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RESUMO

MARCADORES ISOENZIiMICOS E BIOLOGIA DA REPRODUGAO DE

Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni

Foi desenvolvida uma metodologia de eletroforese em gel de
amido para o estudo de 1isoenzimas em Stevia rebaudiana (Bert.)
Bertoni. Com isso caracterizaram-se geneticamente os locos Aps,
Est-1, Est-2, Got-2, Lap, Pgi, Pgm-1, Pgm-2 e Prx, os primeiros
nove genes descritos nesta espécie. Para esses locos foram
identificados 38 alelos com distintas migracdes além de 4 alelos
nulos para os locos Aps, Est-2, Got-2 e Pgm-2.

Os testes de qui-quadrado para ligacdo entre os nove locos
revelaram que, certﬁmente Pgm-1 e Pgm-2 est8o 1ligados, com
valores de recombinac&o estimados entre 6,3% e 22,2X através do
método da méxima verossimilhanca. Talvez estejam também ligados
oS pares Ae locos Aps,Prx e Lap,Prx com valores de recombinac3o
de 33,2% e 38,5%.

Os nove 1locos isoenzimicos foram usados como marcadores
genéticos para estudar a biologia da reproducdo da espécie,
"através da anédlise de progénies individuais.

Verificou-se que Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni n#o €
uma espécie apomitica obrigatéria como consta na literatura. Ao
contrdrio, trata-se de uma espécie sexual reproduzindo-se quase
que exclusivamente por fecundag¢#io cruzada, podendo portanto, ser

considerada uma espécie aldgama.
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SUMMARY

ISO0ZYMES MARKERS AND REPRODUCTION BIOLOGY OF

Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni

In order to perform izozymes studies in Stevia rebaudiana
(Bert.) Bertoni a starch gdel electrophoresis method was
developed. Nine loci were genetically characterized, namely: Aps,
Est-1, Est-2, Got-2, Lap, Pgi, Pgm-1, Pgm-2 and Prx, the first
genes described in this species. Thirty eight alleles with
distinct migration in addition to four null alleles for Aps, Est-
2, Got-2 and Pgm-2 were detected for these loci.

The chi-square test for linkage between the nine loci
showed without doubﬁ Pgm-1 and Pgm-2 to be linked with
recombination values estimated by maximum likelihood varying from
8,3% to 22,2%. The gene pairs Aps,Prx and Lap,Prx also may be
linked wkth recombination estimates of 33,2% and 38,5%
respectively.

All nine isozyme loci were used ss genetic markers to study
the reproduction biology of the species using single-progeny
arrays.

We verifyied that Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni is not
an obligate apomictic species as stated in the literature. On the
contrary, it is a sexual species, propagated almost exclusively

by outcrossing, and should be considered an alogamous species.



1. INTRODUCAD

Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni, conhecida desde épocas
remotas pelos indios gusaranis por kaé-h&-&, que significa erva-
doge, é uma espécie herbdcea nativa da regi¥o da cordilheira do
Amambali, nordéste do Paraguai nos limites da fronteira com o
Brasil.

0 interesse nessa plants, vulgarmente conhecida por
estévia, estd no fato de ela possuir nas folhas esteviosideos e
rebaudiosideos, compostos glicosideos n#o caléricos com poder
adogante trezentas vezes maior que a sacarose. Por serem estiveis
en altas temperaturas e n#o fermentarem, ocupam lugar de destaque
como substitutos de edulcorantes sintéticos como a sacarina,
ciclamatos e aspartdme, com a vantagem adicional de serem
atéxicos. R nessas caracteristicas de seus edulcorantes que
reside o grande potencial na utilizag®o da estévia. No Jap¥o onde
seu uso é liberado, existem centenas de produtos industrializados
onde o adogante €& o esteviosideo. No Brasil, sua utilizag#do foi
regulamentada em 1888 pela portaria nQ 14 da Divis#o Nacional de
Vigiléncia Sanitédria de Alimentos (DINAL). Portanto, a cultura de
estévia poderd ter grande importfncia para o Brasil visto a atual
demanda para adogantes n#o caléricos.

0 potencial agro-industrial dessa planta, entretanto, ainda
n8o foi extensivamente explorado. Uma das razBes é a inexisténcia
de variedades melhoradas. Um programa de melhoramento genético é

pois imperativo para o estabelecimento extensivo dessa cultura.
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Para se estabelecer um programa de melhoramento é
necessdrio conhecer o sistema reprodutivo da espécie pois os
métodos e as estratégias de melhoramento empregadas s#o
diferentes caso a espécie seja apomitica ou sexuada, autogédma,
alégama ou intermedidria. O tipo de reprodugciio tem ainda
influéncia direta em aspectos fundamentais como a estrutura
genética das populacdes e os métodos de coleta e conservac#o de
germoplasma.

O dnico trabalho encontrado sobre a biologia da reproducd#o
de S.rebaudiana, um estudo histolégico da embriogénese realizado
por MONTEIRO (1880), conclue taxativamente que se trata de uma
espécie apomitica obrigatéria, mais especificamente do tipo
pseudogémica. Por outro 1lado, MEDINA FILHO (informac8o pessoal)
observou grande variabilidade fenotipica em progénies oriundas de
polinizac¢®es abertas, fato que, contrariamente, sugere a
ocorréncia de sexualidade na propagac#o ds espécie.

O obJetivo do presente trabalho foi estudar a biologia da
reproducdioc de S.rebaudiana através da andlise genética de
marcadores em progénies individuais, método tradicional que
oferece resultados 1inequivocos. Como S.rebaudiana é uma espécie
pouco estudada e n¥o se conhecem genes ou mesmo marcadores
morfolégicos descritos, desenvolveu-se primeiramente uma
metodologia de eletroforese de 1isoenzimas procurando-se a
caracterizac#o de 1locos e alelos isoenzimicos que foranm,
posteriormente, utilizados como marcadores genéticos para estudar

o sistema reprodutivo da espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 TAXONOMIA, BOTANICA E CARACTERISTICAS DE S. rebaudiana

Taxonomicamente, a espécie Stevia rebaudiana (Bert.)
Bertoni pertence 4 familia Compositae, tribo Eupatorieae e série
Multiaristateae. B uma erva ereta, de raiz pivotante perene e
parte aérea anual, alcangando até aproximadamente 80 cms de
altura. As folhas s#o pequenas, medindo 3 a 5 cms de comprimentd
el al,5 cms de largura, simples, sésseis e com disposiglo
oposta em vértices alternados. Possue flores com pétalas brancas
reunidas em capitulos terminais ou axilares. O0Os frutos s#o do
tipo aquénios com cinco vértices quase uniformes, delgados e
plumosos, de cerca de 2,5mm de comprimento (BERTONI, 1805;
MONTEIROC, 1880). Por serem saquénios e por serem empregados
diretamente na propagac#o e multiplicacsio das plantas, os frutos
s8o comumente referidos como sementes.

S.rebaudiana, conhecida no Brasil como estévia, & nativa do
continente sul-americano, entre 22°-25° de latitude sul e 54°-58°
de longitude oeste, habitando pastagens arenosas e limidas nas
encostas da serra do Amambai, regific limitrofe entre o Paraguai e

o estado de Mato Grosso do Sul no Brasil (ALVAREZ, 1884).
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Sua introdug#o em outras regides do Brasil (Rio Grande do
Sul, Paranéd, S3o Paulo) bem como em outros paises (Jap3o, Corea,
USA) tem mostrado que a espécie n¥io & de difficil adaptac¥o desde
qQue o clima n#io seja extremamente frio e o solo seja Gmido ou se
faca irrigacdo (MANARA et al, 1986; SHOCK, 1982; SAKAGUCHI & KAN,
1982). |

As folhas de S.rebaudiana apresentam diversos glicosideos
edulcorantes n#o caléricos. Os principais s#o o esteviosideo,
cerca de trezentas vezes mais doge que a sacarose e o
rebaudiosideo-A, uma vez e meis mais doce que o esteviosideo e de
paladar mais agraddvel e sem gosto amargo residual (KANEDA et
al, 1877).

As caracteristicas quimicas do esteviosideo, os efeitos
fisiolégicos no organismo bem como suss possiveis utilizac¢des
industriais em alimentos vem sendo estudadas desde o inicio deste
século em vdrios paises e, mais recentemente no Brasil. ANGELUCCI
(1979) e 'ALVAREZ (1884) em extensas revisdes relatam as
principais linhas de pesquisas desenvolvidas, principalmente no
que se refere & caracterizac¥o, purificacio e utilizagcdo do
steviosideo.

Nas dreas relativas &4 planta, o nimero de trabalhos é porém
reduzido, no geral versando sobre aspectos agronSmicos de seu
cultivo como tratos culturais para o desenvolvimento das plantas
(DONALIZIO et al, 1982; MANARA et al, 1988), colheita, secagem e
beneficiamento das folhas (SAKAGUCHI & KAN, 1882).

As plantas de estévia apresentam normalmente trés tipos de
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frutos: aquénios claros que sfo estéreis e aquénios escuros que
podem ser estéreis ou férteis (FELIPPE & LUCAS, 1871; FELIPPE,
1977). MONTEIRO (1980) verificou que os frutos claros n#o possuem
embrifio e os escuros que n3o germinam possuem embrifio abortado
durante o desenvolvimento.

MANARA et sl (1981) realizaram estudos de viabilidade do
polem e de pareamento e segregac#io dos cromossomos em células mie
de gr#os de polem. Verificaram que o polem tem uma alta
viabilidade e que o0 comportamento dos Cromossomos na
microsporogénese é normal. Portanto, a esterilidade das sementes
escuras n#o seria causada por irregularidades meiéticas.

Pesquisas visando obter variedades melhoradas de
S.rebaudiana vem sendo conduzidas, os resultados porém, até o
presente, s%o bastante limitados. No Brasil, MANARA et al (1886)
relatam a selec8io de salguns tipos diferentes com relacdo a
caracteres morfolégicos e rendimento de esteviosideo, os quais
seriam mantidos por multiplicacio vegetativa. Uma “"variedade”,
Suweon 11, com alto contetido de steviosideo e rebaudiosideo-A, é
mencionada em um resumo no Plant Breeding Abstracts referente ao
relatério anual da OFFICE OF RURAL DEVELOPMENT, SUWEON. S.KOREA
(1981). SAKAGUCHI & KAN (1982) mencionam superficialmente um
relatério privado no Jap#o o qual se referiria a 22 “"variedades”.
Ambos os trabalhos foram inacessiveis, apesar de intensos

esforcos para consegui-los.



2.2 MORFOLOGIA FLORAL E SISTEMA REPRODUTIVO EM S.rebaudiana

Informa¢cSes detalhadas sobre a morfologia floral sdo
apresentadas por MONTEIRO (1880). A espécie apresenta as
lcaracteristicas tipicas do género, estabelecidas por outros
autores. A suéerficie estigmdtica é seca, sem secregles fluidas e
com células receptivas tipicas, concentradas em distintas
regides, de acordo com a descriclio para Compositae feita por
HESLOP-HARRISON & SHIVANNA (1877). Os gr#os de polem sab
uniformes, esféricos, tricolporados e com a exina ornamentada com
espinhos, tipo polinico observado por KING & ROBINSON (1867,
1868) em outras espécies do género Stevia. Os gréos de polem
trinucleados apresentam dois nicleos espermdticos que se coram
fortemente com carmim acético e um nicleo vegetativo de fraca
coloragdo, comum na familia Compositae. MONTEIRO (1980)
verificou, também, uma abundfncia de polem nas anteras e uma alta
viabilidade destes nos trés lotes de plantas por ele estudados.

Tradicionalmente, as caracteristicas florais tém sido
utilizadas n3o somente para se inferir o sistema reprodutivo nas
angiospermas indicando sexualidade ou asexualidade, como também
acerca dos sistemas de incompatibilidade (FRYXELL, 1857).

As caracteristicas da morfologia floral de S.rebaudiana
verificadas por MONTEIRO (1880), sugerem ter a espécie
autoincompatibilidade do tipo esporofitico visto ser a superficie
estigmdtica seca, os gr¥os de polem trinucleados e alto o namero

de gr3os de polem por antera, caracteristicas essas de espécies
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autoincompativeis com sistema esporofitico (HESLOP-HARRISON &
SHIVANNA, 1877; BREWBAKER, 1887; CRUDEN, 1877 e GIBBS et al,
1875). De fato, BRUCHER (1874) e MONTEIRO (1980) verificaram que
a autopolinizag#o em S.rebaudiana n#o resulta na produc3o de
sementes sugerindo os autores a existéncia de um forte sistema de
autoincompatibilidade.

Com relagcdo ao tipo de reproducio, cabe mencionar que
GRASSHOFF (1974) classificou védrias espécies de Stevia ds América
Central e do Norte utilizando como critério a morfologia dos
gréos de polem. As espécies sexuais apresentariam gr#@ios de polenm
normais, uniformes e tricolporados enquanto que as espécies
apomiticas obrigatérias teriam gr¥3os de polem mal formados.
Algumas espécies possuiriam os dois tipos de gr#os de polenm.

Caracteristicas citolégicas também tém sido utilizadas como
critério de identificac¥o. KING et al (1876) correlacionaram a
ocorréncia de irregularidades meidéticas com a apomixia observando
que as éspécies apomiticas estudadas por GRASSHOFF (1874)
apresentaram meiose irregular.

Estes autores estabeleceram, também, uma correlac#o entre
caracteristicas citolégicas, hdbito de crescimento e ocorréncia
de aneuploidia. As espécies arbustivas apresentam n=12
cromossomos, as espécies herbdceas com n=11 n#o apresentanm
aneuploidia e as espécies herbéceas com n=17 mostram formac&o de
univalentes e aneuploidia frequente.

Os estudos sntes mencionados, sugerem ser Stevia rebaudiana

uma espécie sexual visto que:
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a) é uma espécie herbdcea que possue 2n=22 Cromossomos
(BRUCHER, 1874; MONTEIRO, 1980);
b) apresenta gr#os de polem normais, uniformes e
tricolporados (MONTEIRO, 1980) e
¢c) n#o apresenta Iirregularidades meiéticas (MANARA et.
al,1886). |
Entretanto, o Wdnico estudo especifico sobre a biologia da
reprodug8io da espécie fol realizado por MONTEIRO (1880) com
plantas de trés 1lotes provenientes de duas localidades cujos
descendentes s#o mantidos no Instituto de Bot&nica de S#o Paulo.
Nessa investigac®o concluiu-se, através de estudos histolégicos
da embriogénese in vivo, que S.rebaudiana (Bert.) Bertoni & uma
espécie apomitica obrigatéria. A apomixia presente seria do tipo
pseudogémica, na qual n¥#o hd fus#o do gameta masculino com a
oosfera, porém, a célula m¥e do endosperma ¢ fertilizada por um
dos nucleos masculinos. A formag8io do embri#io pseudogémico teria
inicio em periodo anterior & polinizac#o com a divis¥o de uma
célula ap6éspora do nucelo. O saco embriondrio original seria
entdo digerido e o embridio apomitico passaria entdo a ocupar seu
lugar e continuaria o desenvolvimento somente se estimulado pela
polinizac#o cruzada. Especulou-se que & apomixia em S.rebaudiana
seria devida a algum fator fisiolégico e/ou ecolégico visto que
as caracteristicas florais seriam mais indicativas de sexualidade
para a espécie.
Por outro lado, MEDINA PFILHO (inf. pessoal) verificou

grande variabilidade emn progénies de estévia quanto a
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caracteristicas agronSmicas como época de florag#o, tamanho,
forma e coloracdio de folhas, flexibilidade dos ramos e altura das
plantas. A enorme variabilidade fenotipica observada nessas
progénies sugere que, pelo menos menos em parte, ela poderia ser
devida & variabilidade genética. Essa suposta variabilidade
genética someﬁte poderia ocorrer se a espécie se reproduzisse
sexualmente e n#o por apomixia.

2 amplamente conhecido que para a determinac¢@io inequivoca
da biologia da reprodu¢cfio de uma espécie s#o necessdrias andlises
genéticas em progénies (FRYXELL, 1857). Em &S.rebaudiana,
entretanto, tais estudos s#o inexistentes. Muito provavelmente,
isto se deve & falta de marcadores genéticos o que explica o

interesse nos estudos de isoenzimas para essa espécie.

2.3 ELETROFORESE E ISOENZIMAS

Eletroforese é um método bioquimico que promove & migragto
e permite a separacfo de particulas idnicas gquando submetidas a
ac#o de um campo elétrico. A migracio depende de duas forcgas:
uma de condug#io e outra de resisténcia. Basicamente, a forca de
condug8o é fung3o do nimero de cargas residuais que a molécula
carrega e do potencial do campo elétrico atuante. A forga de
resisténcia & consequéncia do tamanho e forma dos ions e da
concentragcfio e viscosidade do meio em que migram as moléculas. A

velocidade de movimento é, por 1isso, diretamente proporcional ao
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nimero de cargas e inversamente proporcional ao tamanho da
molécula e & viscosidade do meio de migrac¥o. Uma revis#o
simplificada dos conceitos fisico-quimicos da eletroforese
encontra-se em BREWER et al (1874).

Pelo fato de as proteinas serem compostos polieletrélitos,
a carga residual 6 dependente do meio circundante. Variando-se o
pH do meioc ¢é possivel, sob influéncia de uma diferenca de
potencial, induzir uma migrasg¥o das proteinas, separando-as em
| func@o de sua mobilidade a qual por sua vez é determinada pelb
tamanho e pela carga elétrica especifica de cada proteina.

0 primeiro sistema de eletroforese para a mnigraciio de
proteinas empregava meio liquido (TISSELIUS, 1937).
Posteriormente, desenvolveu-se a eletroforese de zona, na qual o
meio de migrac#o foi éstabilizado através do uso de papel, agar,
poliacrilamida ou mesmo amido hidrolizado. Este Gltimo, utilizado
no presente trabalho, foi introduzido por SMITHIES em 1855.
Oferece ';antagens em relsgc8io aos demais. R atéxico, de fécil
preparagfio e manuseio, e vArias isoenzimas podem ser analisadas
simultaneamente porque o gel pode ser secclonado em diversas
camadas horizontais e cada uma revelada para um sistema
isoenzimico. Atualmente, existem diversos equipamentos, todos
eles de fédcil operaclo, econSmicos e de construcdo bastante
simples (TANKSLEY, 1879; CARDY et al., 1983).

0O gel de amido representou uma importante contribuic#o para
o posterior descobrimento das isoenzimas. HUNTER e MARKERT (1957)

demonstraram que as enzimas podiam ser visualizadas diretamente



11
no gel utilizando corantes histoquimicos especificos. Chamaram
ent¥io de zimograma ao conjunto de bandas reveladas e demonstraram
a especificidade do substrato na revelac#io dessas enzimas.
MARKERT e MOLLER (1858), verificaram formas multimoleculares de
enzimas com a mesma especificidade do substrato e sugeriram o
termo "isoenzima" para caracterizar essas formas distintas.

A importante aplicag¢do das isoenzimas como marcadores
genéticos teve como base os trabalhos de HARRIS (1866) em humanos
e de HUBBY e LEWONTIN (1888) em Drosophila, os quais verificaram
que as andlises eletroforéticas revelavam polimorfismos genéticos
que podiam ser utilizados para caracterizar populac®es e
espécies. Desde ent#o, 8as pesquisas relativas & técnica de
eletroforese, a biﬁquimica e regulac8io génica das isoenzimas
aumentaram consideravelmente (SHANNON, 1868; BREWER & SING, 1870;
NELSON & BURR, 1873; SCANDALIOS, 1974; MARKERT, 1875; SHIELDS et
al, 1983).

A técnica da eletroforese em gel de amido envolve,
inicialmente, a macerac#o da amostra vegetal, inserc#o no gel e a
aplicac8o de um campo elétrico, que promove a migracdo das
enzimas presentes nas amostras. Terminada a eletroforese, o gel é
colorido através de reacdes especificas para cada sistema
enzimdtico. A reac¥o forma complexos coloridos e insoliveis no
gel, visualizados como bandas, exatamente nas posic¢cles em que as
enzimas se encontravam quando se interrompeu a eletroforese. A
resoluglio nitida dessas bandas, é dependente das condigtes

apropriadas da técnica de eletroforese, da metodologia de
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extrac8o das enzimas e das solugtes de coloragdo. Diversos
protocolos tém sido desenvolvidos e a decis8o para utilizac#o de
um, outro ou combinagcdo deles, resulta gderalmente de testes
empiricos para o caso especifico em estudo (SHAW & PRASAD, 1870;
CARDY et al, 19883; VALLEJOS, 1983; WENDEL & WEEDEN, 1889).
| 0 conjuﬁto de bandas observadas no gel é o zimograma e
corresponde ao fenétipo eletroforético. Representa as formas
multimoleculares das enzimas, as isocenzimas. As bandas
correspondentes aos produtos de slelos codificando para enzimas
especificas s#io denominadas aloenzimas.

A migrac#io diferencial da proteina codificada por um alslo
baseia-se, basicamente, na diferente composic#o ou sequéncia dos
aminodcidos das cadeias polipeptidicas que s¥Ho o0s produtos
primdrios especificados por esses alelos e que compodm as
proteinas. Mudancas de bases aminadas do DNA do gene estrutural
poden resultar na substituicfio de um aminodcido e
consequentemente na formac8o de um polipeptideo de carga ou
configurac&o diferente. A enzima resultante, também modificada,
quando submetida & eletroforese, terd uma migragdo alterada,
refletindo, portanto, indiretamente a variabilidade no DNA
correspondente ao gene estrutural. Embora considere-se que a
eletroforese n#o detecte todas as alteragdes, como por exemplo,
as substituig¢des neutras ou aquelas no interior da molécula que
n&o produzem mudangas conformacionais, tem-se verificado que =a
maioria das alteragles é discriminada (RAMSHAW et al, 1878). Em

genética de plantas, o interesse das isoenzimas é a exploracfo
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dessa variabilidade.

2.4 INTERPRETACAO DOS ZIMOGRAMAS E GENRTICA DAS ISOENZIMAS

Varias éﬁo as caracteristicas das isoenzimas que as tornam
excelentes marcadores genéticos: exibem, no geral, heranca
mendeliana simples, codominfincia, penetrfncia completa, auséncia
de pleiotropia e de interacBes epistédticas e est3do disponiveis na
populac#o sapresentando grande diversidade (WEEDEN & WENDEL,
1988).

Um loco isoenzimico pode ser definido como o dene
estrutural codificando para uma enzima que cataliza uma reagdp
biogquimica especifica (WEEDEN & WENDEL, 1889). A sua
caracterizagdo requer a interpretacio dos zimogramas (fenétipos)
em termos genéticos (genétipos). Um mesmo zimograma pode revelar
diversos locos.

Para um determinado loco, o nimero de bandas observadas no
gel depende de seu estado alélico, homozigético ou
heterozigético, s da estrutursa quaterndria da isoenzima
codificada. Um loco homozigético é representado por somente uma
banda, de migraclo especifica, correspondente ao Gnico tipo de
aloenzima codificada. Os gendtipos heterozigdéticos s&o
representados por nimero varidvel de bandas de acordo com o
nimero de polipeptideos que formam a enzima ativa (Esquema 1).

Assim, para umsa enzima mondmera s8¢0 vistas duas bandas,
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correspondentes &s duas aloenzimas monfSmeras codificadas (A e B).
Para uma enzima dimera, trés bandas, duas correspondentes aos
homodimeros (AA e BB) e uma intermedidria, o heterodimero (AB),
composto dos dois polipeptideos distintos, A e B, especificados
por cada alelo parental (a e b). Quando a enzima tem estrutursa
tetramérica, | o heterozigoto apresenta cinco bandas, dois
homotetréimeros (AAAA e BBBB) e trés heterotetrfimeros (AAAB, AABB,
ABBB) diferentes.

DIAGRAMA 1 - Zimogramas de gendétipos homozogéticos, 0
heterozigdético e segregactio Fz para um loco
codificando uma enzima mondmera, dimera e tetrfimera.

GENOTIPOS SEGREGAGAD F2
ENZIMA GENITORES HIBRIDO 13 2: 1
aa bb ab aa ab bb
—A —A —_ —
Monamera
_ B __B —_—
— A — A _—
Dimera __ A8 —
BB BB -
___AAAA ___AMA —_—
__AAAB .
Tetramera ___AABB -
__ABBB .
BBBB __ BBBB —
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A complexidade dos zimogramas aumenta consideravelmente com
a expressiio de mais de um loco & com as possiveis interacgfes
entre eles. Em determinadas situagcBSes a interpretagfio dos
fen6tipos é facilitada com a anédlise dos zimogramas de gré#os de
polen, hapléides, comparados aqueles dos tecidos sométicos
dipléides (WEEDEN & GOTTLIEB, 1978). De qualquer forma é =&
andlise genética dos fenétipos eletroforéticos em progénies
especificas que caracteriza locos e alelos.

Certas situagles excepcionais podem entretanto complicar a
interpretacéio dos zimogramas (Esquema 2) como:

a) Bandas heterodimeras que n¥o migram exatamente na
mediana entre as bandas homodimeras (GOODMAN & STUBER, 1883);

b) Bandas adicionais que resultam do armazenamento,
preparac8o das amostras ou mesmo do processo da eletroforese
(STAUB et al, 1985); |

c) Bandas miltiplas oriundas de modificac¢Bes pés-traduc#o
das enzimas, frequentemente chamadas de sombras ou bandas
fantasmas. Essas bandas miltiplas, de migracio concomitante,
podem se comportar geneticamente como alelos simples (RICK &
FOBES, 1876; KAHLER, 1983; HARRY, 1986). N#o se sabe ao certo se
estas aloenzimas com padréio de bandas miltiplas s#o produzidas
por modificac¢des pés-traducdo in vivo ou por mudancas
conformacionais ijin vitro;

d) Presenca de "alelos nulos”, assim denominados porque ou

n&o s#o transcritos ou codificam para polipeptideos defeituosos,
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que resultam em auséncia de atividade enzimética, alterando assim
o nimero de bandas normalmente observadas nos gendtipos

heterozigotos (WENDEL & WEEDEN, 1988).

DIAGRAMA 2 - Zimogramas de locos 1isoenzimicos que apresentam
heterodimeros atipicos, bandas miltiplas e alelos
nulos.

GENOTIPOS SEGREGAGAD F2

ENZIMA GENITORES HIBRIDO 1: 23 1

aa bb ab aa ab bb

Heterodimero : T :

atipico

Bandas : — .

miltiplas - - —

(monémero) ,

Alelo . — —— ——

nulo

A caracterizac8o de locos e slelos permite que se facam
estudos pars aumentar o conhecimento genético acerca de uma
espécie. Por exemplo, é sempre de interesse o estabelecimento de

grupos de 1ligac8io. Para esses estudos existem delinhamentos



17
experimentais descritos para marcadores morfolégicos (MATHER,
1838), aplicédveis também a locos isoenzimicos. A prépria teoria
cromoss®mica da hereditariedade conduz a medir a ligag¢#io através
da frequéncia de recombinac#o entre dois genes. Dois genes ndo
ligados segregam independentemente. Essa independéncia é testada
estatisticameﬁte pelo teste de Qui-quadrado ou estatistica G
(SOKAL & ROHLF, 19881). Desvios da segregac8o independente entre
os dois genes indicam que eles s&o ligados.

Para estimar a frequéncia de recombinag¢@io diversos métodos
tom sido desenvolvidos. Alguns deles, o de EMERSON ou da Adig#o e
o de FISHER-BALMAKUND ou dos Produtos, descritos em BRIQUET
JUNIOR (1961), sido Dbastante simples, porém, resultam em
estimativas com erros padr#o muito grandes, sendo, portanto,
pouco eficientes. Um método reconhecidamente superior é o da
Maxima Verossimilhanca, desenvolvido por FISHER (1828),
amplamente elaborado e extendido por MATHER (1838) e ALLARD
(19586). Apésar de precisa, a anflise de ligaclo através desse
método é complexa e tediosa, sendo porém em muito facilitada com
programas de computador como LINKAGE-1 (SUITER et al, 1883) e
X2MXLIN (JARRELL et al, 1992). ‘

Qutros métodos para estimar a recombinacHo baseados em
modificacGes da Médxima Verossimilhanc¢a s#o conhecidos (NORDHEIM
et al, 1983), apresentando desempenho um pouco melhor para os
casos com reduzido nimero de plantas e ligag¢tes préximas ao valor
0,5. No entanto, 6 de consenso geral que, para essas ligacOes

fracas, o obtencfo de uma estimativa com erro padr#o minimo
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somente é obtida com a andlise de grande ntGmero de plantas,
independentemente do método utilizado pars estimar o valor de

recombinsacéo.

2.5 ISOENZIMAS EM ESTUDOS DE BIOLOGIA DA REPRODUCAO

Tradicionalmente, os estudos da biologia da reproduglio s&o
amparados nos aspectos morfolégicos da flor ou derivados da
andlise genética de marcadores morfolégicos. FRYXELL (1857) em
extensiva revis3io estabeleceu uma classificacfio das plantas de
importéncia econdémica em sete categorias de acordo com o modo
predominante de reprodug¥o. Chamou atenglo para as dividas
existentes com esses sistemas e destacou o valor das andlises
genéticas na determinactio dos sistemas reprodutivos.

Com o dominio generalizado das técnicas de eletroforese de
isoenzimas, associada as vantagens do seu uso como marcadores,
ocorreu um considerdvel aumento nos estudos de biologia da
reproducio das espécies. Com estes trabalhos surgiram também
métodos de anédlise mais refinados. BROWN et al (1888) distinguem
e descrevem detalhadamente dois tipos de abordagens para estudos
de biologia da reprodug¢fio, que diferem na unidade bésica de
estudo considerada: individuos ou populac¢des.

A nivel populacional a biologia da reprodugc&8o é inferida
indiretamente através de estimativas das taxas de cruzamento,

asutofecundacio e spomixia, obtidas a partir das mudancas nas
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frequéncias genotipicas de uma gerac8o a seguinte. A determinac¥o
dessas estimativas é assunto bésico para o conhecimento da
estrutura genética das populagdes (HAMRICK, 1888).

Existem diversos modelos estatisticos aplicéaveis a
diferentes tipos de populagdes segundo sejam naturais ou de
plantas culti?adas e, de espécies predominantemente alégamas ou
aut6gamas (BROWN & ALLARD, 1970; SHAW & BROWN, 1982; MARSHALL &
BROWN, 1974; RITLAND, 1883 e SCHOEN & CLEGG, 1884). Esses estudos
populacionais s¥o, porém, bastante influenciados pelo ambiente e
pela acdo da selec¥o. HAMRICK (1989) relata os principais fatores
que devem ser considerados em estudos dessa natureza.

A nivel individusal, os estudos s#o bastante simples porém
precisos. O sistema reprodutivo é caracterizado diretamente em
progénies derivadas ‘de individuos especificos, através da
proporciio de descendentes originados por apomixia, autofecundacdo
ou cruzamento. A situacsdo experimental ideal consiste na
determinaéﬁo inequivoca da paternidade de cada individuo da
progénie. Para isto, é necessédrio que os genétipos de todas as
plantas genitoras que constituem a populag¥o em estudo sejam
conhecidos e, além disso, que os gametas produzidos por cada
planta possuam genétipos especificos atribuiveis a somente uma
nica planta (ELLSTRAND, 1884). Esta situag¢#o requer a ocorréncia

de amplo polimorfismo enzimédtico.
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S MATERIAIS E METODOS

3.1 SINTESE

A S. rebaudiana estudada no presente trabalho é oriunda de
sementes de uma plantac#io comercial de propriedade dos irmdos
Sakurai e Issau Massaki, localizada na regifio nativa da espécie,
a serra de Amambai no Paraguai. As sementes foram fornecidas por
Francisco von Atzingen de Almeida Prado, da firma Stevia do
Brasil em Ponta Por#&. Essa populac#o comercial, bem varidvel, foi
formada hd 20 anos atrds a partir de plantas coletadas na regi#o
nativa pelos irm#os Massaki com a ajuda dos indios guaranis. Essa
populagdio é a fonte original de sementes para o estabelecimento
de todos os campos comerciais atualmente existentes no Brasil e,
segundo consta, também no exterior.

As 'sementes foram germinadas obtendo-se cerca de 20.000
plantas que foram conduzidas na Se¢#o de Genética do Instituto
Agrondmico de Campinas. Dessas 20.000 plantas selecionaram-se,
visualmente, 850 individuos dos mais diferentes tipos
morfolégicos para formar a populac#o principal analisada neste
estudo.

Dentre as 650 plantas, 100 delas foram utilizadas para
desenvolver-se a metodologia de eletroforese e definir os
sistemas isoenzimicos a serem estudados. Apés isso, determinaram-

se os padrdes eletroforéticos das 650 plantas da populacéo.
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Selecionaram-se posteriormente 14 plantas para cruzamentos
dirigidos visando a caracterizagcio de 1locos e alelos e a
realizac8io de testes de ligac8o genética em suas progénies
fotalizando 870 descendentes.

Para o estudo da biologia da reproduc#o analisaram-se
progénies de ‘86 plantas, 30 oriundas de polinizac#io aberta e 586
de cruzamentos dirigidos, totalizando 1418 plantas.

A biologia da reprodug¥io foi também investigada em uma
outra populagfio, descendente de um lote estudado por MONTEIRO
(1980). Essa populac8o de cerca de 200 plantas ¢é mantida em
canteiros na Se¢8o de Fisiologia e Bioquimica de Plantas do
Instituto de Boténica de S#o Paulo. Dessa populacio, foram
analisadas 21 progénies de polinizac#io aberts totalizando 135
plantas.

Um diagrama sintetizando 0s estudos realizados &

apresentado na pidgina 22 (Diagrama 3).

3.2 EQUIPAMENTO PARA ELETROFORESE

Foram utilizadas fontes de voltagem Heathkit com controle
de miliamperagem e voltagem, conectadas a suporte de géis, com
bandejas e cubas de eletrodos mantidas a4 temperatura de 3t1 °C em
uma cémara refrigerada com ventilagdo ~forcada ascendente. O
equipamento utilizado permite a corrida simulténea de 4 géis, com

capacidade de até 38 amostras cada.
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SEMENTES LOTE COMERCIAL | DESCENDENTES DA POPULAGAO
STEVIA DO BRASIL SA ESTUDADA POR MONTEIRO (1980)
PONTA PORK - INSTITUTO DE BOTANICA, SP

* 200 PLANTAS

PLANTIO EXPERIMENTAL.
SECXO DE GENETICA IAC
20000 PLANTAS

+ Selegdn Visual

- POPULACZO ESTUDADA
650 PLANTAS

\ 2

METODOLOGIAS DE ELETROFORESE
SISTEMAS ISOENZIMICOS
100 PLANTAS

PADRGES ELETROFORETICOS
450 PLANTAS

Y

ANALISE GENETICA DOS PADRGES
ISOEinHICOS
CARACTERIZACKO DE LOCOS
E ALELOS
TESTES DE LIGACKD GENETICA
14 PLANTAS GENITORAS
10 CRUZAMENTOS
(3 RECIPROCOS)
TOTAL 670 PLANTAS

v

SEGREGACGES  GENETICAS EM PROGENIES PARA ESTUDO DA BIOLOGIA DA REPRODUCKD
30 PROGENIES DE POLINIZACKO ABERTA 2 PROGENIES DE POLINIZACXD ABERTA
56 PROGENIES DE CRUZAMENTOS DIRIGIDOS TOTAL {33 PLANTAS
TOTAL 1418 PLANTAS
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Uma caracteristica desse equipamento é que cada gel pode

ser cortado em até sete camadas horizontais sendo cada uma delas
revelada para um sistema isoenzimico diferentes.

As especificagdes técnicas do equipamento empregado para

eletrofofese encontram-se detalhadas em TANKSLEY (1879).

3.3 METODOLOGIA DA ELETROFORESE

Os procedimentos laboratoriais para a preparagfio do gel,
das amostras vegetais e do processo de eletroforese s#o os
normalmente empregados no laboratério de eletroforese da Seg#io de
Genética do Instituto Agrondmico de Campinas. A descric#o
detalhada desses procedimentos encontra-se em MEDINA FILHO E
BALLVE (1888).

A resolucdio de bandas das isoenzimas ¢é influenciada por
fatores como a composicdo e pH do gel, a natureza, quantidade e
condicdo fisiolégica do tecido vegetal, as condicdes elétricas e
as técnicas de coloragdo entre outros fatores. Problemas
decorrentes da interag#o dessas varidveis n&o podenm ser
totalmente eliminados; no entanto, com adequadas padronizacdes,
podem ser controlados e, em grande parte, atenuados. Visando
otimizar a resolucso e a8 repetibilidade dos padrdes observados,
investigaram-se na fase inicial do trabalho, alguns aspectos das
varidveis acima para, posteriormente, manter essas condigdes

constantes nas investigagdes subsequentes.
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Os aspectos investigados s#o relatados a seguir.

3.3.1 Preparacio do Gel

Utilizoﬁ—se amido hidrolizado de batata (SIGMA) enm
concentracio de 12% e solugsio tamp3o contendo 2,5% de TRIS
(0,015M) e 2,5% de Acido Citrico (0,036M). O pH dessa solucfo foi
ajustado aumentando-se a concentracfio de TRIS ou Citrato, segundo
a necessidade, procedimento que evidentemente modifica também a
concentracsio final da solug¢#o tamp#o.

Para diversos sistemas isoenzimicos, foram testados os
seguintes valores de pH do gel: 7,5; 7,8; 7,9; 8,0; 8,1; 8,2; 8,3
e 8,5. Avaliou-se o efeito na resolucfio, migrac3io e separacgdo de

bandas.

3.3.2 Preparaciic das Amostras Vedetais

Utilizou-se tecido de folhas para a realizag#io das andlises
isoenzimicas. Alguns aspectos para a preparac¢8o das amostras

foram investigados:

a) estddio de desenvolvimento das plantas: foram testadas
sementes, plédntulas com 15 dias, plantas jovens em

desenvolvimento vegetativo (um até quatro meses), em
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fase de florescimento (cinco meses) e plantas adultas
com mais de um ano de idade.

b) idades das folhas: avaliaram-se desde as folhas
meristemdticas (novas) até o B8° par de folhas com
cerca de 3 meses de idade (velhas).

c) solugdo extratora: tecidos de folhas foram macerados em
solugles extratoras contendo diferentes combinacdes e
concentracdes individuais (10, 20, 25, 30 e 40 mg/ml)
de antioxidantes como 4cido ascérbico, glutateona,
sacarose, e polinilpirrolidona (PVP).

d) quantidade de tecido/quantidade de extrator:
investigaram-se diferentes propor¢des da quantidade
de tecido e de extrator, padronizando essa proporg¢¥o
segundo a- idade do tecido de folha wutilizado. Foram
testados 0,03 ml; 0,07 ml; 0,10 ml e 0,12 ml de

extrator para 15 mg e 30 mg de tecido de folha.

3.3.3 Condigbes Elétricas

Para os eletrodos utilizou-se soluc8o tampio de 4cido
bérico 0,3 M, pH 8,3 ajustado com NaOH 4N. Para esse pH,
testaram-se 150 V e 25 mA por 20, 25 e 30 minutos para insercdo
das amostras no gel. Para a corrida, testaram-se voltagens entre
120 V e 300 V, com 25 e 30 mA, procurando-se boa resolugcio de

bandas no menor tempo possivel. Considerou-se terminada a
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eletroforese quando o fronte migrou aproximadamente 8 cms da

origem.

3.3.4 Sistemas Isoenzimicos e Revelac#o

Inicialmente foram avaliados 15 sistemas quanto a
qualidade e estabilidade de resoluc#io de bandas (nomenclatura e
nimeros E.C segundo a classificacfo da International Union of

Biochemistry, 1879):

ADH (EC 1.1.1.1 - alcool desidrogenase)

APS (EC 3.1.3.2 - fosfatase écida)

EST (EC 3.1.1.1 - esterase)

GDH (EC 1.4.1.2 - glutamato desidrogenase)

GBPDH (ﬁC 1.1.1.49 - glucose-6-fosfato desidrogenase)
6PGDH (EC 1.1.1.44 - 6-fosfogluconato desidrogenase)
GOT (EC 2.6.1.1 - glutamato oxaloacético transaminase)

IDH (EC 1.1.1.42 - isocitrato desidrogenase)

LAP (EC 3.4.11.1 - leucil aminopeptidase)

MDH (EC 1.1.1.37 - malato desidrogenase)

ME (EC 1.1.1.40 - enzima médlica)

PGI (EC 5.1.3.8 - fosfoglucoisomerase)

PGM (EC 2.7.5.1 - fosfoglucomutase)

PRX (EC 1.11.1.7 - peroxidase)

SKDH (EC 1.1.1.25 - &4cido shikimico desidrogenase)
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As solugdes de revelac#o utilizadas est#o descritas em SHAW
& PRASAD (1870) exceto PRX, especificada em VALLEJOS (19883). Os
géis forem fixados em glicerina P.A. diluida 50 X em é&gua
destilada.

Posteriormente, aqueles sistemas que mostraram resolucio
promissora, fbram utilizados para verificar a ocorréncia de
varisbilidade na  populagio. Somente aqueles sistemas que
apresentaram resolug#io nitida, estdvel e padrdes varidveis foram

entdo empregados em andlises gdenéticas.

3.4 ANALISE GENRTICA DE ISOENZIMAS

Apés padronizada-a metodologia de eletroforese e definidos
os sistemas, caracterizaram-se B850 plantas quanto aos padrdes
isocenzimicos. Os diversos padrdes foram identificados pela
posicéo dés bandas no gel, referidas pelos seus valores de Rf

(migrac&o da banda relativa a migrac#do do fronte).

3.4.1 Cruzamentos Dirigidos e Conducfio das Progénies

Selecionaram-se plantas com padrdes eletroforéticos
especificos e estabeleceram-se pares de plantas para cruzamentos.
Antes do florescimento, cada par foi isolado geograficamente, &

dist8ncia minima de 6 Kms. A cada par de plantas £foi ent#o
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permitida 1livre polinizag8io e visitag3o por abelhas e outros
insetos. Dessa forma, obteve-se naturalmente, cruzamentos entre
as duas plantas de cada par sem ter gque recorrer a cruzamentos
artificiais, trabalhosos, demorados e pouco eficientes em estévia
visto o tamanho reduzido e delicadeza das flores, o baixo nimero
de sementes pdr flor e o hdbito de florescimento sequencial.

A colheita foi realizada periodicamente & medida que as
sementes amadureciam separando-se os frutos escuros os quais
foram colocados para germinar.

A germinagc¥o foi realizada em copos pldsticos contendo uma
mistura de terra e composto orgfnico recoberta por uma fina
camada de areia. As sementes foram colocadas sobre a areia e em
seguida cobertas com papel de filtro umedecido. Os copos foram
entfio protegidos com tampas plédsticas translicidas paras manter a
umnidade e permitir a passasgem de luz. A germinag8o iniciou-se
normalmente no quarto dia e a partir do décimo dia as plantas ji
apresentavam as primeiras folhas, ocasi%io na qual foram removidas
as tampas e papéis de filtro. As pléntulas foram mantidas nessas
condigd¥es até apresentar o segundo par de folhas (cerca de trinta
dias), gquando procedeu-se ao transplante para bandejas tipo
"speedling”. As andlises isoenzimicas foram iniciadas quando as
pl8ntulas alcangaram o desenvolvimento do quarto par de folhas,

por volta de sessenta dias.
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3.4.2 Caracterizaciio de Locos e Alelos

A interpretagfio das bandas nos géis e a determinacdo de sua
correspondéncia com locos e alelos foi realizada através da
anélise genética de 10 progénies referentes a 7 cruzamentos
diferentes e 3‘reciprocos, totalizando 6870 plantas.

A andlise de segregaclio dos diversos 1locos foi efetuada
através do teste de Qui-quadrado (X2), com significéincia para o
nivel de 5% de probabilidade. Aplicou-se o teste de Qui-quadrado
para heterogeneidade entre progénies segregando para 08 mesmos
alelos. Para os casos com menos que 5 plantas em classes
individuais ou ainda naqueles casos com apenas um grau de
liberdade, aplicou-se a correcfio de YATES para continuidade
quando os valores de Qui-quadrado eram préximos ao nivel
critico.

Os locos, assim geneticamente caracterizados, foram
denominados com a abreviatura do sistema isoenzimico em questéo,
seguida por um nimero para aqueles sistemas em que mais de unm
loco foi definido, comecando com 1 para o loco cujas bandas
mostraram migrac8o mais anédica. Os alelos foram denominados com
letras, comecando com A para o alelo correspondente & banda de
maior migracdo no gel, ou seja, mais préxima ao fronte.

Em algumas progénies, observaram-se para alguns locos,
plantas com padrdes eletroforéticos n¥o esperados. Por exemplo,
do cruzamento entre duas plantas, cada uma com padr3o de uma

banda, porém com migracdes distintas, seria esperado que todas as
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plantas da progénie hibrida apresentassem padr#io de, pelo menos,
duas bandas, uma correspondente aquela do genitor feminino e a
outra do genitor masculino. Entretanto, entre essas esperadss,
verificaram-se também plantas em que a banda de origem materna
estavas ausente, apresentando portanto somente a banda de origem
paterna. De forma equivalente, o inverso também se verificou.
Como a contaminac3o por polem estranho ou mistura de sementes
foram hip6teses eliminadas previamente, visto ser o fen8meno
repetivel védrias vezes e com vaArios locos diferentes, sob
condigdes especial e cuidadosamente controladas, duas hipéteses

foram aventadas para explicar este fendmeno:

a) Ocorréncia de aneuploidia. Plantas genitoras seriam
aneuploides ﬁonoss&miéas (2n-1) e tais aneuploidias
seriam transmissiveis as progénies.

b) Existiriam alelos nulos os quais n#o teriam atividade
eletroforética. Plantas genitoras e as plantas das
progénies de fenétipo n¥o esperado seriam, para o loco

em quest8o, heterozigéticas para um alelo nulo.

As hip6teses foram baseadas no raciocinio de que, no gel,
uma planta normal (2n) homozigética é indistinguivel de uma 2n-1
para o cromossomo onde estivesse localizado o loco em quest8o. Da
mesma forma, uma planta homozigética & também indistinguivel de
uma planta heterozigética para um alelo nulo. Tanto a planta

monossdmica quanto a heterozigética nula, apresentariam no gel
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apenas uma banda de migra¢c8io normal e que poderiam ser
erroneamente genotipadas como normais, homozigdéticas.

Para o estudo dessas hipdteses, analisou-se a segregacto
dos fendétipos nas progénies e 'realizaram—se contagens de
cromossomos nas plantas genitoras e em algumas plantas dsas
progénies dosv10 cruzamentos realizados onde ocorria o fendmeno
acima. Um total de 25 plantas foram analisadas, sendo que 5
delas, geneticamente normais, foram os controles. A metodologis
para preparaclio das l&minas foi desenvolvida Juntamente com
M.B.SILVAROLLA, pesquisadora da Se¢c8#o de Genética do Instituto
Agron8mico de Campinas. Foram utilizadas pontas de raizes
coletadas de plantas mantidas em vasos e de estacas enraizadas em
solo arenoso. Estudou-se a necessidade de pré-tratamento com
agentes inibidores do fuso mitético como paradiclorobenzeno, 8-
hidroxiquinolina e 1-bromonaftaleno. A coloracio foi realizada

pelo método de FEULGEN.

3.4.3 Estudo de Ligac#o Genética

Apés a realizac8o dos cruzamentos dirigidos, da
caracterizag8o de locos e alelos e determinacto dos genétipos das
plantas genitoras, escolheram-se progénies especificas para se
estudar a possivel ligac#o genética entre os diversos locos. Para
tanto, foram escolhidas progénies derivadas de genitores nos

quais, em pelo menos um deles, os dois locos a serem testados
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para ligac8io se apresentavam em estado heterozigético.
Para o estudo de ligac8o fez-se uso de um programa de
computador em linguagem BASIC, X2&MXLIN (JARRELL et al (1982).
Esse programa foi desenvolvido e cedido gentilmente por M.L.ROOSE
(Departament of Botany and Plant Sciences, California University,
Riverside, USA).

Esse programa, baseado nos gendétipos das plantas parentais,
nos genétipos das plantas da progénie e no namero de locos em
andlise, calcula primeiramente, os valores de Qui-quadrado ()®
total para segregacfo conjunta de todos os pares de locos. Indica
ent&o, com uma probabilidade de 10X%¥ e 5%, aqueles pares que n#o
segregam independentemente. Para esses pares de locos,
possivelmente ligados, o programa ent#o calcula a estimativa do
valor de recombinac@io (R) e seu desvio padr3o (EP) pelo método da'
Médxima Verossimilhanc¢a seguindoc as férmulas descritas por ALLARD
(19568). Esse método consiste, basicamente, no cdlculo do valor de
recombinac¥o mais provédvel para explicar as frequéncias obtidas
nas diversas classes de segregac8o conjunta. O procedimento
matemdtico desse método consiste na maximizag@io do 1logaritmo da
expressfio da verossimilhanca conduzindo a uma estimativa do valor
de recombinac&o com a minima varifncia possivel.

No presente estudo de ligac8o, realizou-se a decomposicdo
do X2 total da segregac#io conjunta, retirando-se as contribuicdes
dos X2 das segregagdes individuais de cada 1loco para obter um
valor de Y2 referente ao desvio devido & ligac#o. Somente para os

pares de locos que apresentaram ¥ de 1ligac3o significativo foram
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calculadas as estimativas do valor de recombinag¢#o.

3.5 ESTUDO DA BIOLOGIA DA REPRODUCAO

Para o estudo da biologia da reproduc#io foram feitas
andlises isoenzimicas de 1553 plantas oriundas de 107 progénies
de plantas individuais. Essas 107 progénies referem-se a trés

tipos de progénies:

A) Progénies derivadas de plantas previamente caracterizadas
isoenzimicamente para quatro locos, pelo menos, e mantidas em
polinizag#io livre na Sec3o de Genética do Instituto Agronbmico de
Campinas. Foram caracterizadas 30 progénies contendo 3 a 20
plantas cada uma totalizando 376 plantas. Foi determinado o
genétipo para os vdrios locos a fim de se determinar se essas

progénies'eram oriundas por apomixia ou de embrides zigdticos:

' E . .
Se oriundas de apomixia obrigatéria, como referido na
literatura, a progénie n#o apresentaria variabilidade
gdenética e todas as plantas da progénie teriam o mesmo

genétipo materno, para todos os locos.

Embrides zigéticos

Se no entanto fossem originadas de embrides zigéticos,
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seriam observados diversos gendtipos na progénie. Para
cada loco estudado, esses gendétipos seriam compostos de
um alelo da planta materna associado a qualquer outro

alelo ocorrendo na populac¥io ou na prépria mde.

B) Progéniés provenientes de cruzamentos dirigidos entre
plantas especificas da populag¢io mantida na Sec#o de Genética do
IAC. Essas plantas especificas foram agrupadas em lotes de 2 a 10
plantas cada, isolados geograficamente e deixados em regime de
polinizag#o 1livre. Foram compostos 18 lotes, analisadas 56
progénies, num total de 1042 plantas.

As plantas componentes de cada lote foram escolhidas de tal
forma que, ao se analisarem suas progénies fosse possivel,
através de seus gendtipos, identificar inequivocamente a origem
reprodutiva de cada planta da progénie como sendo oriunda de:

a) apomixia

b) autofecundac#o

¢) cruzamento com um individuo especifico do lote

Isso foi possivel com a formag8io de lotes contendo somente
plantas cuja contribuic3o gamética fosse especifica e inequivoca
considerando pelo menos 4 locos. Com isso, também o genitor

masculino de cada planta da progénie poderia ser inequivocamente

determinado.

C) Progénies derivadas de plantas cultivadas no Instituto de
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Boténica de S#o Paulo. Essas plantas s#o remanescentes do lote
estudado por MONTEIRO (1880) e mantidas, desde ent3o, em regime
extensivo em canteiros da Sec¥o de Fisiologia e Bioquimica de
Plantas.

Foram estudadas 21 progénies de polinizagdo livre,
totalizando 135 plantas. As sementes de cada uma das 21 progénies
foram colhidas de 21 ramos de touceiras diferentes escolhidas ao
acaso nos canteiros. Isto assim foi feito para se ter uma
garantia que eles realmente representavam 21 plantas diferentes
pois, nesse sist;ma assim extensivo e durante vérios anos, em
cada touceira de estévia podem estar representados mais de um
individuo.

A andlise dessas progénies seguiu o raciocinio descrito

para as progénies tipo-A).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAD

Uma sintese dos estudos realizados e os resultados obtidos

s8io diagramaticamente apresentados na pégina 37 (Diagrama 4).

4.1 METODOLOGIA DA ELETROFORESE

As investigagdes metodolégicsas, dentro dos limites
estudados, permitiram definir né#&go gomente vdrios sistemsas
isocenzimicos passiveis de andlises eletroforéticas em
S.rebaudiana como taﬁbém as condigdes apropriadas para a corrida

simulténea de vdrios deles numa mesma corfida.

4.1.1 PH do gel de amido

Na eletroforese a migracio de cada isoenzima depende do seu

ponto isoelétrico. Portanto, o pH da soluc#io tamp#o do gel

influencia a separacio entre as bandas e a migrac8o relativa ao

fronte.
No intervalo de pH 7,8-8,5 investigado, observou-se que com
pHs menores que 7,9 os sistemas EST e PRX, que tém resolucfio na

regifo préxima ao fronte, apresentaram bandas migrando junto com
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o Pronte e com isso, impossibilitando a sua interpretacg#io. Por
outro lado, pHs maiores que 8,2 resultaram em géis com menor
separacso entre as bandas. Nos sistemas APS, EBT, LAP e PGI, que
apresentaram bandas de migracfio préximas, com esses pHs altos
alguns padr&esv foram resolvidos em uma banda larga. Nos outros
sistemas a resolugfio mostrou-se fundamentalmente estével.
Baseando-se nos resultados obtidos, optou-se por utilizar o
pH no intervalo de 7,9-8,2, no qual a migraciio relativa das

bandas para as diversas isoenzimas permite uma boa resolucg#io.

4.1.2 Preparaciio das amostras

A resolugdio em termos de nitidez e coloracdo das bandas é
bastante influenciada pela qualidade do extrato utilizado. Apés a
maceragso, o extrato deve ser tal que contenha uma quantidade de
enzimas ativas, que absorvidas no papel de filtro resulte, apés a
eletroforese e coloracsio, em bandas com boa resoluc¥o.

Verificou-se que, mesmo antes de terminada a maceracfo, as
folhas de estévia Jj4 se encontram oxidadas. S#o oxidactes
fenélicas, as quais para serem evitadas necessitam da adigc#o de
agentes antioxidantes no processo da maceracdio. Entre os diversos
agentes testados, o melhor resultado foi obtido quando utilizou-
se 25 mg/ml de Glutateona em solugHio tamp3o contendo TRIS (0,1 M)

e MgCl: (0,04 M) pH 8,5, ajustando-se o pH dessa solugdo para
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7,0-7,5 com NaOH 4N e 1N. A adiclio de 0,03ml dessa solucgdo
extratora a 15mg de tecido de folha colhido e macerado no dia da
corrida, resulta em uma boa quantidade de enzima ativa. Em termos
prdticos e rotineiros, uma padronizagc#o aproximada foi obtida
utilizando-se duas folhas jovens ou um disco de folha adulta de
0,5 cm de diahetro macerado com uma gota de solucdo extratora
fornecida por um conta-gotas descartédvel.

Verificou-se que o estddio de desenvolvimento das plantas
e idade das folhas influenciam 8 resolugdio das regides de
interessse de alguns sistemas. Para APS & necessdrio utilizar
ramos em pleno desenvolvimento vegetativo utilizando-se as folhas
bem jovens anexas ao meristema. Para EST podem ser utillizadas as
as folhas de até o 32 par também de ramos vegetativos. GOT e LAP
se resolvem mais coloridos em folhas jovens de ramos vegetativos,
mas podem ser também resolvidos em folhas adultas. PRX e PGHM s#o
melhor resolvidos em folhas sadultas seja de ramos vegetativos
como de ramos em florescimento. Especificamente, uma regi3o de
PRX e outra de PGM n&o mostraram atividade em folhas novas, sendo
necessdrio utilizar folhas adultas. Os sistemas GBPDH, MDH, ME e
PGI, mostraram resolug#o boa e estdvel n8io afetada pela idade da
folha nem pelo estddio de desenvolvimento das plantas. Os outros
sistemas, ADH, GDH, IDH e SKDH mostraram-se inadequados, com
resolug#io difusa e instével em qualquer idade das folhas e das
plantas.

Resumindo, os sistemas APS, GOT e LAP e o loco Est-2 sdo

melhor analisados em folhas novas, anexas ao meristema (ramos
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vegetativos). O sistema PRX e o loco Pgm-1 s8o0 melhor analisados
em folhas velhas de ramos vegetativos ou em florescimento. Os
sistemas GBPDH, MDH, ME e PGI e os locos Pgm-2 e Est-1 se

manifestam igualmente em ambas as situagdes.

4.1.3 Condicl8es elétricas

A combinac¥o dos valores de voltagem, amperagem e do pH da
soluc#io tamp#o dos eletrodos influencia o tempo da corrida e a
atividade das isoenzimsas. No geral, baixas voltagens e
amperagens, com pH baixo, resultam em corridas demoradas e
resolugc#o difusa das bandas. Por outro lado, pela passagem de
corrente no gel, voltagens e amperagens muito altas geram muito
calor, desnaturando as enzimas.

Para um pH de 8,3 do tamp#io dos eletrodos e 7,9-8,2 no gel,
verificaram-se apropriadas as seguintes especificacdes:

8) para a inserg8o do extrato no gel, um perfiodo de 25 minutos
aplicando-se um médximo de 25 mA sem ultrapassar 150 V;

b) um pulso de 80 minutos apés a remogdo das amostras, aplicando-
se novamente um méiximo de 25 mA e 150 V, periodo em que a
amperagem se reduz & cerca de 15 mA;

c) ajuste da amperagem para 30 mA e para um méximo de 300 V;

d) reajuste da voltagem para 300 V e um méximo de 30 mA apés
cerca de 40 minutos. Essa Gltima voltagem mantida por duas horas

promove 8 migracdo do fronte para aproximadamente 8,0 c¢m da
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origem.
Com essas condigles a corrida se completa em

aproximadamente 4 horas, obtendo-se géis com boa resoluc#o.

4.1.4 Sistemas isoenzimicos

No presente estudo, dois grupos de sistemas puderam ser
diferenciados de acorde com a qualidade e estabilidade da
resolucdio. 0 primeiro inclue ADH, GDH, IDH ¢ SKDH, sistemas nos
quais raramente observaram-se bandas e, mesmo quando observadas,
a resolugciio mostrou-se difusa e instdvel. O segundo grupo,
constituido de APS, EST, G6PDH, GOT, LAP, MDH, ME, PGI, PGM e PRX
considerou-se promissor. Conseguiu-se desenvolver uma metodologia
eficiente obtendo-se boa nitidez e repetibilidade na resoluc#o de
bandas.

A caracterizaglio eletroforética de 100 plantas ao acaso na
populacdo para esses sistemas metodologicamente promissores,
mostrou invariavelmente MDH com trés bandas e GE6PDH e ME com uma
Gnica banda, indicando n3o haver variabilidade na populac3o em

estudo. Os outros sistemas, APS, EST, GOT, LAP, PGI, PGM e PRX se

mostraram interessantes, revelando padrdes evidentes de
variabilidade. Esses sete sistemas, foram portanto, melhor
estudados.

Os resultados das investigac¢cBes acerca da metodologia de

eletroforese aplicada & estévia estd descrito, em forma da-
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protocolo, no Apéndice B. S80 indicadas as condig¢®es de
preparagc8o do gel, das amostras, da corrida e os sistemas

isoenzimicos revelados nessas condigdes.

4.2 ANALISES ISOENZIMICAS

Os padrdes de bandas resultantes nos géis, ap6s a
eletroforese, correspondem a fenétipos eletroforéticos. B
portanto necessédrio interpretéd-los através de andlises genéticas
e estabelecer a correspondéncia desses fenétipos com genétipos
condicionados por locos especificos para, posteriormente, serem
utilizados em outros estudos.

Primeiramente, nesse item, apresentam-se as caracteristicas
dos sistemas isoenzimicos APS, EST, GOT, LAP, PGI, PGM e PRX,
estudados em cerca de 850 plantas da populacso. Descrevem-se os
fenétipos eletroforéticos separados por regides de resolucdo,
mencionando-se a localizac¥o aproximada no gel através dos
valores de Rf (migrac#o relativa da banda em relac3o & migrac#o
do fronte), salientando-se aquelas que permitiram um estudo
genético. As regides caracterizadas como locos isoenzimicos s#o
ilustradas com uma figura mostrando os padrdes eletroforéticos
dos diversos genétipos e uma tabela apresentando os resultados
das andlises genéticas ' correspondentes. 0s cruzamentos dirigidos
utilizados nos estudos genéticos est#o descritos na Tabela 1.

Posteriormente, apds caracterizados locos e alelos
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especificos, apresentam-se os resultados de testes de ligac#o

genética realizados entre os diversos locos.

4.2.1 Sistemas isoenzimicos e caracterizac¢do de locos

APS - Trés regides distintas foram verificadas para APS.

A primeira, de RE 0,80 =a 0,75 mostrou aparente
variabilidade porém sua express#o se observou difusa e com pouca
atividade e n&o foi melhor estudada.

A segunda regifio, com migrac3do de Rf 0,64 a 0,46, mostrou-
se estivel e bem nitida em folhas novas de plantas em pleno
desenvolvimento vegetativo e apresentou padrBes de variabilidade.
A sua express¥o é tipica de uma enzima dimérica, onde o padrdo do
genétipo heterozigético caracteriza-se por apresentar o fendétipo
de trés bandas, as duas extremas correspondendo 8aos homodimeros
parentais e uma intermedidria resultante da interac3o alélica com
a formac#o de um heterodimero. A andlise genética da segregac#o
de 7 progénies (Tabela 2), permitiu caracterizar essa regifio como
um loco, s8qui denominado Aps. Observaram-se 6 bandas com
distintas migra¢des correspondentes aos alelos A (Rf 0,58), B (Rf
0,58), C (Rf 0,54), D (Rf 0,50), E (Rf 0,44) e F (Rf 0,40)
mostrados na Figura 1. Um alelo nulo, N, foi também detectado
como serd discutido no item Alelos Nulos.

A leitura dos géis de Aps apresentou, inicialmente, certo

grau de dificuldade. Os padrSes das plantas heterozigéticas
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muitas vezes mostraram-se atipicos, apresentando as bandas
heterodimeras migrando mais préximas dos homodimeros avancados.
N&o raro observou-se também, nos heterozigotos, a falta ou a
colorac@io extremamente clara de um dos dois homodimeros,
resultando portanto, um padr8io de duas bandas para esses
gendtipos. Pafa enzimas diméricas, esses padr¥es atipicos de duas
bandas geralmente s#o associados a mon8meros defeituosos (WEEDEN
& WENDEL, 1889). No presente caso, uma mesma planta
heterozigética revelou, em algumas ocasides, & falta de um
homodimero e em outras ocasies a falta do outro homodimero,
indicando que a perda de atividade n&o estaria relacionada a um
mondmero especifico. Esses problemas mencionados, entretanto, n#o
interferiram na interpretag#io genética das bandas de Aps devido &
excelente nitidez na resolucfio dos géis e a segregaciio genética
normal observada.
| Préxima & origem foi detectada uma terceira regilo de
resolucéo in 0,20 a 0,02). Com pHs do gel menores que 8,2 estsa
regifo revelou-se difusa e com pouca atividade. No entanto, a
resolucfio com pHs mais altos, embora instédvel, se mostrou mais
colorida e nitida, permitindo a observac#io de aparente
variabilidade. Foram vistos padrdes consistindo de uma & quatro
bandas espessas, verificando-se expressfio diferente para as
folhas novas e velhas de um mesmo individuo. Devido a
instabilidade da resolucdo com as condicdes metodolégicas
empregadas, a interpretac#io desta terceira regifio nZio pdde ser

realizadsa. Estudos posteriores, especificos, provavelmente
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permitir#o definir esta regifo e utiliza-la como um marcador

genético.

EST - Esse sistema apresentou duas regides de resolucdo em
folha nova e uma terceira em folha mais velha.

A priméira regido, préxima ao fronte (Rf 0,89-0,85),
expressa-se em folha nova e folha adulta. Sua atividade é inibida
quando as folhas s#o submersas na 4gua ou mesmo quando molhadas
por curto periodo de tempo. Plantas molhadas logo antes da coleta
resultam normalmente em géis com grande proporgcio de amostras sem
atividade.

Caracteristicamente, esta regi¥io colore-se nos primeiros
cinco minutos da rsag#o de revelagsio. Apb6s esse tempo §é
necessirio interromper a reacso e fixar o gel pois, do contrério,
observa-se uma atividade excessiva, com difus#o das bandas
principais, impossibilitando a leitura dos géis. Observaram-se
padrdes de variabilidade tipicos da expressio de um loco
codificando para uma enzima mondmera, Est-1, cuja anédlise
genética se encontra na Tabela 3. Foram detectados 4 alelos na
populac&o: A (Rf 0,88), B (Rf 0,97), C (Rf 0,95) e D (Rf 0,85). A
banda correspondente ao alelo D migra na regifio do segundo loco
de EST (Figura 2). Devido & proximidade das bandas dos alelos A,
B e C, o tempo de revelagio & critico para uma correta
interpretaci#o. Entretanto, genétipos compostos do alelo D e algum
dos outros alelos podem ser facilmente interpretados, mesmo

quando o tempo de revelagc#Ho excede os cinco minutos. Neste caso,
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Est~-1 pode ser revelado simultaneamente, no mesmo gel, com Est-2
descrito a seguir.

A segunda regifio de EST, de Rf 0,93 a 0,76, mostrou
excelente estabilidade, coloraci#o e nitidez em folhas novas, até
o terceiro par. Apresentou variabilidade com padrdes compostos de
uma ou duaslbandas, indicativos de uma enzima de estrutura
monomérica. A andlise genética da segregaclio desses padrdes,
mostrada na Tabela 4, permitiu caracterizar esta regifio como um
outro loco de EST, denominado ent3o REst-2 (Figura 2). Verificou-
se ocorrer 6 alelos na populac¥o estudada: A (Rf 0,83), B (Rf
0,88), C (Rf 0,87), D (Rf 0,82), E (Rf 0,76) e N, um alelo nulo
cuja caracterizag#o é exposta em item separado.

Na terceira regifio de BEST observaram-se bandas finas e
nitidas, porém pouco .coloridas, ocorrendo em folhas velhas a
partir do quarto par. Quatro bandas com migrac¢des distintas entre
Rf 0,85 e Rf 0,70 foram vistas, formando padrdes de uma ou duas
bandas. Dhas delas migram na regifio de Est-2. No quarto e quinto
par de folhas foram resolvidas simultaneamente ambas as regides.
Nesta situac#io, verificou-se a independé&ncia na migrac#o das
bandas desta regifo e das bandas de Est-2. A interpretacio
genética formal desta terceira regifio, a qual provavelmente deve
se constituir em um terceiro loco de EST n#&o foi realizada. Para
isso, seria necessédrio ainda adequar a metodologia para se obter

melhor colorac#o e constéincia dos padrdes.

GOT - Para esse sistema isoenzimico foram observadas quatro
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regides andédicas com migragdes distintas e apresentando padrdes
de variabilidade.

A primeira regido, estdvel e bem colorida revelou, quase
que invariavelmente, uma banda de Rf 0,73. Exce¢8io foram algunaé
plantas com padrdes diferentes. Uma delas apresentou uma banda de’
Rf 0,70 e ouﬁra um padr#o consistindo de uma banda larga, de Rf
0,70 a Rf 0,73. A andlise da progénie dessa planta que apresentou
padrfio de uma banda larga, revelou em 15 plantas provenientes de
polinizac8io aberta, individuos com uma banda de Rf 0,73 e
individuos com a banda larga de Rf 0,70 a Rf 0,73, sugerindo tal
resultado tratar-se da segregacdo de retrocruzamento de um loco.
Embora n#o haja dados extensivos a respeito dessa regifio, esse
resultado é t#o indicativo de que se trata realmente de um loco,
ao qual foi atribuida a nomenclatura de loco Got-1l, a ser
confirmado com andlises mais pormenorizadas.

A segunda regifio de GOT (Rf 0,68-0,41) apresentou-se com
excelente 'nitidez, estabilidade e separac#io entre as bandas
especialmente em géis de folhas novas. A ampla variabilidade
observada pdde ser claramente interpretada como o resultado da
express#o de uma enzima dimérica. A caracterizacso genética desta
regifo, mostrada na Tabela 5, resultou na identificag¢3o do loco
denominado Got-2 com 6 alelos (Figura 3): A (Rf 0,868), B (Rf
0,58), C (Rf 0,51), D (Rf 0,44), E (Rf 0,41) e N, um alelo nulo,
o qual serd discutido em item adiante.

A terceira regi¥o de GOT corresponde & resoluc¥io de uma

banda fina e nitida de Rf 0,30. Uma planta mostrou um padrio
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diferente, composto de trés bandas (Rf’s 0,36, 0,33 ¢ 0,30),
tipico de um heterozigoto para um loco codificando para uma
enzima dimera. Muito provavelmente, essa regifio representa um
outro loco de GOT, porém, devido & sua pouca variabilidade e ao
fato de n#o terem sido obtidos descendentes dessa planta, essa
regifio n#o foi posteriormente estudada.

A quarta regifdo de GOT refere-se a bandas localizadas
préximas & origem (Rf 0,22 a 0,07). Foram observadas seis bandas
de distintas migracdes, formando diversos padrdes de uma, duas ou
trés bandas. Apesar dessa evidente variabilidade, a resolug¢¥o foi
jnsatisfatéria, instdvel e as bandas pouco coloridas, o que

impossibilitou maiores estudos.

LAP - Esse sistema apresentou uma Gnica regi#o de express®o (Rf
0,78 a 0,76), bem resolvida e com padrdes de variasbilidade. A
interpretac#o genética mostrou (Tabela 6) que ela corresponde a
um loco, Lap, que codifica para uma enzima mondmera com quatro
alelos: A (Rf 0,78), B (Rf 0,78), C (Rf 0,77) e D (Rf 0,76),
mostrados na Figura 4. Apesar da proximidade das bandas, a
caracterizacto dos alelos foi possivel devido & boa resolucdo dos
géis.

Os genétipos heterozigéticos para aqueles alelos que
apresentam bandas com migrag8io muito préxima s#o, eventualmente,
vistos no gel como uma banda mais larga requerendo, para sua
identificag#o, a corrida no mesmo gel dos genétipos homozigéticos

pars esses alelos como controle. Dessa forma, a disting8#o fica
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clara.

PGI - Esse sistema apresentou resoluc#o na porgéo média dos
géis observando-se duas regides de migracdes préximas.

Na primeira, de Rf 0,70 a 0,85 foram observadas bandas
largas, difuéas e pouco separadas n#o sendo portanto de
interesse.

A segunda regi¥o mostrou-se mais nitida e estavel em
qualquer idade das folhas e apresentou padr3es de variabilidade
que foram ent#o investigados. O estudo genético dessa regido,
apresentado na Tabela 7, resultou na caracterizagdo do loco Pgi
éue codifica para uma enzima dimera (Figura 5). Verificaram-se 3A
alelos para esse loco, A (Rf 0,60), B (Rf 0,56) e C (Rf 0,51). Os
genétipos- heterozigéticos apresentam a banda do heterodimero
migrando um pouco mais préxima do homodimero avang¢ado. Esse
efeito, entretanto, n8o dificulta a identificac¥o dos diversos

.

padrdes.

PGM - Observaram-se duas regides para esse sistema
isoenzimico.

A primeira, de Rf 0,83 a 0,79, mostrou resolucsio nitida e
com coloracdo intensa em géis de folhas adultas. Observaram-se
padrdes de uma ou duas bandas que sugerem tratar-se de um loco
(Pgm-1) codificando para uma enzima mondmera, confirmado pela
segregaciio mendeliana observada (Tabela 8). Trés alelos foram

encontrados na populacfo em estudo: A (Rf 0,83), B (Rf 0,81) e C
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(Rf 0,78) mostrados na Figura 6. Nos cruzamentos dirigidos
(Tabela 8), sapenas um deles (Ne 7) sapresentou sedregacio
distorcida. Isso, entretanto, n#o afetou as andlises de
caracterizac8io como mostrado pelo teste X2 de heterogeneidade
realizado. Esse cruzamento N2 7 é o reciproco do N°8, que mostrou
segregac¥o peffeitamente normal, da mesma forma que os outros
seis cruzamentos que caracterizaram esse loco.

A segunda regifio de PGM (Rf 0,77 a 0,66), com resolucdo
6tima em qualquer idade das folhas apresentou, como Pgm-1,
segregaclio de acordo com a expressio de um loco codificando uma
enzima mon8mera. A andlise genética realizada (Tabela 8) permitiu
caracterizar o loco que se denominou Pgm-2. Verificaram-se 5
alelos na populag¢dio: A (Rf 0,77), B (Rf 0,73), C (Rf 0,70), D (Rf
0,66) e N, um alelo nulo (Figura 8).

PRX - Essa isoenzima apresentou atividade estédvel e com boa
resolucdo 'somente na porgdo préxima ao fronte. Verificaram-se
padrdes variédveis.

Em géis de folhas adultas foram observados quatro padrdes
bdsicos de védrias bandas cada, bem como combina¢des entre esses
padrdes mostrando a sobreposicfio das bandas dos padrdes bésicos,
sem, no entanto, bandas adicionais. Isto seria esperado na
expressdo de um loco codificando para uma enzima monfmera.
Analisou-se geneticamente a segregac8o de alguns padrdes sendo os
resultados apresentados na Tabsela 10. Verificou-se segregacfio

mendeliana tipica desses padrdes multibandas como um todo,
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caracterizando-se, dessa forma, um loco denominado Prx, que
codifica para uma enzima mondmera, expressa no gel em padrdes
multibandas (Figura 7). Essa situa¢#io tem sido observada em
outras plantas geneticamente bastante estudadas como tomate e
alfalfa (RICK & FOBES, 1876; QUIROS & MORGAN, 1881). Nessas, os
padrdes multibandas tém sido atribuidos 3 expressdo de apenas um
gene. A resolucfio no gel de bandas mGltiplas resultaria de
modificagdes p6és-tradugdio das aloenzimas in vivo ou de mudancas
quimicas in vitro.

No presente caso da estévia, poderia se conjecturar que o
loco Prx, aqui identificado, fosse o resultado da expressio de
nais de um gene, pelas razles descritas adiante. No entanto,
independentemente do nimero de genes envolvidos, os padrdes de
Prx, especialmente as bandas localizadas entre Rf 0,91 e Rf 0,86
constituem-se pela sua fédcil caracterizacso, em bons marcadores
genéticos, tendo em vista sua segregacfo mendeliansa normal.

De acordo com as condicdes de revelacdo, os padrdes de Prx
podem ser separados em duas regides (ver Figura 7). A primeira,
de maior migrag8io, se expressa em tecidos de folhas novas e
adultas, enquanto que, &a segunda, de menor migracfo, tem
express8o somente em folhas adultas. O fato de as duas regides
apresentarem atividade diferencial de acordo com a idade das
folhas, leva a pensar na hip6tese da existéncia de pelo menos
dois genes, os quais se expressariam simultaneamente somente nas
folhas velhas. Caso essa hip6tese fosse verdadeira, esses genes

necessariamente teriam que estar fortemente ligados pois, do
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total de 820 plantas caracterizadas para Prx (500 da populacgéfo
original, 230 do estudo genético e 90 resultantes de outros
cruzamentos), em nenhum caso foi observado um padr#o que seria o
possivel recombinante entre a primeira e segunda regides. Se ele
é o resultado da express8o de um ou mais genes ligados n#o se
sabe 8so certo.VOutros estudos, com maior nimero de plantas ou a
nivel de sintese e estruturas moleculsares, seriam necessérios
para dirimir essa divida. O fato é que o loco aqui definido como
Prx, apesar do padrio multibandas, apresenta "in (toto",
segregacio mendeliana normal e por essa razdo foi caracterizado

como tal.

Em resumo, as andlises genéticas dos padrdes
eletroforéticos realizadas permitiram a caracterizacdo,
jdentificac#o e a atribuic#o de nove 1locos izoenzimicos, Aps,
Est-1, Est-2, Got, Lap, Pgi, Pgm-1, Pgmn-2 e Prx. Esses locos, os
primeiros 'genes a serem descritos na espécie Stevia rebaudiana,
foram ent¥o investigados quanto 4 possibilidade de ligacdo
genética entre eles e, posteriormente, utilizados para o estudo

da biologia de reproducio da espécie.

4.2.2 Alelos Rulos

Nas progénies dos cruzamentos 1, 4, 5, 8, 9 e 10 (Tabela 1)

observaram-se plantas com padr8es de bandas inesperados para os
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locos Aps, Est-2, Got-2 e Pgm-2 nos quais n¥o se observaram ora a
banda de origem materna ora a paterna. Todas essas plantas foram
jdentificadas por outros sistemas isoenzimicos como provenientes
do cruzamento das plantas genitoras indicadas.

Como destacado no item 3.4.2, duas hipdéteses foram
consideradas para explicar o fenbmeno:

a) Plantas genitoras seriam aneuploides monossdmicas (2n-1) e
tais aneuploidias seriam transmissiveis &s progénies, ou

b) As plantas que mostraram a falta de uma banda para os locos
Aps, Est-2, Got-2 ou Pgm-2 seriam heterozigéticas para um alelo
nulo.

Essas hip6teses foram baseadas no seguinte raciocinio. Uma
planta normal homozigética, por exemplo A/4, tem o fenétipo de
uma banda quando reveiada para esse loco isocenzimico. Outros
genétipos, entretanto, podem mostrar também esse mesmo fenétipo
de uma banda. Por exemplo, plantas aneuploides, monossdmicas (2n-
1) para b cromossomo onde estivesse localizado esse loco
isoenzimico. Da mesma forma, uma planta heterozigética para um
alelo nulo, A/nulo, terd somente um alelo ativo (4) e, nos géis,
mostraria também sapenas uma banda. Tais fenétipos de apenas uma
banda poderiam erroneamente serem interpretados como de plantas
homozigéticas normais A4/A.

Do cruzasmento entre duas plantas homozigéticas normais, por
exemplo A4/4 x B/B, todas as plantas da progénie serdo hibridas,
de genétipo A/B e, apresentar no gel, se a enzima for monfmera,

as duas bandas parentais relativas aos alelos A e B e, se for
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dimera, além dessas uma banda de migrac#o intermedidria, o
heterodimero (esquema secdo 2.4). Se no entanto uma das plantas
fosse monossdmica, do cruzamento entre ela (gendtipo A4) e uma
homozigétiqa (genétipo B/B) resultariam na progénie plantas A/B
heterozigéticas normais e plantas monoss8micas de genétipo B que,
no gel, n#o teriam a banda relativa ao alelo A. Caso essa
hipétese fosse verdadeira, essas plantas de fendétipo "B" n#o
ocorreriam na progénie em proporcgSes mendelianas e sim na taxa de
transmissfio dessa aneuploidia especifica. Citologicamente teriam
gue ter 2n-1 cromossomos. Alternativamente, se uma das plantas
fosse heterozigota para um alelo nulo, do cruzamento A/nulo x B/B
por exemplo, resultariam na progénise plantas 4/B heterozigéticas
normais € plantas é/hulo heterozigéticas que, & semelhanca do
caso anterior, n#o teriam a banda relativa ao alelo 4. No
entanto, tais plantas ocorreriam em propor¢cSes mendelianas e,
citologicamente seriam normais, com 2n cromossomos.

Sabe-se que S.rebaudiana é uma espécie dipléide que possue
2n=22 cromossomos (BRUCHER, 1974). Visando verificar a hipdtese
de aneuploidia, procedeu-se & contagem de cromossomos nas plantas
genitoras dos cruzamentos 1, 4, 5, 8, 9 e 10 e em algumas plantas
de suas progénies possuindo padr¥es inesperados. A técnica
citolégica que se mostrou como a8 mais adequada parsa a
visualizacsio dos cromossmos se encontra no protocolo descrito no
Apéndice A.

Um total de 25 plantas foram citologicamente investigadas.

Verificou-se, sem excess#o, que todas apresentavam 22 cromoSsomos
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(Figura 8). Portanto, descartou-se a hipétese da aneuploidia.

A existéncia de alelos nulos nos locos Aps, Est-2, Got-2 e
Pgn-2 foi enté#o investigada. Os resultados do estudo de
segregag8o pars testar essa hip6tese s#o mostrados na Tabela 11.
Verificou-se, em todos os casos, que a segregac8io observada esté
de acordo oom‘a heran¢ga mendeliana esperada, considerando que as
plantas genitoras indicadas s#o heterozigéticas para um alelo
nulo,

Uma caracteristica dos alelos nulos é que, normalmente em
populag8es naturais, panmiticas, eles s#o mantidos em condigdo
heterozigota. Esse fato tem sido atribuido a duas razdes: unma
baixa frequéncia do alelo a qual n#o seria suficiente para gerar
individuos homozigéticos nulos devido & alogamia ou que,
individuos homozigéticos para o alelo nulo seriam invidveis. No
presente caso verificou-se que todas as 650 plantas
caracterizadas da populacgtio estudada mostraram atividade
életroforética, indicando que, realmente, o0s alelos nulos en
estévia s#o mantidos na populag3o predominantemente através de
genétipos heterozigéticos.

Uma vez que na populacHo original, entre 650 plantas, n#o
se observou nenhuma planta N/N para nenhum dos 4 1locos em
questio, investigou-se a viabilidade das plantas homozigéticas
para os alelos nulos.

Para Est-2 a verificac#o foi direta. No cruzamento 1 (CN x
CN) eram esperadas plantas homozigéticas N/N e observou-se que

elas ocorreram, s#o vidveis e, aparentemente de vigor normal.
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Para verificac8o nos outros locos, os resultados foram
obtidos de um lote de cruzamentos ao acaso contendo plantas
heterozigéticas para os alelos nulos de Aps, Est-2 e Got-2
especialmente escolhidas entre as progénies dos cruzamentos g e
10 (Tabela 1). Na época desses cruzamentos o alelo nulo de Pgm-2
n&o tinha sido ainda identificado, portanto, esse loco n3o foil
incluido. Os resultados, mostrados na Tabela 12, permitiranm
verificar novamente que individuos N/N para Est e também,
jndividuos N/N para Aps e Got-2 s#o vidveis. Pode ser concluido
que em S.rebaudiana a falta de atividade izoenzimica para Aps,
Est-2 e Got-2 aparentemente n#o afeta a viabilidade das plantas.
A denominac#o de alelo nulo refere-se ao fenétipo "falta de
atividade no gel". No entanto, geneticamente tem segregacio
normal. A sua natureza, entretanto, pode ser de diferentes
tipos. Um tipo s¥%o os chamados de alelismo nulo verdadeiro, onde
ou n#io hd formagcdo de produto g&nico ou o produto ¢é defeituoso.
Un alelo éspeoifico pode n#o ser transcrito ou o polipeptideo
produzido n#o ter atividede devido a inibidores ou por
desnaturacf#o ou inativagc#o de enzimas durante o processo de
extrac8o ou da eletroforese (JONES et al.,19886; WEEDEN & WENDEL,
1888). Um outro tipo de salelismo nulo pode resultar de
interagbes epistdticas de outros genes que atuam no alelo ou no
4polipeptideo modificando sua atividade. Essa interacfo pode levaf
a falta de atividade apenas para a reac#io de coloracdo no gel e,
consequentemente, a um fenétipo nulo (WEEDEN & WENDEL, 1988). O

reconhecimento do tipo de alelismo nulo é um estudo complexo e
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requer muitas informagdes sobre efeitos de técnica,
caracteristicas bioquimicas dos produtos génicos e amplo
conhecimento do genoma. Em S.rebaudiana os conhecimentos
cientificos nessas dreas s#o inexistentes e os dados do presente
trabalho n&8o permitem especular a cerca do tipo de alelismo nulo.
Da mesma forha, parece dificil conjecturar sobre razdes que
expliquem a ausencia de individuos homozigéticos para alelos
nulos entre os B850 individuos estudados uma vez que néo se deu a
conhecer a frequéncia desses alelos nessa populag#io nem tampouco

naguela que lhe deu origem.

4.2.3 Ligac#do genética

Para o estudo de ligac#io entre dois genes & necessério que
ambos estéjam em estado heterozigético no mesmo individuo e a
segregacio de cada gene esteja nas propor¢des mendelianas
esperadas, isto é, n#o distorcidsa.
| Nos cruzamentos dirigidos (Tabela 1), os nove locos
analisados mostraram segregac#o normal (Tabelas 2 & 11) exceto o
cruzamento 7. Este, entre os oito realizados para Pgm-1,
apresentou segregacio distorcida mas foi também incluido no
estudo de ligac¥o por tratar-se de uma situagc¥o isolada, pouco
pronunciada, pois a heterogeneidade n#io foi significativa (Tabela

8).
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Considerando-se os nove locos, 38 combinacdes de pares de
locos poderiam ser formadas. A partir dos 10 cruzamentos
indicados na Tabela 1, 31 dessas combina¢bles apresentaram os
pares de locos heterozigéticos em, pelo menos, um dos genitores e
foram portanto passiveis de estudo de ligac¥o. Para os testes de
ligac&o, as progénies dos cruzamentos reciprocos foram analisadas
conjuntamente pois s#o cruzasmentos entre as mesmas plantas e a
heterogeneidade entre eles foi n#o significativa para todos os
locos (Tabelas 2 4 11). Essas progénies dos cruzamentos
reciprocos combinadas ser¥o aqui referidas como COMB 4,5; COMB
6,7 e COMB 8,8.

Na Tabela 13 estfo indicadas as combinacdes de pares de
locos estudadas, os cruzamentos analisados e a significéncia do
X2 total da segregacib conjunta a uma probabilidade de 5X. O
resultado da tabela mostrou que entre as 31 combinacBes testadas,
somente 4 delas, Pgm-1/Pgm-2, Aps/Prx, Est-2/Lap e Lap/Prx
apresentar;m desvios da segregac¥o conjunta esperada na hipétese
de independéncia.

Para esses pares de locos, realizou-se a decomposic#o do X2
total para obtenc#o do X2 referente ao desvio devido & ligac#o.
Essa andlise é mostrada na Tabela 14.

Comparando-se esses resultados com os obtidos na andlise
conjunta, verificou-se que o0s pares Pgm-1/Pgm-2 e Aps/Prx
confirmaram seus ) significativos. Isto se constitue numa forte
evidénecia de ligaglio entre esses pares de locos, especialmente

no caso de Pgml/Pgm-2 em que foram testadas cinco progénies sendo
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todas significativas para ligacfo.

Para o par Est-2/Lap o desvio devido & 1ligac¢3o n¥o foi
significativo, o que indica que a significfincia do ¥ total deve-
se provavelmente ao efeito da segregac#io individual dos locos.
Estes locos, portanto, ndo estariam ligados. Este resultado é
consistente cdm o fato de que as ocutras quatro progénies testadas
para ligac#o entre Est-2 e Lap mostraram segregac®o independente
(Tabela 13).

Na andlise do par Lap/Prx, uma progénie mostrou 2 de
ligagcsio significativo e, a outra, ¥ n %o significativo. Como
foram testadas apenas estas duas progénies, a ligac#io entre Lap e
Prx ¢é duvidosa. B possivel que exista uma ligac3¥o Ffraca entre
eles, porém, para sua deteccso seria necessdrio o estudo de
outras progénies com grande niimero de plantas.

Estimaram-se os valores de recombinagio (R) entre Pgm-
1/Pgm-2, Aps/Prx e, n#o obstante as consideracdes acima, também
entre Lap/Prx através do método da Méxima Verossimilhanca. Os
resultados obtidos para os valores de recombinag¢do s#o
aspresentados na Tabela 15.

Para o par Pgn-1/Pgmn-2 obteve-se estimativas de
recombina¢do indicando uma 1ligac¥o moderada entre esses dois
genes. 0 fato de que a ligac8o foi detectada em todas as
progénies analisadas, mesmo naguelas com nimero pequeno de
plantas, é uma indicac®o segura da real existéncia dessa ligsac%o.
Pgmn-1/Pgm-2 estabelecem portanto o primeiro grupo de 1ligacfo em

S.rebaudiana. Os valores de recombinsc#o obtidos variaram de 6,3



80
+ 1,5% a 22,2 + 3,3%.

Essa variac#io nos valores de recombinagdo tem sido também
observada praticamente em todas as plantas bem estudadas (ALLARD,
1856; BUTLER,1988). Tem-se especulado diversas causas Que podem
alterar as estimativas de recombinac#o. Entre elas é de se
salientar o efeito do préprio genétipo e de condig8es ambientais
como época do ano e temperatura. BUTLER (1977), em estudo sobre
valores de recombinag#o e suas variacgdes, considera importante a
repetic#io dos experimentos em condic¢cdes controladas para se ter
uma idéia da influéncia ambiental. Se por um lado no presente
trabalho n#o houve controle ambiental, pois foram utilizadas
plantas com distintos genétipos e os cruzamentos foram realizados
em diferentes épocas, por outro lado, os valores obtidos talvez
reflitam a amplitude de variag¥o nos valores de recombinac#o que
se possa esperar para esse par de locos em diversas situacdes e
"backgrounds" genéticos. Tal variac8io é extremamente comum em
investigacées sobre o valor de recombinac¢d#o em plantas.

Para os pares Aps/Prx e Lap/Prx que mostraram valores de
recombinagclio de 33,2%3,5% e 38,5%t4,4% respectivamente, os
resultados s#o preliminares visto ter sido analisada apenas uma
progénie para a segregac8o conjunta de Aps/Prx e, para Lap/Prx a
outra progénie testada (COMB 8,9) mostrou segregac¥o

independente.
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4.3 BIOLOGIA DA REPRODUCAOQ

As plantas superiores podem se reproduzir sexuada ou
asexuadamente. Casos hd em que ambos 0s processos ocorrem em uma
mesma espécie. Na reproducsio asexuada ou apomixia n#o hé
participacdo dos gametas na formacfio do embrido sendo que &
multiplicac8io se d& através de tecidos somédticos de bulbos,
rizomas, estoldes ou mesmo com & produc3o de sementes contendo
embrides asexuados (STEBBINS, 1841; FRANKEL & GALUN, 1877).
Geneticamente, a apomixia resulta em uma descenddncia com o
genétipo idéntico ao da planta materna. Na reprodug¢do normal,
sexuada, ocorre na formac8o dos gametas, & meiose e a segregacdo
genética. Com a fertilizac8o ocorre entfio a recombinacdo dos
genétipos que formar¥o os embrides. Se a fertilizac¥o ocorre mais
frequentemente com polem da mesma planta, se diz que a espécie é
autégama e, se a fertiliza¢#o ocorre em maior propor¢io com polem
de outras plantas da populag#o chama-se a espécie de alégama.

Para se estudar a biologia da reproducfio de S.rebaudiana
foram instalados lotes experimentais de forma que as anédlises dos
genétipos dos locos isoenzimicos permitissem distinguir a
reproduc#io asexuada da sexuada e, neste caso, autogamia de
alogamia. Analisaram-se progénies provenientes de plantas
individuais.

Como mencionado no item 3.5 de Materiais e Métodos, para o
estudo da biologia da reproducfio, tré&s tipos de progénies,( A, B

e C), foram analisadas.
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A) Progénies de plantas mantidas em regime de livre
polinizacio na Sec¥o de Genética. Avaliou-se a ocorréncia de
variabilidade genética dentro da progénie.

Nestas progéniles foi possivel distinguir apomixia
obrigatéria de reproduc¢@io cruzada. Se as plantas maternas se
reproduzissen ‘através de apomixia obrigatéria, necessariamente
todas as plantas de suas progénies teriam o mesmo genétipo,
idénticos sos das plantas maternas. No entanto, se a reproducfio
fosse sexuada, dever-se-ia observar a segregac8o dos alelos
maternos e variabilidade genética em suas progénies.

Foram estudadas progénies de 30 plantas e os resultados s#o
apresentados na Tabela 18. Observou-se que nenhuma das progénies
poderia ter sido originada de apomixia obrigatéria pois em todas
elas verificou-se a éegregacﬁo dos alelos maternos e ampla.
variabilidade.

Estes resultados permitiram concluir que S.rebaudiana n#o é
uma espéc{e apomitica obrigatéria pois os resultados mostraram
que & reprodugio é sem divida, sexuada. Além disso, o fato de que
diferentes alelos do mesmo loco foram observados em uma mesma
progénie sugere serem essas progénies oriundas de fecundagdo

cruzada.

B) Progénies de plantas especificas, selecionadas pelos seus
genétipos isoenzimicos, obtidas nos lotes de cruzamentos
dirigidos.

Nestas progénies, para cada planta fol determinada a sua
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paternidade. 0 conhecimento da contribuig¥o gamética materna e
paterna de todas as plantas das progénies permitiu a determinacdo
de sua origem como sendo por apomixia, autofecundac#io ou o
cruzamento entre duas plantas especificas. Foram utilizados como
marcadores ao menos quatro locos em cada planta dos lotes. A
estratégia de andlise seguiu o raciocinio abaixo, exemplificado

em um caso, envolvendo trés plantas no lote de livre cruzamentos.

DIAGRAMA 5 - Procedimento de anédlise de progénies obtidas de
lotes de cruzamentos dirigidos para a determinac#o da
origem reprodutiva das plantas.

PLANTA O sendtiro
LOTE DE CRUZAMENTO As  Est-2  Got-2 P
1 ' E A
Y
b4 M

Descendentes da plants X

X-1 B (3 K (]
X2 w M £ ]
-3 3 [ [»3 -]
-4 A L] (15 M

A origem da progBnie da planta X poderia ser determinada da seguinte forma:

Planta X-1: se o gendtipo, respectivamente para os locos Aps, Est-2, Bot-2 e Prx & BD, A, BC, AA é evidente que o gaseta feminino
que originou X-1é D, A, C, A e, portanto, s cutros aleles de cada loco coaples o gendtipo do gameta masculino, ou
seja, B, E, B, A, A tdnica planta desse lote que poderia ter fornecido ¢ gaseta masculino com esse gendtipc B, E, B, A
¢ a planta Y, Consequentemente, X-I é criunda do cruzasento X(%) x Y(¢).



64

Planta ¥-2: 0 gendtipo DD, A4, CE, M sosente poderia ser oriundo da unido dos gasetas de gendtips D, A, CouE, AeD, A, Eou
€, A. Evidentesente, a dnica planta que poderia praduzir tais gasetas seria a prdpria planta X. Fortanto, I-2 teria se
originado por autofecundagso.

Planta X-3: Observa-se que o gendtipo da planta X-3 é o sesmo da planta X. Esta situagdo poderia resultar de autofecundagdo ou
apowixia. Se for autofecundac¥o, a probabilidade de se obter por autofecundagdo usa planta heterozigota para as 4
locos seria (1/2)2 ou 6,257, possivel, porém baixa. Logo, essa planta 1-J seria provavelsente de origes apamitica.

Planta 1~4: 0 gendtipo AD de Aps é discrininativo. 0 alelo A s6 paderia ter origes de ua gameta da planta 7, portanto -4 ¢
oriunda do cruzasento X ) x I@). Os gendtipos para os demais locos corroboram essa conclusio.

Na Tabela 17 s#o indicados os resultados obtidos das
progénies analisadas com o procedimento antses explicado.

Verificou-se que os 1042 descendentes foram todos
originados de reproducfio sexual. Nenhuma das plantas das
progénies apresentou o mesmo genétipo materno, portanto, sem
divida alguma, nenhuma das plantas foi originada por apomixisa.

Das 1042 plantas, 1028 foram resultantes de fecundacg#o
cruzada e, apenas 14 fofam provenientes de autofecundac¢fioc. Todas
as 14 plantas oriundas de sautofecundag8o descendem de trés
plantas, respectivamente dos lotes XIII, XIV e XV, para as quais
foram analisadas 99, 55 e 66 plantas da suas progénies (dados n¥o
mostrados na Tabela 17). Em termos de porcentagens, essas 3
plantas maternas que originaram as 14 de autofecundacgio
representam 5% do total de 56 e, as plantas originadas por
autofecundacso representam 1%, 18X e 4% do total de plantas nas
progénies dessas plantas. Com excess¥o dos 18%, os outros valores
s#o pequenos e indicam que a forma de reprodugdo foi, sen¥do que
exclusivamente, como nos outros lotes, predominantemente de
fecundac3o cruzadas.

A planta que produziu 18% de individuos por autofecundacHo
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foi posteriormente isolada durante o florescimento. Essa planta
apresentou uma baixa eficiéncia reprodutiva, pois de cerca de
1000 sementes colhidas, 400 eram escuras e as qgque, postas a
germinar, deram origem a apenas 82 plantas. Todas as plantas
foram provenientes de autofecundac#o.

BRUCHER (1874) relatou que plantas de estévia iscladas nd¥o
produziam sementes fertéis. MONTEIRO (1980) verificoun a
necessidade de polinizac#o cruzada para a producsio de sementes
vidveis. Sugeriu autoincompatibilidade do tipo esporofitica na
estévia a julgar pela superficie estigmdtica seca, gr#os de polenm
trinucleados e abundfincia de polem nas anteras, caracteristicas
de espécies com esse sistema de incompatibilidade. Aparentemente,
o mecanismo de incompatibilidade nessa planta que consegue
produzir descendentes.por autofecundag¢fio ndo é muito forte. Esse
fato sugere a possibilidade de wutilizar estratégias de
melhoramento em que a autofecundac#o fosse necessédria, como por
éxemplo, na obtenc&o de linhagens endogéimicas, para explorac3o da
heterose em hibridos.

As 568 progénies do grupo B agqui analisadas, acrescentadas
dquelas 30 do primeiro grupo (A), totalizam 88 progénies
individualmente estudadas perfazendo um total de 1.418 plantas
caracterizadas. Os resultados s8o claros e dignos de destaque;
nenhuma progénie foi originada por apomixia!

A s8apomixia facultativa, na qual algumas progénies ou
algumas plantas de algumas progénies seriam derivadas ds

reproduc#io sexuada, também ndo se verificou. A anédlise das 1042
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plantas das progénies tipo B, onde poderia ter sido detectadsa,
mostrou que todas as plantas apresentaram-se genotipicamente
diferentes das plantas mées.

Este resultado, t#&o frontalmente contrédrio 4 conclus#o de
MONTEIRO (1880), que afirma ser Stevia rebaudiana uma espécie
apomitica obfigatéria, levantou a didivida de gque talvez as
populacdes estudadas por MONTEIRO fossem diferentes da populacdo
analisada neste trabalho o que ent3o explicaria tal disparidade
nos resultados. Por essa raz¥o, decidiu-se entdo estudar também
progénies de plantas derivadas de uma das populagtes estudadas

por MONTEIRO (1880).

C) Progénies de livre polinizagdo oriundas do Instituto de
Bot&nica de S#o Pauio, descendentes de uma das populacdes
estudadas por MONTEIRO (19880). As plantas das progénies tiveranm
seus gendtipos determinados para os locos Aps, Est-2, Got-2, Lap
e Pgm-2, sendo no entanto desconhecido o genétipo da planta
materna.

Nessas progénies observou-se a ocorréncia dos alelos comuns
4s populac¢¥es mantidas na Se¢do de Genética oriundas do Paraguai,
n#do tendo sido observado nenhum alelo diferente. Nessa populacdo,
ocorreram os alelos A, C, De E para Aps, A, B, C, D e E para
Est-2, B, C, D e E para Got-2, A, B, Ce D para Lape A, C e D
para Pgm-2, de ocorréncia comum na populag8ic da Secio de
Genética. Isso mostra sSerem essas populagBes compardveis.

Verificou-se através dos genétipos das plantas das progénies que,
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4 semelhanca dos estudos anteriores e ao contrdrioc da conclusfo
de MONTEIRO (1980), nenhuma das progénies se originou por
apomixia obrigatéria (Tabela 18). Observou-se ampla variabilidade
genética dentro das progénies para os cinco locos (Aps, Est-2,
Got-2, Lap e Pgm-2) estudados. Diversos alelos ocorreram
normalmente eh uma mesma progénie, fato que indica a ocorréncia
de fecundacg¥o cruzada. Esta situac#o estd totalmente de acordo e
confirma as conclusfes para a populacdo da Seciio de Genética do
IAC.

Resumindo os resultados do estudo da biologia da
reproducso, foram analisadas 107 progénies, sendo que todas as
progénies mostraram variabilidade aloenzimica, descartando a
ocorréncia de apomixia obrigatéria. Nas 58 progénies em que
poderia ter sido detectads apomixia facultativa, observou-se que
isso também n%o ocorreu. A autofecundacio foi uma excessd#o,
indicativa que na espécie efetivamente opera um forte sistema de
autoincompatibilidade corroborando BRUCHER (1874) e MONTEIRO
(1980).

Definitivamente, de acordo com os resultados obtidos no
presente trabalho, Stevia rebaudiana (Bert.) Bertoni n3o é uma
espécie apomitica obrigatéria, nem mesmo apomitica facultativa.
Ao contrério, trata-se de uma espécie que se reproduz
sexualmente, quase que exclusivamente por fecundag¢fio cruzada.
Visto a rara ocorréncia de autofecundaclio a espécie deve ser

considerada alégama.
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. CONCLUSOES

A metodologia de eletroforese em gel de amido
desenvolvida em folhas de Stevia rebaudiana permitiu a
revelacdo dé dez sistemas isoenzimicos: APS, EST, GOT, GBPDH,
LAP, MDH, ME, PGI, PGM e PRX.

Os sistemas MDH, ME ¢ GBPDH revelaram-se monomérficos numa
amostra de 100 plantas da populacfio estudada. APS, EST, GOT,
LAP, PGI, PGM e PRX mostraram ampla variabilidade que foi

estudada geneticamente.

Caracterizaram-se geneticamente nove locos: Aps, Est-1,
Est-2, 'Got—Z, Lap, Pgi, Pgm-1, Pgm-2 ¢ Prx, para os quais
foram identificados 38 alelos com migracdes distintas e quatro
alelos nulos gue n&o apresentam atividade eletroforética.
Esses locos e alelos se constituem nos primeiros descritos

para a espécie.

Verificou-se que Pgm-1 e Pgm-2 estdo ligados com valor de
recombinacfio de 6,3 a 22,2 X¥. Este representa o primeiro grupo

de ligag#o descrito em Stevia rebaudiana.
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A andlise genética de progénies utilizando 1locos
isoenzimicos como marcadores genéticos revelou Que ao
contrdrio do descrito na literatura, nessa espécie n&#o ocorre
spomixia obrigatéria nem tampouco facultativa. Stevia
rebaudiana Apresenta reproducsio sexuada e predominantemente
por fecunda¢&o cruzada visto a rara ocorréncisa de

autofeéundacio. Pode portanto, ser considerada uma espécie

alégama.
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TABELA 1 - Relagdo dos gendtipos parentais cbservados para nove sistemas iscenzimicos e 0s cruzasentos realizados para
caracterizagdo de locos,

BENDTIPDOS PARENTAIS

CRUZHENTD®
t s Estl  Est2 t-2  lp Py Pt P2 Py
1t ) o N i o B8 B o 00
¢ 0w o N B 0 B 8 e »
2 8 b e 0 £ B B 8 o "
¢ X M R B o K K o o
3t o M K o B 5 i B0 M
¢ K " 0 K o K K o cc
vt N - ’ Y 0 8 B i e
¢ o —~ 0 o K BB B K C
59 o —~ % i B BB B K e
¢ N ~ . o iy BB B 0 e
b8 o B O o o B o 0 )
¢ 0 - K K B B B B M
78 ) -~ B K A B o "
¢ BB 0 i o B o 0D A
gt P o B N 5 B B ) 8
¢ N 0 o B o 5 B N o
"B o™ 0 o B 0 B B N o
¢ a0 i B o 5 8 K B P
10 ' ) oy N K o BB B o 0
¢ o o % B K 5 o 0 p

« Qs pares de cruzamentos 4 e 5, 6 e 7, 8 e 9 correspondes a cruzasentos reciprocos, entre as sesaas plantas.

§ ¢ benitor Feainino, ¢ Genitor Masculino
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TABELA 2 - fndlise genética da segregacdo para caracterizagBo do loco isoenzimico Aps através do teste de Oui-quadrado (g2).

CRUZMENTD  GEMTIPOS TOTAL SEGREGAGRD WA PROGENIE
PARENTAIS  PLANTAS : £ »P)
$ 3¢ OBSERVADA ESPERADA
2 DE x DE 2 D0 1 DE 1 EE 11211 2 0,286 0,9 - 0,80
{10) (20) (12)
3 0xDE 145 DiCE1DDsIE Lafatsl 3 0,848 0,9 - 0,80
(34) (39) (39) (33)
1 00 x DD 58 0 1002
' {58)
b 0xm ® o 1001
(99)
7 s 70 o 100X
(70)

Nivel de significdncia do g2 & p=0,05
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TABELA 3 - #ndlise genética da segregagdo para caracterizacio do loco isoenzimico Est-1 através do teste de Gui-quadrado (%),

cuzaeNts  sedlTIpos TOTAL SEGREBAGRD A PROGENIE
PARENTAIS  PLANTAS a P yP)
$ xd OBSERWADA ESPERADA
8 cx0 i 0 12 1 0,014 0,95 - 0,%
(35) (36)
9 €0 x CC 52 il 11 1 0,692 0,5 - 0,30
(29) (23)

§? eterogeneidade 1 0,52 0,% - 0,%

1 CxC 0 [ 100%
(30)

3 MM 160 ] 100X
{100)

Nivel de significdncia do g2 3 P=0,05
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TABELA 4 - Andlise genética da segregaco para caracterizagho do loco iscenzimico Est-2 através do teste de Gui-quadrado (f3).

cumeNo  eedfitirs TOTAL SEEREBAC) MA PROGENIE
PARENTAIS PLANTAS r P
$x¢ OBSERWADA ESPERADA
2 DD x B 2 B0 1:d 2,88 0,10 - 0,05
{21 {13)
8 KxCC 62 Kl 1 0,065 0,80 - 0,70
(30} (32)
9 CxK 4 Kl {2 2,50 0,20 -0,10
{18) (30}
§? Heterogeneidade 0,803 0,5 - 0,30
3 ACx BD 140 Bi1AEC: O IHHB 3,09 0,30 -0,2
(32) (41) (40} (27)
b C0xBC 9% ECsCC:B0: 0D IHHHI 1,00 0,80 - 0,70
(28) (25) (24) (2)
7 BCx0 70 B:CC1BO: DD IHHH 1,657 0,70 - 0,50
{13) {16) (17} (22)
g2 Heterogeneidade 2,% 0,5 - 0,30
4 fE x DE y/J AiEIEE FHH 35,23 0,20 - 0,10
% 7)) W) (@2
] E x AE 8l ARy EE THHB 4,2 0,30 - 0,20
{21) (12} (17} {11)
1? Heterogeneidade 2,351 0,50 - 0,30

Nivel de significancia do g 3 p=0,03
Y Coa correcdo de Yates
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TABELA 5 - Andlise gendtica da seqregagdo para caracterizacho do loco Bot-2 através do teste de Qui~quadrado (f2).

CRIAENTD  GendTIPOS TOTAL SEEREBAGND Mo PROBENIE
PARENTAIS PLANTAS - r YP)
$x¢ OBSERVADA ESPERADA
3 €xK 1% C: K ) i 0,689  0,% - 0,30
(80) (70)
1 B x B 55 BB:BEC:CC 13211 2 3,655 0,20 - 0,10

{13) (21) (19)

2 (X B 2 0 :00: B Bt 3 0% 0,95 - 0,90
(10) (9 (1) (12)

6 « HKExK 97 BiAC:BEICE LHH ) 3 1,78 0,70 - 0,0
(25) (29) (Z3) (20)

7 B x AE 70 MBrACI1BECE IHHHA 3 1,885 0,70 - 0,50
(20) 1) (13) (20)
{? Heterogeneidade 3 2,098 0,70 - 0,50

4 cxC 24 o« 1002
(24)

b] Cx A Y 100%
(84)

Nivel de signiticdncia do g2 3 P=0,03
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TABELA & - Andlise genética da segregagdo para caracterizago do loco isoenzimico Lap através do teste de Oui-quadrado (*).

cuzweno  eelitis TOTAL SESREGAA0 NA PROGENIE
PARENTAIS PLANTAS r e
$ xd (BSERVADA ESPERADA
2 Bx0 I 1B 1t 0,100 0,80 - 0,70
{21) {19)
3 BxC 144 K18 1:1 1,1 0,30 -0,20
{79) (65}
8 Bx0 48 KR 131 0,944 0,80 - 0,70
{30) (38)
9 CDx B8 » KK: B f:1 2,000 0,20 - 0,10
(20) (30
1? Heterogeneidade 4,145 0,3 - 0,20
4 x K v/ B: 0 14 0,727 0,% - 0,30
{91 U3
5 BKxD0 61 B0 1 0,83 0,5 - 0,30
{38) (21
g2 Heterogeneidade 142 0,30 -0,2
1 ox0 2 sl I 121 1,038 0,70 - 0,5
(10) (29) {13)
10 €0 x B 39 BC:CC:B: 0D filsfed 2,38 0,%-0,3
{12) (12) (6) (%)
b {DxAB 99 AC:BCI1ADSBD IHH B 4,3 0,30 -0,20
{20) (31} (29) (19)
7 ABxCD b4 K:K:0 100 f:l:ls 1,00 0,80 - 0,70
{13) (18) (17} (18)
§* Heterogeneidade 1,495 0,70 - 0,5%

Nivel de signiticincia do g2 3 P=0,05
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TABELA 7 - Andlise genética da seqregac®o para caracterizacdo do loco isoenzimico Pgi através do teste de Gui-quadrado (2.

RUZNENTD  GeNGTIPOS TOTAL SEGREBAGY0 A PROBENIE
PARENTAIS  PLANTAS 8L P YP)
$x¢ OBSERWADA ESPERADA
2 B8 x BC 42 B8 1 BC 1:! 1 0,857 0,%0 - 0,30
(18) (24)
3 BB x BC 12 B K 131 1 2,098 0,2 - 0,10
(69) (53)

12 Heterogeneidade 1 2,45 0,20 - 0,10

] BB x BB 20 -] 100%
(BB}

Nivel de significincia do g2: P=0,05
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TABELA 8 - Andlise genética da segregacdo para caracterizagdo do loco iscenzisico Pga-1 através do teste de Qui-guadrado (J2).

CRUZNENTD  eNOTInGS TOTAL BEEREGACRD NA  PROGENIE
PARENTAIS  PLANTAS i r YP)
$x¢ DBSERWADA ESPERADA
2 B x G 8 B: B8 111 t 1,600 0,30 - 0,20
(16) (24)
b Cx B o BK:CC 1:1 t 0,5%3 0,5 - 0,30
(35) ()
7 BCx (e b1 BK: (e 131 1 4,19 0,05 - 0,02
(22) {39)

§? teterogeneidade 2 4,071 0,20 - 0,10

3 B x B 145 BB:BC: (0 11211 2 0,834 0,70 - 0,5
(35) (69) (41)

4 Bxi 2 BB:BC: (L 1:2:4 2 0,400 0,9 - 0,80
{7) (9) (&)

5 KxK 80 B:K: 00 L2 2 0,818 0,70 - 0,50

(13) (32) (13)

8 K x B 8 B:K: 12t 2 0% 0,5%-0,80
(8 (29) (17)

9 K xB 4 B:K:(C 1:2:4 2 1,9  0,%-0,%
{16) (21} ()
1 Heterogeneidade 8 3,841 0,90 - 0,80

i BB x BB 15 B 100%
{13)

10 B8 xCC 4 K 100%
{13)

Kivel de signiticincia do g2 : p=0,05
* Significativo para P=0,05
v Coa correc®o de Yates
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TABELR 9 - Andlise genética da segregacdo para caracterizagio do loco isoenzimico Pge-2 através do teste de Qui-quadradoe {32).

(RINENTD  eTIPOS TOTAL SEBREGACR0 A PROGENIE
PARENTAIS  PLANTAS P P
¢ x¢ DBSERVADA ESPERADA
10 cxCo » c: 0 1: 2,0 0,20 - 0,10
{24) (15)
2 o x oo 4 c:0 131 1,9%  0,20-0,10 -
(1) (25)
b Wx0 % 00 1: 0,255 0,70 - 0,%
(47) (52)
7 0 x 00 80 00D 131 2,800 0,2 - 0,10
(24) (36)
g2 Heterogeneidade 5,49 0,20 - 0,10
4 WA yri A0 13 0,182 0,70 - 0,5
(12) (10)
5 . KxD b1 AD: 0D 11 4,38 0,30 - 0,2
(35) (26)
{2 Heterogeneidade 0,022 0,9 - 0,80
3 B x 0D 146 BC:B0:C: D0 L:1:131 345 0,20 - 0,10
(45) (38) (31) (32)
1 fcxCC 2% vy 1007
(2)

Nivel de significincia do g2 5 P=0,05
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TABELA 10 -~ Andlise genética da segregacdo para caracterizagio do loco iscenzimico Prx através do teste de Gui-guadrado ().

cuweNto  eeNbTIPDs TOTAL SEGREGAGD NA  PROGENIE
PARENTAIS  PLANTAS £ yP)
$ x4 OBSERVADA ESPERADA
b A x M 91 AD 1 M 131 L3R 0,30-0,2
(40) (51)
7 M x AD B 1M 111 1,485 0,30 - 0,2
{13) {20)
§? Heterogeneidade 0,206 0,70 - 0,5
8 B x CD % RN FE AL Latald 8,119 0,30 - 0,20
(11) (A) (15 (12)
9 0 x AB Iy A1 ADIECTED Lalalst 2,787 0,% - 0,30
{12) (16} (11) (8)
y? Heterogeneidade 6,25 0,20 - 0,10
4 o x0C 19 o 1002
. {19)
5 cxe 14 o 1002
(18)
10 0 x M 12 ) 1002
(12)

Nivel de significSncia do g2 : P=0,00



TABELA 11 - Andlises genéticas da segregago para caracterizacdo de alelos nulos dos locos Aps, Est-2, Got-2 e Ppe-2.

88

o cueno et WA SEEREBACN) M PROGENIE
PARENTAIS PLANTAS ' o P
$x¢ OBSERVADA ESPERADA
Aos 10 00 x ON » 1IN 11 0,44 0,70 - 0,5
. (20) (16)
4 NxCD 2 CD 1 CN 1 DD+IN 1:2:4 721 0,20 - 0,40
{5) (2) (15)
5 0 x N 60 C0 s O s DDWDN 11211 0,800 0,20 - 0,10
(14) (18} (28)
17 Heterogeneidade 4305 0,20 - 0,10
8 AD x N &2 ACIMICDsIN fatasd 5,35 0,20 - 0,10
(10} (12) (20) (20)
9 DNx A & ACTAICOIIN IS 1 2,211 0,70 - 0,50
{13) (41) (13) (8)
§? Heterogeneidade 5,549 0,20 - 0,10
Est-2 1 O x ON 57 CCHN ¢ W 3t 0,401 0,80 - 0,70
M) ()
10 ON x DE 38 COsCEs DN EN IHHB 1,789 0,70 - 0,30
, (1) (12) (7 (@8)
Bot-2 8 N x BB 72 BIC: N 13t 0,500 0,30 - 0,30
{39) ()
9 BB x ON 52 BK:m 1 0,692 0,5 - 0,30
: (9) ()
g? Heterogeneidade 0,030 0,9 - 0,80
10 K xMN 38 BB¢BN : BC: DN 1:2:4 2,000 0,3 - 0,30
(200 (6) (12)
Poa-2 8 BxN 8 BD : BN : DO+IN 13132 0,688 0,98 -0,95
(7 (18} (3)
9 DN x BD b BD : BN : DDHN 13132 5320 0,70 - 0,50
{10y {11) (B9)
g2 Heterogeneidade 1,034 0,70 - 0,5

Nivel de significincia do g2: P=0,03



TABELA 12 - Lote para cruzamentos ao acaso entre oito plantas heterozigdticas (%) para alelos nulos
{N) de Bot-2, Aps e Est-2 e as prognies resultantes desses cruzasentos.

LOTE DE CRUZAMENTO PROGENIE TOTAL PLANTAS
6N TIPOS PLANTAS COM GENDTIPD MN [

Got-2  Aps  Est-2 Bot-2 fps Est-2 PROGENIE

NN DN 8 3 3 )
N N EN 2 3 — i
N o DN 2 — — 8
NN K — — — 1
N N K 1 1 — 5
N OM K — 1 - 2
NOMm 2 ' — 1
N D K 1 — — 10
' TOTAL 1 12 3 163

{1): Essas 8 plantas foras escolhidas entre plantas das prognies dos cruzasentos 9 e 10 (Tabela 1),



TABELA 13 - SignificSncia do teste de Bui-quadrado (§?) para a segregagdo independente entre 31 pares de locos isoenzimicos.

L0C0S CRUZAMENTD 1 N PLANTAR S SIBNIFICANCIA g2+

fps  Est-l 4,5 108 N

s Est-2 2; 3; 105 COMB 4,5; COMB 6,7; COMB 8,9 i NS

Aps  Bot-2 2; 3; 10; COMB B9 338 3

fps  Lap 23 3; 103 CONB 4,5; COMB 8,9 4056 NS

fps  Pgi 33 183 ]

s Ppa-l 2; 3; C0NB 4,5; CONB 8,9 731 NS

fos Pg2 2; 3; 105 CONB 4,3; 006 8,9 I NS

s PRY COomB 8,9 k74 "

Est-1 Lap 8,9 17 NS

Est-1 Pga-1 £0NB 8,9 108 [

Est-1 Prx CoMB 8,9 103 NS

Est-2 Got-2 2; 3; 10; COMB 4,7; COMB 8,9 504 NS

Est-2 Lap 2; 3; 10; COMB 4,5; COMB 6,7 48 $  (COB 4,5)
Est-2 Pyl 33 159 NS

Est-2 Pga-1 2; 3; COMB 4,5; OOMB 6,7; COMB 8,9 485 NS

Est-2 Ppa-2 2; 3; 105 COMB 4,5; COMB 5,7; CONB 8,9 570 NS

Est-2 Prx COMB 6,7 COMB B,9 27 NS

Bot-2 Lap 1; 2; 3; 0O 6,7 m NS

Bot-2 Pgi 23 166 L]

Got-2 Pga-1 2; 3; COMB 6,7 314 NS

fot-2 Poa-2 2 3; CONB 6,7 1 s

Bot-2 Prx CONB 6,7; COMB 8,9 730 NS

Lp Pl %3 158 ]

Lp Pt 2; 3; COMB 4,5; COMB 6,7; COMB 8,9 504 NS

Lp Poe2 2; 3; 10; COMB 4,5; COMB 6,7; COMB 8,9 564 3

Lap Prx COMB 4,7; COMB 8,9 226 $  (T0D0S)
Pol Poat 33 180 NS

Poi  Poa-2 %3 162 NS

Poa-l Poa-2 2; 3; COMB 4,5; COMB 6,7; COMB 8,9 4% $88 (T0005)
Poa-t Pry CONB 8,9 % S

Poa-2 Prx 00MB 8,9 104 3

{*) S0 indicados os cruzasentos analisados a partir da Tabela 1.
(2) Msero total de plantas das progénies de cada cruzasento.

(%) Signific3ncia de §2: NS=ndo significativo & p=0,03; 8= significativo & p=0,05 e $88=signiticativo & p=0,01.

80
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TABELA 14 - Decosposicdo do Dui-quadrado (f2) total da segregacdo conjunta @ 05 desvios da hipdtese de independincia para os
pares de locos isoenzisicos indicados pela Tabela 13 coso possivelsente ligados.

LOCOS  CRUZAMENTO NG PLANTAS y &) ¥? Locol (8L) ¥ Loco2 (L) 1? Ligacho (L)

Poa-1/Pa-2 2 Ll 2b,600%* (3) 1,600 (1) 1,976 (1) 2,409 (1)
3 144 196,817%%#(11) 0,834 (2) 3,425 (3) 192,558°%% (6)
CMB el 8 3,707 (5) 0,220 (2) 1,458 (1) 72,029%% (2)
B oe7 13 78,138%* (3} 0,968 (1) 1,818 (1) 75,3520 (1)
B8e? 107 70,421*** (B) 0,667 (2) 0,373 (2) £9,381%%¢ (4)

TOTAL 496
Aps/Prx (Mp8e? 92 33,565%%* (15) 2,083 (3) 6,226 (3) 25,256% (9)
Est-2/Lap (MB4el 8 14,486 (1) 7,189 (3) 0,108~ (1) 7,169 (3)
Lap/Prx (MB 6 &7 124 15,097 () 4,091~ (3) 2,613 (1) 8,393* (3)
(Mp8e? 102 13,%1*  {7) 2,746n= (1) 6,226™ (3) 6,989 (3)

TR 226

s, % o8 cignificativo para P=0,05, 0,001 e <0,00, respectivamente.
™ mag significative para P=0,05.
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TABELA 13 - Estismativast®’ do valor de recoabinag¥o (R) e do erro padrio (EP), para os pares de
locos que apresentaras valores de Qui-quadrado significatives (Tabela 14) na
andlise de  segregagdo  conjunta,

L0c CRUZAENTO Rt B
"
Poa-1/Pga-2 2 0,115 + 0,050
3 0,063 + 0,015
CONB 4,5 0,13 t 0,05
CO® 6,7 0,08 * 0,027
COMB 8,9 0,22 + 0,08
Apa/Pr COMB 8,9 0,32 + 0,035
Lap/Pry COB 6,7 0,385 + 0,044

(1) Ectimativas pelo sétodo da Mixisa Verossimilhanga.



TABELA 16 - Origes reprodutiva de progénies de livre polinizagdo de plantas da populacho mantida na Secdo de
Benética avaliadas para, pelo senos, guatro locos isoenzimicos,

IDENTIFICACRO N* PLANTAS LOCOS CRIGEN REPRODUTIVAW
PROGENIE AVALISADAS ANALTSADOS APONIXIA REPRODUGD SEXUADA

2- 8 m' E’t"z. &t‘z. Pﬂ'z, - +

3- 8 Aps, Est-2, Bot-2, Poa-2, - +

4- 8 m' E‘t'z' ht’z. Pﬂ'z, - +

> 8 m' Elt"2, 30!‘2, Pp'2| = +

. 1 Aps, Est-2, Got-2, Poa-1, Poa-2, Pry - +
13- 2 fps, Est-2, Got=2, Poa-1, Poa-2, Prx - +
15 18 Aps, Est-2, Bot=2, Poe-2, Prx - +
8- 15 Aps, Est-2, Got-2, Poa-2, - ¢
13- 10 Aps, Est-2, Bot-2, Poa-2, - +
126- Y] M' Elt-Z, 30t-2, Pﬂ'z, = +
W- 10 Aps, Est-2, Bot=2, Poa-2, Lap - +
197 4 Aps, Est-2, Bot-2, Poa-2, Lap, Prx - +
A0~ 10 m, E't'z. bt'2| Pﬂ'z, up. - +
- 10 Aps, Est-2, Got-2, Poa-1, Poa-2, Lap - +
23 10 Aps, Est-2, Got-2, Pya-2, Lap - ‘
265 10 fps, Est-2, Bot-2, Poa-2, Lap - +
- 5 Aps, Est-1, Est-2, Bot-2, Pa-2, - +
o5 1 Aps, Est-2, Bot-2, Poa-2, Lap - +
- 2 As, Est-1, Est-2, Got-2, Poe-2, Lp - +
400~ . 10 m, Bt'2| ht"z, Pﬂ'2, Llp - +
M- 10 Aps, Est-2, Got-2, Pya-2, Lap - +
- 1 Aps, Est=2, Bot=2, Lap, Pgl, Pya-2, Prx - +
452- 10 Aps, Est-2, Lap, Pyl, Poa-2, - ¢
4%~ 15 Aps, Est-1, Est-2, Bot-2, Poa-2 - ¢
520- 2 Aps, Est-2, Bot-2, Pya-2, Prx - +
52- 18 Aps, Est-2, Bot-2, Ppe-2, Pry - ¢
524- 15 fps, Est-2, Bot-2, Lap, Pyi, Pya-2, Prx - ¢
5%- % Est-1, Est-2, Bot-2, Lap, Poa-i, Poa-2, - ¢
530- 8 Aps, Est-1, Est-2, Bot-2, Poe-, Poa2, Pry - +
531~ 2 Aps, Bot=2, Lap, Poa-2 - +

9 ¢ = variahilidade na proginie {reproduco sexuada).
- = ausBncia de variabilidade (apomixia obrigatéria).
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TABELA 17 - Origem reprodutiva das plantas derivadas de cruzasentos dirigidos através da andlise genética de a0 menos quatro locos

isoenzimicos,
LOTE DE  N° PLANTAS ~ LOcS N° PLANTAS ORIGEN REPRODUTIVA
CRUZAENTD N GRUPO AVLITAS NS PROGENIES N° PLANTAS N PLANTAS N PLANTAS
APONIXIA AUTOFECUNDAGD  CRUZAMENTO

I 2 Aps,Est-2,60t-2,Ppa-2 b 0 0 b
1 3 hps,Est-2,60t-2,Poa-2 vij 0 0 7
11 6 hps,Est-2,50t-2,Poa-1,Poa-2 3 0 0 3
v 7 fpe,Est-2,60t-2,Poa-1,Pos-2,Prx 102 0 0 102
v b Aps,Est-2,60t-2,Pge-2 15 0 0 15
Vi S fps,Est-2,60t-2,Ppe-2 19 0 0 19
viI 3 fps,Est-1,Est-2,60t-2 17 0 0 17
VI 5 Aps,Est-2,60t-2,Pa-1,Poe-2,Prx 72 0 0 n
Ix 3 fps,Est-2,Poa-2,Pgl,Prx 12 0 0 12
X 4 Aps,Est-2,60t-2,Poa-2,Pyi 4 0 0 4
i 4, fps,Est-2,60t-2,Poa-2,Poi 9 0 0 9
X1 9 fps,Est-2,60t-2,Lap,Prx 108 0 0 108
X111 2 fps,Est-2,60t-2,Lap 1 0 1 m
X 2 Est-2,6ot-2,Lap,Poa-1,Prx b 0 10 51
0 2 Aps,Est-2,Lap,Poa-2 g 0 3 B4
Wi 2 Est-1,Est-2,Lap,Pos-1,Prx 120 0 0 120
Wil 2 Est-1,6ot-2,Lap,Pr 2 0 0 2
XVIII 2 Ape,Est=2,Lap,Pyl,Poa-2,Prx 150 0 0 150

Totais % 1042 0 " 1028
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TABELA 18 - Origes reprodutiva de progénies dos descendentes da populagdo estudada por MONTEIRD (1980) avaliados para
M, Bt-2’ ht-z, up e Pw-zn

1DENTIFICAGNO N PLANTAS ODRIGEM REPRODUTIVAW®
PROGENIE : ANAL1SADAS APIMIXIA REPRODUGHD) SEXUADA
IBi-1 10 - +
IB1-5 10 - +
182-2 4 - +
182-3 7 - +
182-4 2 - +
182-5 9 - +
182-6 b - +
182-7 3 - +
1B2-13 10 - +
182-14 10 - +
182-17 10 - +
I183-5 2 - +
137 10 - +
183-10 10 - +
I83-11 8 - +
183-12 10 - +
1B4-2 2 - +
184-3 3 - +
IBA-4 | 2 - +
IB4-6 5 - +
I1B4-11 2 - +

1 ¢ = variabilidade na progénie (reproducd sexuada)
- = ausBncia de variabilidade (apomixia obrigatéria).



FIGURA 1 - Aps

Diagrama representando as bandas e as migragdes relativas
ao fronte (Rf's) dos alelos A, B, C, D, E, F e os diversos

genétipos heterozigéticos (AB,...,EF).

Foto de géis mostrando as regides de resolug#o, alguns

gendétipos e segregaciy da progénie N° 8 (AD x CN).
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FIGURA - 2 Est-1 e Est-2

Diagrama mostrando as bandas e as migracdes relativas
(Rf's) dos alelos A, B, C, D do loco Est-1 e dos alelos A, B, C,
D, E do loco Est-2 e os diversos genétipos heterozigdticos

(AB,...,DE) para esses locos.

Foto de géis mostrando as regides de resolucgdo, alguns
genétipos e segregaclo da progénie N° 10 para Est-2 (CN x DE) e
da progénie N° 8 para Est-1 (CC x CD) e Est-2 (BC x CC).
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FIBURA 3 - GBot-2

Diagrama representando as bandas e as migracdes relativas
ao fronte (Rf's) dos alelos A, B, C, D, E e os diversos genétipos

heterozigéticos (AB,...,DE).

Foto de géis mostrando as regifes de resoluc¥o, alguns

gendétipos e segregac8o da progénie N° 6 (AE x BC).
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FIGURA 4 - Lap

Diagrama representando as bandas e as migracdes relativas
ao fronte (Rf's) dos alelos A, B, C, D e os diversos genétipos

heterozigéticos (AB,...,CD).

Foto de géis mostrando as regides de resoluc3o, alguns

gendtipos e sedregacdo da progénie N° 1 (CD x CD).
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FIGURA 5 - Pgi

Diagrama representando as bandas e as migrac®es relativas
ao fronte (Rf’'s) dos alelos A, B, C e os diversos genétipos

heterozigéticos (AB, AC, BC).

Foto de géis mostrando as regiSes de resolucso, alguns

gendtipos e segregac8o da progénie N° 3 (BC x BB).
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FIGURA 6 -~ Pgm-1 e Pgm-2

Diagrama representando as bandas e as migracBes relativas

ao fronte (Rf's) dos aleles A, B, C de Est-1 e dos alelos A, B,

C, D, E de Est-2 e os diversos gendétipos heterozigédticos

(AB,...,DE) para esses locos.

Foto de géis mostrando as regides de resolucso, alguns

gendtipos e segregac8o da progénie N° 6 (Pgm-1 CC x BC, Pgmn-2

DD x CD) e da progénie N° 8 (Pgm—1 BC x BC, Pgm-2 BD x DN).
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FIGURA 7 - Prx

Diagrama representando as bandas e as migra¢des relativas
ao fronte (Rf's) dos alelos A, B, C, D e os diversos genétipos

heterozig6ticos (AB,...,CD).

Foto de géis mostrando as regifes de resolucio, alguns
genétipos e segregacio das progénies N° 6 (AA x AD) e N® 8

(AB x CD).
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FIGURA 8

Metdfases mit6ticas em pontas de raiz de plantas de Stevia

rebaudiana heterozigéticas para alelos nulos de Aps, Est-2 ou

Got-2, mostrando 22 cromossomos.

Pré-tratamento com 8-hidroxiquinolina 0,015% e 1 gota de 1-

bromonaftaleno por 30 minutos.

Pré-tratamento com 8-hidroxiquinolina 0,0075% e 1 gota de

l-bromonaftaleno por 45 minutos.
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APRNDICE A

PROTOCOLO PARA DETERHIHACKO DO NUMERO
CROMOSSOMICO DE Stevia rebaudiana

. .

- Pontas de raizes coletadas de plantas mantidas em
vasos e de estacas enraizadas em so0lo arenoso.

Pré-tratamento e fixac#o

- Pré-tratamento com 8-hidroxiquinolina 0,015% + 1
gota l-bromonaftaleno por 30 minutos ou 8-
hidroxiquinolina 0,0075% + 1 gota l-bromonaftaleno
por 45 minutos.

- Fixador carnoy (dlcool-4cido sacético 3:1), seguido de

2 trocas de 4dlcool 70° GL. Armazenamento a
temperatura de 10 * 2°C.

Método de coloracfio (Feulgen)

- Hidrélise em HCl1l 1N & 80°C por 8 minutos.

- Lavagem em &gua destilada.

-- Coloragsio pelo reativo de Schiff durante 45 minutos.
-- Lavagem em &dgua corrente por 5 minutos.

-- Esmagamento dos meristemas radiculares em carmim
acético 1X%.

-- Remog#o da laminula em dcido acético 45% seguida de
secagem a0 ar.

- Montagem das ldminas e laminulas em bdlsamo do
Canad4.
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APENDICE B

PROTOCOLO PARA ANALISE DE ISOENZIMAS
EM FOLHAS DE Stevia rebaudiana

Gel de amido
amido: 12% (p/v) marca SIGMA. A concentrag#io 6tima &
dependente da marca e do lote especifico.

solucfio tamp3o: TRIS (0,018 M)
Acido Citrico (0,036 M)

pH: 7,8-8,2 ajustado com TRIS (0,018 M)

Amostras vegdetais

quantidade de tecido: Aproximadamente 15mg. Corresponde a
utilizar 2 folhas anexas ao meristema ou 1
disco de folha adulta de 0,5cm de didmetro.

solugc#o extratora: 25 mg/ml de Glutateona em solucdo tampdo
contendo TRIS (0,1 M) e MgClz (0,04 M), pH 7,5,
ajustado com HCl1l 3N.
. pH solug¢so final: 7,0-7,5 com NaOH 4N e 1N.
Utiliza-se 0,03ml, correspondente a 1 gota de
um contagotas descartéivel.

Eletroforese

tampfio eletrodos: Acido Bérico 0,34 pH 8,3 ajustado com
NaOH 4N.

condi¢gdes elétricas: 25mA sem ultrapassar 150V por 25
minutos para inserg#o do extrato no gel. Apés a
remogcdo das amostras, um méximo de 30mA e 150V
por 60 minutos. Posteriormente reajuste da
amperagem para 30mA e apé6s cerca de 40 minutos,
reajuste da voltagem para 300V sem ultrapassar
30mA.

tempo total de corrida: Aproximadamente 4 horas.
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D) Isoenzimnas
APS, EST, GOT, GB8PDH, LAP, MDH, ME, PGI, PGM, PRX

E) Revelac#o .

A temperatura ambiente de acordo com Shaw & Prasad
(1870) & excess#io de PRX a qual & segundo Vallejos (1883).

F) Eixaclo dos géis
Glicerina P.A. 50% em &gua destilada. !



