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RESUMO 

Foram caracterizados os padrões de isoenzirnas de peroxidase e 
esterase de extrato de folha e raiz de cana-de-açúcar de variedade e soma-
clones de NA56-79 aos 7 meses de idade e de variedades e somaclones de 
NA56-79, IAC68-12 e IAC68-144 aos 9 meses. Avaiiaram-se também as ati­
vidades específicas de peroxidase com relação ao tempo e perfil isoenzimá-
tico das três variedades e respectivos somaclones. Os zimogramas de pe­
roxidase e esterase de folhas mostraram diferenças distintas entre as três 
variedades; a esterase apresentou menor número de bandas em relação à 
peroxidase, porém de mais fácil caracterização. Os zimogramas de raízes, 
devido à grande variação de atividade enzimática, em conseqüência de raí­
zes velhas, não foram conclusivos quanto à identificação das variedades. 
Não ocorreram diferenças nos zimogramas de peroxidase ou esterase entre 
somaclones da mesma variedade. NA56-79 apresentou menor número de 
isoenzirnas e menor atividade específica de peroxidase em relação à IAC68-
144, sugerindo que a diminuição das isoenzirnas seja associada ao decrés­
cimo de atividade enzimática. A atividade específica de peroxidase variou 
com a maturação, sendo a 9 meses maior do que a 7. 

Termos de indexação: cana-de-açúcar, isoenzirnas, variedades, somaclones. 



1. INTRODUÇÃO 

Segundo MARKERT & MOLLER (1959), isoenzimas são formas múlti­
plas de uma enzima com similar ou\ idêntica especificidade de substrato ocor­
rendo em um mesmo organismo. 

Padrões isoenzimáticos podem ser utilizados para identificação de 
variedades ou como marcadores genéticos ou para confirmação positiva de cru­
zamentos ou estudos de relacionamento intergenérico ou interespecífico. 

Em cana-de-açúcar, isoenzimas foram utilizadas para identificação de 
variedades por WALDRON & GLASZIOU (1972); GONÇALVES et ai. (1981); RUIZ 
& MARIBONA (1983), ou em estudos genéticos de material oriundo de cultura de 
tecidos por HEINZ & MEE (1971); LIU et al. (1974); FERNANDEZ et ai. (1975) e 
MARIBONA et ai. (1983). 

Neste trabalho, foram estudadas as isoenzimas de peroxidase e este­
rase. Peroxidases são enzimas monoméricas que utilizam o peróxido de hidrogê­
nio para oxidar ampla variedade de doadores de hidrogênio, tais como substân­
cias fenólicas (guaiacol), citocromo c; nitrito, indóis, aminas e certos íons inorgâ­
nicos (SCANDALIOS, 1974), enquanto esterases são enzimas autodiméricas ou 
alodiméricas (SCHWARTZ, 1964). Certas esterases hidrolisam o alfanáftil acetato 
liberando naftol que, acoplado com sal de diazônio, forma um corante nitrogenado 
altamente colorido. 

Os zimogramas das isoenzimas de peroxidase e esterase de folha e raiz 
de cana-de-açúcar foram analisados para verificar a variabilidade genética entre 
variedade e somaclones obtidos por cultura de tecido. Estudou-se também a pos­
sibilidade de caracterização de variedades e de somaclones a partir da atividade 
específica da peroxidase com relação ao tempo e perfil isoenzimático. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

Foram utilizados, para a caracterização isoenzimática da cana-de-açú­
car, extratos de folha e raiz da variedade NA56-79 e 28 somaclones, com sete 
meses de plantio no campo, e das variedades NA56-79, IAC68-12 e IAC68-144 e 
seus respectivos 10, 16 e 5 somaclones, com nove meses de campo. Os soma­
clones foram obtidos conforme método descrito por SONDAHL & CARLUCCI 
(1983). 

Os extratos de folha foram preparados a partir de 20cm da região me­
diana da folha mais nova inteiramente expandida (+1), segundo nomenclatura de 
Kuijper (DILLEWJJN, 1952), sem a nervura, e congelada por, no mínimo, 24 horas. 
A homogeneização foi feita utilizando-se 3g de folha e 5g de raiz para 7ml de 
tampão Tris 0,01 M a 10°C, pH 7,4, em homogeneizador modelo Turratec TE 102. 



As amostras foram filtradas em gaze, centrifugadas a 3.000 rpm por 10 
minutos e mantidas congeladas, correspondendo em proteína ao redor de 6 a 
10mg/ml para folha e 0,3 a 1,8mg/ml para raiz. Aplicaram-se 50 fjul de cada amos­
tra no gel para eletroforese de placa (14x11 x 0,2cm) a 4°C, com gel de corrida a 
7%, pH 7,5 e gel de sobreposição a 2,4%, pH 6,8. Para a eletroforese de peroxi­
dase, utilizou-se o gel de sobreposição com 5% de sacarose. Para a este­
rase, o gel de sobreposição e o de corrida contiveram 5% de glicerol. Após a 
amostragem ser inserida no gel, a eletroforese foi feita a 20mA por cinco horas, 
com tampão borate de sódio 0,3M, pH 8,2. Para coloração das bandas isoenzimá-
ticas de esterase, utilizou-se 0,025g de Fast Blue RR e 1,0ml de alfa-naftil-ace-
tato ( 1 % em acetona) em 49ml de tampão Tris-HCl pH 7,4 (RUDOLPH & 
STAHMANN, 1966). Para a peroxidase, 0,012g de o-dianisidina e 0,2ml de 
H202 30% em 50ml de tampão fosfato 0,1 M, pH 5,8. 

Segundo testes preliminares, as condições de reação para determinação 
das atividades de peroxidase foram: pH 5,8, 31-32°C, com adição de 3,0ml de 
solução substrato (53,33 mM guaiacol, 294 mM H202, 86,67 mM tampão fosfato, 
pH 5,8) para 0,1 ml de solução enzimática (extrato enzimático diluído 1:10) com in­
terrupção de reação cinco minutos depois pela adição de etanol ou metanol 
absoluto e leitura a 420 nm após 20 minutos. A mudança na absorbância foi con­
vertida em concentração de H202 pelo uso do coeficiente molar E = 6,65 x 103 

M"1. cm"1, de acordo com MAEHLY & CHANCE (1954). A atividade específica foi 
medida pela correlação da concentração de H202 (em micrograma) necessária pa­
ra a reação de peroxidase com a quantidade de proteína (em miligrama) da solu­
ção enzimática determinada pelo método de LOWRY et ai. (1951). 

A atividade específica de peroxidase (média de duas repetições) foi 
analisada pelo delineamento inteiramente casualizado. O teste de Tukey foi apli­
cado a 5%. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Com relação ao método de análise da atividade de peroxidase, optou-se 
pela interrupção de reação com metanol em substituição ao etanol e a leitura da 
atividade no máximo vinte minutos após término da reação, pois, em alta ativi­
dade, a degradação da coloração foi mais lenta e a reta da atividade, mais linear 

(Fig-1)-
Não foram encontradas diferenças entre o zimograma de peroxidase ou 

esterase das folhas e raízes da variedade NA56-79 e dos 28 somaclones de cana-
-soca derivados dela, aos sete meses de idade. A atividade específica média de 
peroxidase (duas repetições) dos extratos de duas folhas diferentes não variou 
significativamente (Fig. 2). Já a análise de peroxidase da raiz desses clones resul­
tou em atividade muito diferenciada, 2,7 a 21,5 p.mo\ de HgO^mg de proteína, 
provavelmente devido à presença de raízes velhas, indicando que neste 
estádio a raiz não é adequada para aferição da atividade enzimática. 





Os zimogramas das isoenzimas de peroxidase e esterase de folhas com 
nove meses de campo das variedades de cana NA56-79, IAC68-12 e IAC68-144 
(Figuras 3 e 4), evidenciados pelas fotografias das bandas (Figuras 5 e 6), mostra­
ram diferenças distintas entre as três variedade, porém não entre elas e seus res­
pectivos somaclones. 

Verifica-se que, no zimograma de peroxidase da folha (Figura 3), o culti­
var IAC68-12 apresentou como banda característica a número sete e a 
IAC68-144, a número cinco, sendo as demais (em número de onze), semelhantes 
às da NA56-79, que apresentou, portanto, uma banda a menos. O zimograma de 
peroxidase da raiz não evidenciou diferenças entre os cultivares, apresentando 
menor número de bandas em relação às folhas (Figuras 3*e 5). 



A esterase apresentou menor número de bandas em relação à peroxi­
dase, tanto em folhas quanto em raízes, porém bem distintas e de mais fácil ca­
racterização (Figura 4). 

A variedade IAG68-12 apresentou no zimograma de esterase de folhas 
{Figura 4) como tenda característica e mais forte a número cinco, enquanto a 
mais forte da IAC68-144 foi a número quatro e a da NA56-79 foi a número seis. 
Verificou-se que a NA56-79 apresentou menor número de bandas em relação às 
demais para os dois sistemas isoenzimáticos. O menor número ou ausência de 
repetibilidade de bandas das raízes em relação às folhas (Figuras 4 e 6) prova­
velmente tenha decorrido da grande variação da atividade absoluta da esterase, 
visto que a quantidade de proteína nas raízes foi cerca de cinco a vinte vezes in­
ferior à das folhas. 



Com relação à atividade específica de peroxidase das folhas das três 
variedades e dos somaclones, a menor correspondeu à média da variedade 
NA56-79 e dez somaclones, 3,6|i,mol H202/mg proteína, significativamente dife­
rente da maior, correspondente à média da IAC68-144, e cinco somaclones, 
4,9|xmol H202/mg proteína. A média da IAC68-12 e dezesseis somaclones, 
4,0p.mol H202/mg proteína, de valor intermediário, não diferiu significativamente 
das demais (Figura 7), indicando que a atividade específica de peroxidase não 
identificou a variedade. 

Esses resultados mostram que o zimograma para peroxidase e esterase 
da NA56-79 apresenta menor número de bandas e que a diminuição das isoen-
zimas está associada ao decréscimo da atividade enzimática. 





Verificou-se que a atividade específica de peroxidase em geral variou 
com a idade da planta na época da coleta, sendo maior aos nove meses do que 
aos sete. Como aos nove meses a planta de cana está mais próxima da matura­
ção, o aumento da atividade de peroxidase pode estar indicando maior formação 
de lignina, com ocorrência de grande quantidade de alcoóis hidroxicinâmicos para 
serem polimerizados pela peroxidade. 

4. CONCLUSÕES 

1. Os somaclones testados não apresentaram diferenças em relação às 
variedades que lhes deram origem, no que diz respeito à peroxidase e esterase. 

2. As isoenzimas de peroxidase ou esterase de extrato de folha de 
cana-de-açúcar caracterizaram as variedades NA56-79, IAC68-12 e IAC68-144, 
enquanto a atividade específica não foi conclusiva. 



3. Os zimogramas de raízes, devido à grande variação da atividade en-
zimática no estádio de sete ou nove meses, não foram conclusivos quanto à iden­
tificação das variedades. 

4. A menor atividade específica média de peroxidase foi associada com 
o menor número de isoenzimas, tendo a atividade específica aumentado com a 
maturação. 

SUMMARY 

ISOENZYMATIC CHARACTERIZATION 
OF SUGARCANE CLONES AND SOMACLONES 

Extracts from leaves and roots of three sugarcane varieties and 
their somaclones: NA56-79 (at seven and nine month old plants), IAC68-12 
and IAC68-144 (both at nine month old plants) were obtained. The peroxidase 
and esterase isoenzyme contents of the extracts were determined to verify 
the genetic variability of tissue culture somaclones. The peroxidase specific 
activity was studied in relation" to the time and isoenzymatic pattern. The 
peroxidase and esterase zymograms showed distinct differences among 
varieties, and the esterase presented less bands but easier to characterize 
than the peroxidase bands. The root zymograms exhibited great enzymatic 
variation due to the presence of old roots thus not allowing to characterize 
the varieties. No differences in peroxidase or esterase zymograms among 
somaclones of the same variety were noticed. The NA56-79 presented lower 
specific activity of peroxidase and number of isoenzymes than IAC68-144, 
suggesting that the decrease of isoenzyme bands is associated to the 
reduction of enzymatic activity. The specific activity of peroxidase changed 
with maturity and was higher at nine than at seven month old plants. 

Index terms: sugarcane, isoenzymes, varieties, somaclones. 
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