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e PROTOCOLO DE AVALIAGAO ISOENZIMATICA PARA

A PIMENTA LONGA (Piper hispidinervum)

. .1
Marcelo Nascimento de Oliveira

No Brasil, como em outros paises de clima tropical, uma exploragdo puramente extrativista vem
sendo empregada para as espécies nativas. A extincdo dessas espécies carrega informacbes
importantes no que concerne as particularidades genéticas das populacées e ao potencial de
exploracdo das espécies nativas para viabilizar a utilizacdo em prol das comunidades locais. Neste
contexto, tornam-se necessarias pesquisas sobre a estrutura e variabilidade genética de espécies
extrativistas tradicionais e/ou de potencial ecolégico e econdmico, que deverdao contribuir para a
definicdo de novos rumos do extrativismo e manejo florestal.

A pimenta longa (Piper hispidinervum) € uma planta de alta rusticidade, podendo formar
populacbes de grande densidade em areas de capoeira, onde domina perante as demais espécies.
Muitas excursdes cientificas foram realizadas pela Amazodnia brasileira, sendo possivel somente
localizar individuos desta espécie em algumas regides do Estado do Acre e em areas de fronteiras
da Bolivia e do Peru.

O interesse maior destinado a essa espécie é a producédo de um 6leo essencial rico em safrol.
Na Amazobnia brasileira, esta planta nativa conhecida como pimenta longa apresenta-se como a
Unica alternativa viavel no fornecimento do safrol. Com a descoberta desta nova fonte de safrol, a
tendéncia da demanda e producdo é aumentar, favorecendo a criacdo de um mercado seguro e
estavel. Considerando o alto valor comercial do safrol, bem como a ocorréncia natural de pimenta
longa no Acre, esta espécie poderd constituir-se em mais uma alternativa econémica de producao
para os pequenos, médios e grandes produtores do Estado.

Sendo uma espécie pouco conhecida geneticamente, desenvolveu-se um protocolo de anélise
isoenzimatica com o objetivo de avaliar a estrutura genética e distribuicdo da variabilidade genética
entre as populacfes nativas da espécie, visando tracar uma estratégia de coleta de material vegetal
mais adequada para conservacdo da variabilidade ex situ e detectar populacdes superiores com
relacdo aos teores de safrol, rendimento em base livre de umidade, resisténcia a pragas e/ou
doencgas e outros parametros de interesse.

METODOLOGIA

O referido protocolo foi desenvolvido e adaptado no Laboratério de Reproducado e Genética de
Espécies Arboreas (LARGEA), localizado na USP-ESALQ (Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz), em Piracicaba - SP.

Solucao extratora: SOLTIS 3 completa foi a que melhor se comportou com relacdo aos
padrBes de banda revelados. Na extracdo do material, utilizou-se nitrogénio liquido em cadinhos de
porcelana para melhor maceracéo do tecido foliar.
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Solucéo extratora SOLTIS 3:

100 mM de TRIS — HCI ou TRIS Maleato (tampé&o), pH 7,5
7% de sacarose (W/v)

10% de PVP-40 (w/v)

14 mM de mercaptoetanol (0,1% v/v)

250 mM de é&cido ascorbico, Na salt

20 mM de DIECA (diethyldithiocarbamate)

1,0% de Bovine Serum Albumine (w/v)

20 mM de Metabissulfito de Sédio

200 mM de Tetraborato de sédio (bérax)

Fonte: Soltis & Soltis (1989).
Obs.: Acrescentar o mercaptoetanol somente na solugéo a ser utilizada, ndo armazenar a solugéo com este produto.

Sistemas enzimaticos: Foram testados 16 sistemas enzimaticos para a espécie (6PGDH, ADH, a-
EST, CAT, ME, ACP, PGM, PGI, G2DH, GOT, IDH, LAP, MDH, PO, SDH, SKDH), sendo que
somente quatro sao recomendados para utilizacdo devido a constancia no padrdo de bandas e
facilidade na interpretacdo e avaliagdo dos alelos apresentados.

Nos sistemas MDH e 6PGDH, houve a presenca de duas zonas de atividade enzimatica
formadas por dois locos, sendo um monomérfico (na regido catddica do gel), apresentando apenas
um alelo (fixado) e outro loco polimorfico contendo duas subunidades (enzima dimérica) na regido
anddica do gel. Nos sistemas IDH e SKDH revelou-se apenas uma regido com atividade enzimatica,
formada por um loco polimérfico contendo duas subunidades (enzima dimérica) (Fig. 1).

IDH SKDH

Idh 11 12 22 Skdh 11 12 22
MDH 6PGDH

Mdh-2 11 12 22 6Pgdh-2 11 12 22

Mdh-1 11 11 11 6Pgdh-1 11 11 11

FIG.1. Representacdo esquematica dos fenotipos observados nos zimogramas de Piper hispidinervum,
nos locos Mdh-1, Mdh-2, 6Pgdh-1, 6Pgdh-2, Idh-1 e Skdh-1, juntamente com seus respectivos
genotipos. 1998.

Na Tabela 1 encontram-se os protocolos de preparo das solucdes de revelagcdo dos sistemas
enzimaticos selecionados para a espécie ora estudada. Estes protocolos foram adaptados dos
usualmente utilizados no LARGEA (Ferraz et al., 1996).
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TABELA 1. Sistemas enzimaticos utilizados para o estudo genético de Piper hispidinervum.
ESALQ/USP. 1998.

Tampéo MDH 6PGDH IDH SKDH
Tampé&o TRIS-HCI 0,1M, pH 50ml | meemeeee | emmmmmeeee L e
8,5
Tampé&o TRIS-HCI 0,1M, pH | = ---------- 50m | mmeeeeee- 50 ml
8,0
Tampdo TRIS-HCI 0,IM, pH | = =oeeeeeee | s 50ml | e
7,5
Substrato DL-acido malico 0,5, | Acido 6-fosfoglucdnico | DL-acido isocitrico, | Acido xiquimico 70 mg
pH 8,0 1ml 20 mg Naj
100 mg
Catalisador MgClL, 0,1 M | = =—---eoeeen 1ml iIm | e
Cofator NAD", Na, — 10 NADP*, Na,— 10 mg | NADP*,Na,— 10 mg | NADP",Na,— 10 mg
mg
PMS 1mg 1mg 1 mg 1 mg
MTT 10 mg 10 mg 10 mg 10 mg

Sistema de tampé&o eletrodo/gel: O sistema de tampéao eletrodo/gel Citrato Morfolina (CM) para
eletroforese de isoenzimas em Piper hispidinervum comportou-se melhor para a resolucdo dos
sistemas de coloragé&o selecionados. O referido sistema consta do seguinte:

Tampao eletrodo: Acido citrico 0,04M ( 8,40 g/l). Titular com morfolina até pH 6,1.
Tampéao gel: 50 ml do tampéo eletrodo para 950 ml de agua destilada (1:20).
Fonte: Sebbenn (1997), adaptado pelo autor.

Preparo do gel: O gel utilizado constou de uma mistura de 30 g de penetrose de milho e 16 g de
amido de batata, juntamente com 350 ml da solugdo do tampé&o gel CM.

Condicdes de corrida do gel: As amostras foram dispostas no gel e submetidas por 30 minutos a
uma corrente elétrica de 150 V na fonte ou até 15 V no gel. ApOs este periodo, os wicks séo
retirados e aumenta-se a corrente elétrica até 300 V na fonte ou até 25 V no gel, por até 12 horas.

Revelacdo das bandas: Apoés a corrida do gel, este pode ser cortado em até 6 fatias e, em cada
uma, submete-se solucao reveladora dos sistemas enzimaticos selecionados (Tabela 1). As fatias do
gel séo dispostas em recipientes de porcelana, cobertos com tampas que evitam a entrada de luz e
incubados em estufa de ventilacdo forcada a 37 °C.

Observacdo: Sugere-se proceder a leitura das bandas reveladas nos géis logo apés sua coloracgéo,
para evitar davidas quanto a posicdo das bandas.
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