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Resumo

GONZALEZ SILVA, Thairize da. Isoenzimas como marcadores genéticos e a
associacao com marcadores moleculares em plantas. 2009. 54f. Trabalho de
Concluséao de Curso. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A existéncia de um grande numero de espécies sem controle genealdgico gera
duvidas sobre a diversidade genética e a representatividade de diferentes
ecossistemas. Quando é langada uma cultivar pelo melhorista, esta deve ser
comparada com as ja existentes, a fim de ressaltar caracteristicas que possam
facilitar sua identificacdo mais rapida e eficiente. O interesse pela caracterizagao de
cultivares tem aumentado significativamente no mundo nas ultimas décadas, sendo
o motivo principal a crescente necessidade da protecao de cultivares comerciais em
mercados econdmicos cada vez mais competitivos. Para tal, o uso de descritores
confiaveis e da natureza genética constitui um instrumento valioso na identificagao
de cultivares. O estudo dos padrdes eletroforéticos de isoenzimas tem sido
amplamente utilizado para a caracterizacao destas espécies, identificando acessos
duplicados, auxiliando no estabelecimento de colegdes e eliminando desperdicios,
pela acurada identificagdo de duplicagcdes antes da incorporacdo de acessos a
etapas complementares do processo de avaliagdo. A natureza co-dominante das
bandas e os custos relativamente baixos da técnica tornaram as isoenzimas
atraentes e Uuteis neste tipo de pesquisa. Estudos recentes mostram que os
resultados obtidos pelos marcadores enzimaticos superam os demonstrados pelos
marcadores morfologicos e que podem ser aliados aos oriundos dos marcadores
moleculares, proporcionando assim uma maior eficiéncia na caracterizacido da
variabilidade genética das espécies estudadas.

Palavras-chave: eletroforese, marcadores enzimaticos, marcadores morfologicos.



Abstract

GONZALEZ SILVA, Thairize da. Isozymes as genetic markers and a association
with molecular markers in plants. 2009. 54f. Trabalho de Conclusdo de Curso.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The existence of a large number of species without control herd raises doubts about
the genetic diversity and representation of different ecosystems. When a cultivar is
released by the breeder, this should be compared with existing ones in order to
highlight features that may facilitate identification, faster and more efficient. Interest in
the characterization of cultivars has increased significantly worldwide in recent
decades and is the main reason for the increasing need for protection of commercial
cultivars in economic markets, increasingly competitive. To this end, the use of
descriptors and reliable genetic nature is a valuable tool for cultivar identification. The
study of electrophoretic patterns of isoenzymes has been widely used to characterize
these species, identifying duplicate accessions, assisting in the establishment of
collections and eliminating waste, by the accurate identification of duplicates before
addition of access to additional steps in the evaluation process. The co-dominant
bands and the relatively low cost of technique make isozymes attractive and useful in
this type of research. Recent studies show that the results obtained by enzymatic
markers outweigh demonstrated by morphological markers and can be combined
with the coming of molecular markers, thus providing greater efficiency in the
characterization of the genetic variability of the species studied.

Key-words: electrophoresis, enzyme markers, morphological markers.
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1 Introducgéao

O interesse pela caracterizagdo de cultivares tem aumentado nos ultimos
anos (BONOW et al.,, 2001), por conta da crescente preocupacdo em se obter
espécies livres de contaminagdo genética, visando mercados econdmicos cada vez
mais exigentes, e da identificacdo e organizagdo dos acessos em bancos de
germoplasma (BONOW et al., 2001). A caracterizacdo de plantas para fins de
melhoramento genético (FACHINELLO et al., 2000), as pesquisas sobre o sistema
de cruzamentos entre espécies (BOTREL; CARVALHO , 2004) e as investigacdes
empregadas no melhoramento, manejo e conservacgao de espécies florestais, para a
estimacédo da diversidade genética, também tem se destacado nos ultimos anos
(PINTO; CARVALHO, 2004).

Entre as técnicas empregadas para tais estudos, a primeira utilizada foi a de
marcadores morfoldgicos. A morfologia tem sido muito utilizada na caracterizagao de
germoplasma e na estimativa da variabilidade genética, tdo essenciais em qualquer
projeto que envolva recursos genéticos (YANACA et al., 2005). Um numero variavel
de marcadores morfolégicos existe para as diferentes espécies de plantas, mas
esses marcadores frequentemente sdo afetados pelo ambiente (YANACA et al.,
2005) pelas condigdes de fertilidade do solo, do clima do local de sua producéao, da
época de colheita e do periodo de armazenamento das sementes (MARTINS et al.,
2007). O uso desses marcadores é muitas vezes demorado, dispendioso e incerto,
principalmente quando a espécie em estudo é resultado de cruzamentos de outras
espécies morfologicamente semelhantes (KLASS, 1998).

Desta forma, a técnica de eletroforese de isoenzimas tem sido utilizada com
sucesso em diferentes linhas de pesquisa, pois detecta, de forma indireta,
polimorfismo em sequéncias de DNA e na carga elétrica de proteinas com funcéo
enzimatica, gerado por mutacbes na sequéncia génica (BOTREL; CARVALHO,
2004).
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A natureza co-dominante das bandas e os custos relativamente baixos da
técnica tornaram a analise de isoenzimas atraente e util na pesquisa. Séao
especialmente utilizadas para a comparagao de diversos taxons, acessos ou
individuos (KLASS, 1998). Aléem disso, constituem a maneira mais direta e rapida de
avaliar genotipicamente muitos locos nhum grande numero de individuos (FARALDO
et al., 2003).

Isoenzimas s&o importantes ferramentas para os evolucionistas, geneticistas
e melhoristas, e embora novas técnicas moleculares tenham surgido, estes
marcadores ainda sdo amplamente utilizados em estudos genéticos (SOUZA, 2000)
de espécies como feijao (VIEIRA, 2000), plantas frutiferas (FACHINELLO et al.,
2000), espécies arbodreas (SOUZA; KAGEYAMA; SEBBENN, 2004), espécies
medicinais (LOPES et al., 2003), entre outras.

Com o objetivo de aumentar a eficiéncia na selecdo e caracterizagdo de
germoplasma e a maximizagdo dos ganhos genéticos, novas técnicas como a dos
marcadores de DNA ou moleculares, vem sendo cada vez mais utilizados em
programas de melhoramento, permitindo aos melhoristas o acesso e a selegdo da
variabilidade em nivel de DNA (MOREIRA, 2002). Atualmente, ha inumeros tipos de
marcadores moleculares, diferenciando-se quanto a habilidade em detectar
diferengas entre individuos, custo, facilidade de uso, consisténcia e repetibilidade.
Entre os mais utilizados estdo o RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso),
RFLP (Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo), AFLP
(Polimorfismo de Comprimentos de Fragmentos Amplificados) e Microssatélites.

Os marcadores bioquimicos (isoenzimas) tém sido utilizados com sucesso
em diferentes linhas de pesquisa, porém, ha alguns autores que relatam que estes
devem ser suprimidos pelo uso de marcadores moleculares, por estes fornecerem
uma avaliagcdo mais ampla do genoma do organismo em estudo e alto poder de
detecgdo da variabilidade genética, como ha também estudos que mostram que
avaliagdes utilizando-se de marcadores bioquimicos e moleculares geram respostas
semelhantes, podendo assim o uso de isoenzimas como marcadores genéticos ser
empregado de forma isolada ou em associagdo com os marcadores moleculares
(MALONE; ZIMMER, 2005; MALONE, 2007).

Outro fato que pode comprometer o uso de isoenzimas € que se deve ter um
conhecimento prévio sobre o tipo de tecido que devera ser utilizado, o estadio de

desenvolvimento em que este tecido deve se apresentar e também quais tipos de
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sistemas enzimaticos deverdao ser usados, para que obtenha-se respostas
satisfatérias (ALFENAS et al., 2006). Por estas razdes, esta revisao bibliografica tem
por objetivo reunir informagdes sobre a utilizagdo de isoenzimas como marcadores
genéticos em plantas, visando ainda, sua eventual associagdo com os marcadores

moleculares.

2 Revisao de Literatura

2.1 Proteinas e enzimas

Proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes, ocorrem em todas as
células e em todas as partes destas, exibindo uma grande variedade de funcgdes
bioldégicas, sdo os meios moleculares onde a informagdo genética & expressa
(NELSON; COX, 2006).

Todas as proteinas sdo constituidas inicialmente do mesmo conjunto de 20
aminoacidos, ligados covalentemente em sequéncias lineares caracteristicas. Cada
aminoacido tem uma cadeia lateral distintiva, que determina suas propriedades
quimicas. As células podem produzir proteinas com propriedades e atividades
distintas pela reunido dos mesmos 20 aminoacidos em muitas combinacdes e
sequéncias diferentes. Cada tipo de proteina possui uma estrutura tridimensional
caracteristica que Ihe confere uma funcédo especifica. As proteinas com funcdes
distintas sempre possuem diferentes sequéncias de aminoacidos e desse modo, se
a estrutura primaria se altera, a fungcado da proteina também se altera. A partir disto,
os organismos podem sintetizar produtos diferentes entre si, como enzimas,
hormonios, anticorpos, transportadores, etc. Entre os produtos protéicos, as enzimas
sdo os que apresentam maior variedade e especializagdo (NELSON; COX, 2006).

Todas as enzimas sao proteinas, com excecido de um pequeno grupo de
moléculas de RNA que apresentam propriedades cataliticas. A atividade catalitica
das enzimas depende da integridade e conformagdo protéica nativa, assim as
estruturas protéicas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria das enzimas sao
essenciais para a sua atividade (NELSON; COX, 2006).

A catalise enzimatica das reacdes é essencial para os sistemas vivos. Sob
condigdes bioldgicas relevantes, as reagdes nao catalisadas tendem a ser lentas.

Receptores enzimaticos possuem um dominio de ligacdo a um ligante na
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superficie extracelular da membrana plasmatica e um sitio ativo de uma enzima no
lado citosdlico, com os dois dominios conectados por um unico segmento
transmembrana (VOET, D.; VOET, J.; PRATT, 2008).

O fluxo de metabdlitos através de uma via bioquimica depende da atividade
das enzimas que catalisam cada reacdo. O fluxo por meio deste passo €
essencialmente limitado pelo substrato, e determinado pela concentracao
instantanea do substrato (VOET, D.; VOET, J.; PRATT, 2008).

Um dos principais problemas encontrados quando se deseja trabalhar com
proteinas e enzimas ocorre na extracdo, pela presenca de compostos fendlicos
liberados durante a maceragdo do tecido. Estes fendis, quando
descompartimentalizados, sao oxidados a quinonas por enzimas da propria planta.
Tanto os compostos fendlicos ndo oxidados quanto as quinonas reagem com as
proteinas e inativam ou alteram sua mobilidade, o que resulta em artefatos no gel
(ALFENAS et al., 2006).

Para prevenir tal situacdo, a extracdo deve ser desenvolvida de modo a
separar proteinas e fenois, além de ser efetuada a baixa temperatura e com adigao,
ao macerado e ao tampao de extracao, de substancias que evitem a oxidacéo e que
se complexem com fendis. Entre a gama de produtos quimicos eficientes neste
processo, pode-se citar o acido ascorbico, cuja fungao € reduzir quinonas com a
regeneragao de fendis; o cianato, que precipita fendis e inibe polifenoloxidases; e
cisteinas, que se associam aos fendis, entre outros (ALFENAS et al., 2006).

Uma segunda restricdo seria quanto ao numero de “formas” observadas no
gel. As moléculas compostas e ndo covalentemente ligadas umas as outras nao se
separariam durante a eletroforese. Como solugao foi testada uma mistura protéica
na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS) (ANDREWS, 1988). O SDS, um
detergente anfipatico, liga-se as regides hidrofébicas das moléculas, promovendo
assim a dissociagdo das mesmas em suas subunidades componentes. O SDS
também pode ligar-se a regides carregadas negativamente de polipeptideos
desnaturados e enovelados ao acaso, desmascarando cargas que normalmente
estariam presentes na sua auséncia (ANDREWS, 1988).

Além dos cuidados que se deve ter com os compostos fendlicos e a ligagao
nao covalente entre moléculas, a escolha do tipo de material vegetal em que a
extragdo sera realizada, objetivando priorizar a obtengdo de amostras com atividade

enzimatica satisfatoria, o modo e o tempo de armazenamento adequados dos
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tecidos, evitam a atividade reduzida dos sistemas e a baixa definicdo dos
zimogramas (ALFENAS et al., 2006).

Segundo Peirce; Brewbaker (1973), a intensidade das bandas e o perfil
isoenzimatico sdo especificos para uma determinada parte da planta, tecido e
estadio de desenvolvimento.

De acordo com Alfenas et al. (2006), folhas (em angiospermas) e aciculas
(em gimnospermas) sdo altamente vantajosas para a analise das isoenzimas. Esses
materiais vegetais podem ser obtidos em qualquer época do ano e a partir de mudas
ou plantas adultas. Estes permitem ainda a amostragem n&o destrutiva de todos os
individuos da populagdo. Folhas novas e brotagbes sao geralmente mais ricas em
proteinas do que folhas maduras, bem como folhas novas completamente
expandidas de mudas tendem a fornecer extratos de maior atividade enzimatica que

folhas novas de plantas adultas recém coletadas (ALFENAS et al., 2006).

2.2 Eletroforese em gel

As enzimas podem ser separadas em diferentes formas moleculares através
de varios métodos bioquimicos, tais como: cromatografia, sedimentacéo, sorologia e
eletroforese em gel, sendo esta ultima, provavelmente a mais versatil e aplicavel ao
estudo de variacdes individuais em vegetais.

Esta técnica de separacdo foi desenvolvida em 1930 pelo quimico Arne
Wihelm Kaurin Tiselius, em sua tese de doutorado, com o titulo de “The moving-
boundary method of studying the eletrophoresis of proteins”, publicada em Nova Acta
Regiae Societis Scientiarum Upsaliensis, neste mesmo ano. Por este trabalho,
Tiselius ganhou o Prémio Nobel em 1948 (NOBELPRIZE, 2009).

A eletroforese foi descrita, inicialmente, como um procedimento simplificado
em filtro de papel, com misturas artificiais de proteinas altamente purificadas,
separadas, e o0s componentes isolados. Sendo utilizada para separagcao de
proteinas em solugao (KUNKEL; TISELIUS, 1951).

Boulter et al. (1967) foram pioneiros ao analisar as globulinas de sementes
de leguminosas através da eletroforese de disco, caracterizando 12 tribos e
subdividindo as espécies estudadas dentro de cada grupo (ALMEIDA; CROCOMO,
1994).
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A eletroforese é uma técnica relativamente simples e de alto valor
informativo e sua aplicagéo engloba as mais diversas possibilidades. Ela consiste na
migracao de moléculas ionizadas num campo elétrico, de acordo com suas cargas
elétricas e pesos moleculares. Como cada molécula possui carga e tamanho
caracteristico, ela ira se deslocar sempre a uma determinada distancia e num
espaco de tempo (MANDARINO; VIDAURRE, 1995). Macromoléculas como DNA,
RNA, proteinas e outras, possuem carga elétrica e sdo capazes de se movimentar
quando submetidas a um campo elétrico.

Ela pode ser realizada em géis de poliacrilamida ou amido, sendo os géis de
poliacrilamida os mais amplamente utilizados pela maioria dos pesquisadores.

Quanto a composigdo, o sistema pode ser vertical ou horizontal, nao
havendo diferengas ou interferéncias nos resultados devido ao sistema utilizado.

Apods a eletroforese, os géis sdo corados em solugbes apropriadas para
revelacdo de bandas de proteinas totais ou enzimas especificas, visando uma
reacao que permita distinguir definidas enzimas de demais componentes do gel e
diante de quaisquer outras proteinas. Para tanto, sdo empregados diferentes
sistemas de tampdes e de coloragdo, como os descritos por Scandalios (1969),
Shields; Orton; Stubel (1983), Vallejos (1983), Ayala et al. (1972), entre outros..

2.3 Sistemas isoenzimaticos

O termo isoenzimas foi primeiro introduzido por Market; Moller (1959) para
referirem-se as multiplas formas de uma enzima com especificidade similar ou
idéntica por um substrato, ocorrendo dentro do mesmo organismo.

Formas variadas de uma mesma enzima geralmente diferem nas suas
propriedades cinéticas ou reguladoras, no tipo de co-fator (componente quimico
adicional necessario para a atividade de alguma enzima) ou na sua distribuicao
celular. As isoenzimas comumente tém sequéncias de aminoacidos similares e em
muitos casos elas compartilham a mesma origem evolucionaria. Cada isoenzima €&
produto de um unico loci génico, o qual apresenta niveis maximos de expressao em
idades, 6rgados vegetais, estadios do desenvolvimento e ambientes diferentes
(MALONE et al., 2006).

Quando essas isoenzimas sao controladas por alelos de um unico loco, elas

sdo chamadas de aloenzimas, as quais representam a consequéncia bioquimica da
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substituicdo, delecdo ou adicdo de um ou mais aminoacidos no polipeptideo,
afetando a sua carga elétrica e, consequentemente, a sua mobilidade durante a
eletroforese (GOTTLIEB, 1981).

Uma das primeiras enzimas que demonstrou possuir formas variadas foi a
Lactato desidrogenase (LDH). Esta presente em grande variedade em vegetais e
animais, onde ocorre nos tecidos dos vertebrados em pelo menos cinco formas
isozimicas separaveis por eletroforese (GOTTLIEB, 1981).

Foi elaborada por Scandalios (1974) uma revisdo sobre isoenzimas em
plantas, mostrando alteragdes em padrdes isoenzimaticos no desenvolvimento e na
diferenciagdo de tecidos. Alguns fatos em comum das isoenzimas encontrados em
grande numero de organismos, com respeito a determinado sistema enzimatico,
sdo: a) ocorréncia de isoenzimas distintas em diferentes tecidos de um dado
organismo; b) presenga de algumas isoenzimas em certo estadio de
desenvolvimento e auséncia em outros; c) presenga de isoenzimas geneticamente
idénticas em diferentes tecidos, mas em quantidades variaveis.

O autor acima citado salienta ainda que o aparecimento de uma nova
atividade enzimatica ou seu aumento no organismo em desenvolvimento pode ser o
resultado da sintese de nova molécula enzimatica, ou a ativacdo de um precursor
pré-existente da enzima.

Assim que uma diferenciagdo celular progride, levando a um
desenvolvimento morfolégico e uma especializagdo funcional, ha uma continua
sintese e/ou degradacao de enzimas especificas e proteinas estruturais. Um fator
comum em desenvolvimento e diferenciagao celular € a habilidade das células em
perder ou adquirir caracteristicas bioquimicas especificas (ALMEIDA; CROCOMO,
1994).

Shannon (1968) comprovou que, quando células de diferentes 6rgaos foram
crescidas em cultura in vitro e expostas a idénticas condi¢des, elas desenvolveram
um padréo enzimatico uniforme. Assim, o meio citoplasmatico deve controlar uma
atividade diferencial dos genes e deste modo regular os padrdes isoenzimaticos
especificos dos tecidos. Este mesmo autor demonstrou que em plantas, o padrao
isoenzimatico pode ser influenciado pela presenga ou auséncia de fitorreguladores.

As isoenzimas surgem por mecanismos genéticos ou epigenéticos. No
primeiro caso, o gene que codifica a enzima é duplicado (o que ocorre ao longo da

evolugao) e, posteriormente, esse gene duplicado, por mutagbes de ponto, acaba
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por divergir do original, produzindo outra enzima. Nos mecanismos ditos
epigenéticos, as alteracbes ocorrem apds a traducdo dos peptideos, sendo
responsavel pelo surgimento das chamadas isoenzimas secundarias (ACCQUAAH,
1982).

A maioria dos sistemas isoenzimaticos localiza-se no citosol, em solugao ou
ligado as membranas celulares. A variagédo isoenzimatica pode ocorrer dentro de um
compartimento celular, nos diferentes compartimentos de uma célula, em células de
um tecido, nos diversos estadios ontogenéticos e em diferentes tecidos (PINTO et
al., 2001).

2.3.1 Malato desidrogenase

Segundo Taiz; Zeiger (2002) o sistema malato desidrogenase (MDH),
constituido em sua grande maioria por enzimas dimeras, desempenha papel
significativo no Ciclo de Krebs, uma vez que catalisa a conversao de malato a
oxalacetato, produzindo NADH, que € um produto fundamental na produgao de ATP
e de compostos intermediarios essenciais ao funcionamento das células. Portanto,
esta enzima pode ser um eficiente marcador da respiragao aerébica das sementes
durante a maturacdo. Vidigal et al. (2009), utilizando-se desta enzima para verificar
alteragdes fisiologicas e enzimaticas durante a maturacdo de sementes de pimenta,
obtiveram como resultado do perfil enzimatico auséncia de qualquer alteragédo no
numero e intensidade de bandas que pudesse ser associada ao estadio de
maturagao e a qualidade das sementes. Portanto, para estes autores, esta enzima
poderia se constituir em eficiente marcador da respiracdo aerdbica das sementes

durante a maturacgao.

2.3.2 Fosfatase acida

A funcédo da enzima fosfatase acida (ACP) é hidrolisar os fosfomonoésteres
de um grande numero de reag¢des bioquimicas vegetais, entre elas, a formagao de
sacarose durante a fotossintese (TANKSLEY, 1983). Esta enzima esta envolvida
também na manutencdo do fosfato celular e sua atividade pode afetar o
metabolismo do fosfato em sementes, como os niveis de ATP e nucleotideos.

Ela tem sua atividade aumentada em plantas que apresentam deficiéncia de
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fésforo. O incremento nesta atividade, sob baixas concentracées de fésforo, tem
sido reportado para um grande numero de espécies e 6rgaos vegetais. Desta forma,
espera-se que a intensidade da expressao da enzima fosfatase acida aumente
conforme o conteudo de fosforo do solo decresce e quando os requerimentos

nutricionais das plantulas maiores aumentar (CAMARGO et al., 2000).

2.3.3 Alcool desidrogenase

A alcool desidrogenase (ADH) é de vital fungdo durante a degradagéo da
glicose em condi¢gbes anaerdbicas, pela reciclagem do NAD*, reduzindo o piruvato
para etanol (SACHS; FREELING, 1978). O processo de acumulo de etanol envolve
a oxidacao de NADH e resulta na producdo de pequenas quantidades de ATP,
fundamental para a sobrevivéncia de varias espécies sob condicdes de anoxia
(KENNEDY; RUMPHO; FOZ, 1992).

Esta enzima esta relacionada a respiragao anaerdbica, promovendo redugao
do acetaldeido a etanol (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2005). O acetaldeido
acelera a deterioragdo das sementes (ZHANG et al., 1994) portanto, com o aumento
da atividade da ADH, as sementes ficam mais protegidas contra a acao deletéria
deste composto.

Segundo Pasteur, N.; Pasteur, G.; Bonhome (1988), as desidrogenases sao
enzimas diméricas, que podem apresentar mobilidade eletroforética muito préxima,
com moléculas nos extremos e a forma heterozigota representada pelas bandas
intermediarias, que frequentemente sdo mais intensamente coloridas do que as

outras bandas.

2.3.4 Superoxido dismutase

Superoxido dismutase (SOD) atua na linha de defesa contra formas reativas

de oxigénio, uma vez que esta enzima anula a agdo dos superoxidos (Oz),
catalisando reacdes de transferéncia de dois elétrons para produzir peréxido de
hidrogénio (H.0O.) (McDONALD, 1999).

A SOD foi inicialmente isolada por Mann; Keilin, em 1938, de sangue bovino,

como uma proteina verde cuja funcao bioldgica foi creditada a estocagem de Cu. Ao
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longo dos anos a enzima teve referéncias variadas (SCANDALIOS, 1993).

A funcéo catalitica da SOD foi descoberta por McCord; Fridovich, em 1969,
com uma proteina Cu/Zn com atividade de SOD onde foram isoladas
subsequentemente varias fontes eucaridticas. Proteinas contendo Mn com atividade
de SOD foram encontradas em procariotos e na mitocéndria de eucariotos e depois,
proteinas com Fe de Escherichia coli € algas demonstraram possuir atividade de SOD
(OLMOS et al., 2003). Recentemente, uma classe completamente distinta de SOD
que contém Ni foi descoberta em Streptomyces e cianobactéria (BARONDEAU et al.,
2004).

Trés classes de SOD foram reportadas em plantas e foram classificadas de
acordo com seu co-fator, manganés (Mn), cobre/zinco (Cu/Zn) ou ferro (Fe)
(AZEVEDO et al., 1998). A Mn-SOD ¢ localizada na mitocondria, apesar dela ter sido
reportada nos cloroplastos de algumas plantas (AZEVEDO et al., 1998), enquanto a
Fe-SOD, apesar de observada em um numero mais limitado de espécies vegetais, €
associada aos cloroplastos (VITORIA; LEA; AZEVEDO, 2001). Ja as abundantes
Cu/Zn-SODs sao geralmente encontradas no citosol de células eucaridticas e
cloroplastos (AZEVEDO et al., 1998). A SOD cloroplastidica é geralmente a SOD
mais abundante nas folhas verdes, ao mesmo tempo em que em plantulas e material
estiolado, as SODs citoplasmaticas e mitocdndriais prevalecem. Esta distribuicdo
presumivelmente reflete mudancas ocorridas nos locais subcelulares de formacéao
dos oxirradicais. A presenca das isoformas Mn-SOD e Cu/Zn-SOD em peroxissomos
vegetais isolados foram reportadas em Pisum sativum (ervilha) e outras espécies (DEL
RIO et al., 2002).

O numero de isoenzimas de cada tipo de SOD varia muito de planta para

planta, assim como a abundéancia relativa de cada uma.

2.3.5 Peroxidase

A peroxidase (PRX) desempenha um papel critico no metabolismo das
sementes, por utilizar peroxidos como aceptor de hidrogénio, podendo contribuir
para o aumento dos mecanismos de defesa e prevencdo de perda da qualidade
(USHIMARU et al., 2001). De acordo com Bewley; Black (1994), a reducédo da
atividade dessa enzima proporciona maior exposicdo dos sistemas de membranas

aos efeitos do O,. Com isso, em decorréncia do nivel de danos das membranas, o
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oxigénio atua de forma mais intensa promovendo oxidagdo dos compostos. Plantas
com altos niveis de antioxidantes, constitutivos ou induzidos, sdo reportadas como
mais tolerantes a danos oxidativos, com isso, variagdes nos padrdes dos sistemas
isoenzimaticos da PRX sao frequentes em plantas submetidas a estresses abibticos
(DIONISIO-SESE; TOBITA, 1998; SREENIVASULU et al., 1999; ULISSES et al.,
2002).

Esta enzima tem importante fungcdo metabdlica na regulagao ibnica, ajuste
osmotico e producdo de NADPH, participa da fotorrespiracdo e atua na fixagao de
CO, sendo cada funcdo dependente da localizagdo da enzima na planta
(mitocéndrias, peroxissomos ou cloroplastos) (ALFENAS et al., 2006).

A enzima PRX possui multiplos substratos e essa multiplicidade possibilita a
expressao de diferentes produtos (ALFENAS et al.,1991). Em estudo realizado em
palmeiras, por Sawazaki et al. (1998), a PRX apresentou fraca atividade observada
em gariroba e no dendé Hermes, confirmando a hipétese de que os locus podem ser
produtos de genes estruturalmente nao relacionados, proprio de enzimas com

multiplos substratos.

2.3.6 Esterase

O sistema enzimatico esterase (EST) é constituido por um complexo e
heterogéneo grupo de enzimas reativas com uma ampla gama de substratos
especificos (SCANDALIOS, 1969). As variantes destas proteinas sdo geralmente
monomeéricas ou dimeras com um alto nivel de variabilidade. Esterase € um dos
sistemas enzimaticos mais polimorficos em plantas (GILLESPIE; LANGLEY, 1974;
WEEDEN; WENDEL, 1990).

E uma enzima envolvida em reagbes de hidrolise de ésteres, estando
diretamente ligada ao metabolismo dos lipidios como os fosfolipidios totais de
membrana.

A classificagdo das esterase, em a - esterase ou B — esterase, ¢é feita de
acordo com suas afinidades para a naftil-acetato, sua mobilidade em gel e sua
sequéncia de nucleotideos (SANTOS; MENEZES; VILELLA, 2005).

Segundo Endo; Morishima (1983), até o inicio da década de 1980 este
sistema era o mais estudado em arroz. Wu et al. (1997), analisando isoenzimas de

esterase em 848 acessos de arroz, concluiram que a maioria deles apresentava de
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duas a quatro bandas eletroforéticas, fato também observado por Gongalves; Cury;
Crécomo (1981) que relatam ter este sistema, um padrao eletroforético especifico
para cada cultivar estudado, o qual apresenta-se constante para uma mesma
cultivar. Os mesmos autores observaram que o padréo eletroforético para esterase,
se mantém em plantas com idades fisiologicas distintas, desde que crescidas em

ambiente controlado.

2.3.7 Glutamato oxalacetato transaminase

Esta isoenzima tem uma importante participacdo em reacgdes de
transaminacgao, durante a eliminagdo do nitrogénio dos aminoacidos e na formagao
de grupos a-cetoacidos para o Ciclo de Krebs e gluconeogénese (TANKSLEY, 1983).
Em funcdo da glutamato oxalacetato (GOT) estar diretamente envolvida no
metabolismo do nitrogénio, & possivel que variagbes ocorram a medida que
acontece a sintese e degradagcdo de aminoacidos durante o processo de
germinagao. Sem duvida, esta enzima tem participagdo fundamental no metabolismo
protéico, ndo somente durante a germinagdo, mas durante todo o ciclo de vida da
planta (MALONE, 2007).

2.4 Marcadores de DNA

O desenvolvimento de marcadores moleculares abriu a possibilidade de
obtengao de estimativas da diversidade genética, acessos com perfis de DNA mais
distintos em relacdo as linhagens e cultivares comerciais, e a identificagdo de novos
alelos de genes relacionados a caracteristicas de interesse. Este tipo de marcador
pode revelar diferengcas entre os gendtipos de forma mais eficiente, pois atuam
diretamente sobre o genoma do organismo (MALONE; ZIMMER, 2005).

2.4.1 RAPD

A técnica RAPD (Polimorfismo de DNA Amplificado ao Acaso), consiste na
amplificacdo de segmentos de DNA ao acaso, utilizando um unico primer, com 10
pares de bases de extensdo, cuja sequéncia nucleotidica é arbitraria. Quando

comparada as demais técnicas moleculares, € considerada simples, rapida, com
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custo relativamente baixo e geradora de um numero ilimitado de marcadores, com
alto nivel de polimorfismo. As principais limitacbes consistem na baixa
reprodutibilidade dos resultados e uma restrita informacao genética por loco, devido
a sua expressdo dominante (n&do distinguindo heterozigotos de homozigotos), n&o
permitindo estimar, precisamente, diversos parametros que influenciam a estrutura
genética das populagdes (WILLIAMS et al.,, 1990; FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1998).

2.4.2 RFLP

Na técnica RFLP (Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de
Restricdo), o DNA é digerido com enzimas de restricdo, que clivam a fita dupla de
DNA em sequéncias especificas, gerando um grande numero de fragmentos de
diferentes tamanhos. Os mesmos sdo separados por eletroforese, posteriormente
desnaturados e transferidos para uma membrana de nitrocelulose (processo
denominado Southern blot). A membrana é exposta a uma solugdo contendo sonda
radioativa, que hibridiza com a regido homdloga de DNA, permitindo a visualizagao
destes fragmentos através do processo de autoradiografia. O polimorfismo ocorre
devido a variagao na distribuicdo dos sitios de restricdo na fita de DNA, gerando
fragmentos de diferentes tamanhos, que resultam em diferengcas na posigao das
bandas no gel (MALONE; ZIMMER, 2005).

Os marcadores RFLP tém a vantagem de cobrir, potencialmente, todo o
genoma. Possuem expressao co-dominante, permitindo identificar genotipos
heterozigotos e homozigotos; o numero de marcadores é praticamente ilimitado; e
apresentam alta consisténcia e repetibilidade dos resultados. Entretanto, a técnica é
laboriosa, exige disponibilidade de biblioteca de sondas, utiliza material radioativo e
o custo é bastante elevado (FORREST, 1994; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

243 AFLP

Na técnica AFLP (Polimorfismo de Comprimentos de Fragmentos
Amplificados), o DNA gendmico € clivado com duas enzimas de restrigdo, uma de
corte raro e outra de corte frequente e, posteriormente, ligado a adaptadores

especificos que possuem terminais complementares as extremidades resultantes da
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clivagem pelas enzimas de restricdo. Em seguida, € realizada a reagdo de PCR
(Reacao em Cadeia da Polimerase) para a amplificagcao seletiva de fragmentos com
primers especificos que contém a sequéncia complementar aos adaptadores e ainda
um a trés nucleotideos adicionais na extremidade trés. Por ultimo, é feita a
separagao dos fragmentos por eletroforese em gel de poliacrilamida (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH, 1998 COSTA et al., 2000).

O AFLP tém como vantagens o grande numero de marcadores analisados
em um unico gel, com alto poder de detecgédo de variabilidade genética; ndo requer
informagédo prévia de sequéncia de DNA; e ha a possibilidade de robustez dos
resultados, quando comparados com a técnica RAPD. Entretanto, a principal
limitagdo dos marcadores AFLP, é o baixo conteudo de informacgao genética por loco,
pois, assim como os marcadores RAPD, sao de natureza dominante. Além disso, a
anadlise AFLP envolve um maior numero de etapas, necessitando de maior
quantidade de reagentes e equipamentos, incrementando o custo das analises
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; HOEZEL; GREEN, 1998; ZHIVOTOVSKY,
1999; COSTA et al., 2000).

2.4.4 Microssatélites

Os microssatélites sdo marcadores baseados na amplificacdo de DNA por
PCR e tém sido muito utilizados principalmente por apresentar um custo/beneficio
elevado e, dependendo da espécie, um grande numero de microssatélites pode ser
obtido. Comparado com as demais técnicas, € altamente polimérfico e apresenta
elevada capacidade para detectar polimorfismo entre os diferentes acessos,
espécies ou individuos de uma mesma populacédo (MALONE, 2007).

Este tipo de marcador, assim como os marcadores isoenzimaticos, € um
marcador co-dominante, o que possibilita a identificacdo de todos os alelos para um
mesmo gene - lécus. Isso € de fundamental importancia em estudos de estruturagao

genética de populagdes e analises de paternidade (MALONE, 2007).

2.5 Interpretacao de resultados

Os marcadores bioquimicos € moleculares oferecem inumeras aplicacbes

em estudos de genética e no melhoramento genético de plantas. Eles permitem
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gerar uma grande quantidade de informagbes sobre a diversidade genética e os
relacionamentos filogenéticos nas espécies utilizadas pelos pesquisadores (ROCHA,
2000).

Quando o trabalho objetiva a estimativa da similaridade genética entre
espécies, as diferengcas genéticas entre os gendtipos podem ser medidas por
distdncias genéticas e estas serem empregadas em analises de agrupamento,
sendo os dendrogramas um dos métodos mais usados. Faz-se primeiramente a
codificacado dos resultados, onde se atribui os valores 1, para a presencga e 0, para a
auséncia de bandas eletroforéticas, obtendo-se uma matriz binaria. Quando dois
gendotipos sdo comparados, ocorrem as seguintes situagdes: a= 1,1; b=1,0; c=0,1; e
d=0; 0. Esses coeficientes sao utilizados para a constru¢do dos dendrogramas,
adotando-se como critério de agrupamento o método do UPGMA (Unwughted Pair-
Group Method of Arithmetic Averages).

Uma vez obtida a matriz de dados, os gendétipos podem ser analisados com
o auxilio do programa NTSYS Pc, com sua ultima versdao melhorada por Rohlf
(2001).

Um segundo tipo de resultado, que pode ser obtido pelo processo
eletroforético das isoenzimas, € a mobilidade relativa (Rf) das bandas, a qual é
calculada pela férmula descrita por Alfenas et al. (2006), onde divide-se a distancia
percorrida pela molécula protéica, desde o ponto de aplicagcdo da amostra até a linha
de frente, sendo o resultado multiplicado por 100. Onde se pode agrupar os
resultados (bandas) pela distancia/tempo percorridos.

Quando o objetivo do estudo é a preservagdo de germoplasma, o
conhecimento do tamanho efetivo populacional (Nc) &€ imprescindivel, ja que mede a
representatividade genética dos individuos amostrados na populagdo em relagao a
uma populagao panmitica ideal (BOTREL; CARVALHO, 2004). Moraes et al. (1997)
ressaltam que as estimativas dos tamanhos efetivos populacionais séo indicadores
instantaneos da representatividade genética das amostras. Com isso, fatores
dindmicos que afetam a distribuicdo das frequéncias alélicas devem ser levados em
consideragao, como flutuagées do tamanho populacional entre geragdes, variagéo
de fertilidade entre os individuos, estrutura de idades, sobreposi¢cao de geragdes e
tamanho de vizinhanga (FRANKEL; BROWN; BURDON, 1998).

Para a estimativa do tamanho efetivo populacional, utiliza-se o método

proposto por Vencovesky (1997) em duas situagdes diferentes. A primeira estimativa
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para individuos adultos de uma simples populagdo, e a segunda estimativa do Nc

para varias populacdes.

Pode-se também, estudar a estrutura genética de populagdes. Neste caso, a
interpretacdo de zimogramas permite a determinagdo dos gendtipos de cada
individuo em uma populacdo, possibilitando estimar varios parametros que
caracterizam a variabilidade genética entre e dentro das populagdes, a sua estrutura
genética, o fluxo génico e o tamanho efetivo das populagbdes (PINTO; CARVALHO,
2004).

Este zimograma é o padrdo de bandas isoenzimaticas, que resulta da
catalisacdo de uma reagao quimica pela isoenzima presente no gel. Os zimogramas
sdo interpretados geneticamente considerando-se a estrutura molecular de cada
enzima (monomérica, dimera, tetrameérica, etc.), os locos e os alelos presentes
(LIENGSIRI; PIEWLUANG; BOYLE, 1990; FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

As frequéncias alélicas descrevem a variagao para um loco e sao estimadas
pela contagem direta do numero de alelos por loco, dividido pelo numero total de
alelos no loco. A partir das frequéncias alélicas, pode-se estimar os indices de
diversidade genética, como heterogosidade média observada, heterogosidade média
esperada, numero médio de alelos por loco e porcentagem de locos polimorficos.
Estas estimativas sdo obtidas a partir do programa BIOSYS-2 (SWOFFORD;
SELANDER, 1989).

Para a realizagcdo de todos estes delineamentos, de acordo com a Unido
Internacional para a Protecdo de Obtencdes Vegetais (UPOV), somente bandas
nitidas e com repetibilidade devem ser utilizadas (INTERNATIONAL SEED TESTING
ASSOCIATION, 1992).

A escolha do coeficiente deve ser baseada em determinados critérios, pois
mesmo poucas alteracbes estruturais nos grupos mais diferenciados podem
modificar o relacionamento entre cultivares com alta similaridade genética (ROCHA,
2000).

2.6 Caracterizacao e diferenciagao de espécies

A existéncia de um grande numero de acessos sem controle genealdgico,

originario de um unico programa de melhoramento, gera duvidas sobre a diversidade
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genética e a representatividade de diferentes ecossistemas (FREITAS et al., 2000).

Quando é langada uma cultivar pelo melhorista, esta deve ser comparada
com as ja existentes, a fim de ressaltar caracteristicas que possam facilitar sua
identificacdo, mais rapida e eficiente no campo, na industria e nos laboratérios
(BONOW et al., 2001). O interesse pela caracterizagdo de cultivares tem aumentado
significativamente no mundo nas ultimas décadas, sendo o motivo principal a
crescente necessidade da protecdo de cultivares comerciais em mercados
econdmicos cada vez mais competitivos (BONOW et al., 2001). Para tal, o uso de
descritores confiaveis e de natureza genética constitui um instrumento valioso na
identificacao de cultivares (BONOW et al., 2001).

Na Europa e Estados Unidos, os 6rgaos responsaveis pelo registro de novas
linhagens e cultivares incluiram oficialmente os padrbes eletroforéticos de proteinas
em seus critérios de avaliagdo (TANSKLEY; ORTON, 1983). No Brasil também ha
esta preocupacdo e, visando tal protecdo, foi aprovada a Lei de Protecdo de
Cultivares (Lei n° 9.456), a qual foi sancionada em 25 de abril de 1997 (MENEZES
et al., 2008).

A heterogeneidade de formas presentes na maioria dos sistemas
enzimaticos despertou o interesse dos pesquisadores em utiliza-los como
marcadores em varias areas da biologia, principalmente em estudos de Genética. A
leitura dos fenotipos eletroforéticos permite avaliar a estrutura genética com base
nas estimativas das frequéncias alélicas e genotipicas, levando a conclusbes sobre
a magnitude e a distribuicdo da variabilidade entre e dentro das populagées (PINTO
et al., 2001).

Os marcadores isoenzimaticos sao de carater co-dominante, possibilitando a
separagao de genodtipos homozigotos e heterozigotos, o que é de grande utilidade
nos testes de certificagdo da pureza genética (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
Também tém sido amplamente utilizados na caracterizagdo de espécies, cultivares e
de acessos de bancos de germoplasma, permitindo a identificacdo de acessos
duplicados, o estabelecimento de cole¢des nucleares e a identificacdo dos modos de
reproducdo predominantes nos acessos e ainda, evidenciando possibilidades de
grande eliminagao de desperdicio, pela acurada identificagdo de duplicagbes antes
da incorporacdo de acessos a etapas complementares do processo de avaliagao
(AMAN, 1997; AUGUSTIN; VALLS, 1988; GARCIA; GOMES, 2000).

Outro aspecto é a possibilidade de averiguar as interferéncias sobre a
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maneira como ocorrem 0s cruzamentos, o que pode ser feito a partir da distribuicéo
de marcadores genéticos nas familias, de maneira especial os co-dominantes. Estes
marcadores permitem a analise ainda no estadio de plantula e por serem as
populagdes de plantas, em geral, polimérficas para varios locos isoenzimaticos, é
possivel a identificagdo de gendtipo homozigoto ou heterozigoto, sem a necessidade
de testes de progénies. Em geral, analisando-se um maior numero de locos podem-
se atingir estimativas mais precisas. Além disso, é possivel obter e comparar taxas
de cruzamento verificadas a partir de locos individuais e de locos multiplos
(BROWN; ALLARD, 1970; LOPES, R.; BRUCKNER; LOPES, M., 2002).

Inimeras investigagbes empregadas no melhoramento, manejo e
conservagao de espécies florestais, tém utilizado as isoenzimas para estimar os
niveis de variabilidade genética de populagbdes naturais, estudar o fluxo génico entre
populacdes, a dispersdo de espécies, tamanho efetivo da populagdo e taxas de
cruzamento (PINTO; CARVALHO, 2004). Segundo Robinson (1998), os marcadores
isoenzimaticos, complementam os métodos tradicionalmente empregados para tais
investigacoes.

Considerando-se que no papel de reconstrucao de florestas é importante
que se mantenha o nivel de variabilidade genética encontrado nas populag¢des
naturais, torna-se necessario, para a realizagdo de um manejo florestal, estudos dos
padrées de distribuicdo da variabilidade genética que ocorrem nos fragmentos
florestais. Uma ferramenta para esse tipo de estudo € a eletroforese de isoenzimas,
com a qual é possivel se quantificar a variabilidade genética em popula¢des naturais
(BOTREL; CARVALHO, 2004). Elas apresentam diversas aplicagcbes na
conservagao dos recursos geneéticos e melhoramento florestal, pois permitem
caracterizar os sistemas de cruzamento, realizar analise de paternidade, estimar as
taxas de fluxo génico e migragcdo, avaliar a eficiéncia do pomar, de sementes,
caracterizar a estrutura genética de populagdes, estudar a filogenia e a taxonomia
das espécies e auxiliar no mapeamento genético de caracteristicas de interesse
(GLAUBITZ; MORAN, 2000).

E sabido também, que a mobilidade das bandas isoenzimaticas reveladas no
gel esta condicionada ao tamanho da molécula, constituindo os resultados obtidos
pela distancia percorrida, através da eletroforese, um critério importante para
identificacédo de diferengas e similaridades de isolados dentro de uma mesma

espécie (ALFENAS et al., 2006). Entretanto, este critério ndo significa igualdade



29

genética entre os isolados, pois existem outros fatores a ser considerados, como a
densidade de concentragdo da enzima, condicbes nucleares, nivel de ploidia e da

constituicado genética do organismo, além de outros fatores (RIOS et al., 2004).

3 Metodologia

O referencial tedrico € a base que sustenta qualquer pesquisa cientifica.
Antes de avancgar no assunto é necessario conhecer o que ja foi desenvolvido por
outros pesquisadores. Assim, o estudo da literatura, contribui para a definicdo dos
objetivos do trabalho, construgdes tedricas, planejamento da pesquisa, comparagdes
e validacdo (FURASTE, 2008). A realizacdo desta revisdo bibliografica, sobre a
utilizacdo de isoenzimas como marcadores genéticos foi fundamentada em
conceitos técnicos de como deve ser realizado o procedimento de sua confeccgao,
bem como dados obtidos a partir de pesquisas realizadas pelos mais diversos
autores e areas de pesquisa.

Com a escolha do tema, os objetivos, justificativas e hipoteses bem
fundamentadas, o passo seguinte foi a realizagcdo do embasamento tedrico sobre o
assunto escolhido. A pesquisa bibliografica foi realizada em sites especializados
para pesquisas, como o portal de periédicos Capes, onde sao disponibilizadas
diversas bases de dados em diferentes areas de conhecimento. A principal base de
dados utilizada foi o Biological Abstract. Apos esta etapa, a pesquisa foi direcionada
para o conhecimento sobre o que sado proteinas, enzimas, isoenzimas e em quais
areas eram empregados os conhecimentos sobre as mesmas.

A pesquisa bibliografica baseou-se fundamentalmente nas obras literarias
impressas dos autores Alfenas et al. 2006; Lehninger, 2006; Tanskley; Orton, 1983;
Voet, D.; Voet, J.; Pratt, 2008 e diversos artigos das areas de fisiologia vegetal e
botéanica, publicados em revistas nacionais e internacionais, como Revista Brasileira
de Fruticultura, Elsevier Science Publishers, Genetics, Biochemistry, Pesquisa
agropecuaria brasileira, Ciéncia e agrotecnologia e outras, os quais foram os mais
largamente utilizados.

A leitura dos artigos e livros foi acompanhada da extracdo das informacgdes
sobre caracterizagao e diferenciacdo de acessos, linhagens, cultivares e bancos de
germoplasma, e as anotagdes sobre os pontos mais relevantes que poderiam servir

como citacdo sobre o emprego das isoenzimas como marcadores genéticos; a
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escolha do tecido e estadio de desenvolvimento mais adequados para a realizagao
da extracao de proteinas e enzimas, bem como os cuidados que devem ser tomados
ao se realizar este tipo de extracdo; os resultados obtidos por estes autores,
utilizando-se apenas de isoenzimas e aqueles em que foi realizada uma associagao
ou contraposigdo do uso de isoenzimas como marcadores genéticos; e ainda o tipo
de analise realizada e os resultados encontrados em cada trabalho. Dados estes,
acompanhados da exata transcricao sobre o autor, obra, ano e pagina em que cada
um se inseria, para que pudessem ser apresentados nas referéncias bibliograficas.
Realizado o primeiro contato com os textos, a pesquisa foi direcionada para
a comparagao das linhas de pensamento dos diversos autores, analisando-as,
criticando-as e realizando uma linha de pensamento préprio, para posterior

elaboracao textual.

4 Resultados e discussao

4.1 Malato desidrogenase

Em experimento realizado, visando a identificagao do estadio adequado para
a realizacdo de analises isoenzimaticas na caracterizagao de cultivares de arroz,
Malone et al. (2006) observaram expressao intensa de MDH, até o quarto dia de
germinagao, sendo que a partir dos seis dias, a intensidade na expressao decresceu
consideravelmente a ponto de comprometer a definigdo das bandas, sugerindo que
a analise deste sistema enzimatico, seja realizada até os quatro dias de germinagao
das sementes. Os mesmos autores evidenciaram variagdo na expressado de dois
alelos identificados.

Santos; Menezes; Villela (2005) observaram que sementes das cultivares de
feijao mais vigorosas tiveram atividade da MDH estavel ou diminuida quando
armazenadas. Ja as cultivares menos vigorosas apresentaram maior influéncia das
variantes ambientais durante o armazenamento. De acordo com Macedo; Groth;
Soalo (1999), em arroz a umidade relativa do ar e a temperatura séao fatores
importantes na longevidade das sementes, por manterem o embrido em maior ou
menor atividade metabdlica.

Rios et al. (2004), caracterizando isolados de pepino, verificaram menor

polimorfismo da MDH em relacado a outros sistemas como esterase e fosfatase acida
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e, segundo Gottlieb (1981) isto se deve ao fato desta enzima possuir locos génicos

que codificam diferentes formas moleculares.

Segundo Lopes et al. (2003), em estudo de caracterizagdo de oito acessos
de erva-de-bicho, para MDH foram detectadas nove bandas polimoérficas reunidas
praticamente na mesma regido de atividade, resultando em quatro padrdes
isoenzimaticos. Estes autores evidenciaram um grau de parentesco muito proximo
dos acessos com padrées um e quatro, uma vez que apresentaram semelhangas.

Também no sistema MDH, Malone et al. (2006) caracterizando cultivares de
arroz, evidenciaram variagcao na expressao dos dois alelos identificados. O numero
de alelos foi similar ao encontrado por Lizhi et al. (2002), que analisando 149
acessos de arroz selvagem, onde identificaram trés alelos para esta enzima. Até os
quatro dias de germinagéo a expressao foi intensa, sendo que a partir dos seis dias
a intensidade na expressao decresceu consideravelmente, a ponto de comprometer
a definicdo das bandas. Os autores sugerem que a analise deste sistema seja

realizada até os quatro dias de germinagéao das sementes, como ja citado.

4.2 Fosfatase acida

Malone et al. (2006) caracterizando cultivares de arroz, identificaram de trés
a quatro alelos nas cultivares avaliadas. Este numero de alelos é inferior ao
encontrado por Bonow et al. (2001); Guidolin (1993) que estudando os padrdes
isoenzimaticos em plantulas de arroz com oito dias de idade, identificaram sete
alelos para ACP. Esta diferenca ocorreu provavelmente em funcdo de terem
analisado acessos de arroz preto e vermelho, o que acrescenta maior variabilidade
genética ao estudo. A expressao do sistema ACP mostrou-se mais uniforme ao longo
de todas as extracbes de proteinas analisadas, porém, segundo os autores, esta
devera ser realizada preferencialmente até os 10 dias, quando os quatro alelos sao
expressos.
Santos; Menezes; Villela (2005) observaram que sementes das cultivares de
feijdo mantiveram a atividade constante para esta enzima durante o
armazenamento. Ja as cultivares mais sensiveis sofreram redugcdo de vigor mais
rapidamente e mostraram aumento na atividade enzimatica, ao longo do

armazenamento. Segundo Roberts (1973), enzimas hidroliticas tém sua atividade
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incrementada com a perda da viabilidade das sementes.

4.3 Alcool desidrogenase

Vidigal et al. (2009) observaram maior atividade nas sementes obtidas de
frutos de pimenta colhidos em estadios mais avangcados de maturacdo. Padrao
semelhante para a atividade da ADH foi encontrado por Brand&o Jr. et al. (2002) em
sementes de café, cujos frutos colhidos no estadio maduro, possuindo maior
intensidade de bandas do que aqueles colhidos em estadio imaturo. Com isso,
concluiram que a via fermentativa € fundamental para a manutengao da viabilidade
de sementes de café apos secagem.

Para Fajardo et al. (2009) este sistema apresentou otima atividade e
resolucdo das bandas passiveis de interpretacéo para os estudos de genética de
populacdes da espécie Protium spruceanum (Almiscar). Neste trabalho, os autores
objetivavam estabelecer um protocolo para os sistemas enzimaticos a serem
utilizados nos estudos de diversidade genética em populagbes naturais de Protium
spruceanum.

Na caracterizagao e diversidade genética do capim-elefante e seus hibridos
com milheto, Freitas et al. (2000), ndo observaram atividade isoenzimatica da ADH
nas cultivares estudadas. Todavia, Ozias-Alkins; Ferl; Vasil (1986) observaram
atividade ao estudarem hibridos de Pennisetum americanum (milheto) e Panicum maximum
Jacq. (capim-coloniao), aos 14 dias apds o cultivo in vitro. Algumas hipéteses podem
justificar esses resultados divergentes, tais como a interagdo e a contribuicdo
diferencial do patriménio genético de P. maximum, no hibrido analisado pelos autores;
variagdes resultantes do proprio processo do cultivo in vitro e a ndo correspondéncia

entre 14 dias de cultivo in vitro e 28 dias apds o corte de uniformizacgao.

4.4 Superoéxido dismutase

Estresses abidticos, como por exemplo, o déficit hidrico pode induzir uma
maior atividade da SOD, que determina a concentracdo de O;* e H,0O,, sendo
central nos mecanismos de defesa requeridos para prevenir a formagao do radical
OH* (GRATAO et al., 2005).
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Gomes (2006), estudando as respostas do cafeeiro ao cadmio, observou pela
revelacdo da atividade da SOD em PAGE nao desnaturante a existéncia de diversas
isoenzimas em células de café, incluindo seis Mn-SODs e trés Fe-SODs, mas ne-
nhuma isoenzima Cu/Zn-SOD. Das isoenzimas Mn-SODs, duas principais exibiram
aumento na atividade em decorréncia a exposi¢cao ao cadmio. As isoenzimas Fe-SO-
Ds nao foram afetadas por qualquer concentragdo de cadmio durante todo o periodo
avaliado.

Silva (2006), trabalhando com o desenvolvimento de sementes de soja,
observou que a atividade da superdxido dismutase foi intensa durante todos os
estadios de maturagao avaliados. Vidigal et al. (2009) trabalhando com a mesma
enzima, observaram um pequeno aumento na intensidade de bandas obtidas de
frutos colhidos com 50 dias apds a antese (abertura das flores, quando um de seus
orgaos sexuais ou todos, amadurece e o0 perianto abre-se, iniciando o ciclo

reprodutivo das flores).

4.5 Peroxidase

Vidigal et al. (2009) utilizando PRX, nado conseguiram estabelecer
associagao entre a atividade desta enzima e o estadio de maturacido de sementes
de pimenta. Ja McDaniel, 1970; Smith; Goodman; Stuber (1985); Lopes et al. (2003);
mostraram que a PRX foi efetiva em caracterizar acessos de diferentes espécies.

Em estudo realizado com clones de bananeira nanicdo, submetidos a
pressdao de selecao in vitro, Ulisses et al. (2002), identificaram a PRX como o
sistema enzimatico mais sensivel as variacbes decorrentes desta selecao,
evidenciando que este sistema enzimatico, pode ser utilizado também como
indicador fisioldgico de plantas estressadas por fatores bidticos ou abidticos.

Ainda relatando o estudo citado acima, os autores observaram também, que
a PRX apresentou-se como o sistema onde obteve-se a melhor resolugdo de
bandas, permitindo distingdo entre diferentes grupos genémicos e entre as cultivares
de bananeira. Resultado semelhante foi encontrado também por Freitas et al.
(2000), que caracterizando geneticamente capim-elefante, concluiram ser este
sistema util para a analise do grau de similaridade genética.

Para Almeida; Crécomo (1994), a PRX permitiu o agrupamento de espécies

de cana-de-agucar, apresentando-se estavel para uma mesma cultivar.
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Martins et al. (2007), utilizando-se de oito sistemas enzimaticos, em
diferentes tecidos e diversas fases do desenvolvimento, verificaram que
fosfoglucomutase, fosfoglucoisomerase e PRX foram eficientes na avaliagcdo da
pureza genética e na diferenciagdo inequivoca de sementes das trés espécies de
Euterpe (palmeiras).

O sistema PRX, analisado em oito acessos de erva-de-bicho, apresentou
atividades anddica e catddica, enquanto que os demais sistemas somente
mostraram atividade anddica. Foi detectado neste sistema grande polimorfismo, que
permitiu a separagao de seis padroes isoenzimaticos (LOPES et al., 2003). Estes
resultados confirmam os estudos feitos em outras espécies, em que a PRX foi
efetiva em caracterizar a maioria dos acessos (McDANIEL, 1970; SMITH;
GOODMAN; STUBER, 1985).

PRX apresentou atividade em todas as amostras analisadas de clones de
bananeira nanicdo submetidos a salinidade, por Ulisses et al. (2002), fendmeno
também constatado por Bhat, V.; Bhat, S.; Chandel (1992b) em bananeira tripléide
cultivada in vitro. Jarret; Litz (1986) também apontaram o sistema PRX como aquele
de melhor resolugao, permitindo distinguir entre diferentes grupos genémicos e entre
cultivares de bananeira. Neste mesmo trabalho, a presenca de bandas de
mobilidade catédica (PRX 1 e PRX 2) foi detectada exclusivamente nos somaclones
selecionados in vitro como tolerantes ao NaCl. A expressédo especifica de uma
banda de PRX em gendtipo tolerante a salinidade também foi constatada em Setaria
italica (capim-de-cabra) (SREENIVASULU et al., 1999).

Além da presencga de bandas de PRX exclusivas, é frequente observar o
aumento da atividade das PRXs em cultivares tolerantes, como relatado para Morus
alba (amoreira-branca) (SUDHAKAR et al., 2004). Trabalhos realizados com
suspensdes celulares de Licopersicon esculentum (tomate) adaptadas ao NaCl
registraram o aumento da atividade das PRXs inclusive no meio de cultura. O
incremento da atividade dessas enzimas é fundamental no controle da acido de
espécies de oxigénio reativas, comuns em condicdes de estresse salino
(YOSHIMURA et al., 2000).

Para Rocha (2000), o polimorfismo de peroxidase, esterase,
fosfoglucomutase, isocitrato desidrogenase e aspartato transaminase, em folhas e
tubérculos de Solanum tuberosum (batata) L., permite a caracterizagcdo e a

diferenciagao de gendtipos.
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4.6 Esterase

Wu et al., em 1997, analisando isoenzimas de esterase em 848 acessos de
arroz, concluiram que a maioria apresentava de duas a quatro bandas
eletroforéticas, fato também observado por Gongalves; Cury; Crocomo (1981) que
relatam ter este sistema, um padrdo eletroforético especifico para cada cultivar
estudada, o qual apresenta-se constante para uma mesma cultivar. Os mesmos
autores observaram que o padrao eletroforético para esterase se mantém em
plantas com idades fisiologicas distintas, desde que crescidas em ambiente
controlado.

Este sistema também apresentou elevado polimorfismo em plantas como
cevada, alfafa e erva-de-bicho. Este grande polimorfismo permitiu a separagao mais
precisa destes acessos em padrdes enzimaticos (McDANIEL, 1970; QUIROS, 1991;
LOPES, 2003).

Para Almeida; Crocomo (1994), o modelo enzimatico de esterase em um
mesmo tecido de cana-de-agucar é especifico para cada clone, diferindo qualitativa
e quantitativamente um do outro, com poucas excegdes. Segundo Barreto; Simon
(1982), variedades de cana-de-agucar foram diferenciadas pelos zimogramas deste
sistema, devido a variagao intervarietal existente, de maneira a ser recomendado
seu uso na determinagao de variedades nesta espécie estudada (BARRETO;
SIMON, 1982; ALMEIDA; CROCOMO, 1994).

Segundo Martins et al. (2007), os sistemas a e [ - esterase foram
discriminativos e podem ser utilizados na identificacdo e diferenciagcao das espécies
de palmeiras E. edulis € E. olarecea. O poder discriminativo de esterase para estas
duas espécies, ja havia sido relatado por Sawazaki et al. (1998), utilizando folhas de
plantulas dessas palmeiras.

De acordo com Amaral; Casali; Brasileiro (2007), o sistema esterase foi util
como marcador para demonstrar a ocorréncia de hibridacdo em alfavaca. Ja os
demais sistemas nao foram eficientes na caracterizacédo e diferenciacido de outros
acessos e seus respectivos hibridos.

Em experimentos conduzidos por Hudina et al. (1996), em pereiras, a
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esterase se mostrou mais favoravel na identificacdo de cultivares. Segundo
Fachinello et al. (2000), com a enzima esterase foi possivel diferenciar todos os
gendtipos estudados de pereira, independentemente dos tecidos utilizados.

Na caracterizagdo de cultivares de péssego, utilizando a extragdo de
enzimas de folhas, Altube et al. (2001) tiveram como resultados as isoenzimas ACP
e EST com a maior variabilidade, resultados concordantes com os obtidos por
Messeguer; Arus; Carrera (1987); Sansavine; Rancaldi (1994). Sendo as EST as que
apresentaram maior polimorfismo e permitiram caracterizar duas cultivares.

Para Ulisses et al. (2002), caracterizando clones de bananeira nanicao
submetidos a salinidade, o sistema EST revelou-se com baixa intensidade de
coloragcao, comportamento que conflita com os resultados de Bhat, V.; Bhat, S;
Chandel (1992a) que observaram adequada resolugédo desse sistema em cultivares
tripldides de bananeira, provenientes do cultivo in vitro, em auséncia de NaCl. Esses
resultados divergentes podem estar relacionados a variagdes do préprio processo de
cultivo in vitro, fato também relatado por Freitas (1997).

Nas corridas eletroforéticas realizadas por Martins et al. (2007), para
diferenciar sementes de trés espécies do género Euterpe, foram detectadas bandas
com a - EST e B — EST, ambas as enzimas exibiram padrdes similares de bandas,
sendo essas bandas discriminativas e podem ser utilizadas na identificacdo e
diferenciacdo das sementes de duas das espécies estudadas. O poder
discriminativo das ESTs para identificacdo destas duas espécies ja havia sido
relatado anteriormente por Sawazaki et al. (1998), utilizando folhas de plantulas

dessas palmeiras.

4.7 Glutamato oxalacetato transaminase

Sawazaki et al. (1998), analisando a diversidade genética em palmeiras,
identificaram no zimograma uma regido mais lenta para GOT que corresponde a
regido codificada pelo loco denominado GOT-1. TORRES; TISSRAT, 1980
estudando gendtipos de dendé, observaram o sistema dimero e dois alelos, F e S,
neste estudo e a presenca de uma a trés bandas e seis possiveis alelos (SAWAZAKI
et al., 1998). GOT apresentou-se de acordo com a literatura como dimero e
codificado por dois locos, tendo sido observadas de uma a trés bandas em duas

regides com nove velocidades de migracgao.
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Na caracterizacdo da variabilidade genética, realizada por Sawazagi; Nagai;
Sodek (1997), em couve-manteiga, o sistema GOT n&do apresentou muito
polimorfismo. Segundo Arus; Shields (1983), este sistema €& codificado por trés
locus, sendo o mais proximo a origem, assim o fendtipo de cinco bandas
apresentado por uma das espécies de palmeiras, no trabalho realizado por
Sawazaki; Nagai; Sodeck, (1997) pode provavelmente estar indicando o gendtipo
heterozigoto.

Embora com diferenga nos niveis de intensidade, Malone et al. (2006)
observaram a manifestagéo fenotipica dos dois alelos identificados no zimograma da
GOT que foi uniforme em todos os estadios avaliados na caracterizagdao de
cultivares de arroz. Isso permite que o sistema GOT possa ser utilizado em
combinagcdo com outros sistemas isoenzimaticos sem influir consideravelmente na
velocidade dos resultados.

Em relagédo ao sistema GOT, na caracterizagdo genética do capim-elefante
e seus hibridos com milheto, Freitas et al. (2000) visualizaram apenas trés bandas
das quais uma foi revelada fortemente em todos os materiais. Daher (1993), ao
contrario, observou oito diferentes bandas para o mesmo sistema.

Na caracterizacao de acessos de pimenta-do-reino realizada por Gaia et al.
(2007), no sistema GOT foram observadas 18 enzimas com diferentes migracoes,
sendo o sistema que apresentou maior variabilidade de bandas. Foram visualizadas
duas zonas de atividade enzimatica, correspondendo, provavelmente, a dois locus
génicos. A primeira zona, da enzima GOT12 a GOT17, é provavelmente
condicionada por quatro alelos e a segunda zona, da enzima GOT8 a GOT13,
possivelmente por trés, sendo que ambos os locos codificaram enzimas com

estrutura dimérica.

4.8 Caracterizagao e diferenciagao isoenzimatica

A maioria das pesquisas sobre o sistema de cruzamento em espécies
arbdéreas tem sido realizada em populagdes naturais. Diversas espécies ja foram
estudadas, utilizando marcadores isoenzimaticos, como Tectona grandis (teca)
(KERTADIKARA; PRAT, 2004), Austrocedrus chilensis (cipres da Cordilheira)
(PASTORINO, 2000), Acacia aroma € A. macracantha (acacia) (CASIVA et al., 2004),

dentre outras. No Brasil, ja foram pesquisadas Genipa americana (jenipapo)
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(SEBBENN; KAGEYAMA; VENCOSVKY, 2000), Esenbeckia leiocarpa (guaranta)
(SEOANE; SEBBENN, 2004), Chorisia speciosa (paineira-rosa) (SOUZA; KAGEYAMA;
SEBBENN, 2004) e Senna multijuga (canafistula) (RIBEIRO; LOVATO, 2004).

Marcadores enzimaticos tém sido utilizados na caracterizacdo de cultivares
de varias espécies como feijdo (VIEIRA, 2000), milho (SALGADO, 2001) e soja
(AGUERO, 2002). As técnicas enzimaticas tém sido também de grande importancia
como auxiliares na identificacdo de espécies medicinais (LOPES et al., 2003).

A caracterizagdo de plantas frutiferas lenhosas mediante o uso de
marcadores genéticos € uma pratica de uso comum para fins de melhoramento
genético e identificacdo varietal (FACHINELLO et al., 2000). Isoenzimas tém sido
utilizadas em espécies frutiferas para identificacdo e caracterizacdo de variedades,
como indicador da diversidade genética, em estudos de mapeamento genético e
para obtencdo de estimativas de taxas de cruzamento natural. Padroes
isoenzimaticos foram utilizados na identificacdo e caracterizagdo de gendtipos de
manga (DEGANI; EL-BATSRI, 1990), kiwi (MESSINA; TESTOLEN; MORGANTE,
1991), caqui (PARFITT et al, 1991), uva (ALTUBE et al., 2001), maga
(MANGANARIS et al., 1994), acerola (LOPES, R.; BRUCKNER; LOPES, M., 2002) e
figo (ELISARIO; JUSTO; LEITAO, 1998) assim como muitas outras espécies.

Estudos do sistema de cruzamento baseados em dados isoenzimaticos
foram realizados em diversas espécies perenes, como Eucalyptus urophylla (eucalipto)
(HOUSE; BELL, 1994), Acacia nilotica (acacia) (MANDAL; ENNOS, 1995), Fagus
sylvatica (faia) (ROSSI; VENDRAMIM; GIANNINI, 1996), Pinus syivestris (pinheiro)
(BUREZYK, 1998), Dryobalanops aromatica (canfora) (LEE, 2000) e Eucalyptus marginata
(eucalipto) (MILLAR et al., 2000), e também em inumeras espécies anuais.

Com o advento dos marcadores bioquimicos (isoenzimas) as taxas de
cruzamento puderam ser estimadas mais efetivamente (BAWA, 1976) do que pelos
meétodos tradicionais, que se baseiam na observacdo de cruzamentos e do
comportamento dos agentes polinizadores, no exame da morfologia floral e de
resultados de experimentos de polinizagdo controlada (PAIVA; KAGEYAMA;
VENCOVSKY, 1994).

Lopes et al. (2003), realizando a caracterizacao de erva-de-bicho, obtiveram
amplo polimorfismo, podendo supor que a utilizagdo de varios sistemas enzimaticos
contribui para evidenciar polimorfismo, demonstrando o potencial das isoenzimas

como marcadores genéticos. Os mesmos autores observaram na maioria dos
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sistemas enzimaticos estudados grande variagdo no numero, intensidade e
espessura das bandas. Tal variagao pode estar relacionada com o grau de ploidia da
espécie em estudo. Segundo Gottlieb (1981), a diferenga no grau de ploidia pode ser
observada no gel, pela presenca de um numero maior de bandas. Por sua vez,
Messina; Testolen; Morgante (1991), afirmaram que essa diferenga pode ser
averiguada pelo aumento da intensidade e da espessura das bandas causado pela
variagao na dose de alelos presentes.

Uma caracteristica importante deste tipo de estudo, utilizando-se isoenzimas
como parametro, é o fato de que estes marcadores sdo considerados neutros do
ponto de vista evolutivo (SUNNUCKS, 2000), sendo este um pressuposto basico em
algumas analises e divergéncia entre populacdes, apesar da controveérsia existente
sobre a neutralidade de alguns sistemas enzimaticos (GRAY, 1996).

Estudos como estes sdo importantes para o melhoramento genético, uma
vez que a pré-selecdo pode reduzir o numero de plantas a serem cultivadas. A
determinacao da divergéncia possibilita a identificacdo de combinagdes hibridas de
maior efeito heterotico de modo que, nas geragdes segregantes seja possivel
recuperar os genotipos superiores (CRUZ; REGAZZI, 1994). O conhecimento prévio
do potencial de uma populagdo pode incrementar a eficiéncia de um programa de
melhoramento, permitindo a eliminagcado de populagdes nao promissoras (BARROSO
et al., 2003).

4.9 Marcadores isoenzimaticos associados a marcadores moleculares

Yanaca et al. (2005), identificando a variabilidade genética em populacdes
naturais de Bromus auleticus (cevadilha vacariana) (Trin. Ex Ness), utilizaram com
sucesso isoenzimas na determinacdo da diversidade genética e das relagbes
filogenéticas em espécies de Bromus. Os mesmo autores, comparando os resultados
obtidos pelas isoenzimas e pelos marcadores RAPD, obtiveram resultados
semelhantes, concluindo que, os dois tipos de marcadores sio eficientes na
caracterizagao da variabilidade genética das espécies estudadas.

Para Lima et al. (2003), a analise isoenzimatica pode ser utilizada como
meétodo auxiliar na caracterizagédo de cultivares de pessegueiro. Mas a diferenga nos
resultados obtidos pela analise isoenzimatica e analise por RAPD, tendo os autores

considerado que na segunda analise os resultados foram mais satisfatérios, deve-se
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ao fato de cultivares de péssego possuirem um nivel baixo de variagdo

isoenzimatica.

Sawazaki et al. (1998) realizaram estudo sobre a diversidade genética em
palmeiras. Para tal, utilizaram-se de isoenzimas e marcadores RAPD. Os autores
observaram que o polimorfismo enzimatico e de RAPD observado em palmeiras
possibilitou a diferenciacdo entre géneros, espécies, ecoédtipos e hibridos. Pelos
zimogramas, foram observadas varias bandas ndo relatadas por trabalhos
anteriores; os dendrogramas produzidos pelas bandas das isoenzimas e marcadores
RAPD, foram bastante semelhantes.

Rocha (2000), caracterizando gendtipos de batata através de marcadores
bioquimicos e moleculares, concluiu que é possivel identificar genétipos de batata
através da analise de isoenzimas em folhas de plantas cultivadas in vitro e em telado
e que, a técnica RAPD deve ser empregada quando a diferenciagédo de gendtipos
nao for possivel através de marcadores isoenzimaticos.

Além da caracterizagdo, esses autores relataram que as metodologias
utilizadas contribuem para os programas de melhoramento, pelo aumento dos dados
existentes acerca da variabilidade genética em palmeiras.

Malone (2007), analisando relagdes bioquimicas e moleculares da
germinagao e emergéncia em arroz, detectou elevado grau de polimorfismo na
populacdo analisada, no entanto, a composi¢céo genotipica obtida foi diferente para
0os marcadores genéticos testados (isoenzimas e microssatélites). Isto é,
provavelmente, decorrente da variacdo nas regides gendmicas acessadas por cada
técnica. Enquanto microssatélites revelam o polimorfismo com base em sequéncias
repetitivas (geralmente correspondem a regides do genoma que nao codificam para
proteinas), as isoenzimas revelam o produto direto da expressao génica. Contudo,
ambas as técnicas se mostraram eficientes na diferenciagdo dos gendétipos.

No arroz, centenas de l6cus microssatélite tém sido sequenciados e
disponibilizados publicamente (CHEN; ISSHIKI; MIYAZAKI, 1997; TEMNYKH et al.,
2000), e varios trabalhos manifestam a sua utilidade e aplicabilidade nessa espécie
(TANSKLEY; ORTON, 1983; AKAGI et al., 1997; WU, 1997).

Malone (2007), ao analisar a variabilidade genética em uma colegcédo de
ecotipos de arroz vermelho utilizando marcadores bioquimicos e moleculares,

observou que ambos os sistemas de detecgao de polimorfismo revelaram elevado
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grau de polimorfismo na populagdo de arroz vermelho analisada. No entanto, o
numero e a composi¢cao genotipica de cada agrupamento obtido foram diferentes
para ambos os tipos de marcadores genéticos. O autor atribuiu esta variagao pelas
regides gendmicas acessadas por cada técnica, pois enquanto os microssatélites
revelam o polimorfismo com base em sequéncias repetitivas (geralmente
correspondentes a regides do genoma que nao codificam para proteinas), as
isoenzimas revelam o produto direto da expressdao génica. Contudo, ambas as
técnicas foram eficientes na diferenciagdo dos gendtipos, mostrando que a escolha

pela associagao das duas se mostra uma boa estratégia.
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5 Conclusao

A maioria dos tecidos vivos pode ser utilizado para a analise eletroforética de
isoenzimas. A escolha do material vegetal deve priorizar a obtengdo de amostras
com atividade enzimatica satisfatoria. Para tanto, o ideal é que o estudo seja
realizado em diferentes partes da planta e também em diferentes estadios de
desenvolvimento da mesma, pois a atividade das isoenzimas varia nas diferentes
fragdes subcelulares, durante o desenvolvimento. Outro aspecto importante é a
idade da planta, pois esta faz variar a intensidade de expressao das isoenzimas.

Apdos determinado o tipo, parte e idade da planta que sera utilizada, a
escolha dos sistemas que serdo analisados também é importante, para maximizar
as respostas obtidas. Para esta escolha, os autores se baseiam no grau de
polimorfismo de cada sistema, no seu poder discriminativo e na comparagao de
resultados obtidos por outros estudos, com a mesma espécie vegetal ou espécies
que possuem metabolismo e caracteristicas semelhantes.

Diversos autores citam o uso de marcadores morfoldgicos (os primeiros a
serem utilizados) como insuficiente para a diferenciacdo de espécies. Estes mesmos
autores relatam que novos caracteres morfolégicos devem ser empregados para a
discriminagdo das espécies, ou entdo, que estes sejam substituidos pelos
marcadores enzimaticos e/ou moleculares.

Mesmo com a disponibilidade das técnicas de biologia molecular, diversos
pesquisadores ainda utilizam-se das isoenzimas para a realizacdo de seus
experimentos. Em diversas analises comparativas, entre os marcadores enzimaticos
e moleculares, as isoenzimas mostraram-se eficientes, indicando os mesmos
resultados. Isto demonstra que estas podem ser utilizadas em diversas frentes de
estudo ou entdo, combinadas, como complemento daqueles realizados com
marcadores moleculares, onde a técnica do RAPD tem sido a mais utilizada, com

SUCesSsSO.
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