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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi determinar os
métodos mais adequados para a extracdo e a separacao
eletroforética de isoenzimas de eucalipto. Examinaram-

* Trabalho apresentado no 6.° Congresso Florestal Brasilei-
ro, realizado em Campos do Jordao — Sao Paulo — Brasil, de
22 a 27 de setembro de 1990.
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se zimogramas em gel de amido, obtidos a partir de
extrato de folhas, de pdlen e de plantulas mantidas por
micropropagacao e de plantulas obtidas de sementes.
Testaram-se quatro métodos mecénicos para a macera-
cao dos tecidos vegetais, cinco sistemas — tampao para
a extracao das enzimas e 16 sistemas-tampao (gel/
eletrodo) para a eletroforese. Sao apresentados e dis-
cutidos os resultados obtidos com o uso dos sistemas-
tampao na identificacao de 37 enzimas nos quatro ma-
teriais mencionados. Este trabalho fornece uma escolha
de marcadores isoenzimatios aplicdveis no melhoramen-
to de eucalipto.

1 — INTRODUGAO

A descricao da estrutura genética de populacdes
vegetais naturais ou cultivadas depende da disponibili-
dade de marcadores que demonstram a variabilidade
nelas presente. Os marcadores genéticos podem ser mor-
foldgicos ou quimicos. As isoenzimas sao marcadores
quimicos que representam enzimas estruturalmente dis-
tintas, mas compativeis com um mesmo substrato. Ge-
ralmente sao controladas por um ou por poucos lécus
génicos que, por sua vez, sao identificdveis por meio
de analise de segregacao.

A heranca de marcadores isoenzimadticos tem sido
descrita em numerosas espécies florestais (NEALE et
alii, 1984; BROWN et alii, 1985). A anélise de isoenzi-
mas nas espécies florestais tem proporcionado informa-
¢cOes importantes sobre a variabilidade genética dentro
e entre populacdes (LINHAET et alii, 1981; HAM-
RICK e LOVELESS, 1986; GURIES e LEDIG, 1979;
YEH et alii, 1976), sobre os sistemas de cruzamento
(BROWN et alii, 1975; FRIPP et alii, 1987) e sobre
as relagOes taxondmicas entre espécies (COPES e BECK-
WITH, 1977; YEH e ARNOTT, 1986; BURGUESS e
BELL, 1983 ¢ 1985). A utilizacao de isoenzimas como
marcadores genéticos tem, ainda, gerado informacoes
que permitem determinar métodos mais eficientes de
melhoramento, e tem, também, orientado o manejo e a
conservacao de recursos genéticos florestais (BROWN
e MORAN, 1981; FRYER, 1987, MITTON et alii,
1979).

Neste estudo procurou-se determinar os métodos
mais adequados para a extracdo e a separagdo eletro-
forética de isoenzimas de Eucalyptus spp., para que
esses marcadores possam ser utilizados no monitora-
mento da diversidade genética em populagdes-base no
melhoramento e na producdo de sementes hibridas.

2 — MATERIAL E METODOS

2.1. Extracdo de Enzimas

Empregaram-se folhas jovens de mudas mantidas
em casa de vegetacdo e folhas maduras, sem lesdes, de
arvores adultas, de plantulas obtidas por microcultura
e a partir de sementes. As sementes foram tratadas com
hipoclorito de sédio (300 ppm de cloro ativo), lavadas
em 4gua destilada, colocadas sobre papel de filtro dmido
em placas de Petri, por dois ou trés dias, e utilizadas
apés a germinacdo. As microculturas de brotagdes epi-
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cérmicas foram cedidas pela Companhia Aracruz Flo-
restal e multiplicadas na Universidade Federal de Vi-
cosa. O pdlen foi extraido de anteras por agitacdo em
agua destilada, sedimentado por centrifugacao e ressus-
penso nos tampdes de extracdo de isoenzimas descritos
posteriormente. A suspensao de pélen foi utilizada ime-
diatamente ou armazenada a —20°C.

2.2. Métodos de Extracao

Compararam-se os métodos de trituracao em homo-
geneizador de vidro, em Polytron e o manual, usando-se
folhas previamente cortadas em finas tiras. O homoge-
neizador de vidro consiste de um pistao rotativo, que
fricciona o material contra as paredes de um tubo de
vidro mantido em banho de gelo. O triturador Polytron
possui laminas rotativas protegidas por um envdlucro
metédlico. Para a trituracdo no Polytron, o material foi
cortado em pequenas secoes e colocado imeditamente
em soluc@o-tampao, contida em um tubo de ensaio man-
tido em banho de gelo.

Testaram-se dois métodos de trituracdo manual. No
primeiro utilizou-se uma placa de acrilico (12 X 12 cm)
com escavacoes (2 cm de diametro e 0,5 cm de profun-
didade), nas quais as amostras foram trituradas com o
auxilio de um bastao de vidro. A placa foi mantida so-
bre uma barra de gelo. No segundo, o material foi tri-
turado em almofariz de porcelana previamente mantido
no congelador (—20°C). Apds a trituracdo, o extrato
foi filtrado mediante o uso de um pedaco de lenco de
papel colocado sobre o macerado. A trituracao de plan-
tulas foi feita sempre em placa de acrilico dado o pe-
queno tamanho desse material. Em todos os métodos o
extrato protéico foi absorvido em tiras (12 X 5 mm)
de papel cromatogriafico Whatman 3 MM e armazena-
das em tubos Eppendorf a —20°C para uso posterior
(ALFENAS- et alii, 1990).

2.3. Tampoes de Extracao

Para a extracao das enzimas, testaram-se as seguin-
tes solucoes, assim denominadas: tampao A (BROWN
et alii, 1975), tampao B (ARULSEKAR e PARFITT,
1986), tampao C (MARTY et alii, 1984), tampao D
(PARKS et alii, 1983) ¢ tampao E (J. L. HAMRICK,
manual de laboratério nao publicado). A constituicao
desses tampdes e das demais solucdes utilizadas nesse
trabalho foram previamente descritas por ALFENAS
et alii (1990).

2.4. Eletroforese

A eletroforese foi conduzida em géis de amido a
13%, preparados com as solu¢des-tampao préprias para
cada sistema. Apds a eletroforese, cada gel foi cortado
horizontalmente em fatias individuais que foram imer-
sas nas solucdes especificas para a revelacdo de cada
enzima (ALFENAS et alii, 1990).

2.4.1. Selecao de Sistemas-Tampao para a
Extragcdo de Enzimal e para a Eletroforese

Realizaram-se teste preliminares avaliando-se a ati-
vidade, migracdo e resolucao das enzimas ACP, ADH,
«-EST, B-EST, GDH, GOT, MDH ¢ PGI com os siste-
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mas I, I1, I1I, IV, V, VI, VII, VIII, IX e X. Utilizaram-
se 0s quatro tampdes de extracdo mencionados no item
3. Verificou-se, ainda em que fatia do gel obtém-se a
melhor resolucao para estas enzimas.

~ Com base nos resultados dos testes preliminares,
passou-se a utilizar o tampao D para a extracao das
enzimas nos quatro tecidos. Testaram-se, entdo, nove
sistemas eletroforéticos em combinag¢ao com 36 enzimas.
Os nove sistemas incluiram o I ¢ o IV ja mencionados
e os sistemas adicionais X1, XI1T, XII1, XIV, XV e XVI
(Tabela 1).

3 — RESULTADOS

1. Métodos de Extracao

Dentre os quatro métodos de extracao testados, a
trituracao manual, cm almofariz de porcelana, de pdlen
¢ folhas obtidas de¢ microcultura, folhas de mudas ou
folhas de plantas adultas, preservou melhor a atividade
enzimatica. ‘

A trituracao em almofariz de porcelana requer um
volume menor de tampao de extracao do que a homoge-
neizacao com pistao de vidro ou com o Polytron, e per-
mite obter-se extratos mais concentrados. Além disso, a
obtencao do extrato pelos dois métodos mecanicos ¢
mais demorada, pois requer centrifugacao para a elimi-
nacao de detritos. E possivel que a manipulacao mais
demorada do extrato por esses métodos tenha favorecido
a perda de atividade das enzimas. A trituracao de folhas
¢ pélen em placa de acrilico e bastao de vidro forneceu
resultados compardveis a trituracdo em quando se de-
seja preparar poucas amostras, ou quando o material ¢é
por natureza pequeno.

3.2. Tampao de Extracao

O tampio de extracdo D (PARKS et alli, 1983) foi
o que melhor conservou a atividade enzimédtica em extra-
tos foliares, passando a ser utilizado rotineiramente nos
testes posteliores O tampéo C foi superior aos demais
para as enzimas MDH ¢ ADH de plantulas. Os tam-
poes A, C e E ndo serviram para a extracao de enzimas
de folhas. O tampdo B tampao tornou-se mais eficiente
quanto a resoluc@o das bandas ao se aumentar o volume
utilizado em relacdo a quantidade de material foliar.
Em compensacdo, a diluicao do extrato tornou as ban-
das menos intensas. O tampao de extracao e a posicao
da fatia do gel influenciaram a resolucao de determina-
das enzimas (Tabela 2).

3.3. Sistemas Eletroforéticos

Os sistemas 1V, V ¢ VI nao proporcionaram migra-
cao suficiente das enzimas no gel para permitir a separa-
cdo das bandas (Tabela 3), formando-se junto a origem.
O sistema Il destacou-se como o melhor para ADH,
«-EST, B-EST e PGI nos tecidos em que essas enzimas
mostraram atividade. O sistema VIII mostrou bons re-
sultados para GDH e GOT e para ACP, exceto em pdlen.
Muitas combinacoes enzima/tecido/sistema eletroforéti-
co nao proporcionaram a formacao de bandas de ativi-
dade nos géis; outras geraram bandas de baixa resolu-
cdo. Os sistemas I ¢ VI foram incluidas no segundo gru-




po de sistemas eletroforéticos testados. Nessa segunda
etapa, a estracao das enzimas foi feita, manualmente,
triturando-se as folhas, as microculturas e o pdlen, em
almofariz de porcelana, com o tampao D, sobre gelo. Na
Tabela 4 encontram-se os resultados dos ensaios com as
36 enzimas. Como os resultados dos ensaios preliminares
para B-EST foram em geral inferiores aos obtidos para
«EST, a primeira ndo foi incluida nos testes subse-
giientes. Adotou-se um sistema de notas na descricao
dos zimogramas. Para cada enzima escolheram-se os
quatro melhores sistemas eletroforéticos, sendo a nota
méxima 1. Para as enzimas com mais de quatro siste-
mas recomendaveis, as notas foram repetidas. Os sis-
temas que nao funcionaram ou que nao proporcionaram
resolucao suficiente estao identificados na Tabela 4 por
um asterisco, ¢ os nao testados foram assinalados com
sinal ncgativo.

Como nem todas as enzimas foram ativas nos qua-
tro materiais estudados e os sistemas eletroforéticos nao
foram igualmente apropriados para esses tecidos, serao
discutidos, em seguida, os resultados obtidos para cada
enzima separadamente.

3.4. Enzimas

Aconitase (ACO — EC 4.2.1.3): encontrou-se ati-
vidade de aconitase apenas em microcultura. Os siste-
mas | ¢ II1 proporcionaram os melhores resultados para
esse material.

Alcool desidrogenase (ADH — EC 1.1.1.1): nao
se detectou atividade de ADH em extratos foliares. Os
sistemas XI ¢ XII foram os melhores para descrever a
ADH em microcultura ¢ plantulas. Todos os sistemas
mostraram atividade de ADH em pdlen, mas apenas o
sistema [ XV separou duas zonas de atividade para estas
enzimas, nesse material.

Aldolase (ALD — E 4.1.2.13): o sistema XII re-
sultou em uma banda forte para microcultura, plantulas
¢ pdlen. Os sistemas | e XIV mostraram bandas de
baixa intensidade, porém separaram trés bandas distin-
tas para microcultura, com melhor resolucao no ultimo
sistema. Nao se encontrol atividade de ALD em folhas.

Alanina desidrogenase (ALDH — EC 1.4.1.1): os
sistemas XI e XII mostraram bandas de boa resolucao
para folhas, microcultura e pélen. O pélen formou ban-
das de coloragao negativa no gel, as quais nao foram
atribuidas a enzima ALDH.

Catuluse (CAT — EC 1.11.1.6): nao houve ativi-
dade nos tecidos examinados.

Diaforase (DIA — EC 1.6.4.3): houve atividade
de DIA detectdvel em folhas, microcultura e plantulas,
sendo mais intensa nas primeiras. A resolucao das ban-
das foi baixa nos sistemas XIV e XVI. Nao se forma-
ram zimogramas aproveitaveis pelos demais sistemas. O
pélen nao formou bandas, mas apresntou atividade de
diaforase.

Endopeptidase (ENP — EC 3.4. . ): nao houve
atividade nos tecidos examinados.

Enzima mdlica (ME — EC 1.1.1.40): a enzima ma-
lica pode ser muito Gtil como marcador genético em
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polen, se for polimérfica. Houve muita atividade e boa
resolu¢ao em bandas de ME de pdlen nos sistemas VI,
X1, XII, XIII e XIV. O sistema IIl mostrou duas ban-
das de ME em microcultura, as quais ndo sao separadas
pelos sistemas XI e XII. Os demais sistemas nao for-
maram bandas para microcultura. Ao se analisar poli-
morfismo em clones de E. cloezina observou-se que
alguns nao apresentaram atividade de ME em folhas.
Para folhas, os melhores resultados foram com o sis-
tema XIII.

a-Esterase (a-EST — EC 3.1.1.1): a resolucdo e a
atividade nos zimogramas de folhas e microcultura fo-
ram Otimas ao se usar o sistema VI. As bandas perde-
ram resolucao no sistema XVI ¢ perderam intensidade
e migracao no sistema 1. A resolucao foi pobre nos
sistemas 111 e XII.

Fenil-alanina-prolina peptidase (PEP-PAP — EC
.3.4.13): obtiveram-se bons resultados com as enzimas
PEP-PAP usando os sistemas III e XII. Pouca atividade
destas enzimas foi revelada no sistema 6. Nao foram
testados os sistemas XI, XIII e XV. Os demais siste-
mas ndo formaram bandas de PEP-PAP nos géis.

Fosfatase dcida (ACP — EC 3.1.3.2): os sistemas
XI e XII ofereceram a melhor atividade e resolucao
para as bandas de ACP nos quatro materiais examina-
dos. Os sistemas XI, XIl e VI sao igualmente aconse-
Ihdveis para microculturas. As plantulas oriundas de
sementes apresentaram pouca ou nenhuma atividade de
ACP. Quando presentes, as bandas de ACP foram fra-
cas, mas de boa resolucao. Com o sistema XI, as plantu-
las exibiram uma banda adicional marrom e nitida, que
nao parece ser atribuivel a pigmentos. O extrato de
pélen originou uma banda intensa ¢ uma outra difusa
com menor migracao.

Fosfatase alcalina (ALP — EC 3.1.3.1): nao houve
atividade nos tecidos examinados.

Fosfoglucoisomerase (PGl — EC 5.3.1.9): o siste-
ma XIII mostrou trés bandas fortes ¢ uma mais fraca
na amostra de pdlen examinada. Os demais sistemas
modificaram esse padrao de bandas em nimero ou mo-
bilidade. Nos sistemas 1, XIV ¢ XV detectaram-se duas
regides de atividade para extratos de folhas, microcul-
tura ¢ plantulas, as quais nao sao separadas nos outros
sistemas. Os sistemas I e I1I nao mostraram a atividade
de PGI em plantulas. Nos sistemas I1I, XI, XII e XV,
extratos de pdlen formaram bandas secunddarias, de
menor migracao, repetindo o padrao das bandas prin-
cipais. Estas bandas podem representar artefatos ou
modificacdes induzidas a estas isoenzimas por esses
sistemas.

Fosfogluconato desidrogenase (6-PGDH — EC
1.1.1.44): os sistemas [ e XII mostraram atividade de
6-PGDH em folhas, microcultura e pélen. Microcultura
apresentou atividade mais alta. Os sistemas VI, XIV e
XVI nao proporcionaram a formacao de bandas. O sis-
tema | separou duas bandas distintas para microcul-
tura ¢ pdlen, o que os outros sistemas nao fizeram.

Fosfoglucomutase (PGM — EC 2.7.5.1): os siste-
mas X1V e XV foram eficientes para demonstrar PGM
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de folhas, microculturas e pdlen. Formaram-se duas re-
gides de atividade. Somente os sistemas XI e XII mos-
traram atividade de PGM em plantulas. Os sistemas VI,
XIII e XVI apresentaram atividade somente para pdlen.
As bandas de PGM colapsam em uma Unica regiao nos
sistemas III, XI e XII, apesar de migrarem bastante.
Bandas secundarias foram observadas para pdlen nos
sistemas XI e XII. '

Fumarase (FUM — EC 4.2.1.2): microcultura e
pélen formaram duas bandas bem separadas e de boa
resolucao nos sistemas XI e XII. Os sistemas VI e XIII
mostraram baixa atividade e resolucdo nesses dois teci-
dos. Os demais sistemas nao serviram. As folhas e as
plantulas ndo apresentaram atividade de fumarase.

Galactose desidrogenase (GLDH — EC 1.1.1.48):
as folhas e o pdlen mostraram atividade de GLDH com
os sistemas III, XI e XII, e muito fracamente, também,
com sistema XIII. Nos sistemas I, XV e XIV houve for-
macdo de banda somente para o pdlen. Os zimogramas
mostraram apenas uma zona de atividade. Nao se encon-
trou atividade de GLDH ao se usarem os sistemas VI
e XVI.

a-Glicerofosfato desidrogenase («-GPDH — EC
1.2.1.8): o sistema XII proporcionou uma banda com
boa resolucao em microcultura e pdlen. Os sistemas I e
X1V mostraram uma banda com baixissima atividade
para microcultura. Os demais tecidos ou sistemas nao
demonstraram atividade desta enzima.

Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (G3PDH —
EC 1.2.1.12): esta enzima pode ser utilizada para mi-
crocultura (sistemas VI e XII) e pélen (sistema XII). Os
demais tecidos apresntaram fraquissima ou nenhuma
atividade de G3PDH. Nio foi detectada atividade desta
enzima em folhas e plantulas.

Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH — EC
1.1.1.49): nenhum dos nove sistemas testados revelou
atividade de G6PDH em pléantulas. Para folhas e micro-
cultura, os sistemas I1I, XI e XII mostraram boa ativi-
dade. Para poélen, os sistemas IIT, VI, XI e XII tiveram
boa migragao e atividade. Encontrou-se apenas uma zona
de atividade para essa enzima em todos os tecidos.

Glucoquinase (GK — EC 2.7.1.2): formaram-se
duas zonas de atividade de GK em extratos de folhas,
microcultura e pdlen ao se usar o sistema XIV. As ban-
das de microcultura foram mais intensas do que as dos
outros tecidos. Somente microcultura formou bandas com
o sistema XVI e suas posi¢des relativas ficaram modifi-
cadas, comparadas ao sistema XIV. Os demais sistemas
nao revelaram atividades de GK em quaisquer dos teci-
dos examinados.

Glucose desidrogenase (GLUDH — EC 1.1.1.47):
microcultura formou uma banda com os sistemas I, I1I,
VI e XII, sendo fraca nesses dois Gltimos. No sistema
XII, folhas e pélen também formaram bandas, a mais
intensa sendo a de microcultura. Nao houve bandas com
os demais sistemas.
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B-Glucosidase (B-GLU — EC 3.2.1.21): apenas
microcultura, com os sistemas XI e XII, formou uma
banda. Os sistemas VI, XIII e XVI resultaram em géis
de cor azul-escura apds a revelacao, o que os diferenciou
«dos demais sistemas. No sistema VI pode-se distinguir a
banda formada por microcultura, embora esta contraste
pouco com a cor do gel. Os sistemas I, I1I, XV e XVI
nao mostraram bandas.

Glutamato desidrogenase (GDH — EC 1.4.1.2):
bandas de atividade de GDH foram formadas com os
sistemas XI e XII para microcultura e pdlen. Bandas
muito fracas foram detectadas, também, para folhas e
plantulas. As folhas e o pdlen apresentaram duas zonas
de atividade de GDH ao se usarem esses dois sistemas.
A zona de atividade com menor migra¢ao no zimogramas
de pdlen nao aparece quando se usa o sistema I. Os sis-
temas I, I1I, XIII, XIV e XV também mostraram ativi-
dade de GDH em pdlen, porém com menor resolugdo.

Glutamato-oxaloacetato transaminase (GOT — EC
2.6.1.1): os sistemas I, XIV e XV nao sao aconselhéveis
para esta enzima. Os sistemas I1I, VI, XI, XII e XVI
foram compardveis em seus padrdes de bandas. Os sis-
temas XI e XII destacaram-se para microcultura e plén-
tulas, com duas regides de atividade e boa resoluc@o. Os
sistemas I ¢ XVI mostraram-se superiores em intensi-
dade e resolucdo de bandas em extratos de pdlen. H4
duas regides eletroforéticas distintas para GOT em mi-
crocultura, plantulas e pdlen. Extratos de folhas mos-
traram uma sO regiao de atividade e uma faixa mais
movel de pigmento.

Hexoquinase (HK — EC 2.7.1.1): nao funcionou
nos tecidos examinados.

Isocitrato desidrogenase (IDH — EC 1.1.1.42):
todos os tecidos mostraram atividade de IDH quando se
usaram os sistemas XI e XII. A resolucdo das bandas
de IDH foi baixa em todos os sistemas. Somente os sis-
temas X1 e XII revelaram atividade de IDH em plantu-
las. Para pdlen, obtiveram-se duas regides se confundem
com as dos sistemas XI e XII. O sistema I ndo propor-
cionou migracao.

Lactato desidrogenase (LDH — EC 1.1.1.27): os
resultados dos testes para LDH foram ruins com todos
os nove sistemas testados. Observaram-se bandas fracas
e difusas para os extratos de folhas e ainda mais fracas
para os de pdlen com os sistemas I, XI e XII. Bandas nao
atribuiveis & LDH formam-se préximas a origem, no
zimograma de folhas.

Leucina aminopeptidase (LAP — EC 3.4.11.1): o
sistema XIII resultou em alta atividade de LAP para fo-
lhas e microcultura. Este sistema separou muito bem os
pigmentos foliares (marrom) e as bandas de LAP (azuis).
Nao se detectou banda de pigmento nos zimogramas de
microcultura. Os extratos de pdlen e de plantulas mos-
traram uma faixa de pigmento alaranjado apds a eletro-
forese com os sistemas 111, XI e XII. Este pigmento nao
interfere nas bandas de LAP. Os sistemas XI, XII e XIII
foram os que melhor preservaram a atividade de LAP
de plantulas. Formaram-se trés bandas distintas de LAP




para pdlen com o sistema XIV e duas de maior intensi-
dade nos sistemas XI e XII. Os demais formaram uma
banda intensa de LAP para pdlen.

Manitol desidrogenase (MADH — EC 1.1.1.67):
nao houve atividade nos tecidos examinados.

Malato desidrogenase (MDH — EC 1.1.1.37): foi
encontrada atividade de MDH nos quatro materiais e
com os nove sistemas testados. Os melhores sistemas
foram o XIV e o XV. Oito bandas, distribuidas em duas
regides de atividade, foram observadas no zimograma
de folhas da planta de E. cloeziana testada. Aparente-
mente, ha trés l6cus génicos controlando esta enzima
nesse material. Comparando-se zimogramas obtidos nos
outros sistemas, pode-se notar a sobreposicao de bandas,
o que dificulta a interpretacao destes.

Peroxidase (PO — EC 1.11.1.7): somente micro-
cultura produziu bandas de- PO. Os sistemas mais ade-
quados foram o XI e o XII, com trés de atividade, com-
preendendo quatro bandas no total. Os sistemas I, XIV
e XV ndo favoreceram a migracdo das enzimas e as ban-
das, difusas, concentraram-se préximas a origem. Os
sistemas 111, VI, XIII e XVI resultaram em baixa ativi-
dade, nao havendo formacao de banda.

Polifenol oxidase (PPO — EC 1.14.18.1): somente
microcultura mostrou atividade de. PPO. Os sistemas
XIII e XVI formaram uma banda com migracao aceita-
vel para este material. Os sistemas XI e XII proporcio-
naram pouca migracdo da enzima no gel.

Shiquimato desidrogenase (SKDH — EC 1.1.1.25):
os sistemas XIV e XV .mostraram boa atividade de
SKDH em folhas e microcultura. Obtiveram-se duas
bandas para microcultura, as quais ndo foram separadas
pelos demais sistemas. Extratos de plantulas mostraram
atividade de SKDH nos sistemas XI, XII e XVI e ban-
das muito fracas nos outros sistemas.

Sorbitol desidrogenase (SDH — EC 1.1.1.14): nao
funcionou nos tecidos examinados.

Superdxido dismutase (SOD — EC 1.15.1.1): né@o
funcionou nos tecidos examinados.

4 — DISCUSSAO

A eficiéncia de cada combinacao de tampdes gel/
eletrodo quanto a migragdo, a atividade e a resolug@o
nos zimogramas depende da enzima e do tecido testados.
Freqiientemente observou-se que determinado tecido
apresenta atividade enzimadtica e boa resolucao quando
ensaiado com um tampao, mas nao apresenta com outro.
A migracao das bandas, no entanto, parece independente
do tecido, isto é, quando nao ha migracao adequada, as
bandas formam-se préximas a origem, nos quatro mate-
riasi estudados. Quando isso acontece ha sobreposicao
de bandas e os zimogramas nao sao interpretaveis. Isto
ocorreu com a enzima MDH, por exemplo, que € bem
resolvida pelos sistemas XIV e XV, mas nao ¢ interpre-
tavel no sistema VI.

A atividade das enzimas diferiu consideravelmente
entre os materiais vegetais aqui estudados. Como € de
se esperar. nem todos os genes que controlam as enzi-
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mas em questdo sao ativos nos diversos estddios do de-
senvolvimento da planta ou nos seus diferentes drgdos.
Outra razao para as diferencas de atividade entre esses
materiais consiste na adequacao da solucdo-tampao de
extracdo e da combinac@o de solugdes-tampdes gel/ele-
trodo. Folhas, por exemplo, podem conter fendis que
precipitam as enzimas durante a extracao. Os mesmos
fendis parecem nao estar presentes nas sementes e no
pdlen e parecem estar presentes em baixa concentra-
cao nas plantulas e em microcultura.

Os sistemas eletroforéticos X1 e XII (HAMRICK,
1986( e XIV foram os que mais destacaram quanto ao
ndmero de enzimas que resolvem. Dentre as 37 enzimas
testadas, sete nao produziram bandas em todos os qua-
tro materiais. Resultados satisfatérios foram obtidos com
19 enzimas em folhas, 30 em plantulas sob microcultura,
14 em plantulas obtidas de sementes e 22 em pélen. As
plantulas obtidas por micropropagagio de brotacdes
epicormicas sao um excelente material para o exame de
isoenzimas em Eucalyptus, embora de dificil obtencdo
na prética. Apresentaram o maior ntimero de enzimas
ativas e melhor resolucao de zimograma. Sabe-se, entre-
tanto, que o processo de micropropagagdo pode induzir
modificacdes deste material para analise genéticas.

Para a maioria das finalidades praticas, usam-se
plantulas obtidas de sementes. De modo a facilitar os
trabalhos de Jaboratério, podem-se combinar 19 enzimas
ativas em plantulas e trés sistemas-tampao gel-eletrodo:

Sistema XI: ACP, ADH, ALDH, GDH, GOT,
IDH, PGM.

Sistema X1I: ADH, ALD, ALDH, GOT, G3PDH,
LAP, PEP-PAP, PGM.

Sistema XIV: DIA, MDH, PG..

Cada gel comporta em média 20 amostras e pode
ser cortado horizontalmente, proporcionando trés ou
quatro fatias de boa qualidade. Desse modo, sdo neces-
sarios cincq géis de amido para a andlise de 20 amos-
tras e 19 enzimas. Outros sistemas devem ser escolhidos
ao se combinarem enzimas para os demais materiais.

TABELA 1

SISTEMAS-TAMPAO PARA ELETROFORESE.
AS RECEITAS PARA ESSES SISTEMAS
FORAM DESCRITAS POR ALFENAS et alii (1990)

Sistema Autor(es) Sistema Autor(es)
I Brown et alii, 1975 IX Ridgeway et alii,
1970
I Hakim-Elahi, 1980 X Selander e Tang,
1969
ITI Hakim-Elahi, 1980 Xle Hamrick e

v Cheliak, 1985 XI1
\Y% Cheliak e Pitel, 1984  XIII Scandalios (1969)
VI Moran e Bell, 1985 X1V Cayton e Tretiak
Markert e (1977
VII Faulhaber, 1965 XV Alfenas et alii
(1990)

VIIT Markert e XVI Phillips e Brow
' Faulhaber, 1965 (1977)

Lovelles, 1986
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TABELA 2

EFEITO DO TAMPAO DE EXTRACAO E DA POSICAO DA FATIA NO GEL, SOBRE A ATIVIDADE E A RESOLUCAO
DE ENZIMAS EMPREGADAS NOS TESTES PRELIMINARES EM EUCALYPTUS

Sistemas

VI

Enzimas

MDH

«-EST

B-EST GOT PGI

ACP

Posicao

Tampao de Extracao B

BN -

cooco

(o) e Ji{ o B ]

| ++

|

-+
+

4+t

++++

oo oo

Tampao de Extraca

D

o]

A GN —

-
+

| ++

ccCcoo

0

0
0
0

L

cococo

++

4=
(Il

RESILUCAO E ATIVIDADE DE

atividade e resolucao aceitaveis;
atividade aceitavel, mas resolucao baixa:

ENZIMAS EM DIFERENTES SISTEMAS ELETROFORETICOS E

0 = sem atividade;

sistemas: | (BROWN et alii, 1975); VI (MORAN & BELL,

TABELA 3

TECIDOS DE EUCALYPTUS

1983).

Enzima

Material
Vegetal

<

Sistema Gel/cletrodo

v Vi VIl

IX

b

ACP

Fl
Mc
Pl
Po

a‘el\)l\)l

x| Z2Z2Z

ADH

Fl
Mc
Pl
Po

%NI

* |

a-EST

Z + 2212 ZZ2|Z | Z

ZZZ2|\ZZZ v |Z22ZZ
* N

B-EST

o ot —

* % ¥

* N N
w $ZZVZZ 22 |\ ZZ2Z2Z\Z2Z2Z

* XNN

GDH

3*

3

3

« | 222

*
*

Z
E:

— g b b

| o

GOT

||

v Z22Z |2 »2Z2Z

_ N = —

N o= NN

GPI

| ool

MDH

—_—— g

* O ] e =

ZZ2Z2Z|ZZZ2ZZ|Z +2Z «

NN R 2Z2ZZ Z oy oxow
»222| 2222

N

*

I

nao houve migracdo (bandas muito préximas a origem).
Nio houve atividade suficiente para interpretagao.
Sistema com ma resolucao.

1, 2 ou 3 = Sistemas aceitdveis para cada material, em ordem de prioridade.
- microcultura; Pl = plantula e Po = pdlen.

Fl = Folha: Mc
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TABELA 4

RESOLUCAO E ATIVIDADES DE ENZIMAS SEPARADAS POR ELETROFORESE EM DIFERENTES SISTEMAS-TAMPAO
PARA GEL E ELETRODOS

Material Sistema Gel/eletrodo
Enzima Vegetal

I 11 VI X1 XIT X111 X1V XV XVI

ACO Fl ® * * . * _ * _ *
Mc 2 1 * - — * — 3

Pl s * * _ * - * s *

Po # i * _ * _ * _ *

ACP Fl 3 2 1 2 4 * * *
Mc > 5 1 1 1 3 * * 2

Pl # * * 1 2 * # * *

Po 2 * 1 1 * 2 * *

ADH Fl * * * * * * * *
MC * B #* 2 ‘ * Ed * *

Pl 4 ¢ 8 1 1 5 3 . v

Po * 3 2 2 * 1 * 2

LD Fl * * % ® * * * *
Mc 4 4 3 . 2 * 1 . 3

Pl 2 * * 1 * 2 * *

Po 3 3 1 » 2 . #

ALDH Fl * x " " .

Mc * * * 1 1 * * * *

Pl * * * 1 1 * * * *

Po % s % 1 1 * * * *

ALP Fl ® * * 2 * * * * *
Mc s * s * * * * *

Pl * * * E * * * * *

Po # * # # * * * * *

CAT Fl & = S * . * . *
Mc #* * * _ * o * _ *

Pl * * * . * _ % _ *

Po * * ~o S * . * _ *

DIA Fl * * _ * _ 1 — 5
Mc . * * — * — 1 — 2

Pl * * — * = 1 s 2

Po * * * — * — 1 — 2

ENP Fl . % * = * — * _ *
Mc E 3 * . * _ # _ *

Pl * 3 * - * - * _ *

Po * * * . * S % _ *

«-EST Fi 3 * 1 — * — * — 2
Mc 5) * 1 — * — k4 — 2

Pl * * * _ * _ # _ *

Po * * * _ * e * _ *

FUM Fl * * * * * * * * r
Mc * 5 * 1 1 * * *

Pl * * * * * * * *

Po ® * 1 1 * * * *

GDH Fl . 3 ¥ 1 2 * * * 3
Mc * 3 . ! 2 # . 4 ¥

Pl * 1 2 o ® * *

Po * 4 * 1 2 3 % * *

GK Fl — * — 1 — *
Mc * * * P * _— 1 S 2

Pl g : — — ¢ — :

Po 2 — — 1 . *

B-GLU Fl * #* * * * * % * *
’ MC * & E3 1 1 * * * *

Pl % * * * * * *

PO * S * * * * * * *

GLUDH Fl * * * * 1 * ¥ - =
Mc 2 % 1 * * * *

p] * % % £ * * * * *

Po * 1 * * % *
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CONTINUACAO DA TABELA 4

Material
Vegetal

Enzima

el
et
==
ot
<
et

Sistema Gel/eletrodo

XI XII XII1 X1V

]
<

XVI

Fl
Mc
Pl
Po

PGM

EE N ]
* % oW %
%% % *

EE N
E N
* ¥ ¥ H
* ¥ ¥ ¥

F1
Mc
Pl
Po

PPO

* % ¥ *
LR I
L N

% % %k N %= -
* % ¥ % e DN

* #* *
* ¥ ¥ %
* *¥N %
* ¥ ¥ ¥

Fl
Mc
Pl
Po

SDH

#* % ¥ *
* O* N ¥

* ¥ ¥ %
* ¥ x *

Fl
Mc
Pl
Po

SKDH

% N = N
® % % %
* % % %

*O¥ % K fe= e %

* * X ¥

Fl
Mc
Pl
Po

SOD

#* % % %
# % *
* ¥ ¥ ¥

* ® ® %
% % %N Ko
% * % %

Fl.: Folha; Mc: Microcultura; Pl: Plantulas; Po: Pdlen.
Notas 1 a 4: Classificacdao dos sistemas eletroforéticos.

A nota 1 corresponde ao melhor dos 9 sistemas em cada caso.
*: indica atividade e/ou resolucdo insuficientes.
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