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RESUMO - Os marcadores moleculares complementam os métodos tradicionalmente empregados no melhoramento,
no manejo e na conservacgao genética de espécies florestais. Entre os marcadores moleculares, as isoenzimas tém sido
utilizadas em estudos que envolvem a caracterizagdo genética de populagdes naturais e cultivadas de diversos
organismos vivos, na identificagdo de espécies e hibridos. O objetivo deste trabalho foi estabelecer protocolos para a
extracdo de isoenzimas e sele¢do de sistemas enzimaticos a serem utilizados nos estudos de diversidade genética em
populagdes naturais da espécie arborea Protium spruceanum. Compararam-se tampdes para a extracdo das enzimas
obtidas de folhas e testou-se 14 sistemas enzimaticos, por meio da técnica de eletroforese. Conclui-se que para os
estudos de genética de populagdes de P. spruceanum, utilizando-se marcadores isoenzimaticos, o tampao n° 1 de
Alfenas, com algumas modificacdes, ¢ o ideal para a extracdo das enzimas de tecido foliar da espécie. Os sistemas
enzimaticos ADH, GDH, GLDH, GTDH, MDH, PER, SDH e SKDH apresentaram 6tima atividade e resolu¢cdo das
bandas passiveis de interpretacao, resultando em dez locos polimdrficos e 20 alelos.
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POLIMORFISMO DE ISOENZIMAS EN Protium spruceanum (Benth.) Engler
(BURSERACEAE) COMO BASE PARA ESTUDIOS DE DIVERSIDAD
GENETICA

RESUMEN - Los marcadores moleculares complementan los métodos tradicionalmente empleados en el mejoramiento,
en el manejo y en la conservacion genética de especies forestales. Entre los marcadores moleculares, las isoenzimas han
sido utilizadas en estudios que envuelven la caracterizacion genética de poblaciones naturales y cultivadas de diversos
organismos vivos, en la identificacion de especies y hibridos. El objetivo de este trabajo fue establecer protocolos para
la extraccion de isoenzimas y seleccion de sistemas enzimaticos a que sean utilizados en los estudios de diversidad
genética en poblaciones naturales de la especie arbérea Protium spruceanum. Se compararon tampones para la
extraccion de las enzimas obtenidas de hojas y se probd 14 sistemas enzimaticos, por medio de la técnica de
electroforesis. Se concluye que para los estudios de genética de poblaciones de P. spruceanum, utilizandose marcadores
isoenzimaticos, el tampon n° 1 de Alfenas, con algunas modificaciones, es el ideal para la extraccion de las enzimas de
tejido foliar de la especie. Los sistemas enzimaticos ADH, GDH, GLDH, GTDH, MDH, PER, SDH y SKDH
presentaron oOptima actividad y resolucion de las bandas sensibles de interpretacion, resultando en diez locos
polimorficos y 20 alelos.

Palabras-llave - Genética de poblaciones, marcadores moleculares, especie arborea.
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ISOZYMES POLYMORPHISM IN Protium spruceanum (Benth.) Engler
(BURSERACEAE) AS BASE FOR GENETIC DIVERSITY STUDIES

ABSTRACT - The use of molecular markers variation has a long tradition in population genetics, and more recent
application in forest tree improvement, management and conservation genetics. It is know that the isozymes are reliable
markers for population genetics studies, species and hybrids identification, because of the rapidity and low economic
cost of electrophoretic methods. The aim of this study was to investigate and to select extraction protocols and
enzymatic systems of several individuals of the tree Protium spruceanum for genetic diversity studies. Extraction
protocols and 14 enzymatic systems were analyzed by using the starch gel electrophoresis technique on plant leaves.
Among all extraction protocols and enzymatic systems investigated here, the buffer systems n° 1 of Alfenas and ADH,
GDH, GLDH, GTDH, MDH, PER, SDH e SKDH enzymatic systems were the most suitable for identifying P.
spruceanum isozymes. The eight enzyme systems selected showed ten loci that could be interpreted and 20 alleles.

Key words: Population genetics, molecular markers, tree species.

INTRODUCAO

A maioria das espécies arboreas tropicais apresenta um
ciclo vegetativo longo e ndo existe tecnologia silvicultural
que permita o cultivo adequado de arvores para constituir
os testes genéticos "classicos" (procedéncia e teste de
progénies). Por estas razdes, torna-se necessario
desenvolver estudos na area de genética molecular para
conhecer, de uma forma precisa e rapida, a estrutura
genética das populacdes (TORGGLER et al., 1995).

Os marcadores genéticos sdo caracteres com
mecanismo de heranga simples que podem ser
empregados para avaliar diferencas genéticas entre dois ou
mais individuos (FALEIRO, 2007, FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998). Dentre todos marcadores
moleculares disponiveis na atualidade, as isoenzimas, pela
relativa simplicidade, rapidez e baixo custo das analises
em relagdo aos outros marcadores, tém gerado uma gama
enorme de informagdes praticas na identificagdo de
espécies e hibridos de populagdes naturais e cultivadas de
diversos organismos vivos, além de estimativas da
diversidade genética entre e dentro das populacdes
(GONZALEZ-VARO et al, 2009; VIEIRA e
CARVALHO, 2008; SILVA et al., 2007; SOUZA et al.,
2007).

O termo isoenzima define um grupo de multiplas
formas moleculares da mesma enzima que ocorre em uma
espécie, como resultado da presenca de mais de um gene
codificando, cada uma das enzimas (MOSS, 1992). O
principio basico da técnica reside no uso de eletroforese
em gel de poliacrilamida e na visualizagdo do produto
enzimatico por métodos histoquimicos. A premissa basica
adotada ao se utilizar dados isoenzimaticos ¢ que
diferencas na mobilidade de isoenzimas em um campo
elétrico sdo resultantes de diferencas em nivel de
sequéncias de DNA de alelos que codificam tais enzimas.
Assim, se os padrdoes de bandas de dois individuos
diferem, assume-se que essas diferengas possuam base
genética e sejam herdaveis (MURPHY et al., 1990).

Para a aplicacdo da técnica de eletroforese de
isoenzimas, ¢ necessario realizar a adequagdo da

metodologia para a espécie que se pretende estudar. Os
ajustes visam escolher o tecido vegetal a ser macerado
para obtencdo das enzimas, o tampao de extracdo ideal
para preservar as propriedades das enzimas extraidas e os
sistemas enzimaticos (ALFENAS et al. 1998; FERREIRA
e GRATTAPAGLIA, 1998). A adequagdo de todas estas
variaveis metodoldgicas sdo imprescindiveis por se
conseguir resultados satisfatorios nos procedimentos de
eletroforese e interpretagdo do polimorfismo das
isoenzimas, que consistem na boa migra¢do das enzimas
através da matriz, atividade e resolugdo de bandas
satisfatorias para a analise dos zimogramas (RIBAS e
ALFENAS, 2004).

Assim, este trabalho objetivou estabelecer um
protocolo para os sistemas enzimaticos a serem utilizados
nos estudos de diversidade genética em populagdes
naturais de Protium spruceanum.

MATERIAL E METODOS

Espécie alvo do estudo

Protium spruceanum (Benth.) Engler (Burseraceae),
conhecida como breu, almecegueira e amescla, ¢ uma
planta arborea secundaria, seletiva higrofita e com
sindromes de entomofilia e ornitocoria. A espéciec ¢€
encontrada na regido Amazonica, Estados de Minas
Gerais, Bahia, Goias, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo,
sendo caracteristica de ambientes riparios (OLIVEIRA-
FILHO e RATTER, 1995). A arvore ¢ aromatica e produz
uma resina oleosa conhecida como breu. A utilizagdo
desta resina ¢ amplamente difundida e usada na medicina
popular, como analgésico, cicatrizante e expectorante, na
industria de verniz, na calafetagem de embarcagdes e
como perfume (MACHADO et al., 2003). O individuo
adulto apresenta altura entre 8 e 14 metros, copa
arredondada ¢ densa. Floresce durante os meses de
setembro e novembro com frutificacdo entre outubro e
margo. O fruto ¢ uma baga subglobosa, de superficie lisa e
brilhante, de cor vermelha contendo de 1 a 2 sementes
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envoltas por um arilo fino e adocicado. A espécie ¢
recomendada para a composi¢do de reflorestamentos
heterogéneos destinados a recuperagdo da vegetagdo de
areas ciliares degradadas (VIEIRA e CARVALHO, 2008).

Amostragem

Para a obten¢do dos extratos protéicos e posterior
analises eletroforéticas dos sistemas enzimaticos, foram
coletadas folhas jovens de P. spruceanum de 30
individuos adultos, que foram utilizadas para a defini¢do
do protocolo de extracdo das enzimas e visualizagdo do
polimorfismo entre individuos. Para este estudo foi
selecionado um fragmento florestal de aproximadamente
1,0 ha no municipio de Lavras, regido do Alto Rio
Grande, sul de Minas Gerais. A amostragem dos
individuos foi aleatoria ao longo do fragmento, de forma a
abranger toda a area. Os tecidos foliares coletados foram
acondicionados em sacos plasticos devidamente
identificados e colocados em caixa de isopor com gelo.
Ao final da coleta, as folhas foram levadas para o
Laboratério de Melhoramento Florestal ¢ Recursos
Genéticos da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
sendo entdo armazenadas em freezer a -80 °C, de modo a
evitar a degradagao das enzimas.

Extracio das enzimas e eletroforese

Foram pesados 200 mg de tecido foliar de cada
individuo e macerados com areia lavada autoclavada,
adicionando-se PVP-P (Polivinilpolipirrolidona) e 1 mL
da solucao tampao de extragdo gelada (ALFENAS et al.
1998). A extragdo de enzimas foi realizada manualmente
para cada amostra mediante o uso de almofariz e pistilos
de porcelana mantidos resfriados durante o processo.
Apods a maceragdo, as amostras foram transferidas para
eppendorfs de 1 mL e armazenadas a -80 °C, até o
momento das analises eletroforéticas.

Foi utilizada eletroforese de isoenzimas vertical,
conduzida em meio suporte de gel de poliacrilamida
(concentracdo - 4%, separacdo - 12,5%). Para a
eletroforese foi utilizada amperagem de 10 mA por gel e
300 Volts, tendo a corrida eletroforética duracdo
aproximada de 3 horas, realizada a temperatura de 4 °C.
Os procedimentos de preparo do gel, aplicacdo das
amostras e eletroforese seguiram a metodologia descrita
por Alfenas et al. (1998).

Foram realizadas eletroforeses para 14 sistemas de
coloragdo (Tabela 1). As revelagdes dos géis foram
baseadas na metodologia descrita por Alfenas et al.
(1998).

Tabela 1. Sistemas enzimaticos testados (14 enzimas) e selecionados (em italico) para Protium spruceanum, com base

na resolug¢do de bandas passiveis de interpretagao

Sistema enzimatico EC* Sigla Resolugdo Locos/Alelos
Alcool desidrogenase 1.01.01.01 ADH Sim 12
o-esterase 3.01.01.01 o-EST Nao -
B-esterase 3.01.01.01 B-EST Nao -
Fosfatase acida 3.01.03.02 ACP Nao -
Fosfatase alcalina 3.01.03.01 AKP Nao -
P-galactose desidrogenase 1.01.01.48 GLDH Sim 12
Glucose desidrogenase 1.01.01.47 GDH Sim 12
Glutamato desidrogenase 1.04.01.03 GTDH Sim 12
Glutamato oxaloacetato trasaminase 2.06.01.01 GOT Nao -
Leucina aminopeptidase 3.04.11.01 LAP Nao -
Malato desidrogenase 1.01.01.37 MDH Sim 2/4
Peroxidase 1.11.01.07 PER Sim 2/4
Sorbitol desidrogenase 1.01.01.14 SDH Sim 12
Xiquimato desidrogenase 1.01.01.25 SKDH Sim 12

*EC, Enzyme Comission

Detalhes sobre cada uma das enzimas, bem como as
solugdes e metodologia para revelagdo podem ser obtidos
em Alfenas et al. (1998). Apos o surgimento das bandas,
os géis foram retirados da solugdo de revelacdo, lavados
em agua corrente e fixados em solugdo aquosa de glicerol
a 10%, por cerca de 24 horas, a 4 °C. Apos este periodo a
glicerina foi substituida por uma solugdo a 65% de alcool
etilico, 30% de agua e 5% de glicerina, durante 5 minutos.

A secagem dos géis foi efetuada no secador de gel
(modelo 583, BioRad). A leitura das bandas nos géis foi
feita sobre a superficie de um diafanoscépio.

A identificacdo das zonas codificadoras dos locos e
dos alelos foi feita a partir da regido mais catddica para a
mais anddica. Assim, em um sistema enzimatico em que
duas zonas de atividade eram claramente identificadas, a
de maior migracao no gel recebeu a denominagdo de loco-
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1 e a outra, loco-2. Da mesma forma, procedeu-se em
relagdo aos alelos de cada loco.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds os testes das solugdes de tampdo, descritos em
Alfenas et al. (1998), utilizadas na extra¢do das enzimas
de tecido foliar, definiu-se a solugdo extratora que melhor
assegurou a integridade das enzimas. Foi selecionado o
tampao n° 1 apresentado em Alfenas, et al. (1998) e
modificado no presente estudo para a espécie Protium
spruceanum (Tabela 2).

Tabela 2. Solugdo utilizada para extragdo das enzimas de tecido foliar em Protium spruceanum

Componente Quantidade Molaridade
Fosfato de sddio bibasico 0,6 g 34,0 mM
Sacarose 7,0¢g 0,2 mM
PVP-40 25¢g 2,5%
L-acido ascorbico 100,0 mg 5,7 mM
DIECA 100,0 mg 5,8 mM
Bissulfito de sodio 50,0 mg 2,6 mM
Borato de sodio (borax) 50,0 mg 2,5 mM
B-mercaptoetanol 0,2 mL 0,2%
Polietilenoglicol-600 1,0g 1,0%
Aqua deionizada (ou destilada) 100,0 mL

Dos 14 sistemas enzimaticos testados para Protium
spruceanum, oito foram selecionados em funcdao da
resolugdo do padrio de bandas dos locos: 4lcool
desidrogenase (ADH), glucose desidrogenase (GDH), [3-
galactose desidrogenase (GLDH), glutamato
desidrogenase (GTDH), malato desidrogenase (MDH),
peroxidase (PER), sorbitol desidrogenase (SDH) e
xiquimato desidrogenase (SKDH) (Tabela 1). Os oito
sistemas isoenzimaticos selecionados revelaram 24 zonas
de atividade (locos), sendo dez passiveis de interpretagdo
e 20 alelos (Tabela 1). As enzimas ADH, GDH, GLDH,
GTDH, SDH e SKDH apresentaram uma zona de
atividade interpretavel (um loco). As enzimas MDH e
PER apresentaram duas zonas interpretaveis (dois locos).

Nos zimogramas dos sistemas isoenzimaticos
Fosfatase 4cida (ACP), Fosfatase alcalina (AKP),
Glutamato oxaloacetato trasaminase (GOT) e Leucina
aminopeptidase (LAP) ndo houve formagdo de bandas, ou
seja, ndo foram detectadas enzimas nos géis. Por outro
lado, foram verificados alguns borrdes nos géis, indicando
atividade enzimatica, sem resolugdo das bandas. Nos
zimogramas dos sistemas isoenzimaticos o-esterase (o.-
EST) e B-esterase (B-EST) houve formacdo de bandas,
indicando atividade enzimatica com resolugdo, entretanto

para apenas poucos individuos da amostra. Segundo Ribas
e Alfenas (2004), algumas alternativas para obter melhor
resolugdo seria a variagdo do volume de tampao de
extragdo utilizado em relagdo a quantidade de tecido
macerado, uso de outros tecidos na obtengdo das enzimas
e outras variaveis que influenciam a migragdo e resolugdo
das bandas.

Nesse estudo, os oito sistemas enzimaticos
selecionados revelaram dez locos e 20 alelos passiveis de
interpretacdo. Alguns estudos com espécies florestais,
utilizando dados de marcadores isoenzimaticos, t€ém usado
a partir de quatro locos polimoérficos (TELLES et al.,
2003; NG et al, 2004). Entretanto, Berg & Hamrick
(1997) sugerem um minimo de dez locos polimérficos nas
analises. Portanto, o presente estudo ird apresentar
suficiéncia na amostragem das freqiiéncias alélicas com o
uso de dez locos polimorficos.

Alguns padrdes isoenzimaticos obtidos para Protium
spruceanum estao representados na Figura 1. Apenas a
enzima PER apresentou bandas cromaticas (cor laranja),
as demais acromaticas (cor branca, por exemplo, a enzima
GTDH na Figura 1). Todas as enzimas apresentaram locos
de expressdo compativeis com o das enzimas
monoméricas e segregando dois alelos nos locos.
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Figura 1. Polimorfismo das enzimas Peroxidase (Per) e glutamato desidrogenase (Gtdh) juntamente com os zimogramas
(ilustracdes esquematicas da designag@o dos gendtipos) para espécie Protium spruceanum.

A técnica de isoenzimas apresenta as vantagens
de permitir a analise de varios locos simultaneamente e
identificar os heterozigotos, a um custo relativamente
mais baixo e acessivel que o dos marcadores de DNA
(ALFENAS et al., 1998). A expressdao das isoenzimas ¢
codominante, isto ¢, em um individuo diploide, ambos os
alelos de um loco sdo expressos e visualizados
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). A partir da
leitura dos fenotipos eletroforéticos sdo estimadas as
freqiéncias alélicas e genotipicas, que permitem a
avaliacdo da estrutura genética das populagdes analisadas,
levando a conclusdes sobre a magnitude e a distribuicdo
da variabilidade entre e dentro das populacdes,
consequéncias evolutivas, diferenciagdo geografica de
populagdes dentro de espécies, fluxo génico e taxas de
cruzamento (ALFENAS et al., 1998; MOSS, 1992).

Os marcadores isoenzimaticos complementam os
métodos tradicionalmente empregados no melhoramento,
no manejo e na conservacdo genética de espécies
florestais. Intimeras investigagdes com espécies arboreas
nativas tém utilizado esta técnica para estimar os niveis de
diversidade genética, o grau de parentesco e a endogamia
nas populagdes naturais (GONZALEZ-VARO et al.,
2009; VIEIRA ¢ CARVALHO, 2008; SILVA et al., 2007,
SOUZA et al., 2007). Essas informagdes sdo de grande
aplicabilidade quando se torna necessaria a defini¢do de
estratégias de conservagdo dessa variabilidade genética
(VIEIRA ¢ CARVALHO, 2008).

CONCLUSOES

Para estudos genéticos com a espécie arborea Protium
spruceanum utilizando-se marcadores isoenzimaticos o
tampdo n° 1 descrito em Alfenas, et al. (1998), e
modificado no presente trabalho, ¢ o ideal para a extragdo
das enzimas de tecido foliar da espécie. Os sistemas
enzimaticos ADH, GDH, GLDH, GTDH, MDH, PER,
SDH e SKDH apresentam o6tima atividade e resolugdo das
bandas passiveis de interpretagdo para os estudos de
genética de populacdes da espécie.
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