do IAC vé&m sendo realizados sob o© aspecto boténico,
genético e agrondmico (BOVI et al., 1995a, 1995b; DOMINGUES, et
al., 1995; NAGAI et al., 1995).

Este trabalho teve como objetivo, caracterizar geneticamente,
através de marcadores bioguimicos (isoenzimas) e moleculares
através da metodologia de RAPD, parte dos BAGs de palmeiras, citros
e couve do IAC. Além da caracterizacdo, a adequacdo de metodologia
como a de eletroforese de iscenzimas em géis de poliacrilamida e a
de marcadores RAPD, contribui para o©s programas de melhoramento

pelo aumento dos dados existentes acerca da variabilidade genética



2 .REVISAO DE LITERATURA

2.1. MARCADORES ISOENZIMATICOS

2.1.1. Genética das isoenzimas.

O termo i1scenzima foli introduzido por MARKERT & MOLLER (1959)
como referéncia a formas moleculares multiplas de proteina com
mesma atividade enzimatica ocorrendo dentro de um organismo.

Varios estudos tém sido realizados «com 1soenzimas para
entendimento da acdo genética, desenvolvimento e diferenciacao
celular, principalmente pela possibilidade do geneticista poder
finalmente estimar a variabilidade genética baseada na estrutura
molecular de um produto codificado diretamente pelo gene.

Esta possibilidade decorre do conceito "um gene-uma enzima”
criada por Beadle e Tatum no experimento classico com o fungo
Neurospora em 1946 (GARDNER et al., 18%91).

As 1isoenzimas decorrem assim de uma enzima com varias
alternativas de expressao, as quais s&o codificadas ©pelos
diferentes pares de alelos de cada cadeia polipeptidica especifica.

Sendo cada cadela polipeptidica codificada por um par de
alelos, o termo alcenzima ¢é empregado algumas vezes no lugar de
iscenzima para definir o polimecrfismo proveniente de alelos.

As iscenzimas catalizam a mesma reacgdo, isto &, tTém as mesmas
propriedades biloldgicas e especificidade quimica, podendo ser
produtos de diferentes lécus ou alelos. Podem ser originadas por
pequenas alteracgdes na sequéncia dos aminoacidos decorrente de
mutacido, conjugacdo ou delecdo de moléculas de aminocadcidos com
grupos reativos como amino, carboxil ou hidroxil; ou alteracgdes
secundarias na estrutura do polipeptideo, tails como duplicacgdo, ou

mudancas na conformacdo da estrutura, resultando nas variagdes das
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estruturas terciidrias ou quaternédrias dando origem aos islmeros
configuracionais (SHANNON, 1968; SCANDALIOS, 1974).

Sequndo WEEDEN & WENDEL (1989) as aloenzimas sdo mais
convenientes para o estudo das isoenzimas porque além de exibirem
heranca mendeliana e terem express&o codominante, tém penetrancia
completa(ou seja, a expressdo fenotipica total do gendtipo) e
auséncia de interacdes ©pleiotrépicas (a nao ocorréncia de
influéncia de uma aloenzima em mais do que uma caracteristica) e
epistaticas (a ndo ocorréncia de interacdo entre aloenzimas de
lécus  distintos). A penetradncia total, auséncia de interacgdao
pleiotrépica e auséncia de interacdo epistatica, indicam que as
mudancas na mobilidade eletroforética das aloenzimas estdo mais
relacionadas a alteracdes na sequéncia da estrutura do gene do gue
a alteracdes pobs—-transcricionais. A observagdo da codominédncia e
penetrancia completa encontrada na maioria dos casos evidencia gque
ambos os alelos do lécus da enzima sdo transcritos e traduzidos,
sendo a atividade registrada o produto de ambos os alelos.

De acordo com WEEDEN & WENDEL (1989) os fatores para a
interpretacdo genética dos perfis de isoenzimas sdo: o numero de
genes codificando a mesma funcdo enzimatica, o nimero de alelos
homozigotos ou heterozigotos, a estrutura quaternaria dos produtos
protéicos e sua compartimentalizacao subcelular.

SMITH & SMITH (1992) fizeram uma revisdo das espécles de
plantas cultivadas de maior importancia econdmica, caracterizadas
pela metodologia de polimorfismo do perfil de bandas de proteina ou
DNA. Os trabalhos citados pelos autores identificam os parentals e
progénies de plantas contendo gendtipos de caracteristicas
desejavelis ou sado estudos genéticos ou de evolugdo taxondmica.

Os estudos das isoenzimas em plantas com mesmo estadio de
desenvolvimento mostram que estas sofrem menos a agdo do meio
ambiente do que as caracteristicas morfoldgicas, porém o padrao

isoenzimédtico pode ser influenciado pela localizacgdo intracelular,
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assim como pela distribuicdo no organismo, pelo estddio de
diferenciacdo e desenvolvimento celular. Segundo SHANNON (1968) a
diferenciacdoc celular sofre uma complexa sequéncia de alteracdes
envolvendo © acumuloe e perda de enzimas. Portanto a sintese
diferencial de novas enzimas pode ser considerada como sendo ©
processo elementar de diferenciacdo celular.

SCANDALIOS (1979) estudando a expressdo e diferenciacdo da
enzima catalase em milho, concluiu que as iscenzimas especificas
sdo codificadas em simples individuos e/ou em tecidos especificos.
As isoenzimas codificadas por diferentes genes exibiram mudancas
temporal e espacial durante O desenvolvimento da planta; os
diferentes produtos genéticos foram controlados por diferentes
taxas de sintese e degradagdo, compartimentalizacdo diferencial
intracelular, e por um inibidor especifico da catalase. O sistema,
segundo o autor, responde e pode ser alterado em sua expressdo por

sinais externos como luz, hormbébnios, etc.

2.1.2. Interpretagédo de zimogramas

Apesar da alta capacidade em auxiliar no estudo da genética
molecular, a utilizacdo das isoenzimas requer cuidados para a
obtencdo de bons resultados, sendo a interpretacdo correta dos
zimogramas de fundamental importéncia.

Apds eletroforese e reagdes quimicas especificas, nos locais
onde ocorre alta atividade enziméatica ficam visualizadas as bandas
coloridas originando e perfil denominado zimograma. Para
interpretacdo do zimograma & seguido o fundamento de que cada
cadeia de polipeptideo, correspondente a uma banda, & codificada
por um gene (GARDNER et al. 1991).

No caso de uma proteilina monomérica codificada por um ldécus
génico com dois alelos, A e B, trés gendtipos sido possiveis de

serem codificados neste lécus: AA , AB e BB , sendo o zimograma
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correspondente a uma banda para © gendtipo AA, duas para o gendtipo
AB e uma para o gendtipo BB, pois no caso do lécus ser homozigoto
ocorre apenas um tipo de informacdo genética, enguanto o ldcus
heterozigoto fornece dois tipos de informagdo. O ldcus homozigoto
codifica duas cadelas de polipeptideos similares que se sobrepdem
no gel engquanto o lécus heterozigoto, dois polipeptideos
diferentes, originando duas bandas. No caso da enzima ser dimérica,
isto é, formada por duas subunidades de polipeptideos, o zimograma
do ldécus heterozigoto corresponde a trés bandas, ao invés de duas.
Os mondmeros codificados pelos dois alelos se combinam, dois a
dois, para formar a estrutura gquaternadria da enzima. Sendo a
combinacdo ao acaso, sdo possivels as formacgdes dos dimeros
correspondentes aos gendtipos homozigoto AA, homozigoto BB e
heterozigoto AB, o dqual, por ser formado por uma subunidade
codificada pelo alelo A e outra codificada pelo alelo B, tem
propriedade fisico-quimica 1intermedidria as dos dois outros
dimeros, originando uma banda intermedidria. Estatisticamente os
dimeros s&do formados na proporgdco 1:2:1 quando codificados pelos
gendtipos AA, AB e BB, respectivamente (ALFENAS et al., 1991).

Além dos fatores que complicam a interpretacdo do zimograma,
como iscenzimas codificadas por mais de um ldcus ou com estrutura
quaterndria formada por varias subunidades, outros fatores podem
ocorrer, como a ploidia. A ploidia pode ocorrer nos Ccromossomos de
apenas um genoma originando a autopoliploidia ou de cromossomos
provenientes de genomas diferentes originando a alopoliploidia. A
ploidia aumenta, portanto, o© numero de alelos presentes no
organismo, aumentanto a diversidade de alelos do sistema e a
intensidade das bandas decorrente da acdo de um ou mais alelos
(WEEDEN & WENDEL, 1989).

Outro fendmeno gque pode dificultar a interpretacdc é a
ocorréncia do "alelo nulo™ cuja acdo codificadora é bloqueada por

alguma razdo. Segundo WEEDEN & WENDEL (1989) alelos nulos podem ser



reconhecidos pela taxa de segregacdoc 3:1 (presenca de atividade:
auséncia de atividade) para um ldcus enzimadtico. Esta taxa é gerada
apbds autofecundacdo de uma planta heterozigota para um alelo nulo
porgue o fendtipo heterozigot’o frequentemente apresenta uma banda
de atividade t&o intensa quanto o fendtipo do homozigoto ativo.

Segundo ALFENAS et al.(1991), o polipeptideo formado nos
ribossomos pode sofrer modificacgdes posteriores em sua estrutura
pela adicdo de compostos como agucares e lipideos ou radicais
gquimicos como fosfato, acetil, etc. Essas ligagdes nado sendo
estivels podem provocar oxidacgdo de ligacgdes sulfidrila nos
polipeptideos, deaminagdo de certos aminoacidos, digestao de parte
dos polipeptideos ou dos compostos ligados aos polipeptideos por
proteases, glicosidases, lipases e polimerizacgcdo de enzimas.
Diferencas na conformacdoc das estruturas terclaria ou guaternaria
podem também produzir modificacdes pds-traducdo, o0s quals originam
bandas secundérias ou rastros corados no gel. A sobreposicgdo de
bandas pode ser decorrente de enzimas codificadas por mais de um
loécus génico. Muitas enzimas provenientes de lécus duplicados sendo
diméricas podem ter a capacidade de formar moléculas hibridas
interldécus, gue podem ter propriedades fisico-guimicas semelhantes
as de outras enzimas originadas por outro lécus (ALFENAS et al.,
1991).

Enzimas de organelas ciltoplasmaticas como cloroplasto e
mitocondria podem ser provenientes de genes diferentes, apresen-
tando polipeptideos distintos. Ainda, certos tipos de enzimas como
as esterase, peroxidases e fosfatases, atuam scbre varios tipos de
substrato, podendo mostrar padrdes distintos de tecido para tecido
e na presenca de diferentes substratos fornecidos & reacgdo de
revelacgdo. Segundo ALFENAS et al.(1991), a esterase pode formar
grande numero de bandas porgue gualquer enzima capaz de dJuebrar a

ligacdo naftil d& reacdo positiva. A reacdo da peroxidase pode



revelar bandas em reglido de atividade da catalase, uma vez dJue

nessas regides também had a liberacdo de Oxigénio.

2.1.3. Utilizacdo de iscenzimas

SCANDALIOS (1974) faz uma revisdo sobre o comportamento das
iscenzimas no desenvolvimento e diferenciacdc celular, pols por
serem as 1isoenzimas uma expressido da diferenciacdo celular, a
anadlise das mudancas nos padrdes enzimaticos durante o}
desenvolvimento da planta ajuda o entendimento dos mecanismos
bésicos destes processos.

Além da importéncia nos estudos fisioldgicos as iscenzimas
também ajudam a scolucionar problemas na sistemdtica, dinémica
evoluciondria de populacgdes naturais ou de plantas colonizadas,
estudos sobre o tipo de reproducé&oc e melhoramento de plantas.

Na sistemética, um dos problemas mais comum entre duas
populacdes com caracteristicas morfoldgicas bastante semelhantes &
a distincdo da procedéncia genética, isto &, se pertencem a mesma
espécie.

Segundo MITTON (1989) o processo de endogamila leva ao fendmeno
conhecido como depressdc, gque nas plantas causam 0s efeitos de
nenores taxas de producidc de sementes, germinacido, viabilidade e
crescimento, diminuindo a heterose. Heterose é o contraric da
depressao, ocasionando maior viabilidade, crescimento e
produtividade na progénie de plantas obtidas por cruzamento de
linhagens. O autor d& duas teorias para geragdo da competéncia das
plantas: a da sobredominéncia em gque a competéncia aumenta com a
heterozigose de um ldocus selecionado, ou seja, para locus cuja
variacgdo é balanceada por selecdo natural, a competéncia geralmente
aumenta com © numero de ldécus heterozigotos; a da domindncia em que
o efeito da depressio & atribulido a exposicidc de alelos deletérios

recessivos gue aumentariam em condicdo homozigota.
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Dois pardmetros em estudos de populacidoc tém sido extensiva-
mente usados: a proporgado de léocus polimdrficos por espécie (P),
sendo um l&cus considerado polimdrfico quando a frequéncia de seu
alelo mals comum ndoc ultrapassa 0,95; e o numero efetivo de alelos
por lécus polimérfico (Ap), que representa o numero de alelos por
lécus polimdbrfico (ALFENAS et al., 1991). As equagdes, segundo

estes autores, sao:

P = numero de ldécus polimébrfico/nuimerc total de ldcus

Ap = numero total de alelos dos lécus polimdrficos/numero de

l1ocus polimdérficos

Outra medida mals comumente relatada é o indice de diversidade
proposto por NEI (1973), que utiliza a frequéncia de alelos, em que
a heterozigose média é definida como a média da heterozigose (h)
sobre todos os ldécus, onde (h) & igual a 1 menos a somatdria do
quadrado das frequéncias médias, ou

h=1- X £°
Sendo a heterozigose a diversidade da espécie considerando-se um
Unico ldcus e f£; a fregquéncia média do alelo i em dado ldcus.
Heterczigose &, portanto, uma medida da diversidade definida
inteiramente em funcdo das frequéncias alélicas e ndoc das
genotipicas.

No melhoramentc de plantas as isocenzimas além de atuarem como
marcadores de caracteristicas para acompanhamento das introgressdes
nas novas varledades, também atuam na caracterizacdo e distincao
de plantas hibridas ou na caracterizacdo da duplicacdo genética,
incluindo poliploidia.

Uma grande variedade de estudos com isocenzimas de citros tém
sido realizados para conhecimento da diversidade genética e

solucionar o© problema dos melhoristas na distincdo precoce entre
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plédntulas nucelares e zigdticas, pols a mailoria das espécies de
citros é apomitica e poliembridnica. Apds a fecundacdo, formam-se
nas sementes poliembriénicas, além do embrido gamético, outros
assexuals orilginados do nucelo, sendo possivel o desenvolvimento do
embrido nucelar gue & geneticamente idéntico a planta mde ou o
desenvolvimenito do embrido =zigbtico. Plantas nucelares geralmente
ndoc sdo interessantes porque & facil a propagacdo por enxertia que
diminue o periodo de juvenilidade. Apenas nos casos de produgdo
comercial de porta-enxertos, em que a producgdo & geralmente feita a
partir de sementes de polinizacgdo aberta, o efeito de apomixia é
desejavel para a uniformizacdc dos porta-enxertos (MOORE & CASTLE,
1988) .

A identificacgdo de pléntulas zigdticas é de grande interesse,
visto o reconhecimento através das caracteristicas morfoldgicas
ser dificil de ser realizado, fendo-se que esperar geralmente até
a frutificagcao. 0O cardter dominante de trés folhas do Poncirus
trifoliata é utilizado quando este & o progenitor macho. Este
carédter, porém, nem sempre se manifesta, pois muitas plantas de P.
trifoliata s&0 heterozigotas.

IGLESIAS et al.(1974) iniciaram os estudos enzimaticos em
citros utilizando as 1isoenzimas de peroxidase e esterase para a
distingdo entre plantas nucelares e =zigdticas entre espécies e
cultivares de citros.

ESEN & SO00ST (1976) também utilizaram a peroxidase, encon-
trando a existéncia de formas multiplas em folhas de trinta sub-
espécies de Citros e nos géneros Fortunella, Poncirus e Microci-
trus.

BUTTON et al.(1976) encontraram maior polimorfismo nas
isoenzimas de peroxidase de raizes do que de folhas em cinco
cultivares de tangerinas.

SPIEGEL—ROY et al.(1977) também utilizaram as isoenzimas de

peroxidase de raizes de tangerinas, laranja doce, “grapefruit” e
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pomelo, conseguindo a separacdo entre pléantulas nucelares e
zigdticas.

Estudos sobre alelos das iscenzimas foram iniciados por TORRES
et al.(1978) com as isoenzimas de glutamato oxaloacetato transami-
nase {(GOT), fosfoglucomutase (PGM) e fosfoglucoisomerase (PGI) de
folhas de véarios cultivares de citros. Estas enzimas foram
codificadas por dquatro genes tendo dezenove alelos. Utilizando a
geracdo F1 de cruzamento controlado conseguiram a distingdo das
plantulas =zigdticas e pela anédlise de afinidades verificaram um
grande padrao de uniformidade das combinacdes genotipicas dentro de
cada espécie.

Em trabalho complementar, TORRES et al. (1982) estudaram os
alelos de mais cinco enzimas, a malato desidrogenase (MDH),
hexokinase (HK), enzima malica (ME), isocitrate desidrogenase (IDH)
e leucinoaminopeptidase (LAP) em dez espécies de citros,
verificando gue a HK, IDH e LAP sdo codificadas por um simples
gene, sendo a LAP e HK monoméricas enquanto a IDH é dimérica.

Em outro trabalho, TORRES et al. (1985) estudaram as
iscenzimas da enzima mélica (ME) e da superdxido dismutase (S0OD),
verificando a taxa de ligacgdo entre 37 pares de genes especificando
enzimas e a distorcédo da taxa de segregacdo de genes simples. Os
mesmos autores verificaram que o gene da enzima malica Me2 em
citros e ponciros especifica a série mais répida de migracdo das
isoenzimas mais avancadas, enquanto o gene Sodl especifica a série
mais lenta das isoenzimas da superdxido dismutase, sendo ambos os
genes monoméricos. A taxa de segregacdo de gene simples foi
encontrada fregquentemente distorcida em varias das nove familias
resultantes do cruzamento entre C. grandis X (. Jjambhri e C.
grandis X P. trifoliata. Dos 37 pares de genes especificando
enzimas estudadas, os pares Got-1/Mdhl, Mdh2/Mel, Mdh2/Me2 e
Mel/Me2 foram encontrados ligados. A ordem dos genes foi

determinada como Mdh2/MeZ2/Mel.
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HIRAT & KOZAKI  (1981) também observaram os alelos das
isocenzimas de MDH e 6-fosfogluconato desidrogenase (6—PGDH)
parcialmente purificadas por cromatografia de afinidade em Blue-
Sepharose. Encontraram o sistema MDH como sendo dimérico, com a
lima, lim3oc, cidra e pomelo, apresentando os respectivos alelos, A
e C, AeD, A e A eDeD. Sugeriram que a lima ndc poderia ser
precursora do limdo verdadeiro no caso da cidra ser uma das
precursoras, pols seu alelo A, se procedente da cidra nido poderia
ser ao mesmo Tempo da lima, visto seu outro alelo ser D. Estudos
posteriores de HIRAI et al.(1986) cdnfirmaram as observa¢des da
existéncia de uma aloenzima caracteristica em limas doces.

Como técnica auxiliar nos novos métodos de producdo de plantas
através da biotecnologia, BEN-HAYYIM et al. (1982) utilizaram dez
is’oenzimas para confirmar a identidade dos hibridos somaticos
originados por fusdo de protoplastos em nove espécies e cultivares
de citros.

Ainda no estudo de pléntulas zigdticas ASHARI et al. (1988)
discriminaram plantulas =zigdticas de nucelares em cinco porta-
enxertos resultantes da polinizacdc 1livre de laranjas doces,
ponciros, tangerinas e cidras, através da anadlise de oito lécus de
seis sistemas enzimdticos.

Também com relacdo a porta-enxerto, MOORE & CASTLE (1988)
avaliaram populagdes de pléntulas de 15 cultivares através dos seis
1ldcus enzimé&ticos  MDH, PGM, PGI, GOT, PER e shiquimato
desidrogenase (SkDH), verificando que as populacdes variaram no
grau de poliembrionia e no polimorfismo das iscenzimas. Conseguiram
também diferenciar as pléntulas nucelares das zigdticas.

OCutro estudo com porta-enxerto fol realizado por ROOSE &
TRAUGH (1988) que utilizaram as enzimas MDH, PGI, PGM, GOT e IDH de
casca e folha para a identificacdo entre porta-enxertos zigdticos

de nove introducgdes de laranija, 1limdo verdadeiro e trifoliata,
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encontrando malor presenca de plantas zigdticas entre as nucelares
em trifoliata do que nas outras duas espécies.

REFORGIATO et al. (1988) utilizaram as isoenzimas de GOT, PGI
e PGM como auxilio na caracterizacdo de bidtipos de limdes.

Na &area taxondmica, GOGORCENA & ORTIZ (1989) utilizaram o
polimorfismo das isoenzimas de peroxidase e esterase, porém nao
conseguiram a distingdo entre cultivares de laranja azeda.

OLLITRAUT (1990) avaliou a diversidade intraespecifica e a
heterozigose de oito espécies de citros através de oito ldécus de
isoenzimas encontrando trés grandes agrupamentos, o constituido por
C. grandis e C. paradisi, o grupo de C. reticulata, C. aurantium e
C. sinensis, e o de (. medica, C. aurantifolia e C. lemon.

BALLVE et al. (1991) comprovaram a viabilidade de utilizacéao
das isoenzimas GOT, PGI, APS, PRX e ME na identificacdo precoce de
hibridos e <lones nucelares no melhoramento de c¢itros, tendo
observado um alelo adicional no ldécus Got-2 em relacdo aos de
trabalhos anteriores.

Em relacdo as palmeiras quase ndo foram feitos estudos com
marcadores isoenziméticos, porém, sendo uma palmaceae como tal de
ciclo longo, sdo importantes os estudos para obtencdo de marcadores
biogquimicos ou moleculares como ferramenta auxiliar no direciona-
mento dos estudos de melhoramento genético. Segundo BOVI et al.
(1987) uma das principais dificuldades no melhoramento de palmeiras
produtoras de palmito é a adogdo de pardmetros que estimem a
producdo futura. Segundo os autores, a medida da circunferéncia
como estimativa da produgdo é invidvel quando na comparacdo entre
espécies e materials distintos, pois o fato do palmito ser
proveniente de folhas Jovens em desenvolvimento, envoltas pelas
bainhas das folhas mais velhas, ocorre a influéncia desse dois
fatores.

Comercialmente, devido ao melhor sabor e qualidade, as

palmeiras mals exploradas pertencem ao género FEuterpe, sendo a E.
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edulis, conhecida como jucara, nativa da regido centro sul do pais,
enquanto a E. oleracea conhecida como acgai é origindria do norte
do pais.

Ambas espécies apresentam problemas na producdo, pois a
jucara nédo perfilha e ¢é destruida com a extracdo do palmito,
enquanto a acgal apesar de perfilhar, permitindo vérias extracdes,
tem producdo menor e gualidade organocoléptica inferior. Como no
geral demoram de oitc a doze anos para iniciar a producdo, é de
extremo interesse a selegdo de hibridos de producdc mais rapida,
com estirpes multiplos e com palmito de bom tamanho, textura e
sabor.

Segundo BOVI & CARDOSOC (1978) o aspecto de maior interesse a
ser melhorado nos hibridos é o caradter perfilhamento, sendo
importante os estudos para identificacdo do tipo de segregacdo do
perfilhamento, pols em um trabalho de cruzamento reciproco da
E.edulis X FE. oleracea ocorreu reduzida porcentagem de plantas
hibridas com perfilhamento, sugerindo heranga citoplasmatica
materna deste fator.

TORRES & TISSERAT (1980) avaliaram sete genes especificando
cinco sistemas enzimdticos, alcool desidrogenase (ADH), EST, GOT,
PGI e PGM, de um tipo de palmacea. Dos 21 gendtipos possiveis que
resultariam da informacdo dos dois alelos de cada gene, 15 foram
observados em plantas fémeas e 14 em machos. Das 42 combinacgdes
possivelis entre genes resultantes dos seis possivels cruzamentos
entre os sete genes, 23 foram analisadas em 10 das 26 populacdes
Fl, sendo a mailoria identificada por seu perfil iscenzimético.

GHESQUIERE (1983) trabalhou com pdlen de Elaeis guineensis
utilizando o©os sistemas enzimdticos MDH, IDH, glucose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH), PGI, PGM e ACP, para a lidentificacdo de
cultivares.

BALLVE (1988) iniciou os estudos de isocenzimas em palmiteiro,

desenvolvendo um conjunto de metodologias de eletroforese em gel de
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amido, tendo analisado as diversas introducgdes de E. edulis e E.
oleracea e ©s hibridos entre essas duas espécies. BAnalisou as
isoenzimas de peroxidase (PRX), EST, fosfatase &cida (APS), ADH,
PGI, ME e GOT em tecidos de caule, palmito e pdlen de plantas
adultas, raiz de mudas e tecidos de folhas de plantas em diversas
fases de desenvolvimento, encontrando a possibilidade de utilizacdo
do polimorfismo enzimdtico na identificacgdo de hibridos e
caracterizacdco da origem de plantas.

A couve (Brassica oleraceae var. acephala) é uma planta
ristica podendo alcancar até trés metros de altura e 1ldade de dois
anos, sendo a variedade mals apreciada a Manteiga, gque tem as
folhas mais tenras e é multiplicada vegetativamente. A
susceptibilidade a pulgdo & uma das caracteristicas a ser melhorada
que vem sendo assoclada as diversas variedades.

NIJENHUIS (1971) iniciou os trabalhos de andlise de variacéo
intraespecifica em Brassica oleraceae estudando o polimorfismo
iscenzimético do sistema da fosfatase acida (ACP).

ARUS & SHIELDS (1983) estudaram em bréssicas, além desse
sistema, o polimorfismo de PGI, PGM, LAP, ADH e GOT, observando
dois genes codificando os sistemas monoméricos PGM e LAP, dois
locus e pelo menos um sistema dimérico em PGI e ADH, e trés genes
em GOT.

AMARATL, Jr. et al. {1994) utilizaram seils descritores
boténico-agrondmicos e sete caracteres i1soenzimdticos para a
gquantificacdo da dissimilaridade genética entre os clones de sete
tipos de couve, encontrando a reduzida variabilidade nas iscenzimas

e a proximidade dos gencmas estudados.
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2.2. MARCADORES MOLECULARES

2.2 .RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Com o aparecimento em 1980 da técnica de marcador genético
baseada nas moléculas de DNA, através de metodologia utilizando
fragmentos de DNA humano e denominada RFLP por WYMAN & WHITE
(1980), foram ampliadas as possilidades do uso de marcadores nos
estudos genéticos.

RFLPs sdo baseados no polimorfismo de fragmentos de DNA
produzidos pela digestdo de moléculas de DNA com enzimas de
restricdo. Sendo as enzimas de restricdo endonucleases que cortam a
molécula de DNA apenas na regido onde ocorre uma sequéncia de bases
especificas, todas as moléculas com alteracdes na sequéncia
originadas por delegdo, adic¢do ou substituicdo de pares de bases
através de inverséo, translocac¢do ou transposicgéo, sofrerao
mudancas nos locais de restricdo, originando o polimorfismo.

Em genomas de organismos superiores como os de planta séo
necessarias, para a deteccdo do polimorfismo, técnicas auxiliares.
As moléculas de DNA sdo muito grandes e apds eletroforese em gel de
agarose, gquando é realizada a deteccdo utilizando a fluorescéncia
do brometo de etidio que se intercala nas moléculas do DNA, nido é
possivel a distingdo das bandas separadamente, pois estas ficam
muito préximas. E necessério, portanto, a transferéncia do perfil
dos fragmentos do DNA digerido para uma membrana, geralmente de
nitrocelulose ou nylon pela técnica conhecida como "Southern
Blotting". O procedimento seguinte é a hibridizacdo, para a qual é
realizada antes a desnaturacdo do DNA, polis para ocCcorrer O Processo
de pareamento € necessdrio que o DNA dos fragmentos digeridos e o
DNA da sonda estejam na forma de fita simples. Sondas s&0
sequéncias de Dbases de DNA ou mRNA gue podem ser marcadas por

radicatividade ou processo quimico e se pareiam somente com a sua
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sequéncia complementar, no processo conhecido como hibridizacdo
(KIRBY, 1992) . Sua detecgdo no perfil dos DNAs digeridos permite o
reconhecimento da existéncia de regides similares no genoma,
atuando, portanto, como um marcador genético.

Marcadores RFLP tém a vantagem sobre as isoenzimas porgque nio
dependem da expressdo genética, nem da manutencdo da atividade da
isoenzima, isto é, sdc inerentes as células de cada individue, nao
sendo, portanto, afetadas pelas condic¢des ambientais (BECHMANN &
SOLLER, 1983) . Estes marcadores possibilitam maior eficiéncia nos
processos convencionais, pois a selecdo de genes desejaveis é feita
de forma mais direta, diminuindo as geracgdes de retrocruzamentos
necessarias para recuperacdo das caracteristicas desejaveis. Além
disso a transferéncia de genes indesejaveis, ligados agqueles de
interesse, pelo fendmeno conhecido como ligacdoc de arraste, faz com
que, muitas vezes, a nova planta apresente, além das
caracteristicas procuradas, outras sem 1interesse. A selecao,
baseada em RFLP, pode identificar e minimizar a ligacdo de arraste.

Portanto, dqualquer parte da planta em gualgquer estadio de
desenvolvimento pode ser utilizado para a amostragem do material.

Qutra wvantagem é que na prética um nimero muito maior de
marcadores moleculares pode ser obtido, pois as isocenzimas sé&o
limitadas aquelas gque podem ser distinguidas através de reacgdo
especifica.

Segundo PATERSON et al. (1991) marcadores genéticos que s&o
fortemente ligados um ao outro no mesmo Ccromossomo sdo raramente
recombinados, permanecendo usualmente juntos na progénie do mesmo
individuo. Por outro lado, marcadores gue sdo distantes um do outro
No mMesmo Cromossomo, ou em cromossomos diferentes, sdo frequente-
mente recombinados, ocorrendo em diferentes combinacgdes nas
progénies em relacdo as combinacgdes paternas.

Este conceito da taxa de recombinacdo entre dols genes num

mesmo cromossomo é o fundamento bédsico da distidncia de locacdo
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entre 0s genes no mapeamento genético. Uma unidade de crossing-over
& uma medida de disténcia no mapeamento genético, que é baseada no
nimero médioc de eventos de crossing-over gque ocorrem durante a
meiose. Um intervalo de mapeamento que é uma medida de crossing-
over em disténcia (ou em centimorgan), implica gque somente uma em
cada cem cromatides, recuperada da melose, terd sofrido um
crossing-over neste intervalo (GARDNER et al., 1991).

0 aparecimento dos marcadores de RFLP possibilitou a iden-
tificacdo de regides gendmicas conhecidas como 1lécus de carater
guantitativo, que afeta quantitativamente caracteres herdaveis de
importancia econbmica.

Varios trabalhos utilizando ambos os marcadores, 1iscenzimas e
RFLP tém sido relatados no estudo taxondmico, genético e de
construcdo de mapas genéeticos, como o de CHASE et al. (1881) que
correlacionaram a diversidade do polimorfismo de iscenzimas com ©
polimorfismo obtido pela técnica de RFLP em feijdo, encontrando a
suplementacdoc dos marcadores RFLP aos dados de polimorfismo das
isoenzimas.

Fm citros GREEN et al. (1986) compararam através do perfil de
bandas de DNA obtidc pelo método de RFLP, DNA de cloroplastos de
citros, wutilizando como sondas DNA de cloroplastos de tabaco.
Encontraram semelhancas entre os cloroplastos de cultivares de C.
limon, C. sinensis, C aurantium, C. paradisii e C. grandis. Os DNAs
de cloroplastos de P. trifoliata e Microcitrus spp. foram
distintos um do outro, assim como de todos os outros tipos de
citros. Os autores construiram um mapa fisico do gencoma do
cloroplasto de C. aurantium utilizando além das sondas de DNA de
cloroplastos de tabaco, guatro sondas correspondentes aos genes da
RuBP carboxilase de milho, subunidades alfa e beta da ATP-sintetase
de tabaco e psb de Spirodela. Os autores reportaram que a laranja

azeda ¢ provavelmente procedente de pomelo e tangerina.
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EFm citros, VARDI (1988) trabalhando com DNA de cloroplastos,
restritos por endonucleases, reportou a provavel procedéncia da
laranja de pomelo e tangerina, assim como a do limdoc da hibridacéo
entre pomelo e cidra. Foram colocados também em um mesme grupo as
espécies de (. limon, C. sinensis, C. aurantium, C. paradisi e C.
grandis.

KOBAYASHI et al. (1991) utilizaram a técnica de “fingerprin-
ting” de DNA através da técnica de RFLP com o DNA de ribossomo de
niclec para confirmar a producdo de hibridos somaticos pela fusédo
dos protoplastos de laranja doce com tangor. Analisaram também o
DNA de cloroplasto para cada um dos 16 hibridos, verificando gue
continham apenas um genoma de cloroplasto de um dos parentais. Em
todos o0s casos, 0s Jgenomas mitocondriais dos hibridos somaticos
foram de laranja doce. Os autores utilizaram como sondas fragmentos
de DNA ribossomal nuclear de arroz, DNA de cloroplasto de tabaco e
DNA de mitocondria de milho e couve-flor.

JARREL et al. {1992) utilizaram a segregagcdo de oito
isocenzimas e trinta e sete loécus de RFLP de sessenta progénies
resultantes do cruzamento intergenérico entre (. paradisi X P.
trifoliata com C. sinensis X P. trifoliata, para a construgdc de um
mapa genético contendo 38 léocus distribuidos sobre dez grupos de
ligacdo sendo o tamanho do genoma estimado em 1700 centimorgans.

DURHAM et al. (1992) analisaram duas populacdes segregantes de
citros provenientes do cruzamento intergenérico entre (. grandis X
P. trifoliata e do cruzamento interespecifico entre C. reticulata
Blanco X C. paradisii. 0s autores encontraram um total de 11
isoenzimas e 58 RFLP segregando nas duas populacgdes. A andlise de
ligacé&o revelou dque 62 locus mapearam 11 grupos de ligacdo, com 7
lécus segregando independentemente em relacéo ao0s cutros

marcadores.
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2.2.2. Outros tipos de polimorfismes

O polimorfismo obtido pela amplitude de variacdoc do numero de
repeticdes das sequéncias de bases repetitivas, através do DNA
cromossomico, denominado VNTR (ndmero variédvel de repeticdo em
tandem), vem sendo muito utilizado.

Sabe~se que a porcentagem de DNA repetitivo aumenta com a
complexidade do organismo, atingindo de 20 a 50% no eucarioto
(WATSON et al., 1989),.

Um dos sistemas de sondas utilizados para reconhecimento de
polimorfismo € o VNTR (variable number of tandem repeat), que pode
incluir fragmentos correspondentes acs minisatélite e
microsatélite. Minisatélites consistem em agrupamentos de até
centenas de unidades com 15 a 60 pares de bases, espalhadas através
dos cromossomos, 1sto €, com repeticdo em “tandem”, devendo cada
unidade ter pelo menos um pedago do fragmento com sequéncia comum,
enquanto microsatélites correspondem a agrupamentos de fragmentos
com sequéncia de 2 a 5 pares de bases repetidas em “tandem”
(BRUFORD et al., 1992).

Essas sondas podem ser utilizadas como especificas de um ldécus
ou de varios 1bcus simulténeamente. O processo de multildécus
fornece maior numerc de bandas, ndo fornecendo a identificacdo de
quais bandas derivam do mesmo 1lbécus, enguanto o de simples ldcus
fornece baixo numero, porém maior habilidade para se determinar a
frequéncia de alelos em diferentes populacgdes (KIRBY, 1992). O
produto final da utilizagdo destes tipos de sondas que reconhecem
porcdes do DNA repetitivo gera um perfil conhecido como
"fingerprinting” de DNA (BRUFORD et al., 1992). A deteccdo desses
tipos de sondas pode ser realizaﬁa pelos processos de hibridizacido,

gel de sequenciamento, ou em certos casos, gel de agarose.
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2.2.3. PCR (polymerase chain reaction)

A PCR €& uma reagdo que amplifica porgdes especificas de uma
fita de DNA gue ocorrem entre sequéncias onde sdco ligados pequenos
fragmentos de DNA ou oligonucleotideos, denominados "primers™.
Estes “primers” possuem um final 3'-0OH reativo que possibilita o
inicio da sintese da sequéncia complementar ao molde de DNA,
através da acgdao de extensdo da enzima DNA polimerase em meio
contendo os deoxinucleotideocs.

A repeticdo ciclica da reacdo da polimerase que consiste na
desnaturacdo térmica do DNA para separacac das duplas fitas,
seguida pelo anelamento do “primer” no molde de DNA e depois sua
extensdo pela DNA polimerase, possibilita a amplificacdo de
sequéncias de DNA desejaveils.

A automagdao desses ciclos assim como © aparecimento da
polimerase de DNA termo-estavel, que suporta varios ciclos de PCR,
facilitou o processc de amplificacdo de fragmentos de DNA,
realizado anteriormente apenas através de métodos Dbioldgicos
envolvendo a clonagem em bactérias.

A Tagq DNA polimerase é uma DNA polimerase termoestavel com
peso molecular de 94.000 originalmente purificada da Dbactéria
termofilica Thermophilus aquaticus e agora disponivel na forma
modificada geneticamente (AmpliTag™). A enzima tem atividade
polimerédsica na diregdo 5'-3'" entre 70 a 80°C dependendo da
seguéncia de DNA replicado (SAMBROCK et al., 1989), apresentando
alta taxa de processamento podendo atingir até 150
bases/segundo/mol, perdendo sua atividade, mas n3o sendo denaturada
a temperatura acima de 90°C e vida média de 40 minutos a 95°C
(HOELZEL & GREEN,1992). Como ndo tem atividade exonucledsica 3'-57,
geralmente comum nas demals DNA polimerases, ndo possuil atividade
editorial, poids a atividade exonucledsica 3'-5' permite a remocd&o

de nucleotideo contendo a base errada e que fol recentemente
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Segundo  HOELZEL & GREEN (1992) o ‘“primer” se anela a
sequéncia complementar a cada 1000 pares de bases. Como devido as
condicgdes da reagdo PCR sdo amplificados somente os fragmentos
entre uma determinada faixa, um pequeno numero de fragmentos,
usualmente de cinco a dez, ¢é amplificade pela RAPD, usualmente
entre 500 a 3000 pares de bases. Portanto, pela RAPD aparecem as
bandas que tem grande complementaridade. McPHERSON et al. (1992)
reportaram dgue guando a reacdo ocorre com 100% de eficiéncia,
somente vinte ciclos de PCR sdo suficientes para produzir uma
amplificacio de 10° vezes o fragmento de DNA.

Os “primers” arbitrarios utilizados tém geralmente nove a dez
bases. Para uniformizacgdo da temperatura de anelamento os “primers”
devem conter proporcdo similar do contetdo de guanina (G) e
citosina (C) (entre 50 a 80%), e estrutura secundaria minima para
evitar a auto-complementacdo (McPHERSON et al., 1992). Como o©
nlmero de pontes de hidrogénio entre o pareamento G-C é maior em
relacdo ao pareamento entre as bases adenina (A) e timina (T), as
forcas eletrostdticas entre as primeiras é maior, implicando em
maior estabilidade e temperatura de fus&o (Tm), a gual é estabele-
cida gquande 50% da fita do duplexe estid na forma desnaturada. De
acordo com SUGGS et al. (1981), a temperatura de anelamento &

determinada como tendo 5°C abaixo da Tm, sendo:

Tm = 2 X nimero de base A ou T + 4 X niimero de base C ou G

O conteudo de G-C, portanto, deve ficar dentro de determinada faixa
para uniformizagdo da temperatura de anelamento. A complementacdo
no entanto nado & 100%, porque a temperatura de anelamento utilizada
é baixa para aumentar o numero de bandas pela diminuicdo da estrin-
géncia. A estringéncia determina a especificidade de pareamento.
Assim, guanto menor a temperatura de anelamento, menor & a

estringéncia, pols as fitas dos polinucleotideos ficam pareadas
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mais facilmente, facilitando a interacdoc. A concentracdo salina
também influe na estringéncia, pois as cargas negativas dos grupos
fosfatos gque originam as forgas eletrostaticas de repulsdo entre as
fitas dos polinucleotideos podem ser anuladas por sais, aumentando
a interacdo entre as fitas e diminuindo a estringéncia.

O aumento da concentracdc dos deoxinucleotideos trifosfatos
(dNTP) geralmente aumenta o 1indice de errc da polimerase, pelo
aumento da taxa de sintese, isto &, diminue a discriminacdo de erro
na etapa de extensdo. Sendo a concentracido baixa e suficiente para
as reacdes, a enzima tem, portanto, maior fidelidade. Ainda, a
concentracdo dos quatro dNTPs deve ser a mesma para ndo ocorrer
desbalanceamento nucleotidico. Como Jja fol citado, os sais diminuem
as forcas eletrostaticas de repulsédo, facilitando a interacdo entre
as bases, portanto é necessaria sua utilizacdo. O lon Mg++ se liga
a proteinas, nucleotideo, devendo ser considerada sua concentragdo
relativa a dos dNTPs. A diminuicgdo da concentracdoc do cloreto de
magnésio, no entanto, ¢é desejavel por melhorar o pareamento
especifico de bases. A concentragdo 6tima para a formagdo de um bom
nimero de Dbandas deve ser, portanto, determinada empiricamente
(McPHERSON et al.,1992).

Segundo HOELZEL & GREEN (1992) a diminuicdo do pH da reagédo
melhora a fidelidade da enzima, porém baixo pH com alta temperatura
provoca dano no DNA. O tempo de desnaturagdo deve portanto ser
rapido, mesmo porque temperatura acima de 50°C diminue o pH do
tampdo tris. Ainda, uma velocidade mais lenta de mudanga da
temperatura de desnaturagdo para a de anelamento pode aumentar a
produgdo, provavelmente por facilitar o anelamento. KCl1 em
concentracdo maxima de até 50 mM também facilita o anelamento e
pode aumentar a taxa de sintese da enzima de 50 a 60%.

Gelatina ou BSA sdo as vezes utilizados para ajudar a
estabilizar a enzima. A concentracido de DNA também é importante,

pois com o aumento da quantidade de DNA, malor a concentracdo dos
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reagentes utilizados na purificacido que podem inibir a reacdo de
PCR, como do detergente SDS, EDTA (quelante de ions metalicos) e
grupos fosfatos ( TAYLOR, 1992; KIRBY, 1992).

Varios aditivos séo algumas vezes utilizados para aumentar a
eficiéncia da reacdo PCR, como os detergentes ndo idnicos triton-
100, tween—-20 ou nonidet P40 em concentracgdes entre 0,1-1%. Esses
compostos ajudam na estabilizagdo da enzima e neutralizam efeitos
inibitérios de contaminantes como o SDS. Detergentes ndo iénicos
como © nonidet P-40 também ajudam a suprimir a formacdo de
estrutura secundaria, facilitando a 1interacdo entre Dbases. A
especificidade do anelamento pode ser algumas vezes melhorada pela
adicdo de formamida a 1-5%, DMSO (dimetilsulféxido) a 2-10% ou TMAC
(cloreto de tetrametilaménio) entre 107° a 10° M. DMSO parece
reduzir a estrutura secundadria do DNA (TAYLOR, 1992).

Cada lécus € codificado por dois alelos que podem ter carater
dominante ou recessivo. Polimorfismo através de PCR & o resultado
da presenca ou auséncia de banda constituida pelo fragmento de DNA
amplificado apds anelamento do “primer” nas duas codpias de alelos
de um lécus. Isto indica gque ldécus homozigoto com duas coOpias de um
alelo origina o produto amplificado, enquanto ldécus heterozigoto em
que os alelos sdo diferentes, ndo origina bandas. Marcadores RAPD
sdo usualmente dominantes, pois individuos homozigotos ndo podem
ser distinguidos de individuos heterozigotos. E um método indicado,
portanto, para linhagens homozigotas, requerendo uma metodologia
adicional para mapeamento de ligacdo, como a amplificacdo de bandas
polimérficas obtidas com o RAPD para uso como sondas no RFELP
(SOBRAL & RHONDA, 1993).

Trabalhos com RAPD tém sido realizados utilizando pares de
NILS {(near isogenic line), geralmente obtidos por introgressido, ou
através da técnica de segregacdoc massal, que permite  um
direcionamento na identificacdo de marcadores ligados, aumentando a
probabilidade de sucesso (WAUGH & POWELL, 1992).



27

A técnica de segregacdo massal é conveniente quando ndo se tem
0os pares de NILS. MICHELMCRE et al. (19%91) em estudos de marcadores
para resisténcia ao “downy mildew” em alface, wutilizaram duas
amostragens de DNA massal geradas de uma populacdo segregante de um
simples cruzamento. Cada agrupamento massal continha individuos
(usualmente entre 10 a 15) que foram idénticos para uma
caracteristica particular ou regido gendmica, mas independente a
todas as outras regides ndo semelhantes. Esses dols agrupamentos
contrastando para uma caracteristica desejada foram analisados para
a identificacdo de marcadores polimdrficos entre os agrupamentos,
0s quais foram geneticamente ligados ao ldécus desta caracteristica.
Os marcadores que foram polimébrficos e absolutamente ligados ao
gene de 1interesse permitiram a deteccdo de diferencas entre os
agrupamentos. Em contraste, 1ldocus ndo ligados foram hetercozigotos
com aproximadamente igual intensidade de bandas em cada
agrupamento. Este método permitiu uma répida investigacdo de
marcadores segregantes na regido estudada.

Uma variedade de trabalhos com marcadores RAPD ja foram
realizados para identificacdo de marcadores ligados a genes de
caracteristicas desejaveis, em estudos de taxonomia, mapeamnento
genético, caracterizacéo.

Em citros LURO et al. (1992) utilizaram os marcadores RAPD
para estudos de genética e taxonomia, com trés “primers” feitos de
uma sequéncia repetitiva de nucleotideos (minisatélites). Os
resultados dos autores no geral concordam com oS resultados obtidos
por outras metodologias sobre a filogenia e taxonomia de citros.
Encontraram resultados diferentes entre o©s trés diferentes
“primers”, verificando a necessidade do uso de varios “primers”
para o estudo com RAPD, além da possibilidade da existéncia de
sequéncias dentro das espécles de citros, ndoc estéveis dentro da

evolucao.
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HUE & QUIROS (1991) identificaram 14 cultivares de brdcolis
(Brassica oleracea var. Italica) e 12 cultivares de couve-flor
(Brassica oleraceae var. botrytis) através do perfil de bandas
geradas pelos marcadores RAPD usando apenas quatro “primer” de 10
mer.0 tamanho dos fragmentos amplificados wvariou de 300 a 2600
pares de bases. Segundo o autor, o0s marcadores geradosS por apenas
dois ou trés ‘“primers” foram suficientes para distinguir cada um
dos cultivares de brocolis e couve-flor.

HORN & RAFALSKI (1992) descreveram o ensaio RAPD em poOlen
imaturo derivado de embrides de Brassica napus relatando a
possibilidade de centenas de ensaios serem realizados com o DNA
obtido de wum fragmento de cotilédone, permitindo que o embrido
restante seja regenerado e origine plantas com o genoma
discriminado.

KRESOVICH et al. (1992) caracterizaram a identidade genética e

a diversidade de Brassica oleracea através de marcadores RAPD.
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIL: VEGETAL

Para as analises iscenzimdticas e de marcadores RAPDs das
espécies e cultivares de citros utilizaram-se folhas novas gquase
totalmente expandidas pela maior atividade enzimadtica e menor
contaminacac ambiental. Foram coletadas as folhas de laranja-doce:
baianinha, hamlin, natal, valéncia, pera, ruby, moro e
pineaple (Citrus sinensis); laranja-azeda (C. aurantium); tangerinas
clementina (C. clementina), sunki (C. sunki), clebdpatra (C. reshni)
e poncd (C. »reticulata); lima-da-pérsia (C. limettioides); lim&o
galego (C. aurantifolia); limdo cravo (C. limonia); trifoliata (P.
trifoliata) e cidra (C. medica), retiradas de dez plantas crescidas
em vasos com terra e mantidas em casa de vegetacdo.

Para a caracterizacdo enzimadtica e/ou molecular em espécies
de palmadceas utilizou-se as primeiras folhas quase totalmente
expandidas retiradas de dez pléntulas com quatro a seis meses de
idade <crescidas em sacos plasticos em casa de vegetacdo. Os
seguintes géneros foram estudados: Euterpe (Jjucara, acal e
hibrido), Bactris (pupunhas com e sem espinhos), Syagrus (gariroba)

e Elaeis (dendé), conforme especificado a seguir.

Géneros, espéciles e ecdtipos de palmeiras utilizadas para andlise.

Cédigo Género Espécie Ecoétipo Procedéncia

1 Futerpe E.edulis jugara branco Pariqueracgu, SP
2 E. oleracea acal roxo 1 Belém, PA

3 E. oleracea acal roxo 2 Pariqueracgu, SP
4 E. caatinga tadeu Recife, PE
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5 E. sp acai espada I. Cumbu, MG

6 E. sp acail itaijobi Itajobi, MG

7 E. sp acal danilo Pancas, ES

3 E. oleraceae X E. edulis hibrido Pariqgqueracu, SP
9 Bactris B. gasipaes com espinhos Yurimaguas, Peru
10 B. gasipaes sem espinhos Yurimaguas, Peru
11 B. gasipaes walter ¢/ esp. Belém, PA

12 B. gasipaes walter s/ esp. Belém, PA

13 B. gasipaes benjamim Benjamim Constant, AM
14 B. gasipaes branca Igquitos, Peru

15 B. gasipaes ceplac 10 Itabuna, BA

16 B. gasipaes EEU ¢/ esp. Ubatuba, SP

17 B. gasipaes EEU s/ esp. Ubatuba, SP

18 B. gasipaes tZsl Mococa, SP

10 Syagrus S. oleracea gariroba comum Votuporanga, SP
20 Elaeis E. guineensis dendé hermes Una, Bahia

A caracterizacdo enzimdtica e molecular de couve (Brassica
oleraceae var . Acephala) foi realizada utilizando-se folhas novas
quase totalmente expandidas de «cinco plantas desenvolvidas e
mantidas em campo. Quinze variedades de couve manteiga foram
investigadas: ribeirdo pires 2620 (procedéncia Ribeirdo Pires);
1811 (procedéncia Monte Alegre do Sul); roxa (procedéncia
desconhecida) 5 s&o roque (procedéncia desconhecida); gigante 915
(procedéncia Jardim Guanabara-Campinas); 916 (procedéncia Santa
Elisa); crespa (procedéncia Piracicaba); ribeirdo pires 2446
(procedéncia Ribeirdoc Pires); crespa (procedéncia Capdo Bonito);

tupil (procedéncia desconhecida) ; Jjundiail (procedéncia
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desconhecida) ; mococa (procedéncia desconhecida) ; séo josé
(procedéncia Nelson Mendonga); roxa monte alegre (procedéncia Monte

Alegre do Sul); verde escura (procedéncia desconhecida),

3.2. METODOIL.OGIA PARA ISCENZIMAS

3.2.1.Preparo de amostras

Para o©s estudos com enzimas as folhas foram coletadas e
manuseadas em condigdes de temperatura ao redor de 4°C, de modo a
evitar a degradacdoc das enzimas e manter a atividade das enzimas
oxidativas e hidroliticas baixa. Em citros foram estudados o©s
sistemas LAP, GOT, MDH, PGM, ME e IDH, enguanto em palmeiras PGI,
GOoT, EST, L.AP, APS, MDH, PRX e PGM, e em couve PGM, EST, PRX, IDH,
GOT e MDH. Nos sistemas como a PGM, IDH, LAP, GOT, APS, gue perdem
atividade mais rapidamente, utilizaram-se as folhas frescas sem
armazenamento. Nos sistemas PRX, EST, PGI e MDH as folhas foram
conservadas em saco plastico na geladeira por até uma semana.

Foram utilizados geralmente extratos frescos obtidos pela
homogeneizac&o com almofariz ou através de homogeneizador tipo
Polytron em dois tipos de tampdo contendo inibidores das
polifenoloxidases. Utilizou-se dols tipos de tampdes- A: tris-HCIL
0,02M pH 7,4 com 12% de polivinilpirrolidona peso molecular 40.000
e 0,1% mercaptoetanol, que foil utilizado em citros. B: tris-citrato
0,02M pH 7,5 com 0,15% de cisteina hidroclérica, 0,15% de éacido
ascorbico, 1,5% PEG 40, 0,015% mercaptoetanol com a adicdo de cerca
de 0,29 de polivilpolipirrolidona, para palmeiras e couve. Para
cada quatro ml de tampdo foram utilizados 0,2 a 0,5 g de tecido
foliar. Os extratos das amostras foram utilizados Iimediatamente ou

mantidos a —20°C por até uma semana.
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3.2.2.BE1letroforese.

A eletroforese fol realizada em géis de poliacrilamida
utilizando-se dois tipos de aparelhos eletroforéticos, o horizontal
da Pharmacia (Multiphor II) e o vertical da Biorad (Protean II), em
géis com 2 mm de espessura, tendo-se verificado, que pelo fato do
sistema vertical permitir a wutilizacdo de mailor guantidade de
amostra, (de 50 a 100 ul), a visualizacdo mals acentuada neste
sistema. ¢ tampdo B dependendo da quantidade de amostra, apresentou
ogs melhores resultados. A guantidade de tecido foliar foil
importante em plantas que apresentam alto grau de inibidores da
atividade enzimatica, pois o aumento da quantidade por volume de

tampdo pode diminuir a atividade enzimatica observada.

3.2.2.1. Preparo do gel

Utilizou-se solucgdes estoque de 22,2% de acrilamida e 0,6% de
N,N'-metilene—bisacrilamida (bisacrilamida), de modo a se ter a
relacdo de 35:1. Empregou-se gélis com cerca de 7% de acrilamida ou
7,2%T, onde %T & a percentagem incluindo gramas de acrilamida mails
bisacrilamida em 100 ml (DUNBAR, 12990).

Para © ©preparo dos géis utilizou-se © sistema de ASHTON &
BRADEN (1961) constituido pelo borato de litio pH 8,3/ tris-citrato
pH 8,3, modificando-se a constituigdo do tampdoc do gel, pela
diminuicdo dos teores de acido bérico/ hidréxido de litio e aumento
dos teores de tris/ citrato, que resultou em uma melhor separacio
das bandas, tendo-se as seguintes concentracdes:

A. tampdo dos eletrodos: 0,192M &cido bdérico(l2g/L) ajustado a pH
8,3 com hidrdxido de litio(molaridade final aproximadamente
0,038M) .

B. tampdo do gel:0,0057M &cido bdrico; 0,0012M hidrdoxido de litio;
0,0888M tris e 0,0132M &cido citrico com pH final 8, 3.
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No uso rotineiro para a polimerizacio dos géis utilizou-se:
8,6ml da solucgdo estoque de acrilamida; 2,4 ml de tampido tris-
citrato constituldo pela solucdo 1M de tris ajustade a pH 8,3 com
dcido citrico; 0,8ml de tampdo do eletrodo/borato de litio; 15,2 ml
de &gua deionizada; 0,1ml de TEMED 10% e 0,1 ml de persulfato de
amdébnia 10%, sendo estas duas Ultimas solugdes armazenadas enm
geladeira por até uma semana.

A corrida eletroforética fol iniciada sob uma corrente de 10
mA, aumentando-se gradativamente para 20 mA durante as primeiras
duas horas até as amostras entrarem no gel e depois mantendo-se a

amperagem durante a eletroforese por cinco a seis horas.

3.2.3. Detecgdo de enzimas.

Os sistemas de reacdo enzimédtica para coloracdo das bandas
foram realizados de acordo com ALFENAS(1986) para PRX, SOLTIS et
al. (1983) para PGM,PGI,GOT,IDH,LAP e VALLEJOS(1983) para ACP, ME,
MDH, com a diminuigao da quantidade de reagentes pela metade para
ajuste das reagdes em gel de poliacrilamida. Detalhes dos ensaios

sdo relacionados a seguir.

1. Esterase (EST-EC 3.1.1.1)*

2,0 ml de alfa e beta naftil 1% em acetona 50%
50 mg de Fast blue RR

20 ml de tris—-HCLl 0,05M pH7,0

2 .Fosfatase acida (ACP-EC 3.1.3.2)~*

1,0 ml de alfa naftil fosfato acido de sédio
50 mg de Fast Black K salt

0,5 ml MgClz O,5M

20 ml tampdoc acetato de sddio 0,2M pH 5,5
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3. Fosfoglucomutase (PGM-EC 5.4.2.2.)~*

75 mg glucose—l-fosfato,Na2

7 mg MTT

1 mg PMS

5 mg NAD ou NADP

20 ml tampdo tris-HC1l 0,1M pH 8,0

0,2ml MgCl2 O, 5M

20 unidades de glucose-6-fosfato desidrogenase, adicionado por

Altimo. Todas as reacdes contendo MTT foram incubadas no escuro.

4 .Fosfoglucose lsomerase (PGI-EC 5.3.1.9)%*
37 mg frutose—6-fosfato, NaZ

7 mg MTT
5 mg NAD ou NADP
1 mg PMS

0,2 ml MgCl2 O, 5M
20 ml tampdo tris-HC1l O,sM, pH 8,0

20 unidades de glucose-6-fosfato desidrogenase

5.Glutamato—-Oxaloacetato Transaminase (GOT- EC 2.6.1.1)%*
2 mg piridoxal-5-fosfato

30 mg adcido alfa-cetoglutario

30 mg Fast blue BB salt

2 ml 4dcido L—aspéartico 0,5M pH 8,5

20 ml tris-HC1 0,2M, pHS,0

6. Isocitrato desidrogenase (IDH-EC 1.1.1.42 para a forma NADP e EC
1.1.1.41 para a forma NAD)*
7 mg MIT

*[A nomenclatura das enzimas é a recomendada pelo comité da International Union

of Riochemists (I.U.B, 1984) e o numero da comissdo de enzima (E.C.)]



5 mg NAD ou NADP

1 mg PMS

75 mg acido isocitrico, Na3
0,2 ml MgCl2 O,5M

20 ml tris-HC1 0,2M, pH 8,0

7. Leucina aminopeptidase (LAP-EC 3.4.11.1)%*
50 mg Fast Black salt

20 mg L-Leucina-beta-naftilamida

1,0ml dimetil formamida

20 ml tampdo fosfato de sodio 0,1M pH6,0

18 mg NAD
7 mg MTT
1 mg PMS

8. Malato desidrogenase (MDH-EC 1.1.37)*
20 ml tris-HC1 0,2M, pH 8,0
2 ml 4cido méalico 0,5M, pH 8,0

Enzima malica (ME-EC 1.1.1.40)*
mg MTT

mg NADP

1 mg PMS

0,2 ml MgCl2 O,5M

20 ml tris-HCL 0,1M, pH 8,0

2,0ml &cido mé&lico 2M pH 8,0

0o =1 W

10.Peroxidase (PRX-EC 1.11.1.7)%*

12 mg O-dianisidina

17,5 ml tampdo fosfato de sddio 0,1M, pH 5,8
7,5 ml 4dlcool etilico

0,16 ml H202 (3%).

35
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Cada 1locus ou gene fol referido pela abreviatura especifica
da enzima correspondente, seguida por ntmero referente ao 1ldécus
para o caso de mails de um gene para a mesma enzima. A nomenclatura
utilizada como referéncia acs diversos lécus em citros foi a de
TORRES et al.(1978; 1982; 1985), sendo os alelos denominados de
acordo com a velocidade de migracgdo das aloenzimas, do mais rapido
a0 mais lento, de P {(Ponciros), F (Fast), I (Intermediate), M
(Medium), S (Slow), R (Retarded). Em palmeiras e couve, nas quais
os estudos genéticos de isoenzimas sdo escassos e preliminares, as
bandas observadas foram denominadas da mais lenta a mais rapida de

A, B, C, D, E, F e G.

3.3. METODOLOGIA PARA MARCADORES RAPD.

3.3.1.Extracdo de DNA gendmico

A extragdo do DNA gendmico fol feita através do ajuste da
metodologia de SHILLITO & SAUL (1988) que utiliza o brometo de
cetiltrimetilambnio (CTAB), um detergente catidnico que solubiliza
as membranas celulares e forma um complexo com o DNA (MILLIGAN,
1992). Como todo detergente, atua também como inibidor da acdo de
Dnases, que estdo presentes em todos os tecidos, razido pela gqual
todo o manuseio deve ser feito de preferéncia com luvas para evitar
a contaminacdo. Todos os utensilios pléasticos e solugdes (as nao
autoclavaveis foram esterilizadas por filtracao) foram
esterilizados por autoclavagem e a vidraria por aquecimento a 180°C
por no minimo duas horas. Se o manuseio do material para andlise
exige mais cuidados em relacdo a isoenzimas, por outroc lado é muito
mais facil sua obtencdo devido ac fato de que sendo a molécula de
DNA mnuito estavel, pode ser extraida somente uma vez e armazenada

a —-20°C durante muito tempo.
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Apds lavagem das folhas com etanol 30% a extracdo seguiu a
sequéncia de operagdes:

Cerca de 4 gramas de tecido pesado anteriormente a limpeza,
foi triturado com nitrogénio liquido em almofariz.
1 - 0 material foil a seguir transferido para um tubo de 50 ml e
homogeneizado, antes do descongelamento, com 10ml tampdo de
extracdo previamente aquecido a 70°C: 1 a 2% CTAB, tris-HC1l 0,05M
pH 8,0; 10mM EDTA, 0,7M NaCl e 0,5 a 1% de PVP.
2 - Apbds incubagdo por 30-60 minutos a 60°C, com ocasional suave

agitacdo, fol esfriado a temperatura ambiente.

3 - Adicionou-se a seguir 10 ml de clorofdérmio/alcool iscamili-
co(24:1) para auxiliar na purificagdo do DNA, misturando-se
suavemente.

4 - Apds centrifugacdo a 4.000rpm por 20min a temperatura ambiente,
que deve ser maior que 18°C para ndo ocorrer a precipitacao do CTAB
juntamente com o DNA, o sobrenadante fol separado. Ao sobrenadante
adicionou-se 1/10 wvolume solucdo CTAR (10% em 0,7M NaCl) e igual
volume de cloxofdrmico-alcool isocamilico.

5 - Apds nowva centrifugacdo a 4°C e separagdo do sobrenadante,
adicionou-se o mesmo volume de tampdoc de precipitacdo: 1% CTAB,
0,05M tris-HCI1 pH 8,0, 10mM EDTA.

6 - Centrifugou-se novamente a 4°C e apbds o descarte do
sobrenadante o© pelete fol dissolwvido por 1h a 65°C com 0,5ml de
tampdo de alta concentragido salina: 10mM tris-HCl pH 8,0; 1mM EDTA
e 1M NaCl.

7 - Apds a dissolucgdo total do pelete o DNA foi precipitado com a
adicdo de 2 vol de etanol.

8 - O DNA foi entd3o recuperado por centrifugacdo a 10.000rpm/10
minutos/ 4°C e o pelete lavado com etanol 70%, recentrifugado e

seCco ao ar.
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9 - O DNA foil redissolvido em 250 ul de tampdo TE (lmM tris/HCl pH

8,0, 0,IM EDTA), ao qual se adicionou posteriormente 10 ung de
ribonuclease e entdo incubou-se por 30 minutos a 37°C.

10- Apdbs duas extragdes utilizando igual volume de
fenol:clorof&rmio (25:24), que degradam as proteinas ligadas ao DNA
permitindo sua retirada, a fase aquosa fol separada através de
centrifugagcdc e adicionada de 0,1 vol de acetato de sddio 3M pH 5,2
e 2 vol etanol para a precipitacdo do DNA.

11 - Apdés nova centrifugacdo o DNA foi lavado duas vezes com etanol

70% e o pelete redissolvido em 100 ul de tampido TE com menor
quantidade de tris e EDTA (1/10 vol).

Este extrato foli mantido a -20°C, sendo utilizado para
diluigdes nas concentracdes necessarias quando desejado. As
concentracdes de DNA foram determinadas no minifluorimetro para DNA

TKO 100 da HOEFER.

3.3.2. Teste de PCR

Utilizou-se os kits de ‘"primers"” de 10 mer da Operon
Technologies, Almeda CA 94501, USA, denominados A e B, usualis em
RAPD e o termociclador Gene Atag da Pharmacia, que permite 40
reagdes de PCR por vez.

Para as reagdes RAPD os “primers” foram diluidos para a

concentracédo desejada de 5 pmols, tendo as seguintes sequéncias:

KIT A KIT B
cODIGO 5' para 3" cODIGO 5' para 3'
Al. CAGGCCCTTC B1l. GTTTCGCTCC
A2. TGCCGAGCTG B2. TGATCCCTGG
A3, AGTCAGCCAC B3. CATCCCCCTG
A4, AATCGGGCTG B4. GGACTGGAGT

A5. AGGGGTCTTG B5. TGCGCCCTTC
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Ao. GGTCCCTGAC B6. TGCTCTGCCC
AT. GAAACGGGTG B7. GGTGACGCAG
AS8. GTGACGTAGG BS8. GTCCACACGG
AS. GGGTAACGCC BY. TGGGGGACTC
A10. GTGATCGCAG B10. CTGCTGGGAC
All. CAATCGCCGT B11l. GTAGACCCGT
AlZ TCGGCGATAG B1l2. CCTTGACGCA
Al3 CAGCACCCAC B13. TTCCCCCGLT
Ald TCTGTGCTGG B14. TCCGCTCTGG
Al5 TTCCGAACCC ~ B15. GGAGGGTGTT
Al6 AGCCAGCGAA Ble. TTTGCCCGGA
Al7 GACCGCTTGT B17. AGGGAACGAG
AlS AGGTGACCGT B18. CCACAGCAGT
Al9 CAAACGTCGG B19. ACCCCCGAAG
A20 GTTGCGATCC B20. GGACCCTTAC

3.3.3. Reacdo de Amplificacio

Como &a reacdo PCR amplifica pegquenas guantidades de DNA,
foram tomados todos os cuidados para evitar contaminacdo, como
limpeza dos plpetadores automaticos, Area exclusiva ©para o)
manuselio, utilizacido de materiais e solucdes esterelizadas, luvas
descartaveis. Precaucdes foram realizadas para que as condigdes da
reacdo sSe processarem as mals homogéneas possivels, visto gue
alteracdes de temperatura, origem da polimerase e meio tamponante
alterarem ¢ anelamento que ndo é totalmente especifico. Apenas as
andlises que produziram perfil polimdérfico foram consideradas,

sendo repetidas pelo menos duas vezes.

As reagdes foram realizadas em um volume de 25 pl de uma
solucdo contendo 10mM tris-HCl pH 8,3; 50mM KCI1; 1,5mM MgClZ; O,1
uMol de cada deoxinucleotideo de adenina (dATP), timina (dTTP),

guanina (dGTP) e citosina (dCTP); 5 picomols de um dos “primers” de
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10 mer, 20-25 ng de DNA gendmico e 2,0 unidades de Tag DNA
polimerase (GIBCO). Foram montados ensalos para cada um dos
“primers” disponivels.

A amplificacdo foi feita com aquecimento inicial a 94°C/3min
para denaturacdo de toda fita dupla de DNA e a segulir 35 ciclos de
um minuto a 94°C para a denaturacdo, 30 segundos a 34°C para O
anelamento e 1 minuto e 30 segundos a 72°C para a sintese da cadeia
complementar pela polimerase, seguida de 7 minutos a 72°C para a
completa extensdo de todas as cadelas complementares. Apds a

amplificacdo, o DNA foi armazenado a -20°C até anélise.

3.3.4.Anélise do DNA em gel de agarose.

O DNA extraido fol analisado por eletroforese em gel de
agarose 1,2% em tampao TAE (0,04M tris-acetato; 0,001M EDTA). Na
amostra de DNA amplificado foi adicionado 1/10 vol de solucdo para
aumentar a densidade e colorir a mesma, de modo a facilitar sua
submersio nas fendas do gel e o acompanhamento da corrida
eletroforética: 0,25% azul de bromofenol, 0,25% xilene cianol FF e
50% glicerol.

Apdés a corrida eletroforética verificada pela disténcia

percorrida pelo corante, que dura cerca de duas a trés horas a

120V, o gel <ol imerso em solugdo de brometo de etidio (5 pg/ml)
por 30 a 40 minutos, para o brometo se intercalar nas moléculas do
DNA, e a segulir o gel foli imerso em solugdo 1ImM de MgSO4 para a
retirada do excesso de brometo no gel, por 20 minutos. O exame do
perfil de DNA no gel foi entdo feito sob luz ultravioleta do
transluminador, condicdo em gque © brometo de etidio fluoresce
permitindo a distingdoc das bandas de DNA, para em seguida ser

tirada fotografia com a cémara Polardid MP4+ da PHOTODYNE.
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3.4. ANALISE MULTIVARIADA

A andlise da diversidade genética fol realizada através da
andlise multivariada pelo programa NTSYS. A presenca ou auséncia de
cada banda constituida pelos alelos das isoenzimas ou fragmentos de
DNA amplificados foi computada como 1 ou 0 sendo feito o padrdc de
gsimilaridade destas. O padrédo de similaridade fol construido com os
dados de "single matched"” (SM) ou coincidéncia total, gque é igual
ao numero de coincidéncia de dados/ numero total de dados, para
cada cultivar comparado com todos os outros, originando a matriz de
similaridade. Os dendrogramas baseados no método de agrupamento
UPGMA (unwelighted pair-group method with aritmetic mean) que
utiliza o método de pareamento ndo ponderado através das médias
aritméticas dos dados de similaridade foram a seguir contruidos.
Foram consideradas apenas as bandas com grande intensidade, porque
segundo HEUN & HELENTJARIS (1993), estas sdoc mals reproduziveis
devido ao fenbmeno da competicdc entre os fragmentos ©para

amplificacao.
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4 .RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 .POLIMORFISMO ENZIMATICO E RAPD EM CITROS

4.1.1.Polimorfismo enzimatico

IAP - As analises do polimorfismo do sistema LAP foram realizadas
nos sistemas de eletroforese wvertical e horizontal. A Figura 1
mostra a fotografia do gel e um diagrama representativo dos
fendétipos correspondentes as 1iscenzimas presentes apds corrida
eletroforética dos extratos das folhas. No polimorfismo de espécies
e cultivares de citros no sistema vertical, que permite maior
volume de amostra, as isoenzimas (10 a 16-Fig 1) foram encontradas
em duas regides distintas denominadas A e B, em vez de apenas en
uma conforme TORRES et al. (1982). No sistema horizontal (1 a 9-Fig
1) foram observadas de duas a trés bandas, enqguanto o0s mesmos
autores reportaram duas a quatro bandas e a ocorréncia de bandas
duplas codificadas pelos alelos S, M e F. Segundo estes autores um
cultivar com uma banda dupla seria homozigoto enquanto com duas
bandas duplas seria heterozigoto. Considerando-se a ocorréncia da
duplicacdo das bandas relatada por TORRES et al. (1982), o padrao
com o fendétipo de trés bandas corresponderia ao heterozigoto com um
par de bandas duplas sobrepostas parcialmente, ficando neste caso
com o fendtipo no gel correspondente ao gendtipo FS citado por
Torres et al. (1982). Esta regido mails rapida (A-Fig 1y,
caracterizada e denominada como Lap-1 por Torres et al. (1982),
apresentou na laranja-doce (1, 10-Fig 1) e tangerina clementina (3,
11-Fig 1) tré&s bandas ficando com o gendtipo F1S1 de acordo com
TORRES et al. (1982). As demals espécies apresentaram uma banda
dupla correspondente aos fendtipos observados e denominados de
acordo com TORRES et al.(1982), de PP para o trifoliata (4, 5-Fig

1); FF para as tangerinas (6, 7, 14 a 16-Fig 1), laranija-azeda (2~



Fig 1),

para o lim&o-galego

lima-da-pérsia

(13-Fig 1)
(8-Fig 1).
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e limdo-cravo (9-12 Fig 1);

Na regido mais lenta

MM
(B-Fig 1)

observou-se pela eletroforese vertical a ocorréncia de uma banda

avancada mails forte.

I ——— e I

Figura 1.

anodo no topo: 1= 10=

Lap-1 (A): F131;
FF e F1S1l; 4= 5=

sunki, poncé, sunki,

= 12= lim83c cravo FlFl;

ponca,

i 9

Zimograma de LAP de citros.

laranija doce com uma banda na regiléo
2= laranja azeda F1Fl;
trifoliata P1P1l; 6= 7=

13 =

cledpatra F1F1;

lima-da-pérsia

Inicio na parte inferior,
By e
11= tangerina clementina
14= 15= 16=

3=
tangerinas
8= 1imdo galego MIM1; 9
F1F1.
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GOT - A Figura 2 mostra um gel e um diagrama representativo dos
fendtipos correspondentes as 1soenzimas de extratos de folhas do
sistema GOT, presentes apds eletroforese vertical. As iscenzimas do
sistema GOT ocorreram em duas regides denominadas A e B. A regido
mais proxima a origem (B- Fig 2) apresentou o fendtipo de uma a
trés bandas das proteinas diméricas, semelhante ao observado em
géis de amido por TORRES et al. (1978). Nesta regido mais lenta (B-
Fig 2), no 1locus denominado Got-1 por TORRES et al. (1978) foram
observados o©s quatro alelos denominados P, F, M e S pelo mesmo
autor. O lécus homozigoto, fol observado nas tangerinas (1 a 4-Fig
2), laranjas doce (5-Fig 2) e azeda (6-Fig 2) com o gendtipo
homozigoto SS e no limdo-galego (10-Fig 2) com o FF, confirmando os
dados de TORRES et al. (1978). As demais apresentaram as trés
bandas correspondente ao gendtipo heterozigoto. A lima-da-pérsia
(7-Fig 2) e o limdo-cravo (9-Fig 2), o gendtipo FS, e o trifoliata
(8-Fig 2), © PM. As aloenzimas de migracd@oc mais rapida (regido A-
Fig 2) correspondentes as codificadas pelo gene denominado Got-2
por TORRES et al. (1978), apresentaram na tangerina clementina (4-
Fig 2), laranjas doce (5-Fig 2) e azeda (6-Fig 2), lima-da-pérsia
(7-Fig 2) e lim&o-cravo (9-Fig 2), trés Dbandas e nos outros
cultivares apenas duas. TORRES et al. {(1978) consideraram os
conjuntos de duas e de trés bandas pertencentes a um mesmo ldcus
simples. SOOST & TORRES (1980) consideraram a hipdtese de o gene
Got-2 ser um ldcus duplicado com formagdo de  heterodimero
intralbécus, seguida por BALLVE et al. (1991). BALLVE et al. (1991)
sugeriram, apbds observacdes em progénies provenientes de
autofecundacdo de lim&o~cravo, a existéncia de dois locos
independentes. Como, porém, as observagdes nao foram conclusivas,
seguiu-se a hipdtese de SOOST & TORRES (1980). Tendo as laranjas e
a tangerina clementina apresentado o fendtipo de trés bandas, sendo
uma mals avancada em relacdo as demals, ficou evidenciada a

existéncia de um alelo intermedidrioc entre os F e M observados por
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TORRES et al.(1978), também observado e denominado I por BALLVE et
al.(1991). Desta forma, nas tangerinas poncéd, sunki e cledpatra (1
a 3-Fig 2) foram observados o gendtipo II/MM, enguanto na tangerina
clementina (4-Fig 2), laranjas doce (5-Fig 2) e azeda (6-Fig 2) o)
gendtipo FE/MM; lima-da-pérsia (7-Fig 2) e lim&o cravo (9-Fig 2)
I1/SS; trifoliata (8-Fig 2) e 1limdo galego (10-Fig 2) MM/SS.

=
P

Figura 2. Zimograma de GOT em citros: Inicio na parte inferior,
danodo no topo: 1 = 2 = 3 = tangerinas poncéd, clebpatra, sunki com
Got-1(B): 8181 e Got-2(A): I2I2/M2M2; 4 = 5 = 6 = tangerina
clementina, laranja azeda e laranja doce S1S1 e F2F2/M2M2; 7 =
lima-da-pérsia F1S1 e M2M2/S2S2; 8 = trifoliata PIM1 e M2M2/8282; 9
= limdo cravo F1S1 e I2I2/38232; 10= lim&oc galego F1Fl e M2M2/S2S2.
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MDH - A Figura 3 mostra um gel e um diagrama representativo dos
fendtipos correspondentes as isoenzimas do sistema MDH em extratos
de folhas, submetidas & eletroforese vertical e horizontal. De
acordo com TORRES et al. (1982) as iscenzimas do sistema MDH sao
codificadas mna forma dimera em dois lécus denominados Mdh-1 e Mdh-
2, parcialmente sobrepostos e nao formando heterodimeros
interlécus. Pela eletroforese Thorizontal (1-10-Fig 3) foram
visualizadas de uma a trés bandas. Verificou-se que a banda de
migracdc mais rapida, apresentou-se forte em guase todos ©s
cultivares, exceto trifoliata (6-Fig 3) e limdo galego (3-Fig 3).
Esta banda deve ser na realidade constituida por duas bandas, como
pode ser melhor visualizada pela eletroforese vertical (11 a 13-Fig
3), em todos os cultivares, exceto trifoliata e 1limdo galego.
Considerando—se a codificacdo por dois lécus, Mdh-2 e Mdh-1, de
acordo com TORRES et al. (1982), as laranjas doce e azedal(l, 2-Fig
3) e tangerinas (7 a 13-Fig 3) apresentaram as duas bandas
correspondentes aos gendtipos homozigotos denominados por estes
autores como F2F2 e FIFl. O limd3o galego (3 -Fig 3) apresentou,
portanto, a kanda de migracdo mais rapida seguida por trés bandas
correspondentes aos gendtipos homozigoto denominado F2FZ por TORRES
et al. (1982) e heterozigoto M1S1 por HIRAI & HOZAKI (1981) e HIRAT
et al. (1986) . Este alelo M foli observado por estes autores como
caracteristico de limas doces (C. aurantifolia). MOORE & CASTLE
(1988) também reportaram alelos adicionails aos Fl e S1 encontrados
por TORRES et al. (1982). O limdo cravo (4, 13-Fig 3) e a lima-da-
pérsia (5-Fig 3) apresentaram o fendtipo das duas bandas mais
avancadas seguldas por outras duas, correspondentes aos gendtipos
homozigoto FZ2F2 e heterozigoto F1Sl. Estes resultados concordam com
os de HIRAI & KOZAKI (1981) e HIRATI et al.(1986) que encontraram o
perfil de trés bandas para o sistema MDH, ao invés das seils bandas

de TORRES et al.{1982) em limas. O trifoliata (6~Fig 3) apresentou
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o perfil de 2 bandas bem separadas, correspondentes aos gendtipos

denominados F2F2 e 5131 por TORRES et al. (1982).

F2

M1
51

oy
iy

Figura 3. Zimograma de MDH de citros. Inicio na parte inferior,
anodo no topo.l=2= laranjas doce e azeda com Mdh-1: FI1Fl1 e Mdh-2:
F2F2; 3= limdo galego MIS1 e F2F2; 4= 13= limdo cravo F1Sl e F2FZ;
5=lima-da-pérsia F1sl e F2F2; o= trifoliata F1Fl1 e F2F2;
7=8=9=10=11=12= tangerinas sunki, cledpatra, poncd e clementina,

sunki, cledpatra FIFL e FZF2.
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PGM - A Figura 4 mostra um gel e um diagrama representativo dos
fendétipos correspondentes as iscenzimas de extratos de folhas do
sistema PGM, presentes apdHs eletroforese vertical. As iscenzimas do
sistema PGM apresentaram-se como monoméricas em duas regides
denominadas A e B, com uma ou duas bandas. Como, pelos estudos de
TORRES et al. (1978), o sistema PGM parece ser codificado por um
gene simples que controla a producédo de proteinas monoméricas e
neste trabalho foram encontradas de duas a quatro bandas, pode ser
considerada a hipdtese da existéncia de outro gene, além do Pgm—1
relatado na literatura. O Pgm~1 apresentou-se na regido mais rapida
(A-Fig 4), de acordo com os dados de TORRES et al. (1982), com os
alelos F, I, P, M e S. Os fendtipos heterozigotos das laranjas doce
(6-Fig 4) e azeda (1-Fig 4), lima-da-pérsia (4-Fig 4), limdo galego
(2-Fig 4), trifoliata (5-Fig 4) e tangerina clementina (7-Fig 4)
apresentaram portanto, os gendtipos, FS, FS, FS, M, PM e FI,
respectivamente. As outras tangerinas (8 a 10-Fig 4) e o limdao-
cravo (3-Fig 4) apresentaram a banda correspondente ao gendtipo
homozigoto FFE. A observacgdo de um ldécus na regido B-Fig 4, migrando
catodicamente em relacdo ao anterior e mails intensamente em tecidos
de floema do que folha, foi relatado e denominado de Pgm-2 por
ROOSE & TRAUGH (1988). Neste trabalho foram observadas de uma a
duas bandas nesta regido, denominadas de acordo com a velocidade de
migracdo de A, B, C e D. Nas laranjas doce (6-Fig 4) e azeda (1-Fig
4y e no limdo-—galego (2-Fig 4) foram observadas as duas bandas B e
C, AeC, B e C, respectivamente. As demais espécies, uma banda, a
B no limdo—-cravo (3-Fig 4), lima-da-pérsia (4-Fig 4) e tangerinas
sunki (8-Fig 4) e clebdpatra (10-Fig 4); C, nas tangerinas
clementina (7—-Fig 4) e poncd (9-Fig 4), e D, no trifeoliata (5-Fig
4). Este sistema apresentou maior diferenciacdo entre as espécies,

tendo diferenciado, a tangerina clementina da laranja-doce.
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1 2 3 4 3 L] 7 il 9 1o

Figura 4. Zimograma de PGM de citros. Inicio na parte inferior,
anodo no topo. l=laranja azeda com Pgm-1(A):F1S1 e bandas na regiao
B: A e C; 2=limd8c galego FIM1 e B e C; 3=limdo cravo F1Fl e B;
4=1ima-da-pérsia F1S1 e B; b=trifoliata PIM1 e D; 6=laranja doce
F181 e B e C; 7=tangerina clementina F1I1 e C; 8=tangerina sunki
F1F1l e B; 9=tangerina poncd FlFl e C; 1l0=tangerina cledpatra F1Fl e
B.
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ME - A Figura 5 mostra a fotografia do gel e um diagrama
representativeo dos fendtipos correspondentes as isoenzimas de
extrato de folha do sistema ME, presentes apds eletroforese
vertical. As 1iscenzimas do sistema ME das espéclies estudadas
apresentaram bandas na regido mals répida com coloracdo muito
fraca, de acordo com TORRES et al. {(1978), «que ndo foram
consideradas. A regido considerada correspondeu ao gene observado
codificando proteinas monoméricas e denominado Me-1 por TORRES et
al. (1978), onde o trifeoliata (6-Fig 5) se apresentou com as duas
bandas correspondente ao heterozigoto FR, e as demals, com uma
banda correspondente ao gendtipo homozigoto II, de acordo com este

mesmo autor.

6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 5. Zimograma de ME de citros. Inicio na parte inferior,
anodo no topo. 1=2=3=4=b=laranja-doce, laranja-azeda, limdo-cravo,
lima-da-pérsia, tangerina clementina com Me-1 (A):I1I1;6= tri-
foliata FlRl; 7=8=9=10=1imdoc galego, tangerinas sunki, poncd e

cledpatra I1I1.
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IDH - A Figura 6 mostra a fotografia do gel e um diagrama
representativo dos fendtipos correspondentes as 1isoenzimas de
extratos de folhas do sistema IDH, presentes apds eletroforese
vertical. No sistema IDH as 1isoenzimas apresentaram—-se em uma
regido com uma a trés Dbandas caracterizando serem diméricas e

codificadas pelos guatro alelos S, M, I e F, confirmando os dados
de TORRES et al. (1982). O limdo cravo (5-Fig 6), o limido galego
(6-Fig 6) e a lima-da-pérsia (7-Fig 6) apresentaram trés bandas
correspondentes ao gendtipo heterozigoto IS, enquanto a laranja
doce (8-Fig ©) e a tangerina clementina (1-Fig 6), as trés bandas
correspondentes ao heterozigoto IM. O trifoliata (10-Fig 6), as
tangerinas (2 a 4-Fig 6) e a laranja azeda (9-Fig 6), uma banda

codificada pelos alelos F, I e I, respectivamente.

Fl
RN I1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 18 11

Figura 6. Zimograma de IDH de citros. Inicio na parte inferior,
adnodo no topo. l=tangerina clementina com Idh—-1(A): IM;
2=3=4=tangerinas sunki, clebpatra, poncd II; 5=6=7=lima-da-pérsia,
limdo cravo, limdo galego IS; 8=laranja doce IM; 9=laranja azeda

II; 10= trifoliata FF; 1ll=lima da pérsia IS.
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Os dados apresentados para as varias isoenzimas confirmam a
diversidade genética entre as espécies estudadas, indicando a
facilidade de identificacdo mediante ©polimorfismo enzimético.
Embora ndo  Tenham sido realizadas anédlises das geragdes apds
cruzamento interespecifico para confirmacdoc dos sistemas genéticos,
verificou-se qgue apenas ocorreram mais aloenzimas, sendo pequenas
as diferencas encontradas em relacdo a literatura. O sistema PGM
apresentou duas regides distintas de bandas, sugerindo a existéncia
de um lécus adicional ao conhecide Pgm-1, também observado e
denominado Pgm~2 por ROOSE & TRAUGH (1988) em tecidos de floema. O
sistema MDH apresentou um alelo nidc relatado por TORRES et al.
(1982), mas observado e denominado de M por HIRAI & KOZAKI (1981) e
HIRAI et al. (1986). O LAP fol também considerado como tendo bandas
duplas (TORRES et al.,1982), com a diferenca de gue o 1ldcus
heterozigoto com um par de bandas duplas apresentou apenas trés
bandas, em wvez das quatro esperadas, pois uma quarta banda foi
observada pela eletroforese vertical em outra regido. O0s demais
sistemas mostraram-se de acordo com a literatura.

Foram o©bservados para a lima-da-pérsia e o limdo cravo
fendtipos semelhantes provenientes de Got-1, Got-2, Lap-1, Idh-1, e
Me-1, indicando um relacionamento entre ambas as espécies. 0O limdo
galego mostrou fendtipo similar ac da lima~-da-pérsia nos
codificados pelo Got-2, Idh-1 e Me-1l e ao limdo cravo pelo Me-1 e
Idh~1, mostrando uma ligacdo entre as trés variedades. As
isoenzimas da tangerina clementina assemelharam-se mals as da
laranja doce, polis foram diferentes apenas no sistema PGM.

Os dados concordam com os de TORRES et al. (1978, 1882). de
que os cultivares dentro de cada espécie apresentam uma combinacdo
unica de gendtipos tendo a maioria dentro de uma espécie combinacdo
idéntica de gendtipos, sugerindo gque os cultivares foram originados

de algum progenitor comum por meios assexuais. Com excecdo das
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apresentaram-se como morfologicamente

tangerinas, que grupo
variado, o restante apresentou baixa variabilidade.

Partindo-se deste principio de semelhanca entre os cultivares
de citros foi feita a medicdo da heterczigose, embora com baixo
nimero de amostra, entre as laranjas doces, em que ndo foli possivel
constatar a diferenciacdo, e as tangerinas gue mostraram variabili-
dade por enzimas, através do indice de diversidade de NEI (1973).

A partir dos dados do quadro 1 e 2 que fornecem a frequéncia
de alelos das tangerinas e laranjas, calculou-se a heterozigose
média correspondente a média dos oito ldcus, encontrando-se o valor
de 0,144 para as tangerinas e 0,250 para as laranjas, indicando a

maior diversidade esperada das laranijas.

Quadro 1. Frequéncias alélicas e heterozigose correspondente as

tangerinas (clementina, sunki, cledpatra e poncad)

Frequéncias dos alelos

lécus f(F) £(I) £ (M) £(8) £ (W) h

Got-1 - - - 1,000 - 0,000
Got-2 0,500 - 0,500 - - 0,500
Mdh-1 - 1,000 - - - 0,000
Mdh-2 - - 1,000 - - 0,000
Pgm-1 0,875 0,125 - - - 0,219
Me-1 - 1,000 - - - 0,000
Idh-1 - 0,875 0,125 - - 0,219
Lap-1 0,875 - - 0,125 - 0,219

(1) h= heterozigose a cada ldécus génico
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Quadro 2. Freguéncias alélicas e heterozigose correspondentes
as laranjas doces (hamlin, natal, valéncia, pineaple,

ruby, moro, pera).

lécus Frequéncias alélicas
£ (F) £(I) £ (M) £(s) h't

Got-1 - - - 1,00 0,00
Got-2 0,50 - 0,50 - 0,50
Mdh-1 - 1,00 - - 0,00
Mdh-2 - - 1,00 - 0,00
Pgm-1 0,50 - - 0,50 0,50
Me~1 - 1,00 - - 0,00
Idh-1 - 0,50 0,50 - 0,50
Lap-1 0,50 - 0,50 - 0,50

(1) h= heterozigose a cada lécus génico

Considerando-se oito lécus em seis sistemas enzimdticos, o
numero efetivo de alelos por lécus polimdérfico (Quadro 3) foi mais
baixo para as tangerinas, igual a 1,20, do gque em laranjas doces,
igual a 1,50, indicando novamente que a diversidade esperada foi
malor para as laranjas em relagdo as tangerinas.

A auséncla de identificacdo pelas 1soenzimas entre as
variedades de (. sinensis, apesar do maior nUmero efetivo de alelos
por lécus polimdérfico e maior

heterozigose, em relacdo as

tangerinas, reforgca a teoria de que a origem da diversificacédo

varietal pode ser decorrente de mutacéo.
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Quadro 3. Avaliacdoc da diversidade interespecifica de citros com

nove lbécus enzimaticos.

Espécies (1)

Lécus
1 2 3 4 5 0 7 8 9 10
Numero de alelos por lécus
1,50 1,50 1,10 1,10 1,10 1,60 1,50 1,50 1,50 1,25
Genbdtipos dos cultivares
Got~-1 SS S5 S5 5SS SS FS FF FS PM 35S
Got-2 FM M ™M ™ ™ MS MS IS MS ™
Mdh-1 FF FE FF FF FF FS MS FS S5 FF
Mdh-2 FF FE FF FF FE FF FE FE FF FE
Pgm-1 FS FI FF FF FE FS ™ FF PM F3
Me-1 1T IT 1T 1T IT 11 171 1T FR 11
Idnh~1 IM IM IT IT 1T IS IS IS FF 1T
Lap-1 FS S FE FF FE FF MM FE PP FE
(1) 1: Citrus sinensis (baianinha, hamlin, natal, wvaléncia,

pineaple, ruby, moro, pera); 2: (. clementina; 3: (. sunki; 4: C.
reshni; 5: C. reticulata; 6: C.limettioides; 7: C. aurantifolia; 8:

C. limonia; 9: Poncirus trifoliata, e 10: C. aurantium.
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Por outro ladeo, a ocorréncia de diferencas entre as
tangerinas clementina e poncd em relagdo as sunki e cledpatra,
apesar do baixo numero efetivo de alelos por ldécus polimérfico e
baixa heterozigose, reforca a teoria de que a diversificacgdo
varietal das tangerinas fol criunda de hibridacio.

Lima—da-pérsia mostrou maior numero de alelos seguida pelo
trifoliata, lim&o galego, 1lim&o cravo, laranja doce, tangerina
clementina, laranija azeda e tangerinas.

Dentro da taxonomia convencional de citros o© numero de
espécies considerado variou de duas, C. medica e (. aurantium,
classificadas por Linneu, a 149 espécies, classificadas por Tanaka.
Os estudos preliminares de BARRET & RHODES (1976) utilizando 146
caracteres fenotipicos, indicaram as espécies de (. grandis, C.
medica e C. reticulata como as verdadeiras ancestrais, gue teriam
dado origem a todas as outras espécies.

Esta hipdtese vem sendo confirmada por varios estudos tanto
enzimaticos (ESEN & SCORA, 1977), como pelo perfil do DNA de
cloroplasto (VARDI et al., 1987) ou do DNA gendmico através da
metodologia de RELP (ROOSE, 1988) .

A hipdtese de que (. sinensis {(laranja doce) seria hibrido
entre C. grandis (pomelo) e C. reticulata (poncd), fol reportada
inicialmente por TATUM et al.(1974) e depois por VARDI (1988). Além
da laranja doce, também a laranja azeda (C.aurantium) fol reportada
come sendo hibrido entre pomelo e tangerina por GREEN et al. (1986),
que colocaram num mesmo grupo os cultivares de (C.limon, C.
sinensis, C. aurantium, C. grandis e (. paradisii (grapefruit):;
ficando em grupos separados as espécies (C. reticulata e (. medica
(cidra) e mais distante a P. trifoliata. C. medica fol encontrada
como altamente homozigota e relativamente monomdérfica para

iscenzimas e RFLP.
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MALIK et al. (1974) iniciaram a hipbtese de que o limdoc seria
um trihibrido originado da cidra, pomelo e uma outra fonte nédo
identificada também relatada por BARRET & RHODES (1976), os guais
incluiram a 1lima como provavel trihibrido proveniente de cidra,
pomelo e Microcitrus. VARDI (1988), porém, trabalhando com DNA de
cloroplastos, sugeriu gqgue o© limdoc seria originado apenas da
hibridacdo entre pomelo e cidra, pols o fato da cidra, pomelo e
Microcitrus serem monoembridnicos desfavoreceria a trihibridacgéao,
assim como a cidra ter subunidades protéicas encontradas apenas em
sua espécie e seu citoplasma ndo ter sido encontrado em nenhum
hibrido.

0 dendrograma baseado no método de agrupamento UPGMA
(unweighted pailr-group method with arithmetic mean) que utiliza o
método de pareamento ndc ponderado através das médias aritméticas
obtidas das trinta e sete bandas polimérficas dos alelos das
isoenzimas da Figura 7, confirmou o agrupamento entre as diferentes
espécies de tangerinas, tendo a poncd ficado mals prdxima a sunki
que a cledpatra, e mais distante, a clementina que se ligou ao
grupo das laranjas doces, confirmando a natureza hibrida prove-
niente do grupo das laranjas. As laranjas doces formaram um grupo
homogéneo e fortemente ligado que se ligou a laranja azeda. Num
outro distintoc agrupamento o limdo galego e a lima-da-pérsia, mais
proximos, se ligaram ao limdo cravo, indicando a proximidade entre
estas espécies. A trifoliata ficou claramente bem distante dos

demais grupos, confirmando a procedéncia de géneros diferentes.
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LITROS, TaOEHEIMAS

U I g N

Figura 7.Dendrograma UPGMA para as 37 Dbandas polimérficas das

isocenzimas de citros.l=limdo galego; 2=limdoc cravo; 3=4=tangerinas

poncad e sunki; 6=lima-da-pérsia; 7=laranja azeda; 8=trifoliata;

12=valéncia; 13=hamlin; 14=natal; 15=16=
tangerinas clementina e cleopatra.

10=baianinha; 1ll=pera;



59

4.1.2. Polimorfismo de marcadores RAPDs.

A fotografia apresentada na Figura 8 exemplifica as
amplificacdes polimdérficas do DNA gendmico, 1nicializadas pelos
"primers” de acordo com as condig¢des da metodologia RAPD, sendo
correspondente as realizadas pelos "primers” Al6 (A-Fig 8) e B1S8
(B-Fig 8) . Verifica-se que foram amplificadas 10 bandas
correspondentes a cada um dos “primers,” entre as espécies e
cultivares de citros, ndo sendo constatado polimorfismo apenas nas
bandas I, J e K, procedentes do “primer” Al6, indicando o alto
polimorfismo existente. Somente por estes “primers” J& pode ser
notado gque as laranjas doces ndo diferem entre si, a malor
semelhanca entre os limdes cravo, galego e lima-da-pérsia, a
distincdo entre o grupo das tangerinas e a dissimilaridade do
trifoliata e «cidra. Pelo “Primer” BI8 verifica-se que as bandas
corresponderam a Iragmentos entre 500 a 2000 pb. Os dados de
polimorfismo obtidos através dos “primers” foram analisados pelo
programa NTSYS, adicionando-se os resultados provenientes de cada

“primer” a medida em que as andlises foram sendo realizadas.
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Figura 8. Perfil RAPD para o0s primers Al6e e Bl8 em citros.l=limdo

galego; 2=11imao cravo; 3=4=b=tangerinas ponca, sunki, cravo;

6=lima-da—pérsia; 7=laranja azeda; 8=trifoliata; 9=cidra; 10=bai-

aninha; ll=pera; 12= valéncia; 13=hamlin; l4=natal;P=padrio.
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0O dendrograma UPGMA da Figura 9 obtido pelos marcadores RAPD
de citros formado por 145 bandas polimdérficas, apenas diferiu com o
proveniente de 168 bandas polimérficas da Figura 10, pela ligacéo
da cidra posterior a ligacédo dos limdes, nidc sendo porém alterada a

ordem, confirmando gue o numero de dados foi suficiente.
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Figura 9. Dendrograma UPGMA de marcadores RAPD obtido com 145
bandas polimérficas em citros. 1= 1limdo galego; 2=limaoc cravo;
3=4=5=tangerinas poncd, sunki, cravo; 6=lima-da-pérsia; 7=laranja
azeda; 8=trifoliata; 9=cidra; 10=baianinha; ll=pera; 1l2=valéncia;

13=hamlin; l4=natal.
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Figura 10. Dendrograma UPGMA de marcadores RAPD obtido com 168
bandas polimérficas em citros. 1= 1limdo galego;. 2=1limdo cravo;
3=4=5=tangerinas poncéad, sunki, cravo; 6= lima-da-pérsia; 7= laranja
azeda; 8= trifoliata; 9= cidra; 10= baianinha; 11= pera; 12=

valéncia; 13= hamlin; 14= natal.
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Verificou-se também a grande semelhanca com © obtido pelas
enzimas, pois ocorreu apenas a alteracdo da ordem de ligacdo da
laranja azeda que pelas iscenzimas ligou-se ao grupo das laranjas
doces com tangerinas e pelo RAPD entre as laranjas doces e tangeri-
nas (cf. Fig 7 e Fig 9, 10), confirmando gue todas as bandas
observadas foram produtos de expressao génica.

Considerando-se que pela literatura a C. reticulata e a C.
grandis sdo relatadas como ancestrais da laranja azeda e que a
laranja doce também ¢é proveniente de C. grandis, a ligagdo da
laranja azeda entre tangerinas e laranjas doces é preferivel para
confirmar a procedéncia a partir de C. reticulata e C. grandis.

A ligacdo mais prdéxima entre a lima-da-pérsia e o limdo
galego, considerado um falso lim&o e pertencente ao mesmo grupo das
limas, confirma a proximidade entre as duas espécies.

A interacdo da cidra com o limdo craveo, o limdo galego e a
lima-da-pérsia num mesmo agrupamento ficou de acordo com a hipdtese

da origem destas a partir da cidra.

4.2. POLIMORFISMO ENZIMATICO E RAPD EM PALMEIRAS

4.2.1. Polimorfismo enzimatico

PGI - A Figura 11 mostra um gel e um diagrama representativo dos
fenbdtipos correspondentes as isoenzimas de extratos de folhas do
sistema PGI, presentes apds eletroforese vertical. As isocenzimas do
sistema PGI ocorreram em duas regides denominadas A e B, sendo gue
a mals préxima da origem apresentou o fendtipo caracteristico de
trés bandas de uma enzima dimera codificada por 1ldcus heterozigoto.
Esta regido apresentou em adicdoc as bandas do padrao basico, outras
secundéarias 9gue migraram mals rapido, sombreando as outras. Este
fenémeno fol também observado em dendé por TORRES & TISSERAT

{1980), os guals reportaram como sendo provavelmente provenientes
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de modificacgdes pbs-transcricdo devido as condicdes da
eletroforese. Como multas vezes se observou um padrdo caracteris-
tico de sels bandas no hibrido (5-Fig 11}, poderia ser sugerida a
existéncia de bandas miltiplas ou a existéncia de dols 1locus
apresentando—se com bandas muitas vezes sobrepostas, poils de acordo
com WEEDEN & WENDEL (198%) o sistema PGI pode ter formas de enzimas
no citossol e no plastidio. Porém, a suposicdo da procedéncia das
seis bandas decorrente das dos parentais reforga a ocorréncia de
bandas fantasmas devido modificacgdes pds-transcricdo sugerida por
TORRES & TISSERAT (1980). Nesta regido (A-Fig 11), TORRES &
TISSERAT (1980) observaram o sistema de proteinas diméricas e dois
alelos, F e 8, correspondentes ao lécus denominado Pgi-1. Neste
trabalho, foram observadas de trés a seis bandas, denominadas de
acordo com a velocidade de migracdo de A, B, C, D e F. Foram,
portanto, observados as bandas A e C na dendé hermes (1-Fig 11), A
e B na jucara (2, 4-Fig 11), A e B na gariroba (3-Fig 11), A, B e D
no hibrido Jjucara e acgai (5-Fig 11), B e D na agal (6-Fig 11), E e
F nas pupunhas Yurimaguas com e sem espinho e walter (7 a 10-Fig
11). A regido B do lécus Pgi-2 codificando um sistema observado
como varidvel por TORRES & TISSERAT (1980), apresentou bandas
difusas sendo no entanto verificado que as bandas da dendé hermes
(1-Fig 11) e pupunhas (7 a 10-Fig 11) migraram mals rapido, as das
euterpes (2, 4 e o- Fig 11 e hibrido (5-Fig 11y,
intermediariamente e a da gariroba (2-Fig 11) mais tardiamente.
Pela Figura vwverifica-se que a gariroba apresentou bandas em duas
regides, padrdo este observado somente algumas vezes, indicando a
instabilidade da isocenzima e gue o sistema pode ser dimérico. Estas
trés bandas mals atrasadas que podem ser provenientes de alteracdes
secundarias na estrutura, ou de dols genes correspondentes aos
sistemas enzimaticos provenientes do citossol e plastidio, indicam

a necessidade de estudos mals detalhados.
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Figura 11. Zimograma de PGI de palmeiras. Inicio na parte superior,
anodo no final. 1= dendé hermes com bandas na regido A: Al e Cl e
bandas na regido B: C2; 2=4 Jjucara Al, Bl e B2; 3= gariroba; Al,
Bl e A2; 5= hibrido Bl, Dl e B2 ; 6= acal Bl, Dl e B2; 7=8=09=10=

yurimaguas sem e com espinho, walter e yurimaguas E1, F1 e C2.
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GOT - A Figura 12 mostra um gel e um diagrama representativo dos
fendtipos correspondentes as 1isoenzimas de extrato de folha do
sistema GOT, presentes apds eletroforese vertical. O zimograma do
sistema enzimético GOT formou bandas em duas regides que ficaram
sobrepostas devido ao fato de que as bandas da primeira reglido da
dendé e gariroba, mals avancadas em relagcdo as outras espécles,
terem ficado na mesma altura das da segunda regidoc das demais. A
regido mais lenta (A-Fig 12) correspondeu a codificada pelo ldécus
denominado Got-1 por TORRES & TISSERAT (1980), gque em dendés
observou © sistema dimérico e dois alelos, F e S. Nesta regido
foram caracterizados neste trabalho seis bandas, denominadas de
acordo com a velocidade de migracdo de Al, Bl, Cl, D1, El e F1,
sendo também encontrada de uma a trés bandas. A presenca de uma
banda correspondente ac locus homozigoto fol observada na gariroba
(3, 5-Fig 12) e pupunhas (1, 9, 10-Fig 12), as guals apresentaram
as bandas Fl1 e D1, respectivamente, tendo algumas vezes a pupunha
walter apresentado trés bandas. As demalis apresentaram as trés
bandas correspondentes ao gendtipo heterozigoto, sendo as El e Fl
na dendé& hermes (2, 4-Fig 12), Al e Bl na acgail (6-Fig 12) e hibrido
(7-Fig 12) e Bl e Cl na Jjugara (8-Fig 12). Algumas vezes foil
observada a nac formacdo do hibrido heterozigoto na dendé hermes,
como mostrado na amostra 2 da Figura 12. TORRES & TISSERAT (1980)
observaram em dend&s, na regldo correspondente ao Got-2, um ou dois
alelos denominados F e S, codificando uma ou duas bandas do sistema
monomérico. Neste trabalho fol encontrada apenas uma banda com trés
diferentes velocidade de migracdo, A2, B2 e C2. Foram, portanto,
observadas as bandas, C2 na dendé hermes (2, 4-Fig 12) e gariroba
(3, 5-Fig 12), AZ na acal (6-Fig 12), hibrido (7-Fig 12) e jucgara
(8-Fig 12) e BZ nas pupunhas (1, 9, 10-Fig 12).
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Figura 12. Zimograma de GOT de palmeiras. Inicio na parte supe-
rior, adnodo no final. l=walter com bandas na regido A: Dl e bandas
na regido B:B2; 2=4=dendé hermes El1l, Fl e CZ; 3=5=gariroba Fl e CZ;
6=acai=7=hibrido= Al, Bl e A2; 8=jugara Bl, Cl e A2; 9=10=-

yurimaguas sem e com espinho D1 e BZ.
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EST - A Figura 13 mostra a fotografia do gel e um diagrama
representativo dos fendtipos correspondentes as 1Isocenzimas de
extrato de folha do sistema EST, presentes apds eletroforese
horizontal. O perfil das isoenzimas de EST mostrou bandas em duas
regides, sendo que na mais proxima a origem (A-Fig 13), as euterpes
acai (2-Fig 13), hibride (3, 4-Fig 13) e Jugara (5-Fig 13)
apresentaram uma ou duas Dbandas, também verificadas por BALLVE
(1988). As pupunhas (1, 6-Fig 13) porém, nao apresentaram bandas
nesta regido, configurando a hipdtese do alelo nulo, ou suas
bandas, mais avancadas, estariam deslocadas para a segunda regi&o
(B-Fig 13). Considerando-se a hipdtese do alelo nulo o sistema
poderia ser monomérico com duas alocenzimas, tendo a agal (2-Figura
13) e hibrido (3, 4-Fig 13) uma aloenzima mais retardada e a Jjucgara
(5- Fig 13) duas aloenzimas, enquanto as pupunhas (1, ©6-Fig 13)
teriam a auséncia de fendtipo, ficando, portanto, caracterizadas as
euterpes. Se for considerado o deslocamento das bandas © sistema
poderia ser dimérico pela presenga de trés bandas nas pupunhas.
Como, porém, a jugara tem apenas duas bandas, esta hipdtese & menos
provavel. A segunda regido apresentou varias bandas provavelmente
decorrentes da multiplicidade de acdo desta enzima em variocs
substratos (ALFENAS, 1991; WEEDEN & WENDEL, 1989), configurando
provavel codificacdo por dois ou mails 1ldécus. As bandas mais
atrasadas desta regido também diferenciaram a acal e hibrido da
jucara, pols a Jugara apresentou ausénclia das bandas mais

retardadas.
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1 2 3 4 5 [

Figura 13- Zimograma de EST de palmeiras. Inicio na parte superior,
anodo no final. 1= vyurimaguas; 2=acgai; 3=4=hibrido; b5=jucgara;

o=walter.
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IAP - A Figuxa 14 mostra um gel e um diagrama representativo dos
fendtipos coxrrespondentes as isocenzimas do sistema LAP, presentes
apds eletroforese vertical. O sistema LAP apresentou nas pupunhas
um padrdo de duas bandas bem separadas e nas demals duas bandas em
uma s6 regliio, caracterizando ser monomérico com um ldcus
heterozigoto, ou com dois 1ldécus homozigotos, em todos oS
cultivares. Considerando-se apenas um ldcus, os provaveis gendtipos
heterozigotos seriam decorrentes da codificacdo por sete alelos,
enquanto se forem considerados dois lécus homozigotos, um
codificando a regido mais prdéxima a origem (A~Fig 14) e um a regldo
mais avancada (B-Fig 14), ocorreriam quatro alelos na regido A e
tréds alelos na regido B. Foram, portanto, observadas as bandas A e
G nas pupunhas (1 a 3-Fig 14), B e E na dendé hermes (10-Fig 14), D
e F na gariroba (9- Fig 14) e C e E nas euterpes (4 a 8-Fig 14).
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Figura 14. Zimograma de LAP de palmeiras. Iniclo na parte superior,
dnodo no final. l=walter=2=3=yurimaguas com e sem espinho com
bandas A e G; 4=acai=b=6=7=hibrido=8=jugara com bandas C e E;

9=gariroba com bandas D e F; 10=dendé hermes com bandas B e E.
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APS - A Figura 15 mostra a fotografia do gel e um diagrama
representativo dos fendtipos correspondentes as 1isoenzimas do
sistema APS, presentes apds eletroforese horizontal. O sistema APS
apresentou bandas em duas regides, tendo, a mals préxima a origem,
o fendtipo de uma a trés bandas caracteristico do sistema dimérico,
enquanto a mails distante apresentou apenas uma, podendo ser
caracterizados, portanto, dois provaveis lécus. A regido mais
préxima a origem (A-Fig 15), apresentou uma banda mais retardada
denominada A1l nas pupunhas (11 a 13-Fig 15) e Euterpes (6 a 8-Fig
15) e mals adiantada, Bl, na gariroba (4, 9-Fig 15), sendo gue
algumas vézes a banda ndo chega a ser visualizada nas pupunhas(l a
3-Fig 15). Na dendé hermes (5, 10-Fig 15) fol observado o fendétipo
de trés bandas caracteristico do gendtipo heterozigoto, tendo a
mais atrasada a velocidade de migracd&o da banda Bl e a mais
avancada a denominada Cl. A regldo mals adiantada (B-Fig 1D5)
apresentou apenas uma banda, com duas velocidades de migragao,
sendo a mais retardada A2, observada somente na gariroba (4, 9-Fig

15) e a mais avancada B2, nas demals.
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Figura 15. Zimograma de APS de palmeiras.
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Inicio na parte superior,

dnodo no final.1=2=3=11=12=13=walter, yurimaguas com e

sem

espinho,walter, yurimaguas com e sem espinho com bandas na regido A:

Al e regido B: B2; 4=9=gariroba Bl e AZ;

B2;

6="Jjucara=T=acal=8=hibrido Al e BZ.

5=10=dendé hermes BIl,

Cl e
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MDH - A Figura 16 mostra um gel representando os fendtipos
correspondentes as 1iscenzimas de MDH apds eletroforese vertical. O
sistema MDH apresentou muita variacdo, sendo, porém, caracterizada
a variabilidade das pupunhas dentro de um mesmo lote, pelo padrio
caracteristico de auséncia ou presenca de uma banda (representada
por flecha) inicialmente teorizada como caracteristica de auséncia
de espinhos, mas que provavelmente deve ser responsavel por outra

caracteristica.

i 2 3 4 5 3 7 8 9 10

Figura l6.Zimograma de MDH de palmeiras. Inicio na parte superior,
dnodo no final. De 1 a 10 vyurimaguas provenientes de sementes de
formas e ‘tamanhos diferentes: 1=2=sem espinho/pequena bicuda;
3=4=com espinho/grande redonda; 5=6= sem espinho/grande redonda;

7=8=com espinho/grande bicuda; 9=10=sem espinho/grande bicuda.
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PRX - A Figura 17 mostra a fotografia do gel representando os
fenétipos correspondentes as isoenzimas do sistema PRX, presentes
apds eletroforese vertical (A-Fig 17) e horizontal (B-Fig 17). O
sistema PRX (A-Fig 17) apresentou bandas em duas regides distintas,
sendo que na mals prdéxima a origem (Al-Fig 17) as euterpes (3 a b5,
9 a 11-Fig 17A) apresentaram uma banda difusa, tendo a Jucara as
vezes trés bandas (9-Fig 17), enquanto as demais apenas uma banda,
caracterizando gue podem ser codificadas por um @ ldcus. Na
eletroforese hdrizontal (B~-Fig 17) as bandas aparecem como TLrés na
acal (2-Fig 17B) e uma na jugara (1-Fig 17B), como reportado por
BALLVE (1988). Na regido mais avancada (Bl-Fig 17) as pupunhas (6 a
8-Fig 17A e 3, 5, 6-Fig 17B) apresentaram uma banda muito difusa e
variavel, engquanto as da gariroba (2-Fig 17A) e dendé hermes (1-Fig
17A) sao muitas vezes fracas, originando a hipdtese de gue os lécus
podem ser produtos de genes estruturalmente naoc relacionados,
proprios de enzimas com multiplos substratos, como € o caso da
percoxidase (ALFENAS, 1991). A multiplicidade de substratos
possibilita a expressdo de diferentes modos, podendo ocasionar a
fraca atividade da gariroba e dendé Thermes. As euterpes
apresentaram um padrdo de quatro ou cinco a sete ou oito bandas na
acal (3, 11-Fig 17A e 2-Fig 17B), seis na jucara (5, 9-Fig 17A e 1-
Fig 17B) e trés ou quatro a sete ou oito bandas numa posicao
intermediéria caracteristica no hibrido (4, 10-Fig 17A e 4-Fig
17B). A acai apresentou bandas sempre mais atrasadas que a jugara,
ficando o hibrido caracterizado por uma banda atrasada

intermedidria entre as dos parentais.
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Figura 17. Zimograma de PRX de palmeiras. Inicio na parte superior,
anodo no final.A: 1l=dendé hermes; 2=gariroba; 3=ll=acail; 4=10=hi-
brido; 5=9=jucara; 6=7=yurimaguas sem e com espinho; 8=walter. B:

l=jucgara; 2=acgal; 3=5b=yurimaguas; 4=hibrido; o6=walter.



71

PGM - A Figura 18 mostra um gel e um diagrama representativo dos
fenétipos correspondentes as isoenzimas do sistema PGM, presentes
apd6s eletroforese vertical. O sistema PGM apresentou-se com uma a
duas bandas em uma regido caracterizando um ldcus codificando

proteinas monoméricas, como reportado por TORRES & TISSERAT (1980)
que observaram os alelos F e S em dendés. Como foram observadas
seis bandas, estas foram denominadas de acordo com a velocidade de
migracdoc de Al, Bl, Cl, DI1, E1 e Fl. Na dendé hermes (S~-Fig 18) e
pupunhas (1 a 3-Fig 18) foi observada apenas uma banda,
correspondente a El e Fl, respectivamente, sendo que a Walter (1-
Fig 18) sempre apresentou um padrdo de uma banda menos deslocada,
podendo caracterizar uma outra alocenzima. As demais apresentaram o
padrdo de duas bandas correspondentes ao gendtipo heterozigoto,
sendo observados os fendtipos com as bandas Al e Dl na gariroba (8-
Fig 18), Cl1 e El na agai (7-Fig 18),) e hibrido (5, 6~Fig 18) e Bl
e El na jucara (4-Fig 18).

Al

————— el 1!

Figura 18. Zimograma de PGM de palmeiras. Inicio na parte superior,
dnodo no final.l=walter=2=3=pupunhas sem e com espinho com as
bandas Fl; 4=7jucara Bl e El; b=6=hibrido Cl e El; 7=acal Cl e El;
8=gariroba Al e D1; 9=dendé& hermes EIl.
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Felo dendrograma da Figura 19, Dbaseado no método de
agrupamentc  UPCGMA (unweighted pair-group method) gque utiliza o

método de paxreamento ndc ponderado através das médias aritméticas e
construido a partir das oitenta e guatro bandas polimérficas das
iscenzimas, verificou-se o forte agrupamento entre as pupunhas,
ficando as vyurimaguas sem e com espinho mais ligadas que a walter,
sendo este grupo bem distante das euterpes, nas quals o hibrido
ficou intermediaric acs parentais e mais ligado a acaili do gque a
Jjucara. A gaxriroba e a dendé hermes embora de géneros diferentes
formaram um grupc que fol intermedidrio ao das euterpes e das

pupunhas.
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Figura 19. Dendrograma UPGMA das 84 bandas peolimérficas das

iscenzimas de palmeiras. Il=walter; 2=3=yurimaguas com & sem
esplinho; 7= dendé  hermes; S9=garircba; ll=acgai; 15=hibrido;
17=4ucara.
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4.,2.2. Polimorfismo de Marcadores RAPDs

A fotografia apresentada pela Figura 20 exemplifica as
amplificacdes polimdrficas do DNA gendmico através das extensbdes
inicializadas ©pelos primers de acordo com as condigdes da
metodologia RAPD. Verifica-se que as amplificacbes realizadas pelo
primer B8 produziram 13 Dbandas, todas poiimérficas, entre as
espécies e ecbOtipos das palmeiras, indicando o alto polimorfismo

exlistente.
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Figura 20.Perfil RAPD para o primer B8 em palmeiras. l=yurimaguas;
2=ben’jamim constant; 3=branca una; 4=tZsl; 5=6=E.E.U. sem e com
espinho; T=dendé hermes; s=euterpe tadeu; 9=gariroba; 10~
=]11=12=13=14=acails itajobi, acai, espada, pariquera, danilo;

15=16=hibridos AS e GE; 17=18=19=jucaras GE,T,AS; 20=ceplac 10.
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Os resultados polimdérficos obtidos pelos “primers” foram
analisados peloc programa NTSYS adicionando-se o0s dados a medida em
que as analises foram sendo realizadas. Pelos dados dos marcadores
RAPD correspondentes a 183 e 229 bandas polimbérficas foram cons-
truidos o©s respectivos dendrogramas UPGMA da Figura 21 e 22.
Verifica-se por estes dendrogramas gue apenas a ordem de ligacgéo
entre as acgals comum, espada e pariquera sofreu alteracdo, o gue
pode ser Jjustificado pela proximidade entre estes ecbdtipos. As
demais ordens de ligacdes permaneceram inalteradas, atestando que o
nimero de anéalises foli suficiente. Todas as pupunhas ficaram num
mesmo agrupamento, em que as pupunhas EEU com e sem espinho, mais
proximas ficaram ligadas por ordem crescente de afinidade as
benjamim constant, yurimaguas, ceplac 10 e branca una. O grupo das
pupunhas ficou 1ligado a seguir a dendé hermes e depols ao
agrupamento entre a pupunha t2sl e gariroba. A estreita proximidade
entre as jugaras GE, T e AS, confirmou a origem de um mesmo lote,
assim como a ligacdo intermedidria dos hibridos AS e GE, entre as
jucaras e as agals comum, espada e pariquera, a origem hibrida
destas. Neste agrupamento as euterpes ficaram ligadas a seguir as
acais itajobi, danilo e finalmente a euterpe tadeu. A diversidade
das ligacdes entre os diferentes ecodtipos de acal comprova a
variabilidade genética existente, ficando porém evidente a
distincdo deste grupo das euterpes com o grupo das pupunhas.

Verificou-se que o dendrograma das 1isocenzimas foi semelhante
ao obtido pelos marcadores RAPD indicando que as bandas observadas

foram produtos de expressdo génica.
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Figura 21.

bandas polimdrficas em palmeiras.
constant; 3=branca una; 4=t2sl;
hermes; 8=euterpe tadeu; 9= gariroba;
comuimn, espada, pariquera, danilo;

17=18=19="Jucaras GE,T,AS;

5=6=EEU com e sem espinho;

Dendrograma UPGMA de marcadores RAPD obtido com 183

l=yurimaguas; 2=penjamim
7= dendé
10=11=12=13=14=acais itajobi,

15=16=hibridos AS

e GE,

20 ceplac 10.
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Figura 22. Dendrograma UPGMA de marcadores RAPD obtido com 228
bandas polimdrficas em palmeiras. l=yurimaguas; 2= l:;enjamim
constant; 3=branca una; 4= t2sl; 5=6=EEU com e sen espiqho; =
dendé hermes; 8= euterpe tadeu; 9= gariroba; 10=11=12=13=-1?§xagais
itajobi, comum, espada, pariquera, danilo; 15=16= hibridos AS e GE;

17=18=19=jugaras GE,T,AS; Z0=ceplac 10.
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4.3. POLIMORFISMO ENZIMATICO E RAPD EM COUVE

4.3.]1. Polimorfismo enzimatico

PEGM - A Figura 23 mostra um gel e um diagrama representativo dos
fendétipos correspondentes as iscenzimas do sistema PGM, presentes
apds eletroforese vertical. As isoenzimas de PGM  apresentaram o
maior polimorfismo, sendo encontradas de duas a cinco bandas em uma
mesma regido que nido diferenciaram apenas trés variedades. ARUS &
SHIELDS (1983), trabalhando com bréassicas, observaram dols genes
codificande para o PGM, denominados Pgm-1 e Pgm-2, sendo as
aloenzimas de Pgm-1 de migracdo mais rapida. Segundo estes autores
cada alelo do lécus Pgm-1 codificou o fendtipo de um par de bandas,
sendo a mais répida de cada par menos ativa que a de migracdo mais
lenta. De acordo com estes autores o sistema protéico foi
monomérico, constituido de 4 aloenzimas. Por outro lado, como foi
verificada ocasionalmente a formacdo de trés bandas ao invés de
duas nas variedades roxa (3-Fig 23) e tupi (10-Fig 23), pode também
ser formulada a hipdtese de ocorrerem dois 1ldocus codificando o
sistema dimérico com a formagdo eventual da banda do heterodimero
interldcus. Esta hipdtese explicaria a presenga de cinco bandas
pela formagdo do heterodimero interldcus em adigdo as quatro
bandas, sendo trés codificadas pelo ldcus heterozigoto e uma pelo
16cus homozigoto. A presenca de duas bandas, porém, na regldo
codificada pelo 1lécus Pgm-2, 1indica a presenca de proteinas
monoméricas. E, portanto, mais provavel a ocorréncia de dois lécus
codificando sistemas monoméricos, denominados Pgm-1, mais prodoximo
ac fronte e Pgm-2, mais distante, de acordo com ARUS & SHIELDS
(1983). Como, porém, ndo foil observado o fendtipo de um par de
bandas correspondente a cada alelo do gene pgm-1l, dencminou-se as
bandas de acordo com a velocidade de migracdo nas duas regides

observadas. A variedade ribeirdo pires 2620 (1-Fig 23) apresentou o
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fenbtipo de trés bandas, ou quatro, se a mals rapida for
considerada como sendo duas muito préximas, sendo denominadas B, E,
G, H. Na wvariedade 1811 (2-Fig 23) foram observadas duas bandas
correspondentes as C e G. A roxa (3-Fig 23) apresentou guatro
bandas correspondentes as B, C, G, H. A sdo rogque (4-Fig 23) e a
gigante 915 (5-Fig 23) apresentaram cinco bandas correspondentes as
A, C, E, G, H; C, D, F, G, H, respectivamente. As variedades 916
(6-Fig 23), ribeirdo pires 2446 (8-Fig 23), tupl (10-Fig 23) e sao
Jjosé (13-Fig 23) apresentaram trés bandas correspondentes as C, G,
H; ¢, G, H B, G, H; C, G, H, respectivamente. As variedades crespa
piracicaba (7-Fig 23), crespa capdo bonito (9-Fig 23), Jundiai (11-
Fig 23) e mococa (12-Fig 23) apresentaram trés ou quatro bandas
correspondentes as A, E, G, H; C, E, G; C, F, I; C, E, I,
respectivamente. A roxa monte alegre (14-Fig 23) e a verde escura
(15-Fig 23) apresentaram quatro e cinco bandas correspondentes as

A, C, ¥, I; A, C, E, F, I, respectivamente.
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Figura 23. Zimograma de PGM de couve. Inicio na parte inferior,
anodo no topo.l=ribeirdc pires 2620 com bandas na regido A e B: B,
E, G, H; 2=1811 C, G; 3=roxa B, C, G, H; 4=sdo roque A, C, E, G, H;
5=gigante C, D, F, G, H; 6 =916 C, G, H; "/=crespa piracicaba A, E.
G, H; 8=ribeirdo pires 2446 C, G, H; 9=crespa capd&o bonito C, E, G;
10=tupi B, G, H; ll=jundiai C, F, I; 12=mococa C, E, I; 13=s&o Jjosé
C, G, H; l4=roxa monte alegre A, C, F, I; l5=verde escura A, C, E,

F, I.
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EST - A Figura 24 mostra um gel e um diagrama representativo dos
fendtipos correspondentes as iscenzimas do sistema EST, presentes
apo6s eletroforese vertical. O zimograma de EST apresentou bandas em
duas regides denominadas A e B. Na regido mais prdoxima a origem (A-
Fig 24) as variedades apresentaram um padrdo similar de uma ou duas
bandas mals avancadas seguidas por uma difusa e novamente uma banda
distinta. Esta regiido polimdrfica mais avancada constituida por uma
ou duas bandas pode ser definida por um lécus codificando proteinas
monoméricas. As outras bandas gue podem ser codificadas por outros
lécus, ndo foram consideradas. A Jjundiai (11-Fig 24) e a mococa
(12-Fig 24) apresentaram, portanto, o fendtipo de duas bandas
denominadas Al e Bl, e as restantes apenas a banda Al. Na regido
mais rapida (B-Fig 24), as variedades apresentaram polimorfismo
apenas nas bandas mals avancgadas, as quals se seguiram uma banda
mais atrasada e difusa, semelhante para todas. Esta regi&o mais
avancada com o fendétipo de uma a duas bandas observada pela Figura
B-24, é na realidade dividida em duas regides, como se constata
pela Figura B1l-24, que separou mals as bandas, tendo uma banda mais
avancada igual para todas as variedades segulida por um padrao
polimérfico de uma ou duas bandas. Nesta regido polimodrfica foram
observadas wuma ou duas bandas, podendo caracterizar proteinas
monoméricas, <com quatro diferentes migracgdes denominadas A, B, C e
D. As variedades ribeirdo pires 2620 (1-Fig 24), 1811 (2-Fig 24),
roxa (3-Fig 24), 916 (6-Fig 24), crespa piracicaba (7-Fig 25),
crespa capdo bonito (9-Fig 25), tupi (10-Fig 24), sdo José (13-Fig
24), roxa monte alegre (l4-Fig 24) e verde escura (15-Fig 24) apre-
sentaram a banda B2 enqgquanto a sido roque (4-Fig 24), glgante 915
(5-Fig 24) e mococa (12-Fig 24), a banda C2. A ribeirdo pires 2446
(8-Fig 24) e a Jjundiai (11-Fig 24) apresentaram as duas bandas,

AZ, C2 e B2, D2Z,, respectivamente.



87

9 i0 11 12 13 14 15

Bl A
Al

15 14 13 12 11 10 % 8 F 6 5 4 3 2 1
Figura 24. Zimograma de EST de couve. Inicio na parte inferior,
anodo no topo. l=ribeirdo pires 2620 com bandas na reglido A:Al e
regido B:B2; 2=1811 Al e B2; 3=roxa Al e B2; 4=sdo roque Al e C2Z;
B5=gigante 915 Al e C2; 6=916 Al e B2; T=crespa pilracicaba Al e B2Z;
8=ribeirdoc pires 2446 Al e A2,C2; 9=crespa capdo bonito Al e B2Z;
10=tupi Al e B2; 1l=jundiai Al, Bl e B2, D2; 1l2=mococa Al, Bl e
C2; 13=s&o Jjosé Al e B2Z; ld4=roxa monte alegre‘ Al e B2; 1lb=verde

escura Al e BRZ.
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PRX - A Figura 25 mostra um gel e um diagrama representativo dos
fendtipos correspondentes as 1scenzimas do sistema PRX, presentes
apbs eletroforese vertical. O sistema PRX apresentou bandas em duas
regides, sendo que a reglido mals distante a origem (B-Fig 25)
apresentou uma banda monomérfica, forte e similar para todas as
variedades. A regido mais lenta (A-Fig 2Db) apresentou o
polimorfismo de uma ou duas bandas, antecedida por uma banda gue
por ndo ser sempre constante ndc foi considerada. Nesta regido
mals prdoxima a origem foi observado o fendtipo de uma ou duas
bandas denominadas A e B. As variedades ribeirdo pires 2620 (1-Fig
25y, 1811 (2-Fig 25), roxa (3-Fig 25), 916 (6-Fig 25), crespa
piracicaba (7-Fig 25), ribeir&o pires 2446 (8-Fig 25), tupi (10-Fig
25), jundiai (11-Fig 25), mococa {(12-Fig 25), s&o Jjosé (13-Fig 25)
e roxa monte alegre (14-Fig 25) apresentaram a banda Bl enquanto a
gigante 915 (5-Fig 25) e a verde escura (15-Fig 25)a banda Al. A
sdo roque (4-Fig 25) e a crespa capadoc bonito (9-Fig 25) as duas
bandas Al e BI.
Foram observadas, portanto, duas bandas, Al e Bl na regiio

polimérfica considerada.
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Figura 25.Zimograma de PRX de couve. Inicio na parte inferior,
anodo no topo.l=ribeirdo pires 2620 com bandas na regiaoc A:BIl
Regido B com banda monomérfica; 2=1811 Bl; 3=roxa Bl; 4=sao rogque
Al e Bl; b=gigante 915 Al; ©6=916 Bl; T7=crespa piracicaba Bl;
8=ribeirdo pires 2446 Bl; 9=crespa capdo bonito Al e Bl; 10=tupi
B1l; 1l=jundiai Bl; 12=mococa Bl; 13=sdo josé Bl; 1léd=roxa monte

alegre Bl; 1lb=verde escura Al.
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IDH - A Figura 26 mostra um gel representando os fendtipos
correspondentes as 1soenzimas do sistema IDH, presentes apds
eletroforese vertical. O sistema IDH apresentou bandas em duas re-
gides, tendo na mals avancada, uma banda similar para todas as
variedades, caracterizando ser codificada por um provavel ldcus. A
regido mais prdéxima a origem apresentou um padrdc mais polimdérfico,
porém, com bandas gue ndo foram 7repetitivas e ndo foram
consideradas.

GOT - A Figura 27 mostra um gel representando o©s fendtipos
correspondentes as 1socenzimas do sistema GOT, presentes apds
eletroforese vertical. O sistema GOT também ndc apresentou muito
polimorfismo sendo verificado um padrdo, de pelo menos trés bandas
em uma regido, similar em todas as variedades, com excecdo da roxa
monte alegre (l4-Fig 27) e verde escura (15-Fig 27) que
apresentaram gquatro a cinco bandas. Como segundo ARUS & SHIELDS
(1883) o sistema GOT é codificado por trés lécus sendo © mais
proximo a origem dimérico, o fendtipo de cinco bandas pode
provavelmente estar indicando o gendtipo heterozigoto na roxa monte
alegre e verde escura.

MDH - A Figura 28 mostra a fotografia do gel representando os
fendtipos correspondentes as 1isocenzimas do sistema MDH, presentes
apbs eletroforese vertical. O sistema MDH ndo se apresentou bem
definido, sendo, porém, verificada a existéncia de bandas em uma
regido mais avangada antecedida por um padrdao de rastro varidvel.
Esta regido apresentou de uma a trés bandas de um sistema formado
provavelmente por proteinas diméricas. Se esta regido fosse
codificada por um lécus, as variedades roxa monte alegre (14-Fig
28) e verde escura (1b5-Fig 28) apresentaram o padric de trés bandas
correspondentes ao gendtipo heterozigoto enquanto as demais o

gendtipo homozigoto.
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Figura 26. Zimograma de IDH de couve. Inicic na parte inferior,
anode no topo. l=ribeirdo pires 2620; 2=1811; 3=roxa; 4=sao roque;
5=gigante 915; 6=916; 7=crespa piracicaba; 9=crespa capdo bonito;
10=tupi; 1ll=jundiai; 12=mococa; 13=sido Jjosé; l4=roxa monte alegre;

1 b=verde escura.

Figura 27. Zimograma de GOT de couve. Inicio na parte inferior,
anodo no topo. l=ribeirdo pires 2620; 2=1811; 3=roxa; 4=sdo roqgue;
5=gigante 915; 7=crespa piracicaba; 8=ribeirdo pires 2446; 9=crespa
capao bonito; 10=tupi; 1l=jundiai; 12=mococa; 13=sd&o Jjosé&; l4=roxa

monte alegre; 1b=verde escura.
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Figura 28. Zimograma de MDH de couve.Inicio na parte inferior,
dnodo no topo. l=ribeiro pires 2620; 2=1811; 3=roxa; 4=sido roque;
5=gigante 915; 6=916; 7=crespa piracicaba; 8=ribeirdo pires 2446;
9=crespa capdo bonito; 10=tupi,; 1ll=Jjundiai; 12=mococa; 13=sdo josé;

l4=roxa monte alegre; 15= verde escura.

4.3.2.Dendrogramas UPGMA de i1isoenzimas e RAPD.

A Figura 29 mostra a fotografia do gel e o diagrama
representativo dos fendtipos correspondentes as amplificacdes
polimbébrficas do DNA gendmico através das extensdes 1inicializadas
pelc "primer”™ A2 produzinde sete bandas entre as espécles e
cultivares de couve, exemplificando as amplificac¢des obtidas. O
exemplo ilustra a ocorréncia de polimorfismo nas bandas B, D, E e
F. A banda B diferencia as <variedades crespa pilracicaba (7).,
ribeirdo pires (8) e Jundiai (11), encquanto a D e E as variedades
sdo Roque (4), crespa piracicaba (7), crespa capdo bonito (9), tupil
(10), dundiai (11), mococa (12) e roxa monte alegre (14), das
demais. A banda F diferencia a variedade gigante 915 das demais.

O dados de polimorfismo obtidos através dos “primers” foram
analisados pelo programa NTSYS, adicionando-se os resultados a

mnedida em gue foram sendo cbtidos.
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Figura 29. Perfil RAPD para o primer A9 em couve. l=ribeirdoc pires
2620; 2=1811; 3=roxa; 4=sdo roque; 5=gigante 915; 6=916; 7=crespa
piracicaba; 8=ribeiriaoc pires 2446; 9= crespa capdo bonito; 10=tupi;

1
ll=jundiai; l1Z=mococa; 13=si&0 josé; ld4=roxa monte alegre; lS=verde
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0s dendrogramas construidos pelas dezessels bandas
polimérficas correspondentes as isoenzimas e pelas 106 e 115 bandas
polimdérficas dos marcadores RAPD representados pelas Figuras 30, 31
e 32 evidenciaram diferengas acima de 50% dos grupos de ligacdo
entre o obtido pelas iscenzimas e marcadores RAPD, provavelmente
devido aos poucos dados das isoenzimas, pois ndo fol obtida muita
variabilidade genética em varios sistemas enzimdticos, resultado
este de acordo com AMARAL et al.(1995). De acordo com estes
autores, o fato da principal forma de reproducdo ser por via
assexuada pode ter conduzido ao estreitamento genético, em razdo da
reduzida variabilidade isocenzimética dos clones avaliados. Entre os
dendrogramas obtidos pelos marcadores RAPD a Unica alteracdo
observada foi a ligag&o ndo direta da jundial a sdo Jjosé, porém
através do grupc formado pela sdo josé com a roxa‘monte alegre e
verde escura, nado sendo alterada no entanto, a ordem de ligacao
entre as variedades, confirmando que o numero de dados foi
suficiente. Pela Juncdoc dos dendrogramas de isoenzimas e o de cento
e quinze bandas polimdérficas dos marcadores RAPD representada pela
Figura 33, +werificou-se gue pelo novo dendrograma nao ocorreu
alteracdo da ordem de ligacdc entre todas variedades, sendo
reconstituida a proximidade entre a Jjundiali e sdo José. Foi
comprovada, portanto, a malor eficacia dos marcadores RAPD em
relacdo as lsoenzimas de couve gue expressaram pouco polimorfismo.

C agrupamento mais prdéximo ocorreu entre as ligacdes dos
grupos formados pela roxa monte alegre com verde escura mails
jundiali com sdo Jjosé ao da roxa com a 916 mais a 1811. Este
agrupamento foil ligado a segulr com o da gigante 915 mais crespa
piracicaba com crespa capdo bonito. Depois ao agrupamento da
ribeirdo pires 2620 com sdo rogue mais tupl com mococa e finalmente

por Ultimo a ribeirdo pires 2446.
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Figura 30. Dendrograma das dezesseis bandas polimérficas das
isocenzimas de couve. l=ribeirido pires 2620; 2=1811; 3=roxa; 4=sao
roque; 5=gigante 915; 6=916; T7=crespa piracicaba; 8=ribeirido pires
2446; Y=crespa capdo bonito; 10=tupi; 1ll=jundiail; 12=mococa; 13=sio

José; lé4=roxa monte alegre; l15=verde escura.
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Figura 31. Dendrograma das 106 bandas polimérficas dos marcadores

RAPD em couve. l=ribelrdo pilres 2620; 2=1811; 3=roxa; 4=sdo roque;

5=gigante 915; 6=916; 7T=crespa piracicaba; 8=ribeirdo pires 2446¢;
9=crespa capao bonito; 10=tupi; 1l= jundiail;l2=mococa; 13=sdo josé;
14= roxa monte alegre; lb=verde escura.
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Figura 32. Dendrograma UPMGA de marcadores RAPD obtido com 115
bandas polimérficas em couve. 1= Ribeirao Pires 2620; 2=1811;
3=roxa; 4= sdo roque; 5= gigante 915; 6= 916; 7= crespa piracicaba;
8= ribeirdo pires 2446; 9= crespa Capao bonito; 10= tupi; 11=
jundiai; 12= mococa; 13= s&o Jjosé; 1l4= roxa monte alegre; 15= verde

escura.
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Figura 33. Dendrograma UPGMA de iscenzimas e marcadores RAPD em
couve. l=ribeirdo pires 2620; 2=1811; 3=roxa; 4=sdo roque; 5=
gigante 915; 6=916; 7T=crespa piracicaba; 8=ribeirdo pires 2446;
9=crespa capdo bonito; 10=tupi; ll=jundiai; lZ=mococa; 13=sd0 josé;

14= roxa monte alegre; 1b5=verde escura.
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5.CONSIDERAGOES FINAIS

O polimorfismo enzimdtico e de RAPDs observado em citros,
palmeiras e couve possibilitou a diferenciacdoc entre espécies e/ou
cultivares existentes nos BAGs.

Ndo foram encontrados marcadores isoenzimadticos ou RAPD para
a diferenciacdo entre os cultivares de C. sinensis.

Os dados de 1isocenzimas em citros foram semelhantes aos
encontrados ma literatura, tendo-se verificado apenas um aumento do
numero de bandas nos sistemas enzimdticos MDH e PGM. No
heterozigoto com um par de aloenzimas do sistema LAP relatado por
TORRES et al. (1982), foram observadas trés bandas em vez das
quatro descritas pelo mesmo autor, pois uma quarta banda foi
observada em outra regido. Os outros sistemas GOT, ME e IDH foram
similares aos encontrados na literatura.

A ocorréncia de variabilidade, tanto enzimédtica como por
marcadores RAPD fol observada em tangerinas, apesar de apresentarem
menor numero efetivo de alelos por ldécus polimérfico e menor
heterozigose em relacdo as laranjas doces, ratificando a teoria de
que a origem da diversificacdo varietal pode ser decorrente de
hibridacao.

A auséncia de diversidade do polimorfismo enzimatico e por
marcadores RAPD fol observada entre as laranjas doces, apesar do
maior numero efetivo de alelos por lécus polimérfico e heterozigose
em relagdo as tangerinas, corroborando a teoria de que a origem da
diversificacdo pode ser decorrente de mutacdo.

Os dendrogramas construidos pelas bandas das isoenzimas e
marcadores RAPD foram muito semelhantes, sugerindo que as bandas
observadas foram produtos de expressdo génica. Fol verificado o
agrupamento entre tangerinas, sendo a mais prdéxima a ponca (C.
reticulata), considerada como uma das trés ancestrals em citros, a

sunki, seguida pela cledpatra, cravo e clementina, que ficou
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bastante ligada as laranjas doces, reforcando a hipdtese da
procedéncia <da tangerina clementina a partir destas.

Sendo a (. sinensis considerada procedente da C. grandis,
outra ancestral em citros, a ligacdo da laranja azeda (C. auran-
tium) entre as tangerinas e laranjas reforca a hipdtese de que a
laranja azeda pode ser originada de C. reticulata e C. grandis.

0 agrupamento formado pelo 1limdco galego (C.aurantifolia) com
a lima-da-péxrsia (C. limmetioides), limdo cravo (C. limon) e cidra
(C. medica), considerada também ancestral em citros, ficou bemnm
diferenciada dos demais grupos. A estreita ligacdo entre o limdo
galego e a lima-da-pérsia confirma a proximidade entre estas duas
espécies. Também ficou corroborada a hipdtese da procedéncia das
trés espécies a partir da cidra. A P. trifoliata ficou bem distante
dos demais grupos confirmando a diversidade genética.

Pelos zimogramas das palmeiras foram observadas varias bandas
n&o relatadas por trabalhos anteriores. No sistema PGI relatado por
TORRES & TISSERAT (1980) como dimérico e codificado por dois ldcus
foram observadas de uma a trés bandas em duas regides com nove
diferentes wvelocidades de migracdo. Este sistema algumas vezes
caracterizou o hibrido entre as euterpes jugcara e acai. No GOT,
reportado poxr TORRES & TISSERAT (1980) como dimérico e codificado
por dois locus, foram observadas de uma a trés bandas em duas
regides com nove diferentes velocidade de migragdo. No LAP foram
observadas de uma a duas bandas com sete diferentes migracdes. No
APS foram observadas duas regides de bandas com cinco diferentes
velocidades de migragdo, tendo pelo menos um sistema o fendtipo
dimérico caracteristico. No PGM, reportado por TORRES & TISSERAT
(1980) como monomérico, fol observada uma regido com uma a duas
bandas com sels diferentes migracdes. Os sistemas EST e PRX
apresentaram varias bandas em duas regides, sendo que uma banda da
PRX caracterizou o hibrido entre as euterpes jucara e acal por se

apresentar sempre em uma posicdc intermedidria entre elas. Pelo
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sistema MDH fol caracterizada a variabilidade genética entre as
pupunhas.

Os dendrogramas produzidos pelas bandas das isoenzimas e
marcadores RAPD foram bastante semelhantes em palmeiras, sugerindo
que as bandas observadas foram produtos de expressdo génica.

As pupunhas formaram um agrupamento distinteo ligando-se as
EEU com e sem espinho a benjamim constant, vyurimaguas, ceplac 10,
branca una e por ultimo a T2S1l. Pelo agrupamento das euterpes,
verificou-se a estreita ligacdoc entre as jugaras, a posicao
intermedidria dos hibridos entre as jugaras e acais comum, espada e
pariquera, e a segulr a ligagcdo com as acais itajobi, danilo e a
euterpe tadeu. A diversidade das ligacdes entre os diferentes
ecdHtipos da agal comprovou a existéncia de variabilidade genética.
A gariroba (Syagrus oleraceae) e a dendé hermes (Flaeis guineensis)
ficaram mals prdximas as pupunhas.

Pelos =zimogramas da couve verificou-se que o sistema PGM
apresentou © maior polimorfismo. Neste sistema relatado por ARUS &
SHIELDS (1983) como dimérico e originado de dois lécus, foram
observadas de duas a cinco bandas com nove diferentes velocidades
de migracdo gue nao diferenciaram apenas trés variedades. O sistema
enzimédtico EST apresentou varias bandas em duas regides sendo
caracterizadas pelo menos duas regides polimdérficas com uma ou duas
bandas e selis diferentes velocidades de migracgdo. O sistema PRX
apresentou uma banda monomdérfica na regido mais avangada e uma
regido polimdrfica com uma ou duas bandas na regido mais proxima a
origem. Os sistemas MDH, IDH e GOT n&c apresentaram muito
polimorfismo.

Os dendrogramas produzidos pelas bandas das isocenzimas e
marcadores RAPD em couve ndoc foram semelhantes, provavelmente
devido ao balxo numero de dados das isoenzimas, porém a juncido dos
dois produziu um dendrograma similar ao dos marcadores RAPD

comprovando seu alto potencial pela maior facilidade de obtencdo de
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grande numero de dados. O agrupamento mais prdéximo ocorreu entre as
ligacdes da roxa monte alegre com a verde escura mals Jjundiai com
sdo Jjosé ao da roxa com a 916 mais a 1811 que foi a seguir ligado
ao grupo formado pela gigante 915 mais crespa piracicaba com crespa
capdo Bonito e depolis ao da ribeirdo pires 2620 com a s&c rogue
malis tupil com mococa e por Ultimo a ribeirdo pires 2446,

Fol comprovada a técnica complementar dos marcadores RAPD a

das iscenzimas para a diferenciacdo das espécies estudadas.
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6 .CONCLUSJES

1. A caracterizacdo através do polimorfismo enzimdtico e marcadores
RAPDs revelou-se bastante Util no conhecimento da wvariabilidade

genética nos germoplasmas de citros, palmeiras e couve estudados.

2. 0Os resultados obtidos em gel de poliacrilamida confirmaram os
relatados em gel de amido, além de possibilitarem a observacido de

novas bandas.

3. 0Os dendrogramas de enzimas e RAPDs foram, de modo geral,
semelhantes e de acordo com as informagdes taxondmicas e

morfoldgicas existentes.
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7 .RESUMO

Estudou-se, mediante polimorfismo enzimidtico em gel de
poliacrilamida e polimorfismo de DNA baseado na amplificacdo de
segmentos de DNA ac acaso denominado RAPD, a variabilidade genética
em citros, palmeiras e couve. Em citros, as espéclies e cultivares
de laranja doce Hamlim, Natal, Valéncia, Pera, Baianinha (C.
sinensis); laranja azeda (C. aurantium); tangerinas clementina, -
sunki, cledbpatra e poncd (C. clementina, sunki, reshni, reticula-
ta); lima—da-pérsia (C. limettiocides); lim&o-galego (C.
aurantifolia) ; lim3o~cravo (C. limonia) e trifoliata (Poncirus
trifoliata). Em palmeiras, as espécies e ecdtipos de agail (E.
oleracea) itajobi, pariquera, danilo; Jjucara (Euterpe edulis):;
euterpe tadeu; hibrido agai X jucara; pupunhas yurimaguas, benjamim
constant, Dbranca una, tZsl, EEU, ceplac 10, walter (Bactris
gasipae); dendé hermes (Elaeis guineensis); gariroba (Syagrus
oleraceae). Em couve as variedades de couve manteiga ribeirdoc pires
2620; 1811; roxa; sao rogue; gigante 915; 916; crespa pilracicaba;
ribeirdo pires 2446; crespa capdo bonito; tupi; jundiai; mococa;
sdo Jjosé; roxa monte alegre; verde escura. 0s extratos de folhas
foram analisados para as isoenzimas de malato desidrogenase (MDH),
enzima malica (ME), leucincaminopeptidase (LAP), glutamato
oxaloacetato transaminase (GOT) , fosfoglucoisomerase (PGI),
fosfoglucomutase (PGM), 1isocitrato desidrogenase (IDH), peroxidase
(PRX), esterase (EST) e para os marcadores RAPD utilizando os
guarenta primers do kit A e B da Operon Technologies. Verificou-se
grande variabilidade genética interespecifica, comprovada pelos
dendrogramas UPGMA, para citros, palmeiras e couve, Com
reconhecimento de hibridos nas palmeiras, porém nenhum polimorfismo
entre os cultivares de laranjas doces. Foram observadas bandas além

das referidas pela literatura em gel de amido. As relacdes
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filogenéticas entre as espécies e cultivares ficaram de acordo com
a literatura existente. Fol comprovada a malor eficacia dos
marcadores RAPD em relacdao aos de 1isoenzimas, pois possibilita
facilmente a anédlise de grande numero de marcadores genéticos, de
especial inTteresse nos casos em gue as iscenzimas ndo expressam

polimorfismo.
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8 . SUMMARY

CHARACTERIZATION OF GENETIC DIVERSITY BY MEANS OF ENZYMATIC
POLYMORPHISM AND RAPD OF CITRUS, PAIM AND CABRBAGE PLANTS.

Genetic diversity was studied by means of enzymatic
polymorphism using polyacrilamide gel electrophoresis and a DNA
polymorphism assay based on the amplification of random DNA
segments denominated RAPD, for citrus, palm and cabbage plants. The
following citrus species were analyzed: sweet orange (C.sinensis),
Hamlin, Natal, Valencia, Pera and Bailaninha; clementine, sunki,
cleopatra and mandarin tangerines (C.clementina,C.sunki,
C.cleopatra, C.reticulata); Palestine lime (C. limettioides); West
Indian lime (C.aurantifolia); Rangpur lime (C.Iimonia); Sour orange
(C. aurantium); citron (C.medica) and Poncirus trifoliata. Forxr
palms species the following were studied: Euterpe oleracea
varieties, acgal, agal itajobi, pariquera, danilo; Euterpe edulis
varieties, Jjucara; euterpe tadeu; hybrids from E. edulis X
E.oleracea; &yagrus oleracea var gariroba; Elaeis guineensis wvar
dendé hermes; Bactris gasipae, varieties E.E.U., t2sl, branca una,
uurimaguas, ceplac 10, benjamim contant and walter. For cabbage,
fifteen varieties of Campinas Agronomic Institute were studied.
Citrus, palm and cabbage leaf extracts were analysed for isozymes
of malate dehydrogenase {(MDH) , malic enzyme (ME) , leucine
aminopeptidase (LAP), glutamate oxalcacetate transaminase (GQOT),
phosphoglucose  isomerase (PGI), phosphoglucose mutase (PGM) ,
isocitrate dehydrogenase (IDH), peroxidase (PRX) and esterase
(EST). Polymorphism was also investigated by the RAPD technique
using forty primers obtained from.‘Operon. Technologies. Interes-
pecific differences were observed in citrus, palms and cabbage as

well as distinctive patterns for palm hybrids; on the other hand,
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no varlation Dbetween intraespecific CC. sinensis cultivars was
observed. Some bands were observed in addition to those cited in
the literature where starch gel electroporesis was wused for
enzymatic polymorphism. The conclusions with regard to polymorphic
patterns obtained using the RAPD technique confirmed those observed
with isozymes, with the advantages of its greater efficiency and

abillity to process a large number of samples.
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