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A técnica da eletroforese de isoenzimas tem sido utilizada emn estudos gendticos,
taxondmicos & fisinlogicos {Payne & Koszykowasky, 1978; Cardy & Kannenbeg, 1882),
e também n» determinagfo de marcadores e na caracterizagdo de cultivares.

No melhoramento de plantas, além de marcadores morfolégicos, varianies
eletroforéticas funcionam como excelentes marcadores moleculares, uma vez gue plantas
podermn ser identificadas quanto a0 seu tipo de reproducBo ou pureza varietal atraves de
testes em tecidos de qualquer idade e fase de desenvolvimente (Medina Filho, 1983} A
técnica de eletroforese de isoenzimas pode, portanto, servir de auxilio aos programas de
melhoramento vegetal, permitindo que o programa de melhoramento seja desenvolvido
com maior rapidez e seja menoes dispendisso.

Baseado nestes aspectos, o objetive deste trabaiho foi 0 de sjustar a metodologia
de eletroforese de iscenzimas para algodfo, determinendo as melhores combinacOes
entre tecido vegeta!, tampdo de exiragéo, sistema gel/sletrodo e enzima, visando seu uso
coma marcader molecular na ceracterizacdo do BAG-Algodao. '

Os ensaios foram conduzidos no Laboratdrio de Apcio Multidisciplinar (LAM) da
Embrapa Algoddo durante os meses de marco a julho de 1958,

Preliminarmente foram testados os seguintes tecidos: sementes, folhas.

A exiracio nas sementss foi feita apds 24, 48 e 72 horas de embebicdo em dgua
destitada. A cultivar utilizada foi a Epamig 4. A maceracdo foi feita refirande-se o
tegumento. As folhas consistiram de trés estédios de maturagdo jovem, adulta e velha.
Estas foram colstadas em casa-de-vegetagfo, acondicionadas em sacos de polietileno e
colocadas em caixa de isopor com gelo, e, em seguida levados ao (LAM}, onde se
procedeu a exiragdo de enzimas.

A extracio manual das enzimas através de macerac8o foi realizada com o auxilio
de almofariz e pistilo de porcelana previamente resfriados e mantidos sobre uma barra de
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gelo (ALFENAS et al., 1891). Tanto pars as sementes guanto para as folhas, foram usados sete
solugges de extragao, conforme Tabela 1.
Tabkela 1. Solugdes empregadas na extragio de enzimas de folhas e samentes de algoddo
Solugao | Camponentss/concentragio pH Referéricias
1 Cloreto de sédio - 0,9% pesoc/vol - Scandalics, 1867
2 Fosfato de sddic monobésico - 015 M/HCEH 7,0 | Wall, 1968
para ajustar o pH
3 Fosfate de sddio monobdsice 7,0 |Cardy et al., 1981
4 Fosfate de sédio monobdésico - 0,04 M
Sacarase - 02M
EDTA - 1T mM
Ditiotreitol (DTT) - 3 mM
L-4cido ascdrbico (Na®) - B mM
Bissulfito de sodio - 2,5 mM
Acido dieti! ditiocarbamico (DIECA) - BmM
Polivinilpirrolidone 40 (PYP-40; - 0.05%
B-mercaptoetanol - 0,1%
Soro aibumina bovina cristalizads (BSA}Y - 0,1%
NaOH 1M - para ajustar o pH 7,3 [Marty et al., 1984
5 Sacarose - 0,2wM
PVP-40 - 2,56%
DTT - 3mM
L.-&cido ascérbico - 5,7 mM
DIECA < 5,8 mM
Borato de sédio - 2,5 mM
Bissulfito de sédio - 2,6 mM
B-mercaptoetanc! - 0,2%
Polietilenoglicol 6000 - 1%
Polvinilpolipirrotidone - 1 pitada
duranis g trituracao Alfenas et al. 1991
53 Tris-acido - GO M
Borato de sédio - 0,014 M t
Bissulfito de sédio - 4,2M |
L-4cido ascérbico - 0,047 4
DIECA - B8 mM
PVP-40 - 8% Bournival & Korban, 1987
B-mercaptoetanol - Bgotas 18,1 |Yamada & Guries, 1989
7 Tris-base/ HCI - 0T M
Borato de sédio - 0,014 M
Bissulfito de sédio 4,2 mMt
L-4cido ascérbico - 0,057 M
DIECA - BmM Bournival & Kerban, 1987 |
PYP-40 - 4g Yamada & Guries, 1969

0BS: Em todas as solugdes € usada dgus destilada
para o volume final

ou desionizada em guantidade suficiente
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A quantidade de tampdo de extragdo usada foi de 0,5 mil para as sementes & 3,0 ml para
as folhas. Independentemente do iecido usado, o macerade foi filtrado em lenco dg papel e
absorvido com papel Whatman {12 x 5). Os Wicks foram colocados em sacos plésticos,
identificados, fechados ¢ armazenados em fregzer a ~20 + 2°C. Cada pléstico aspresentava 10
compartimentos e para cada amosira foram obtidos 20 Wicks.

As corridas gletreforéticas foram feitas em gel de penetrose 30 a 13% contendo 5% de
sacarosa. Os sistemas-tampdo gel/eletrodo usados, foram descritos por Alfenas et al. (1891} e
estdo descriminados na Tabela 2. Apds resfriamento os géis foram cortades em 2 cm de uma
das exiremidades, e as amostras (Wicks) foram colocadas espacadas de 2mm entre si. Para
rmonitorar g corridr, foram colocados dois Wicks embebidos em azul de bromofenoi a 1%. Os
demais procedimentos foram feitos de acordo com Alfenas et al. {19921). As seguintes enzimas
foram reveiadas: Fosfatase Acida [(ACP} E.C. 3.1.3.2.; Maleto desidrogenase (MDH} E.C.
1.1.1.37; EC. 3.4.11.1,; Esterase (EST) £.C. 3.1.1.1.; Peroxidase (PCX) EC. 1.11.1.7.; e &-
Fosfogluconato desidrogenase (BPEDH) E.C. 1.11.44.

Dentre as cinco enzimas estudadas, apenas Peroxidase nio apresentou atividade nos
tecidos e sistemas-tamp&o gel/sletrode estudados (Quadro 1). A resolugdo mostrou-se varidvel
com 0s sistemss,

Para selecionar as melhores combinacdes sentre tecide, tampdo de extrac3o, sistema-
tampdo gel/eletrodo e sistemas enziméticos, feram atribufdas notas para o resultado traduzido
em atividade (intensidade de colocag8o das enzimas) e resolucdo (definico de imagem com
relacdo a bandas no gel). Essas notas sdo:

Atividade/resolucao
Note ) Significado
0 auséncia
1 Otima
2 boa
3 regular
4 ruim |

Essas notas foram atribuides por comparag8o de todos os géis e separadamente
avaliando-se primeiro a atividade e depois & resolugéo.

Para a idemtificacdo de locos foram usados os dados de mobilidade relativa (rf)
calculados em funcio da distdncia percorrida pela banda no gel em relacio (d) a dist8ncia
percorrida pele corante azui de bromofenc! (D). A mobilidade relativa é dada por d x 100

D

Com relacdo ao tipo de tecido, observou-se gue as enzimas exiraldas das sementes
apresentaram atividade maior que as exiraidas de folhas, sendo também melhor 2 resclucio
para as sementes. isto é explicado pela auséncia de taninos e fenocis nas sementes (Cheliak &
Pitel, 1984). N8o se observou difersncas na atividads e resoluciio das sementes embebidas em
agua por 24, 48 ou 72 horas.

O tampdo de extracdo que permitiu maior estabilidade na stividade e resolucic das
enzimas foi c tampdo 4 (Marty et al., 1984},

Usando-se entdo a semente embebida em dgua por 24 horas e ¢ tampdo de extracdo 4,
procedeu-se a escolha dos melhores sistemas-tampdo gel/eletrodo, entre as rés testadas.

Para perfis elstroforéticos de MDH, no sistema 8, foram visualizadas duas regifes de
atividade interpretadas como dois locos, ambos com atividade &tima. O loco 1, agusie de maior
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mobilidade em relacdo a origem, apresentou resclucdo regular ¢ no loce 2 a resolucdo foi
considerada boa. (Quadro 1). O loco 1 estava compresndido entre os rf's 29,2 e 21.3; ne
entanto nao foi possivel distinguir bandas. O loce 2 apresentou padrio de bandas tipico de
individuos heterozigotos de enzima dimérica {trés bandas eqlidistantes, sendo a do centro de
tonalidade mais escura que as duas da extremidade).

Os géis corados para esterase (EST) também apresentaram diferencas entre os locos,
ndo havendo diferencas entre os sistemas 3 e 8 guanto a atividade e resclucdo nos dois locos
visualizados {Quadro 1). Para a enzima BPGDH o sistema escolhido foi o sistema 3 gue embora
tenha atividade menor do que no sistema 8 apresentou dtima resolucio.

A atividade de ACP fol regular no sisterna 6 € boa nos sistemas 3 e 8, sendo que a
resolucdo foi dtima no sistema 3.

Considerando-se o conjunfo de informacfes obtidas nos ensaios realizados conclui-se
que para o uso da andlise de eletroforese de isoenzimas em cultivares de algoddo os sistemas-
tampéo gel/eletrodo de ndmeros 3 e B, citados por Alfenas et al. (1981) sfc adequados para o
uso ern extratos de sementes, obtides por maceragdo, na soluclo extratora (Marty et al., 1984)
sendo que as enzimas Esterase, O-fosfogluconaio desidrogenase e fosfatase acida, se aplicam
ao sistema 3 e a enzima malato desidrogenase ao sistema B.

Tabela 2. Composivdo dos sistemas-tamp8o gel/eletrodo usados para a separacio eletroforética
de isoenzimas de algodio.

Sistemas Composigédo
Gel pH Eletrodo pH
3 Tris - 0,008 M Tris - 0,223 M
Acido ci.rico - 0,003 M Acido citrico - 0086M| 63
8,7
Obs: pH asjustado com NaGH
6 Tris - 3,448 M O mesmo do gel
Acido citrico - 0,189 M 5,2

Obs: Diluir 1:4 para uso

8 Acido cftrico 0,04 M 7.1
O mesmgo do gel jaltera s6 o 86,1
Obs: pH ajustado com N-(3- pH & ndo se dilui para uso}
aminopropill morfolina. Dilua
1:20 para uso.

Fonte: Alfenas et al. 1991,

Quadro 1. Avaliagio de atividade {A) e resoluc8o {R) de 5 enzimas em trés sistemas-tampdo |
gelieletrode, para o algoddo {(Gossypiem spp.).

Enzimas Sistena 8 Sistema 3 ! Sistema 8

A R A | A R
MOH ) A 3 ioco 1 1 2
loco 2 1 3

POX 0 - 0O -
EST 3 ) locoi 4 | lece1 4 | locol 4 4
loco 2 1 loco2 3 | loco2 1 3
GPGDH - - 2 1 1 2
ACP 3 4 2 1 2 3
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