ISOENZIMAS COMO MARCADORES GENETICOS
NA IDENTIFICAGAO DE NOVE LINHAGENS DE MILHO'
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RESUMO - Nove linhagens de milho sfio identificadas empregando-se locos predeterminados
através de padrdes enzimaticos, As isoenzimas, produtos primérios de agdo génica, séo visua-
lizadas na técnica da eletroforese, com substratos e corantes especiais. Os sistemnas utilizados
sAo alcool desidrogenase, catalase, peroxidase, esterase e fosfatase acida. A presenga deste ou
daquele alelo em determinado loco corresponde & banda observada, permitindo, desta forma, o
conhecimento do gendtipo da linhagem. Apenas quatro locos em esterase diferenciaram as
nove linhagens. .

Termos para indexagéo: eletroforese, sistemas enzimaticos, agfio génica, padrdes enziméticos,
peroxidase. : ’

ISOENZIMES AS GENETIC MARKERS TO IDENTIFY NINE CORN LINES

ABSTRACT - Nine corn lines are identified through enzymatic patterns and based on loci very well
determined. Isoenzymes, primary products of gene action, are observed using electrophoresis
technic with special substrates and dye. The systems used are alcohol dehidrogenase, catalase,
peroxidase, esterase and acid phosphatase. The presence of the allele in special locus carresponds
to the band observed, and by this way the genotype is known. Only four loci in esterase differenced

the nine lines.-

Index terms: electrophoresis, enzymatic systems, gene action, enzymatic paterns, peroxidase.

INTRODUGAO

Entre as técnicas aplicadas ao estudo de proteinas,
a da eletroforese tem tido ampla e crescente aplicagio
em vérias areas da Biologia. Basicamente, consiste
na separagiio de moléculas enziméaticas por sua carga
elétrica, tamanho e forma, através da migragioc em
um meio suporte & tampdes adequados, sob a influén-
cia de um campo elétrico. A eletroforese de zona
(Smithies 1955) constitui a técnica mais usada, segui-
da pela aplicacéo de métodos histoquimicos de colo-
racio para poder localizar as zonas de atividade en-
zimética diretamente no meio suporte (Hunter & Mar-
kert 1957). Desta forma, as diferentes proteinas deum
organismo podem ser separadas de conformidade
com suas respectivas migragfes, constituindo-se nas
isozimas. Estas sfo praticamente produtos da acio
direta dos genes e definidas como diferentes formas
moleculares de proteinas, exibindo a mesma especifi-
cidade enzimatica num organismo (Markert & Moller
1959), termo este substituido por isoenzima pelo
“Standing Committee on Enzymes of the Internatio-
nal Union of Biochemistry” (Webb 1965).
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A mobilidade eletroforética das proteinas possibili-
ta, segundo Hubby & Lewontin {1966}, obter informa-
¢ies genéticas mais precisas no que se refere a detec-
cio de diferencas fenotipicas causadas por substitui-
goes alélicas de um Gnico loco e a estimativa de pro-
porcdo de locos que mostram variagio na populagdo.
Apesar de seus limites, principalmente os concernen-
tes ao erro da técnica, a eletroforese constitui o me-
lhor instrumento para estudos sobre variagio genéti-
ca e diversidade genética entre populagies.

Muitos dos recentes trabalhos em iscenzimas fo-
ram cuidadosamente revistos por Scandalios (1969be
1974) e por Shannon (1968). A revisdic feita por Scan-
dalios cobre muitos sistemas enzimaticos e a de
Shannon é relativamente curta, porém fornece 256 re-
feréncias relacionadas com o assunto.

Peirce & Brewbaker (1973) mostraram os varios as-
pectos em que a anilise genética de isoenzimas de
plantas pode ser aplicada, como, por exemplo, identi-
ficacfio de cultivares e linhagens, marcadores para
estudos citogenéticos, genético-bioquimicos e do de-
senvolvimento, aspectos fisiolégicos da heterose e da
homeostasia. Referem-se, ainda, ao polimorfismo ge-
nético ilustrade pelos trabalhos de MacDonald &
Brewbaker (1972a),

Trés padrées basicos emergem dos estudos mencio-
nados:

a. Alelos codominantes. Bandas rapidas x bandas
lentas constituem os polimorfismos genéticos mais
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conhecidos, cerca de 70%, envolvendo bandas com di-
ferentes mobilidades eletroforéticas que o os produ-
tos de alelos de um loco (MacDonald & Brewbaker
1972a, Scandalios 1969b). Isoenzimas alélicas nor-
malmente tém as mesmas especificidades de tecidoe*
substrato (MacDonald & Brewbaker 1972b), mas po-
derdo mostrar diferencas bioquimicas relacionadas
com a alteragdio nas estruturas primérias, secunda-
rias e terciarias; a codominéncia, a expressfo simul-
tinea de ambos os alelos, & caracteristica de tal loco
(Beckman et al. 1964b), e os hibridos sao distinguiveis
pela presenca das bandas paternas. O alelismo mul-
tiplo é comum, 40% dos locos estudados em milho
mostram alelos miltiplos (MacDonald & Brewbaker
1972a) e muitos locos sdo inadequadamente investi-
gades, Poucos alelos produzem mais do que uma ban-
da (MacDonald & Brewbaker 1972a). ’

b. Bandas hibridas. A variedade rapida x lenta ca-
racteriza algumas - senfio a maioria - das enzimas que
830 funcionais como dimeros ou polimeros mais ex-
pressivos (31% dos locos em milho). Os hibrides pode-
rdo ser distinguidos dos seus pais pela presenca de
bandas intermedi4rias A posi¢ciio das bandas pater-
nas rapida e lenta, Bandas hibridas ocorrem para
_proteinas diméricas (Schwartz & Laughner 1969),
enquanto trés ou mais bandas hibridas ocorrem para
polimeros, como catalase em milho (Scandalics
1969a, Beckman et al. 1964a).

c. Alelos nulos. A auséncia de uma banda & geral-
mente controlada monogeneticamente, com hetero-
zigotos mostrando presenga de banda, com aparente
domindncia, A auséncia de uma enzima poderia tam-
bém refletir uma concentracdo muite baixa para ser
reconhecida nos géis. Caso existe em que a auséncia
de banda pode serdevida & produgéo de proteinas sem
atividade enzimética. Alelos nulos tém sido indica-
dos em cinco dos vinte e dois locos, mostrando poli-
morfismo no milho (MacDonald & Brewbaker 1972a).
Variantes nulas (presenca x auséncia) tém sido so-
mente observadas em sete regides adicionais. Loce
repressor, independente do loco estrutural daenzima,
tem sido admitido para duas regides (MacDonald &
Brewbaker 1972a). Néo & raro alelos simples estarem
associados com mais do que uma banda nos géis (no-
ve dos trinta e trés locos no milho). Duas ou mais ban-
das deigual intensidade de coloragio sio produzidas
por alelos de dois locos em milho. Uma série de ban-
das de atividade decrescente, usualmente separadase
muito influenciadas pela idade do tecido e outroa fa-
tores do meio, sdo caracteristicas de sete outros locos
{MacDonald & Brewbaker 1972b) denominadas por
Kaplan (1968), de conformacionais.
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" De um mode geral, o controle genético do polimor-
fismo enzimético parece ser largamente monogénico.
Os hibridos séo seguidamente distingiliveis de seus
pais e a dominéncia é geralmente ausente. Bandas
miltiplas, numa regidio, poderdo estar baseadas na
acfio de um alelo simples, Interpretagdes de géis,
sem dados genéticos, poderdio ser enganosas. Dife-
rencas genéticas identificiveis nos zimogramas po-
derdo servir como marcadores moleculares e como
valioso auxiliar na identificacfio de cultivares (Fedak
1974). Espera-se que ¢ citadométodo também venha a
ser utilizado pelos servigos de Introduciio de Plantas
dos diversos paises.

No presente trabalho procura-se diferenciar nove
linhagens de milho através de oito locos em cinco sis-
temas enziméticos.

MATERIAL E METODOS

O material experimental é representado por nove
linhagens de diferentes origens e selecionados pelo au-
tor {Tabela 1}, com mais de 15 anos de autofecunda¢Ses
(Heidrich-Sobrinho & Cordeiro 1975).

Os mérodos usados para o preparo do extrato ou ho-
mogenado dos virios tecidos para use no preparo das
amostras para eletroforese, foram idénticos, na maioria
dos casos, exceto do endosperma. Extratos de colédptilo
com plamula e raizes foram obtidos de plintulas de
gracs germinados aos 3-7 dias, 3 luz. Homogeneizados
de coledptilos com plimula foram preparados de teci-
dos, depois de macerados, utilizando-se uma ponta de
hemogeneizador elétrico, adaprade em broca de dentis-
ta. As raizes sofreram o mesmo processo. Como apre-
sentassemn tecidos mais secos, pequena quantidade de
tampdo do gel foi acrescentada. As amostras de endos-
perma foram preparadas de espigas de milho coletadas
dos 15 a 20 dias apds a fertilizagio e utilizadas direta-
mente. Todos os tecidos mencionados foram armazena-
dos em cimaras de congelamento para emprego na me-
dida da necessidade.

Na elerroforese, como suporre, empregaram-se géis
preparados de amido para dlcool desidrogenase e catala-
se. E poliacrilamida, para fosfatase dcida e peroxidase.
Para esterase, quando o interesse do estudo estava volia-
do para as zonas correspondentes aos locos E; e E;, em-
pregou-se gel de amido.

No preparo dos géis e nos eletrédios, usaram-se tam-
pdes indicados pur Brewbaker et al. (1968). Utiliza-
ram-se - e utilizam-se ainda - géis com 13,5% de amido,
obtido na firma Connaugh Medical Research Labs., To-
ronto, Canadi, usando-se 40 g de amido hidrolisado em
300 ml de tampdo com pH final de 8,5. O gel de poliacri-
lamida é preparado dissolvendo-se 7 g de "Cyanogum-
-41" (E-C Apparatus Corporation, St. Petersburg, Flori-
da, Estados Unidos da América do Norte) em 100 ml de
tampido com pH final de 8,5. Para catalisar a reagio, 0,2
ml de N, N, N, N - Tetrametiletileno-diamina
{(TEMED) e 1 ml de persulfato de amdnio a 109% sdo ra-
pidamente acrescentados i sulugio de "Cyanogum-417
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TABFELA 1. [Identificacdo das nove linhagens escolhidas para os estudos de padrdes enzimiticos.
Linhagem Cor e tipo do grdo Ciclo” Altura QOrigem
Tuxpan 94.6224 amarelo-dentado 84 alta mexicana
Tuxpan 102017 amarelo-dentado 85 glta mexicana
SLP 1026.5745 amarelo-dentado 90 alta mexicana
T 61.984-1 amarelo-dentado 82 baixa EUA
NC 83.7628 amarelo-dentado 81 média EUA
FB 4.5941 amarelo-dentado 84 média RS
Salbert 5392 amarelo-dentado 84 alta RS
SR 201.5232 amarelo semidentado 78 média RS
SR 527.5260 amarelo-duro 85 baixa RS

Obs.: 2 dias de plantio & floragdo {(pendao)

A canaleta, na qual a solugiio é colocada, cobre-se por
uma placa siliconizada de vidro plano, que evita o conta-
to do liquido com 0 Oz do ar, permitindo a polimerizagio
em 20 minutos aproximadamente. Em seguida, o gel é
levado para uma cimara fria de 4°C, por duas horas,

Na utilizagio dos géis, tanto de amido como de polia-
crilamida, retiram-se as placas de vidro, deslisando-se
levemente e levantando-se suavemente. Cortam-se os
orificios onde serio colocados os papéis Whatman 3 mm
ou N 1, embebidos com 0s homogeneizados que se quer
estudar, com o auxilic de um pente de ago inoxidivel
com 20 dentes de 4 mm de largura. Inseridos os retingu-
los de papel com as amostras no gel, este é colocado em
cubas eletroforéticas e num ambiente a 4°C, cAmara fria
ou balcdo refrigerado (Heidrich-Sobrinho & Cordeiro
1975). A diferenga de potencial é mantida ao redor de 10
volts/cm, e faz-se migrar até que a frenteatingaYcmdo
ponty de aplicagio.

Para a coloragio da dlcool desidrogenase, o gel de ami-
do é incubado a 37°C por aproximadamente 30 minutos
mergulhado numa solugdo indicada por Scandalios
{1969b). Conclufdo o trabalho, o gel é lavado com dgua
destilada e fixado numa solugio de etanol: dgua destila-
da:dcido acérice glacial, na proporgio de 5:5:1.

No estudo da catalase, o gel de amido € imerso numa
solugio de 0,5% de H:O: por, aproximadamente, 30
minutos. A seguir, € lavado com dgua correnre destilada.
Ap0s, o gel é inundado com uma solugio de iodeto de po-
tissio a 1,57, acidificado com dcido glactal (12 gotasem
30 ml) (Scandalios 1969b).

A peroxidase foi estudada em géis de poliacrilamida
imersus na solu¢io indicada por Brewbaker et al. (1968).
A fim de estabilizar as reagdes, colocar um pequeno cris-
tal de denitru-prussianate de sddio. Apos, lavar com
dgua destilada, e fixar,

Para o estudo da esterase, 0s géis de poliacrilamida ou
de amido sdo incubados por 43 minutos a 37°C, imersos
na solugiio indicada por Scandalios (1969b). Apds, lava-
do e fixado. :

Fosfatase icida foi detectada, imergindo o gel de po-
liacrilamida na solugio indicada por Brewbaker et al.
(1968). A incubagio di-se em temperatura ambiente
normal. Apds, o gel é lavado e fixado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Qs padrdes enzimdticos detectados sio aqui relatados
por sistema.

No dlcool desidorgenase, duas zonas foram observa-
das no endosperma em formagio, em gel de amidoe pH
8,5. Ante o fato de a zona mais catddica corar-se inten-
samente, como provivel consequéncia de maior concen-
tragio, em virtude de uma maior atividade enzimarica,
ela merece maior atengio. Trata-se de loco Adhz estuda-
do por Schwarrz & Ende (1966).

Duas bandas foram visiveis nos géis: uma, mais caté-
dica, que recebeu a designagio de ripida (R); e vutra, de
menor mobilidade eletroforética, lenta {(L). As linha-
gens homozigotas apresentaram-se em dois grupos:
a) NC 83,7628, com a banda lenta; e b) as demais,coma
banda rapida.

Para o estudo da cartalase, optou-se pela utilizagdo do
endosperma em formagio de 15 a 20 dias da ferulizagio,
gel de amido a pH 2,3. Duas variantes eletroforetica-
mente distintas foram encontradas nas diferentes linha-
gens e apresentaram ou a banda ripida R, de maior mo-
bilidade eletroforética, ou a banda lenta L, de menor mo-
bilidade, assim distribuidas e pertencentes ao loco Can
(Scandalios 1965):

Linhagem Alelo
Tuxpan 94.6224 R
Tuxpan 1020.17 L

" Salbert 5392 L
SR 201.5232 L
SR 527.5260 R
FB 4.5941 L
T 61.984-1 R
NC 83.7628 L
SLP 1026.5745 R

Apenas um loco em peroxidase foi estudado, observa-
do, porém nio estudado geneticamente por Brewbaker
& Johnson (1972). Como suporte, utilizaram-se gel de
peliacrilamida, tampdes de pH 8,3; e como tecidos, rai-
zes primirias. A mobilidade foi determinada a partic do
ponto de aplicagio. O seu estudo genético foi feito por
Heidrich-Sobrinho (1975), e denominado Pxii.
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As linhagens mostraram variagGes para os dois alelos
do locu correspondente, com a seguinte distribuigio:

Linhagem Mobilidade em cm Alelo
Tuxpan 94.6224
Tuxpan 1020.17
Salbert 5392
SR 201.5232
SR 3275260
FB 4.5941

T 61.984-1

NC 83.7628

SLP 1026.5745

N e
coboweloo
[mialmini--E--E— 1ok

As esterases - pur pertenceretn a um grupo complexo
¢ heterogéneo de enzimas, que demonstram baixa espe-
cificidade de substrato, pois hidrolisam "in vitrro” um
grande ndmero de ésteres, embora em taxas diferentes -
mostram-se muito interessantes para eseudo,

Os cilculos das mobilidades relativas (Mr) foram fei-
tos tumando-se, como referéncia, a banda corresponden-
te ao loco Eg, que se encontra em todos os tecidos, raizes
primirias, coledptilos, plimulas e endosperma em for-
magiv, e que cora intensamente na linhagem
T 61.984-1.

Em gel de amido, a pH 8,2, um grupo de esterase cor-
respondente ao loco Eq migra para o citodo (Schwartz
1960). Estudos de polimorfismo  realizados por
Sihwartz (1960) indicaram a presenga dos alelos
Ey, E e E e bandas hibridas na F

No presente trabalho, duas bandas foram observadas,
lenta e rapida, em cada uma das nove linhagens homozi-
gotas:

Linhagem Mr alelo
Tuxpan 94.6224 - 0,20 R
Tuxpan 1020.17 - 0,20 R
Salbert 5392 -0,20 R
SR 201.5232 - 0,10 L
SR 527.5260 - 0,20 R
FB 4.5942 - 0,10 L
T 61.984-1 - 0,20 R
NC 83.7628 - 0,10 L
SLP 1026.5745 - 0,20 R

O loco E3, ativo também no endusperma, foi definido
por Schwartz (1964) como controlando bandas que se
dirigem para o citodo muito proximo da ponto de apli-
cagio em pH 7,5 em gel de amido, com dois alelos codo-
minantes, produzindo, no heterozigoto, banda hibrida.
A superposigio das bandas dos locos Ej e Es torna neces-
sirio v estudo do gene Ey, em linhagens com alelos para
o tipo ripido para o loco Er.

As nove linhagens de milho moseraram variagbes pa-
ra as bandas pertencentes av loco Es, assim distribuidas:

Linhagem Mr alelo
Tuxpan 94.6224 - 0,02 L
Tuxpan 1020.17 - 0,02 L
Salbert 5392 -0,10 R
SR 201.5232 -0,10 R
SR 527.5260 - 0,10 R
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FB 45941 - 0,10 R
T 61.984-1 - 0,10 L
NC 83.7628 - 0,02 L
SLP 1026.5745 - 0,02 L

Nas nove linhagens em estudo referente ao loco Ed,
foram encontrados quatro alelos. Na designagio dos
mesmos, conservou-se aquela indicada por Harris
(1966}, de C, D, E e F, de menor para maior mobilidade
eletroforérica que foi determinada, romando-se por base
a banda inferior de coloragio mais intensaeem relagiio a
banda padrio do loco Es.

As linhagens ficam assim distribuidas em relagio ao
loco Es:

Linhagem Mr alelo
Tuxpan 94.6224,

Tuxpan 1020.17,

SLP 1026.5745 ¢

NC 83.7628 0,41 C
SR 5275260 e

SR 201.5232 0,46 D
Salbert 5392 e

FB 4.5941 0,51 E
T 61.984-1 0,56 F

Nu loco Eiy, estudado por Heidrich-Sobrinho (1973),
fol caracterizada a a¢do génica dos dois alelos encontra-
dos nas nove linhagens de milho, agindo em codominin-
cia. Pela auséncia de bandas hibridas, sugere-se que a
estrutura das proteinas seja monomérica.

A variagio vbservada entre as linhagens ficou assim
distribuida:

Linhagem Mr alelo
Tuxpan 94.6224 0,54 R
Tuxpan 1020.17 0,54 R
Salbert 3392 0,54 R
SR 2015232 0,54 R
SR 527.5260 0,54 R
FB 4.5941 0,54 R
T 61.984-1 0,34 R
NC 83.7628 046 L
SLP 1026.5745 0,46 L

Na fosfatase acida dos cinco sistemas enzimdticos es-
tudados, este fui 0 que apresentou maior dificuldade para
a definigio e estudo das bandas que se apresentavam
comu pequenos borrdes. Em gel de poliacrilamida, com
rampdes 8,3 e unilizando-se raiz primdria, as linhagens
mostraram variagoes, assim distribuidas:

Linhagem Mobilidade em cm  Alelo
do panto de aplicagio
Tuxpan 20 L
Tuxpan 2,0 L
Salbert 5392 2,0 L
SR 201.5232 3.0 R
SR 527.5260 2,0 L
FB 4.5941 3,0 R
T 61.984-1 3,0 R
NC 83.7628 20 L
SLP 1026.5745 2,0 L

Uma das grandes vantagens dos marcadores enzimi-
ticos para caracterizar linhagens e cultivares é a sua
independéncia em relagio ao ambiente. Neste senrtido,
as enzimas, como produtos primirios dos genes, sio
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TABELA 2. Distribuiciio das bandas correspondentes aos diferentes loces das nove linhagens de milhe em cinco
sistemas enzimdticos.

Esterase Catalase Peroxidase Fosfatase Alcool
: acida  desidrogenase
Linhagem i :
E’ Es* E’ En Cat" PX,)” Ap,” Adhyf
Tuxpan 94,6224 R L [ R R L L R
Tuxpan 1020.17 R L C R L L L R
SLP 1026.56745 R L C L R L L R
T 61.984-1 R L F R R L R R
NC 83.7628 L L C L L L L L
FB 4.5941 L R E R L L R R
Salbert 5392 R R E R L R L R
SR 201.5232 L R D R L R R R
SR 527.5260 R R D R R R L R
Obs.: tecidos “ plamula com coleéptilo
* raiz
“ endosperma em formagao
Velocidade de migracio R rapida
L lenta
equivalentes aos grupos sangiiineos humanos. Qutro as- methods and applications. Physiol. Plani., 21:
pecto muito interessante é que a dificuldade de caracteri- 930-40, 1968.

zagio, pela aparéncia externa do individuo, decorre do . :
faro de que cultivares e linhagens de espécies como o FEDAK, G. Allozymes as aid to Canadian barley

: e ; . i i ification. Euphytica, 23:166-73
milho, arroz, feijio e outras, foram obtidas e seleciona- ﬁ;lﬁvar ident phy ’ !
das de ancestrais comuns, apresentando muita seme- :

lhanga. HARRIS, J. W, The E, esterase. Maize Genetics Coop.
Na Tabela 2, observa-se a distribuigiio das bandas cot- Newsletter 40:53-6, 1966.

respondentes aos diferentes locus das nove linhagens de HEIDRICH-SOBRINHO. E. Diversidade enzimatica
milho em cinco sistemas enzimdticos. Analisando-a, po- em Zea mays L. e sua m;rrelaqao com a heterose,

de-se observar que apenas quatro locos em esterase sav Porto Alegre, UFRGS, 1975, Tese Doutorado.
suficientes para distinguir as nove linhagens de milho,

justificando plenamente a utiliza¢io deste método de HEIDRICH-SOBRINHO, E. & CORDEIRO, AR,

* trabalho. Para um maior nimero de linhagens, maior Codominant isoenzymic alleles as markers of
namero de focos e outros sistemas enzimdticos poderdo genetic diversity correlated with heterosis in
ser empregados. maize (Zea mays). Theor. & App. Genelics, 46:

197-9, 1975.
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