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Resumo

A presenca de compostos fendlicos liberados na maceracao dos tecidos é um
dos grandes problemas encontrados na extracao de proteinas. As metodologias
convencionais utilizadas para algumas espécies herbaceas, em geral, ndo se
ajustam a esta malvacea. Visando-se estabelecer um protocolo eficiente e
confidvel para a aplicacao da técnica eletroforética em estudos genéticos e
evolutivos do algodao, ajustou-se uma metodologia de extracao e coloracao
enzimatica para a cultura através da eletroforese em gel de poliacrilamida.
Utilizaram-se neste estudo, duas cultivares de algoddo com composicado genética
diferente, para minimizar as duvidas quanto a deteccao ou auséncia de
determinada enzima. O experimento foi conduzido no Laboratério de Genética da
UFRPE. Os tecidos estudados foram folhas e raizes coletadas aos 10 dias apés
a emergéncia, e as sementes, coletadas ao final do ciclo da cultura do algodao.
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Para o ajuste do método, fizeram-se os testes de escolha das melhores solucoes
de extracao e de concentracao do gel e o ajuste da metodologia de coloracao
enzimatica e protéica. Os testes foram realizados com cinco repeticdes para cada
sistema estudado (EST, POX, ACP, ALP, MDH, LAP e PT). A solucao de
extracao NaCl 0,15 M pH 7,1 foi a indicada para sementes, raizes e folhas de
algodao e a concentracdo do gel, 7 %, podendo ser usada para a maioria dos
sistemas estudados. Todos os cinco sistemas estudados apresentaram atividade
enzimatica nos tecidos do algodoeiro. As variantes obtidas pelo sistema MDH
sdo capazes de diferenciar as cultivares, tanto em nimero, quanto em atividade
enzimatica em sementes, raizes e folhas novas; no sistema PT, a diferenciacao

ocorreu apenas nas sementes.



Establisment of Methodological
Isoenzyme Characterization of
Cultivarrs of Cotton. I. Polyacrylamide
Gel

Abstract

The presence of phenolic compounds released in tissue maceration is one of the
major problems encountered in the extraction of proteins. The conventional
methods used for some herbaceous species, in general, do not fit this malvacea.
Aiming to establish an efficient and reliable protocol for the application of
electrophoretic in genetic and evolutionary studies of cotton, it was established a
method of extraction and colouring enzyme for culture through the
polyacrylamide gel electrophoresis. It was used in this study, two varieties of
cotton with different genetic background in order to minimize the doubts about
the failure to detect the presence or absence of a specific enzyme. The
experiment was conducted in the UFRPE's Genetic laboratory. The tissues
studied were leaves and roots at 10 days after emergence, and seeds collected
at the end of the cycle of the cotton crop. For the adjustment of the method,
tests were done to choose the best solutions for extraction and concentration of
the gel and adjustment of the methodology of colouring enzyme and protein.
The tests were conducted with five repetitions for each system studied (EST,
POX, ACP, ALP, MDH, LAP and PT). The solution of 0.15 M NaCl extraction
pH 7.1 was indicated for the seeds, roots and leaves of cotton and the
concentration of the gel, 7% can be used for most systems studied. All five
systems studied showed enzyme activity in the tissues of cotton. The variants
obtained by the MDH system are able to differentiate the varieties, both in
number, as in enzyme activity in the seeds, roots and young leaves; in the PT
system, the differentiation occurred only in seeds.

Index terms: Gossypium hirsutum, plant tissues, eletrophoretic systems, enzyme

activity
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Introducao

A técnica da eletroforese é um método bastante utilizado para determinacao do
numero e da quantidade de proteinas presentes numa mistura, como para
determinacao de diferentes enzimas baseados nas diferencas de suas cargas
elétricas, tamanho ou configuracdes, os quais afetam sua mobilidade em
determinado campo elétrico (SANTOS, 1989). O padrao representado por
bandas coloridas no gel da indicacao das areas localizadas de proteinas nao
cataliticas ou de enzimas de uma reacao particular. As diferencas na mobilidade
eletroforética das proteinas podem resultar de alteracdes na seqliiéncia de seus
aminoéacidos, determinados por modificacdes de seqiéncias nucleotidicas de
genes estruturais; assim, as variacdes eletroforéticas sao o resultado direto de
diferencas genéticas (BURDON; MARSHALL, 1983).

O fracionamento protéico através da eletroforese fundamenta-se na passagem de
corrente elétrica, através de um meio condutor, onde esté aplicada uma mistura
de proteinas, assim como na porosidade do meio suporte e no tamanho da
molécula (FALCAO, 1984). Quando a migracio eletroforética é finalizada, o gel é
submetido a uma mistura de reacdo que contém um corante e um substrato, no
caso de coloracao de enzimas. Como resultado da reacao, forma-se um complexo
colorido e insoltuvel no gel, facilmente visualizado como bandas coloridas e que
denotam os pontos de migracao das proteinas estudadas. O padrao de bandas
obtido é considerado fenétipo e analisado como teste genético com o qual se
determinam as regioes codificadas por alelos de um Unico loco e as especificadas
por genes de diferentes locos (HUBBY; LEWONTIN, 1966). A andlise genética é
altamente simplificada, devido ao fato de que as bandas quase sempre se
revelam como fatores mendelianos simples.

No melhoramento de plantas, a caracterizacao de cultivares através de andlises
eletroforéticas tem-se constituido numa ferramenta de grande contribuicao, uma
vez que as variacOes detectadas funcionam como excelentes marcadores
genéticos, capazes de diferencia-las quanto a espécie do tipo de reproducao ou
pureza varietal, utilizando-se tecidos de qualquer idade ou fase de
desenvolvimento.
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Com a cultura do algodao, vérios sao os trabalhos disponiveis na literatura,
utilizando-se essa técnica tanto para identificacao de cultivares quanto para
esclarecimento de afinidades filogenéticas entre espécies. Entre os de relevancia
nesta area, citam-se os de Jonhson e Thein (1970) que estimaram as afinidades
evolutivas em 25 espécies de Gossypium, determinando bandas homélogas
entre os acessos estudados; os de Khashimov et al. (1990) que estudaram 11
espécies selvagens de algodao e estabeleceram um padrao de banda referencial
para as espécies estudadas, inclusive a extensao de variabilidade inter e intra
espécie. Na area tecnoldgica, Dadabaev et al. (1995) demonstraram que as
peroxidases das fibras do algodao tém varias formas moleculares, sendo as
espécies de G. Barbadense diferentes das de G. hirsutum, considerando-se o
padrao de intendidade e presenca de bandas nos materiais estudados.

Embora essa técnica possa contribuir com vérias linhas de estudos genético-
bioguimicos com essa cultura, a presenca de compostos fendlicos, liberados
durante a maceracao dos tecidos, € um dos grandes problemas encontrados na
extracao de proteinas, uma vez que eles reagem com as mesmas inativando as
enzimas ou alterando sua mobilidade; a obtencao de variantes eletroforéticas
com o algodao apresenta algumas dificuldades, de modo que as metodologias
convencionais utilizadas para algumas espécies herbaceas geralmente nao se

ajustam a esta malvacea.

Desta forma e se levando em consideracdo a importancia de se estabelecer um
protocolo eficiente e confidvel para aplicacao dessa técnica nos estudos
genéticos e evolutivos do algodao, o presente trabalho objetivou ajustar uma
metodologia de extracao e coloracao enzimatica para a cultura, através da

eletroforese em gel de poliacrilamida.

Metodologia

Para realizacédo desse estudo, foram escolhidas previamente duas cultivares de
algoddo com composicdo genética diferente, visando minimizar as dividas
quanto a deteccao ou auséncia de determinada enzima, no momento de sua
revelacdo. As cultivares escolhidas foram CNPA 7H (Gossypium hirsutum var.
latifolium) e CNPA 7MH (Gossypium hirsutum var. Marie Gallant) cultivadas em
casa de vegetacdo, em potes de barro (10 kg) contendo solo de textura franco-

10
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arenosa e previamente adubado em funcao das necessidades reveladas através
dos resultados da andlise de material do solo. Em cada vaso foram deixadas
duas plantas, perfazendo o total de 5 vasos/cultivar, os quais foram distribuidos
ao acaso nas bancadas; as plantas foram irrigadas com agua destilada,
diariamente, ao longo do experimento, mantendo-se na capacidade de campo,
enquanto os dados médios de temperatura maxima e minima e umidade relativa
do ar, registrados durante o ciclo da cultura, dentro da casa de vegetacao, foram
de 30 °C, 23 °C e 70%, respectivamente; os tecidos estudados foram folhas e
raizes, aos dez dias apds o plantio, e sementes coletadas no final do ciclo da
cultura.

Para ajustar a metodologia de separacao de proteinas e enzimas em algodao,
foram realizados os seguintes testes:

a) escolha da melhor solucao de extracao: para verificar a melhor solucao de
extracdo, testaram-se, individualmente, 2 ml das seguintes solucdes-tampao,
acrescidos de 0,02 g de PVP + 0,02 g de sacarose: NaCl 0,15M pH 7,1,
Tampao fosfato de potdssio, 0,1M pH 6,0 e Tampado A+B (9:1) (Tabela 1)
em 500 mg de endosperma da semente das cultivares 7H e 7MH, macerados
durante 1 min em almofariz sobre gelo; a seguir, os extratos foram
centrifugados a 7.000 rpm/15min;

b) escolha da melhor concentracao do gel de poliacrilamida: o gel foi testado em
trés concentracdes: 6, 7 e 8%, seguindo-se a metodologia descrita por Santos
(1989) e Schifino-Wittmann et al. (1996). As amostras foram colocadas no
gel horizontal através de papel Whatman, n.°® 3 (0,4 cm x 0,5 cm) e as
migracoes mantidas em refrigerador, a uma diferenca de potencial de 8,8 volts/
cm de gel, até que o marcador de azul de bromofenol se distava 8 cm do
ponto de aplicacdao da amostra;

c) ajuste nas metodologias de coloracao enzimatica e protéica: os sistemas
estudados foram os seguintes: esterase (EST), peroxidase (POX), fosfatase
acida (ACP), fosfatase alcalina (ALP), malato desidrogenase (MDH), leucina
aminopeptidase (LAP) e proteinas totais (PT). Os métodos de coloracéo
tiveram, como base, as metodologias descritas por Alfenas et al. (1991) e
Santos (1989); os ajustes foram procedidos a medida em que se analisava a
resolucao dos padrdes de banda obtidos, através das cinco repeticoes para
cada sistema estudado.
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Tabela 1. Solucdes tamp&do e composicdo do gel utilizados para eletroforese em

algodao.

SOLUCAO TAMPAD DO GEL E DE CORRIDA

Litio-borato (pH 8.3 - 0.2M)

Tris-citraw (pH 8,3-0,2M)

Hidréxido de litio 1.2¢ Tris 6.20 g
Acido bérico 11,89¢g Acido cirico 1,60¢g
Agua destilada (g.5.p.) 1.000 ml  Agua destilada (g.sp.) 1000 mi
Composicéo do gel 6% 7% 8%
Acrilamida 4,56¢g 5.32¢g 5,70 g
Bis Acrilamida 0.24¢g 0.28¢g 0.30g
Sol. Persulfato de amonia (10%) 0.8 mi 0.8 ml 0.8 mi
TEMED 0,08 mi 0,08 mi 0,08 mi
Tampdo A 8.0mil 8.0mil 8.0mil
Tampdo B 72.0ml 72,0mil 72,0ml
3-Amino-9-etil-carbazole 130¢g
Dimetilformamida 5¢g
CacCl;iMm 2mi
HO; (30%) 4 gotas
T.Acetato de sodio 0,2 M, pH 5,0 85 mi
Acido Mélico 210mg  Agua destilada 40 ml
NAD™ 2mil a naftil acetao 3mil
MTT 2mil B naftil acetato 3 mil
PMS 2ml Fast blue RR salt 40 mg
Tris-HCI 0,1 M pH 8.5 15 mi T.Fosfato moncbasico pH 4,3 0.2M 50 mi
Agua destilada (g.s.p.) 100 mi T. Fosfatwo dibésico pH 9.2; 0.2M 10mi
a Naftil fosfato écido de sédio 100mg  Azul brilhante de Cromassie 1.25¢
Fast Garnet GBS salt 200mg  Agua destilada 227 mi
MgCl{1%) 1mil Metanal 227 mi
T_Acetato de sadio O,1M; pH 5.0 100 mil Acido acético 46 mil
COLORACAO DE ENZIMAS PARA RAIZES E FOLHAS

POX EST
3 - Amino - 9 etil - carbazole 97 mg Agua destilada 40 ml
Dimetilformamida 5 mg a Naftil acetato 3 mi
CaCl; ™M 2mil Fast blue RR salt 40 mg
H:0: (30%) 4 gotas  T.Fosfaw moncbdsico pH 4.3; 0.2M 50 mi
T.Acetaw de sodio 0.2M, pH 5.0 85 mi T _Fosfaw dibésico pH 9.2; 0.2M 10mi

LAP
L - Leucina - B naftilamida 20 mg a Naftil fosfato dcido de sédio 100 mg
Dimewilformarida 5 mi Fast Garnet GES sait 75 mg
Fast Garnet GBS 75 mg MgCi2 (1%) 1mil
T.Fosfato de potassio O, TMpH 100 mg -
Acido Malico 210 mg
NAD™ 2mil
MTT 2mil
PMS 2mil
Tris-HCIO, TMpH 15ml
Agua destilada 100 ml
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A andlise dos dados obtidos para cada sistema foi efetuada comparativamente
entre as cultivares estudadas, utilizando-se zimogramas e obedecendo-se aos

procedimentos descritos por Quiros (1980).

Resultados e Discussao

a) Solucdo-Tampéo

As trés solucdes-tampao testadas ofereceram, praticamente, o mesmo resultado:
assim, para o andamento da pesquisa, escolheu-se a solucao NaCl 0,15M, pH
7,1, por se tratar de menor custo, mais facil de preparar e, também, por ser
habitualmente utilizada nas rotinas do laboratério. A composicao do gel que
permitiu melhor resolucdo foi a 7%; em dois sistemas, contudo, melhores
resultados foram obtidos a 6% e 8%, ambos em extratos de sementes. As
formulacodes utilizadas para solugcées tampédo e composicao do gel encontram-se

na Tabela 1.

b) Resolucoes do Gel

A metodologia de coloracao dos sistemas enziméaticos que proporcionam
melhores resolucoes para o algodao, encontra-se na Tabela 1. Apds a realizacao
de varios testes utilizando-se a metodologia bésica descrita por Alfenas et al.
(1981) e Santos (1989) estabeleceram-se pequenas modificacdes na quantidade
de corante de algumas enzimas, como LAP, POX e ACP, o que possibilitou

melhor visualizacdo das mesmas.

c) Padrao eletroforético em tecidos de sementes

Os melhores perfis obtidos nos seis sistemas enziméaticos em tecidos de
sementes e suas respectivas concentracdes do gel encontram-se na Figura 1; a
coloracdo de cada sistema refere-se a atividade especifica flagrada ap6s a

revelacao.

+ Proteinas Totais (PT): Nove bandas foram detectadas para a cultivar CNPA 7H
e oito para a CNPA 7MH; ambas apresentaram banda de mobilidade negativa
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Fig. 1. Padrées de PT, MDH, EST, ACP, LAP e POX em tecidos de sementes de
algoddo. Intensidade de coloracdo: Forte, Il Regular, BBl Fraca [

(Figura 1A); basicamente, as cultivares apresentaram padrao de coloracao
semelhante, em que a excecao foi a banda PT2 , situada a 5 cm do ponto de
aplicacao, visualizada apenas na CNPA 7H sendo, portando, diferenciadora
entre as cultivares estudadas (Fig. 1A).

Malato desidrogenase (MDH): Tal como no padrao anterior, esse sistema
também revelou uma banda diferenciadora, nesse caso a mais rapida (MDH1)
situada a 4,5 cm da origem, que apresentou alta atividade na cultivar CNPA
7MH; nas demais regides visualizadas, observou-se grande similaridade entre
as cultivares, com pequena excecao na fraca coloracao da MDH2 da CNPA
7MH (Fig. 1B).

Esterase (EST), Fosfatase &cida (ACP) e Leucina aminopeptidase (LAP):
produziram, respectivamente, 5, 3 e 2 bandas sem, contudo, quaisquer
distincdo qualitativa ou quantitativa entre as duas cultivares (Fig. 1C, D e E).
Os resultados obtidos com a ACP, em quaisquer concentracdes do gel,
geraram uma intensa atividade de coloracdo, em que, apenas do gel de 6% foi
possivel visualizar as regioes eletroforéticas dessa enzima.

A falta de variabilidade nos padrdes obtidos com a EST, ACP e LAP nos
tecidos de sementes denota que, em estudo de caracterizacao isoenzimatica
em cultivares de algodao com lastro de diferenciacao evolutiva a nivel infra-
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especifico, a contribuicdo na diferenciacdo dos acessos através desses
sistemas pode ser pequena; em linhagens segregantes, contudo, onde a carga
de heterosigosidade é elevada, a possibilidade de se obter diferenciacao entre
as variantes quali e quantitativas torna-se bem maior, desde que exista
variabilidade suficiente entre os parentais envolvidos no processo de
hibridacdo. Com relacao a LAP, alguns autores nao a tém indicado para
estudos de caracterizacao e classificacdo de germoplasma vegetal devido a
pouca variacao detectada nos gendtipos; entretanto, afirmam que ela responde
a mudancas ambientais e, neste caso, produzem variabilidade suficiente para
serem utilizadas nas técnicas genético-bioquimicas (DUARTE, 1995; SANTOS
et al., 1997).

+ Peroxidade (POX): a presenca dessa enzima na semente da CNPA 7H e da
CNPA 7MH foi detectada em apenas uma banda, situada a 1,0 cm da origem,
sendo de fraca resolucédo na 7H e normal na 7MH (Fig. 1F). Entre as trés
concentracoes de gel estudadas, apenas na de 8% ¢é que foi possivel melhor
visualizar essa enzima.

d) Padréao eletroforérico em tecido de raizes e folhas

Nas Figuras 2 e 3 encontram-se os perfis obtidos nos cinco sistemas
enzimaticos em tecidos de raizes e folhas de algodao e sua respectivas
concentracoes do gel.

+ Fosfatase acida: Trés bandas de ACP foram visualizadas para cada cultivar nos
tecidos de raizes e folhas, sendo que as situadas a 2,5 e 3,5 cm da origem
foram comuns a ambos os tecidos (Fig. 2A); a situada a 1,5 cm da origem,
contudo, foi visualizada apenas nas raizes e a situada a 4,0 cm apenas nas
folhas; esse sistema, tal como visto no padrao de sementes, revelou-se muito
fortemente corado; é possivel existir mais uma banda na faixa entre 2,5 e 3,5
cm no padrao de raizes das duas cultivares e acima de 4,2 cm nas folhas; a
alta atividade da enzima na idade dos tecidos estudados nao permitiu constatar
com confiabilidade, nenhuma das cinco repeticées procedidas nesse sistema.

+ Malato desidrogenase: Esse sistema permitiu a separacao das cultivares e dos
tecidos, demonstrando ser de grande utilidade para estudos de caracterizacao
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varietal no algoddo. Em cada tecido, as cultivares apresentaram a banda
diferenciadora situada a 4,5 cm da origem na CNPA 7H e a 4,8 cm na CNPA
7MH (Fig. 2B).
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A B
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Fig. 2. Padrées de ACP e MDH em tecidos de raizes e folhas de algodao. Intensidade
de coloracio: Forte, Hll Regular, BB Fraca mm

 Leucina aminopeptidase, Peroxidade e Esterase: os padrdes obtidos com esses
sistemas revelaram, em sua maioria, variacdes apenas na intensidade da
atividade enzimatica (Figs. 3A, 3B, e 3C). Esses resultados, contudo, nao
indicam que as mesmas apresentam limitada contribuicao em trabalhos de
caracterizacao e classificacao de germoplasma de algodao. Pelo contrério, a
POX e a EST tém sido largamente utilizadas por varios autores em estudos
para esse fim. Cabe ser ressaltado, contudo, que as enzimas apresentam
especificidade tissular, podendo ser encontradas em varios compartimentos da
célula, variando nao apenas com o tecido, mas principalmente com a fase

ontogenética em que o mesmo é estudado.

O presente trabalho limitou-se ao estudo de trés tecidos, sementes, raizes e
folhas; nesses dois ultimos, os padrées encontrados referem-se apenas a
determinada fase de crescimento. Como o objetivo principal da referida pesquisa
foi ajustar metodologia completa de eletroforese para o algodoeiro, os resultados
aqui obtidos serviram para esse propdsito; para posteriores trabalhos de
caracterizacao, no entanto, faz-se necessério a analise de outros tecidos e até de
outros tecidos sistemas, sincronizando com as varias fases de desenvolvimento
ontogenético da cultura, o que tornara possivel determinar-se, de modo pratico e
econdmico, o sistema (enzima x tecido x fase) mais responsivo para a proposta

de caracterizacédo.
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Fig. 3. Padrées de LAP, POX e EST em tecidos de raizes e folhas de algodao.
Intensidade de coloracdo: Forte, Il Regular,m Fraca [

Conclusodes

1- A solucao de extracdo NaCl 0,15M, pH 7,1 é indicada para sementes, raizes
e folhas de algodao; a composicédo do gel a 7% pode ser usada para a maioria
dos sistemas enzimaticos estudados em algodao;

2- todos os cinco sistemas estudados apresentaram atividade enzimatica nos
tecidos do algodoeiro;

3- as variantes obtidas através do sistema MDH sao capazes de diferenciar as
cultivares, tanto em nimero quanto em atividade enzimatica, nos tecidos de
sementes e raizes e folhas novas; no sistema PT, essa diferenciacao ocorre
apenas nos tecidos de sementes.

Referéncias Bibliograficas

ALFENAS, A.C.; PETERS, I.; BRUNE, W.; PASSADOR, G.C. Eletroforese de
proteinas e isoenzimas de fungos e esséncias florestais. Vicosa: Ed. Universitaria
da UFV, 1991. 242p.

BURDON, J.J.; MARSHALL, D. R. The use of isoenzyme in plant genetics and
breeding. Amsterda: Elsevier, 1983. p.401-411.



Ajuste Metodolégico para Caracterizacdo Isoenzimatica de Cultivares de Algodéo ...

DADABAEV, B.N.; GOLUBENKO, Z.; AKHUNOV, A.A. Peroxidase isoenzymes
in cotton fiber. Chemistry of natural compounds, v. 31, n.1, p. 127-128,
1995.

DUARTE, J.M. Caracterizacéo eletroforética de amendoim (Arachis hypogaea L.)
resistente a seca e cultivado em condi¢des normais. Areia: UFPB, 1995.
79p.Tese de Graduacao.

FALCAO, T.M.M. de A. Polimorfismo protéico em populacdes naturais de
abelhas brasileiras. Ribeirdo Preto: USP, 1984. 231p. Tese de Doutorado.

HUBBY, J.; LEWONTIN, R.C. A molecular approach to the study of genetic
heterozygosity in natural populations. I. The number of alleles of diferent luci in
Drosophila pseudoobscura. Genetics, v.14, p.577-594, 1966.

JOHNSON, B.L.; THEIN, M.M. Assessement of evolutionary affinities in
Gossypium by protein electophoresis. American Journal of Botany, v. 57, n.9,
p.1081-1092, 1970.

KHSHIMOV, D.A.; DZHALILOV, B.D.; YULDASHEV, P. KH.;
ALIKHODZHAEVA, S.S. EGAMBERDIEV, A.E.; SHOAKHMEDOVA, G.S.;
SOZINOV, A.A. Comparative study of the seed proteins of wild cotton species.
Tsitologiya i Genetika, v.24, n. 1, p. 56-61, 1990.

QUIROS, C.F. Identification of alfafa plants by enzyme electrophoreses. Crop
Science, v. 20, p. 262-264, 1980.

SANTOS, R.C. dos. Investigacdo genético bioquimica de cultivares de feijao
resistentes e suscetiveis a antracnose. Recife:UFRPE,1989. 89p. Tese de
Mestrado.

SANTOS, R.C. dos; MOREIRA, J. de A.N.; CABRAL, E.L. Estudo da peroxidase
na fenologia do amendoim submetido do estresse hidrico. Revista de
Oleaginosas e Fibrosas, v.1, n.1, p. 117-124, dez. 1997.

SCHIFINO-WITTMANN, M.T.; FREITAS, L.H.C.; SIMIONI, C. Isoenzymeatic
characterization of hybrids between Leucaena leucocephala and Leucaena
diversifolia ssp. diversifolia grown in Rio Grande do Sul (Southern Brazil).
Brazilian Journal of Genetics, v.19, n.3, p. 475-478, 1996.



En@a

Algodéo

Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento



