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RESUMO INTRODUCAO

Analises isoenziméticas foram u@das para in- . L. .
vestigar variagdes bioquimicas em somaclones de morangueiro Marcadores bIOQUImICOS, como as Isoen-
cultivar Vil? mova,_ Obtidosa a D«'Islrtir de galo& Utilizaréllm-lse como  zimas possibilitam detectar alteracdes metabdlicas
amostras folhas jovens de plantas durante a multiplicagdo in ; :
vitro e apoés a acIJimatizagéo %m casa de vegetagéo.pOs sgistemas que Ocorr_em dl‘!rarlte 0 crescimento, desenvolvi-
enzimaticos utiliados para a analise dos clones foram fosfatase Mento e diferenciacé@o da planta (PRAMAN#Kal
acida e esterase (pH 6,5 e 8,3). Durante o cultiveitro, dois 1996). Outras contribuicdes das isoenzimas para o

padrdes de fosfatase acida foram detectados entre os regeneran- melhoramento genético vegetal incluem a identifica-
tes; ja para a esterase, todos os gendtipos exibiram o mesmo

padrao de bandas. Em casa de vegetacdo, foram encontrados trés ¢80 de cultivares, avalia(;?_o de germoplama e uso
padrdes de bandas distintos de fosfatase acida. N&o foram verifi- como marcadores geneéticos (TANKSLEY &
cadas alteragc”)ﬁs6q5uanto ao nuamero e posicao das banda: ges ORTON, 1983), possibilitando a selegéo precoce de
esterase em pH 6,5, enquanto que para a esterase em pH 8, £ . : ~ .
observou-se polimorfismo entre os clones. Ambos os sistemas ge_ljotlpos superiores. Em m_oran~gue|ro, elas te_m sido
enzimaticos mostraram-se influenciados pelas condices de Utilizadas para caracterizacdo de cultivares
crescimentoi vitro e in vivo) e pelos estadios de desenvolvi- (BR|NGHURST et al, 1981; ROCHAet al 1998)'
mento das plantas. estudo da heranca de sistemas enzimaticos
Palavras-chave morangueiro, cliivo in vitro, variagdo soma- (AR,UL,S_EKAR etal 19,8:!')' analise dAa Va”ablllqade
clonaly esterase, fosfatase acida. enzimatica em eSpeCIeS dO genel’-_O’agal’la
(ARULSEKAR & BRINGHURST, 1983) e na de-
SUMMARY teccdo dealteragbes enzimaticas em somaclones
lsozymic analyses were used to investigate (NEHRA et al, 1992; DAMIANOet al, 1995).
zymi y! Wi u investi s .
biochemical variations of somaclones from strawberry cultivar _NeSte trabalho, dois S|stemas_en2|mat|cos
Vila Nova, obtained starting from calli. Analyses were performed foram utilizados para estudar a variabilidade entre

USi?t.g Joung 'egveﬂsh CO"EIC_tedt ftr,om rtllants guring '#mhevitro somaclones de morangueiro cv. Vila Nova durante o
multiplicationand afther aclimatation at greenhouse. The enzyme P ~
systems used for the analysis of the clones consisted of acid cultivoin vitro e em casa de vegetagao.

phosphatase and esterase (pH 6.5 and 8.3). Duringrthatro

culture, two patterns of acid phosphatase were detected among MATERIAL E METODOS

the regenerants, however for the esterase all the genotypes

exhibited the same pattern of bands. At greenhouse, were found . . .
three patterns of bands different for agilosphataseAlterations O trabalho foi desenvolvido no Laborat6-

were not verified in relation to the numbamd band pdson for rio de Cultura de Tecidos Vegetais e no Laboratério
esterase (pH 6.5), while, for esterase (pH 8.3) polymorphism was S :
observed among the clones. Both enzyme systems were influencedde EletrOf,or,ese da, Empresa Brasileira de Pesqmsa
by the growth condiction (in vitro and in vivo) and by the Agropecuaria de Clima Temperado (Embrapa Clima
developing stage of the plants Temperado), Pelotas, RS.

Key words: strawberry,in vitro culture, somaclonal variation, O meio de cultura basico utilizado foi o

esterase, acid phosphatase. MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), com 309
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de sacarose, 100mgle mio-inositol e 6¢* de agar. mida e 0,25 de bis-acrilamida (EST pH 6,5), acres-
O pH foi ajustado para 5,9. cidos de 0,10mde N,N,N,N'- tetrametilenodiamina
Para a inducéo de calos, discos foliares de e 1ny de persulfato de aménio a 10%. Foram mace-
morangueiro cv. Vila Nova foram cultivados no | 54as dez mg de cada amostra com¢Ifb tampao
meio basico, contendop® de 2,4-D (acido 2,4 o gel, na diluicio de 1:1, acrescido de 0,15% de 2-
diclorofenoxiacético) e M de BAP (6- mercaptoetanol e 2,5mg de polivinilpolipirrolidona.
benzilaminopurina). O material foi incubado no As migragées foram feitas aplicando-se uma dife-
escuro, em sala de crescimento, com temperatura derenga de potencial de 10v/icm linear. Posteriormente,
25+2°C por um periodo de trés semanas. Posterior- os eletroforegramas foram imersos em tamp&o de
mente, os calos foram mantidos em sala de cresci- coloragdo especifico para cada sistema com 20% de
mento com fotoperiodo de 16 horas de luz e radiagéo acetona, durante um periodo de 20 minutos.
de 19mol.m?s™. Ap6s quatro semanas de cultivo, Para a revelacéo dos géis, foram utiliza-
os calos foram transferidos para meios de regenera-dos 0s sistemas de coloracdo descritos por
cdo contendojiM BAP, 1QuM BAP, 15uM de TDZ SCANDALIOS (1969), no escuro e a°g&7 durante,

(thidiazuron) e 1M de TDZ + 500mg™ de caseina aproximadamente, 15 horas. Apds a revelagdo, os

L ; : géis foram colocados em fixador com agua destila-
hidrolizada (CH). A cultura foi mantida em sala de da, metanol e acido acético na proporcéo de 5:5:1.

crescimento com fotoperiodo de 16 horas, radiacao O calculo da mobilidade relativa (MR)
de 1qimol.m®s" e temperatura de 28°C durante para os sistemas enzimaticos foi realizado registran-
o restante do cultivim vitro . do as distancias migradas pelas bandas a partir do

_ As brotacGes regeneradas foram individu- ponto de aplicagdo e dividindo-as pela medida de
alizadas e denominadas de clones. Os clones repre-uma banda tomada como padrdo, sendo comum a
sentados pela letra A foram provenientes do meio todos os clones.

com UM de BAP. Os clones com letras B foram A estimativa da similaridade genética en-
regenerados em meio acrescido dgM@le BAP. A tre os clones de morangueiro foi realizada através do
letra C representa o meio contendpisde TDZ e coeficiente de associacdo, utilizando o indice de

os clones com letra D sdo provenientes do meio com Jaccard (CRISCI & ARMENGOL, 1983). A analise

) ~ de grupamento dos clones foi feita pelo método da
10uM de TDZ + 500mg* de CH. Brotagdes rege- o PG EPS ’
n(e)IrJadas diretamente ga partir de mer?stemasﬁ:1 sem média aritmética nao ponderada (UPGMA) analisa-

passar pelo cultivo de calos, foram multiplicadas no (ilgsg;raves do programa NTSYS — pc (ROHLF,
mesmo meio e representadas pela letra E. '

Os clones foram multiplicados no meio  RESULTADOS E DISCUSSAO
MS com nitrogénio reduzido a %, 40gde sacarose

e acrescido de 0, de ANA (4cido a- As analises de todas as amostras coletadas
naftalenoacético), OyM de AG; e 2,24M de BAP. 15 dias apds o subcultivo das plantas em meio de
Posteriormente, as plantas foram enraizadas em multiplicagéo apresentaram seis bandas anddicas de
meio MS isento de reguladores de crescimento e FAC, com mobilidades relativas de 1,50; 1,35; 1,25;
aclimatizadas em casa de vegetacao. 1,12; 1,00 e 0,88 (Padrdo A). Nos clones A2, A3,
Os sistemas isoenzimaticos utilizados na A7, Al3, A18, B2 e B5, foi detectada, além dessas,
andlise dos clones de morangueiro foram fosfatase Uma banda com MR de 0,72 (Padréo B) (Figura 1-
acida (FAC) e esterase (EST). Como amostras, utili- A). Os clones foram classificados em dois grupos de
zaram-se folhas novas, as quais foram retiradas acordo com as diferencas observadas (Tabela 1).
quinze dias ap6s o subcultivo em meio de multipli- Verificou-se que a maioria dos clones (68%) apre-
cagdo e 30 dias do plantio em casa de vegetacdo. FoiS€ntaram o mesmo padréo de bandas da testemunha
adotada a técnica de eletroforese horizontal em gel (E) (Padrdo A) e 32% apresentaram o padrdo B,
de poliacrilamida, utilizando o sistema de tampao principalmente os provenientes do meio acrescido de

descontinuo, descrito por SCANDALIOS (1969) em SUM de BAP.

pH 8,3, com a concentracdo 6% para ambos 0s sis- " DAMIANQ et al (1995), estud:imdo or-
temas. No preparo dos géis da FAC, foi acrescenta- ganogénese a partir de calos e suspensdes celulares

do 2% de polietileno alicol. Para o sistema EST. €M cinco cultivares de morangueiro, também obser-
0 d€ POl glicol. | g o ' varam diferencas nos padrées da FAC, peroxidase e
também foi utilizado o tamp&o continuo tris-citrato

glutamato desidrogenase, as quais foram detectadas
E]%Hcc?ﬁi)én?rea?g%rl)dgel\gg|-c|jce3LpSolgcﬁlga%;E (1973),  entre as cultivares, sendo menos frequientemente
0 .

i e . entre os regenerantes de cada cultivar.

Os géis consistiram de 100rdo tampéo N&o foram verificadas alteragbes quanto
do gel com 5,79 de acrilamida e 0,3g de bis- a0 nimero e posigdo das bandas de EST em todas as
acrilamida (EST pH 8,3 e FAC) ou 4,759 de acrila- amostras coletadas vitro. O sistema EST (pH 6,5)
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cluindo o E) apresentaram o padrdo B (Tabela 2),
A) INVITRO indicando que o estagio de desenvolvimento das
FAC EST (pH 6,5) plantas afeta os padrbes isoenzimaticos.
- S Nessas plantas, também n&o se detectou
polimorfismo para a EST (pH 6,5), pois todos os
150 | = — 100 — clones apresentaram trés bandas com MR de 0,33;
sl — — 0,56 e 1,00 (Figura 1-B).
15| — — EST (pH 3,3) O decréscimo na atividade da EST (pH
12| — — 0,56 — ¥ 8,3) nas plantas provenientes da casa de vegetacao,
;:;g N oss| — el = permitiu a visualizacdo de diversas bandas
072 _ ’ ’ polimorficas.  Observaram-se  sete  padrdes
’ ) ) ) eletroforéticos para esse sistema, com duas a seis
A B isoenzimas (Figura 1-B). As diferencas observadas
B)INVIVO permitiram classificar os clones em sete grupos
(Tabela 3). A maioria dos clones (50%) apresentou o
FAC — ESTQH6S) EST (pH 8.3) mesmo padréo do clone E (Padrdo A), no qual se
’ ' ) detectou o maior nimero de bandas. Os clones A3,
L ===l - __ A18, C6 e D15 apresentaram padrdes exclusivos,
==z == = == denominados de B, C, E e F, respectivamente. As
1:53 T 086 — | pgelm  —— — — bandas com MR de 1,03 e 1,00, presentes nas
088 — — —| 033 — | 076)m = — — — — — plantas durante o cultivdn vitro, ndo foram
0m  — — 0.69— — — — - detectadas nos clones A18 e C6 (Tabela 3).
0.60 - hen—— — Em macieira, andlises isoenzimaticas tém
A BC 7’ AB CDET G sido Uteis para detectar variabilidade entre os soma-
clones (MARTELLI et al, 1993). No entanto, de

Figura 1- Padrdes isoenzimaticos da fosfatase acida e esterase forma semelhante aos resultados obtidos com a cv.
(pH 6,5 € 8,3) em clones de morangueiro da cultvar 13 Nova, os padrdes isoenzimaticos foram bastante

Vila Nova provenientes do cultivim vitro e da casa . . o~ .

de vegetacad( vivo). Pelotas, RS, 1999. mﬂuenmados pelas condigbes de crescimento do
material, uma vez que amostras de folhas dos mes-

as band o (i q mos clones de macieira, cresci@oitro e in vivo,
apresentou trés bandas estaveis e nitidas com MR deyogiraram  diferentes  padrées de bandeamento

0,33; 0,56 e 1,00. Os zimogramas da EST (pH 8,3) (1ARTELLI 1993
apresentaram duas bandas com MR de 1,00 e 1,03( Osepta%lr,ées dZe. isoenzimas e a intensidade

(Figura 1-A). Embora tenha S'd9 venﬁcada & das bandas sdo especificos para 6rgaos ou tecidos e

presenca de outras bandas, ndo foi possivel ara os estadios de desenvolvimento e maturidade

considera-las na andlise, pois devido a alta atividade b o . :
O estadio de desenvolvimento em que aparecem ou

da esterase durante o cultivin vitro, nao q et fivach 50 d
apresentaram nitidez. esaparecem refletem a ativacdo ou repressao dos

Nas andlises da FAC nas plantas, apés a 9éNés  que  codificam  essas  isoenzimas
aclimatizago e transferéncia para a casa de vegeta-(SCANDALIOS, 1974). Essas alteracGes sdo refleti-
céo, foram encontrados trés padrdes distintos, com das nos padrdes de bandas, como foram verificados
seis a oito bandas (Figura 1-B). Diferente do ambi- Nnos diversos clones.
entein vitro, verificou-se que 59% dos clones (in- ROCHA et al (1998), estudando cultiva-

res de morangueiro sob

diferentes condi¢cbes ambi-
Tabela 1 - Classificagéo de clones de morangueiro cultivar Vila Nova, segundo as diferencas eagparig h vitro, casa de

tradas nos padrdes eletroforéticos da fosfatase &acida , durante o ioultitro. Pelotas, ~ lad
RS, 1999. vegetacao, telado e campo),

ndo observaram diferencas
em padrdes isoenzimaticos

PADROES CLONES MOBILIDADES FREQUENCIAS da FAC. Em todas as culti-
() . .
RELATIVAS (%) vares (inclusive Konvoy-
A 1,50: 1,35; 1,25; 1,12; 1,00; 68 Cascata e Lassen), 0S auto-

B7; BS; B10; B11; Cl1; C6; C7; ;
C8. C9: C12: C144. C17. C10: D150.88 res detectaram seis bandas

E monomorficas, que também
B A2; A3; A7; A13; A18; B2: B5 1,50;1,35; 1,25; 1,12; 1,00 32 foram verificadas na cv.
0,88;0,72 Vila Nova. Essa similarida-
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Tabela 2 - Classificagéo de clones de morangueiro cultivar Vila Nova, segundo as diferencas encdagrem quatro subgrupos.
das nos padrbes eletroforéticos da fosfatase acida, quando cultivados em casa de vegq(ﬁg@,se, no segundo
Pelotas, RS, 1999. subgrupo, que quatro
clones (B7, B8, B10 e

PADROES CLONES MOBILIDADES RELATIVAS ~ FREQUENCIAS B11) provenientes do
(%) meio de regeneracéo,
A Al8;Cl; C17;C19 1,50; 1,35; 1,25; 1,12; 1,00; 0,88 18 contendo 1M de
B A2; A3; A7; A13; B2; B7; B8; 1,50; 1,35; 1,25;1,12; 1,00; 0,88; 59 BAP, ~ apresentaram
B10; B11; C7; C12;C14,E 0,72 similaridade maxima
C B5; C6; C8; C9; D15 1,50; 1,35; 1,25; 1,12; 1,00; 0,88; 23 com o clone testemunha
0,72; 0,60

(E). O segundo grupo

foi constituido apenas

de pode ser devida a genealogia das cultivares, poispelos clones A18 e C6, os quais se encontraram mais
a Vila Nova é proveniente do cruzamento entre distantes dos demais (Figura 2).

Konvoy-Cascata e Lassen. Os métodos bioquimicos, como a analise
Estudos demostraram que, durante a mor- de isoenzimas, sédo amplamente utilizados para de-
fogénese dePlantago ovata (planta medicinal), tectar polimorfismo genético em vérias espécies.

apareceram duas novas bandas, as quais estavantntretanto, a principal limitagdo dessa técnica é o

ausentes no controle e nas plantas ja regeneradadimitado polimorfismo que elas sdo capazes de de-

(PRAMANIK et al, 1996). Os autores salientam que tectar entre populagbes muito  préximas

estas duas novas formas moleculares da esterasqCROCHEMORE, 1998), o que dificultou a analise

resultam da ativagéo de genes essenciais durante odos clones obtidos no presente trabalho. Andlises de

processo de multiplicacéo. isoenzimas detectam apenas alteracGes genéticas que
Sabe-se que em experimentos de variagdo modificam a estrutura (ALFENASt al, 1991) e/ou

somaclonal baseados em isoenzimas, os padrbesa carga elétrica das proteinas, em regides do DNA

devem ser comparados ndo apenas pela presenca ogue correspondem a um ndmero limitado de genes

auséncia de bandas, mas pela quantidade de proteinajue codificam para as enzimas (TORGGL&R,

por banda. Neste trabalho, em ambos os sistemas1995). Portanto, ndo cobrem todo o genoma. Por

estudados, registraram-se alteragdes na intensidadeoutro lado, estudos baseados no DNA pditsiln a

das bandas, porém né&o foram repetitivas, que podemdeteccédo de alteracdes genéticas, em regides codifi-

ser decorrentes do estagio de desenvolvimento dascadoras ou ndo codificadoras (TORGGLERAal,

folhas analisadas. 1995), em qualquer estadio de desenvolvimento da
Andlises isoenzimaticas em somaclones planta e independentemente dos efeitos do meio

de morangueiro, cv. Redcoat, ndo demonstraram ambiente. Dessa forma, estudos neste sentido devem

alteragdes qualitativas nos padrdes de leucina ami- ser realizados com o intuito de confirmar e caracte-

nopeptidase (LAP), fosfoglucomutase (PGM), fos- rizar possiveis alteracdes genéticas nos diversos

foglucose isomerase (PGIl) e esterase (EST). No clones obtidos neste trabalho.

entanto, foram verificadas altera¢des na intensidade

das bandas da EST que, a semelhanga do observadq-oNCLUSOES

neste trabalho, n&o foram repetitivas (NEH&Aal,

1992). O estadio de desenvolvimento das plantas

Considerando-se os 22 clones e 0s siste- afeta os padrées isoenzimaticos.

mas enzimaticos da FAC e

EST em pH 8,3, estimou-Serapela 3 - Classificacéo de clones de morangueiro cultivar Vila Nova, segundo as diferengas encon-

a similaridade genética entre tradas nos padrées eletroforéticos da esterase (pH 8,3) , quando cultivados em casa de ve-

os clones. N&o foi conside- getagdo. Pelotas, RS, 1999.

rado, neste estudo, a EST

em pH 6,5, pois ndo apre- PADROES CLONES MOBILIDADES RELATIVAS FREQENCIAS (%)

sentou polimorfismg._ A A2; A7; A13; B2; B5; B7; 1,03;1,00; 0,86; 0,76; 0,69; 0,62 50
Pela “andlise de B8 B10:B11;CL,E 77

agrupamento dos clones, foi B A3 1,03; 1,00; 0,76; 0,69; 0,62 4.4

possivel classificar os mes-  C A8 0,53%;39,17%;09,3%;69,3276_069 4,52 ;

mos em dois grupos. O pri- B o memcncs 086,076 45

meiro, foi constituido pela F D15 1,03: 1.00: 0,86: 0,76 45

maioria dos clones e dividi- G C7;,C12 1,03;1,00; 0,76; 0,69 9

Ciéncia Rural, v. 30, n. 6, 2000.
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0,70 0,73 0,76 0,79 0,82 085 0,83 091 094 097 1,00

_|

Figura 2 - Dendograma de 22 clones de morangueiro da cultivar
Vila Nova, baseado na similaridade genética, através

dos sistemas enzimaticos da fosfatase acida e esterase

(pH 8,3), pelo método de UPGMA. Pelotas, RS, 1999.

A andlise de isoenzimas ftesfatase 4cida e
de esterase (pH 8,3) possibilitam a identificacdo de
plantas variantes regeneradas a partir de.calos
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