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RESUMO

Modifica¢des no procedimento eletroforético foram introduzidas para uma satis-
fat6ria obtengdo de fenétipos isoenzimiticos de moranga (Cucurbita maxima Duchesne).
Extratos de folhas definitivas de oito acessos de moranga foram submetidos 4 anilise
eletroforética para revelacdo dos seguintes sistemas: esterase (EST); fosfatase 4cida
(ACP); transaminase do glutamato oxaloacetato (GOT), desidrogenase do malato
(MDH) e peroxidase (PO). Os resultados apontaram a ineficiéncia do tamp&o extrator
utilizado e satisfatéria qualidade do gel de amido de milho nas resolugdes dos
sistemas EST, ACP, GOT e MDH. Para o sistema PO, adequado efeito de peneiramento
molecular s6 foi possivel com a utilizagdo do amido hidrolisado de batata (Sigma).
Ajustes no tempo de cozimento do gel, manuseio da corrente elétrica, preparo de
solugbes corantes e tempo de revelagdo indicaram os melhores protocolos ao pro-
cedimento eletroforético.

Termos de indexacdo: moranga, Cucurbita maxima Duchesne, eletroforese, isoenzimas.

ABSTRACT

ADJUSTMENT OF THE METHODOLOGY OF PROTEIN
ELECTROPHORESIS TO OBTAIN ISOZYMATIC PHENOTYPES OF PUMPKIN

Changes in the electrophoresis procedures were introduced to obtain a better
isozymatic phenotypes of pumpkin (Cucurbita maxima Duchesne). Extracts of eight
access of pumpkin’s leaves were subjected to electrophoresis analysis in order to
reveal the following systems: esterase (EST), acid phosphatase (ACP), glutamate
oxaloacetate transaminase (GOT), malato dehydrogenase (MDH) and peroxidase (PO).
The results pointed out the inefficiency of the extractor buffer used, and the satisfactory
quality of maize starch gel electrophoresis in the resolution of EST, ACP, GOT
and MDH systems. For PO system a better effect of "molecular sieving" was only
possible when potato starch gel (Sigma) was used. Adjusting the starch cooking
time, handling the electric current, preparing the staining solutions and revealing
time indicated the best protocol to the electrophoresis process.

Index terms: pumpkin, Cucurbita maxima Duchesne, electrophoresis, isozymes.
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1. INTRODUCAO

Grande avango na drea da genética bio-
quimica, nos iltimos anos, foi possivel pelo
uso da eletroforese de proteinas (Gottlieb, 1977,
Barros, 1991).

<

A eletroforese ¢ um processo de difusdo
forcada, num campo elétrico, através de um meio-
-suporte, em que uma corrente continua € empre-
gada para separar as isoenzimas (diferentes formas
moleculares de uma mesma enzima), com base
nos efeitos de peneiramento molecular e diferengas
de cargas eletrostdticas (Brewer & Sing, 1970;
Tanksley & Orton, 1983; Pasteur et al., 1988).

O procedimento eletroforético tornou-se um
poderoso instrumento na separagdo e identificagéo
de enzimas, quando foi combinado, por Hunter
& Markert (1957), com o uso de corantes, o
que permitiu a identificacdo de enzimas parti-
culares entre inimeras que possam estar presentes
em um extrato de tecido (Brewer & Sing, 1970;
Barros, 1991).

Em relacdo a2 moranga (Cucurbita maxima
Duchesne), poucas investigacdes sobre isoenzimas
tém sido realizadas, tanto no desenvolvimento
da técnica quanto no emprego em estudos gené-
tico-bioquimicos (Tanksley & Orton, 1983).

Embora de facil condugdo, o método eletro-
forético requer adaptagOes para a espécie vegetal
com que se estd trabalhando, particularmente
a escolha de tecido mais adequado a ser analisado,
diante dos objetivos do estudo (Alfenas et al.,
1991; Oliveira, 1992). Geralmente, algumas modi-
ficacbes devem ser introduzidas, visando & obten-
¢do de zimogramas com resolugdo que permita
a clara identificacdo dos fendtipos obtidos. Esse
foi precisamente o objetivo do presente trabalho
envolvendo alguns sistemas isoenzimdticos da
moranga.

2. MATERIAL E METODOS
Para a obtengcdo de bandas dos sistemas

enzimaticos de esterase (EST), fosfatase 4cida
(ACP), transaminase do glutamato oxaloacetato
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(GOT), desidrogenase do malato (MDH) e pero-
xidase (PO), foram utilizados oito acessos de
moranga, de diversas procedéncias, do Banco
de Germoplasma de Hortalicas (BGH) da Uni-
versidade Federal de Vicosa (Quadro 1).

Quadro 1. Acessos de moranga com as respec-
tivas codificagdes e procedéncias

Acessos Procedéncias

BGH 1908 Aimorés (MG)

BGH 4520 EMBRAPA - Brasilia (DF)
BGH 5458 ESALQ - Piracicaba (SP)
BGH 5615 EMBRAPA - Brasilia (DF)
BGH 5618 Ceara

BGH 5628 Ceari

BGH 5642 EMBRAPA - Brasilia (DF)
BGH 6158 EMPASC (SC)

Amostras de cerca de 1,0 g da terceira
folha definitiva foram coletadas de cada planta
apresentando quatro folhas definitivas e maceradas
imediatamente em almofariz, recebendo, parte
das amostras, 2,0 ml do tampdo extrator 0,1
M Tris-HC1 (pH 7,2), PVP a 40% e B-mercapto-
etanol a 0,1%, enquanto as demais nfo receberam
tampdo extrator. O extrato de cada amostra, apos
filtrado em lenco de papel, foi absorvido em tiras
de papel cromatografico Whatman 3 MM, medindo
10 x 4 mm e imediatamente recolhidas em tubos
Eppendorf, que foram armazenados em "ulitrafreezer”,
a -85°C por 70 dias. A eletroforese foi conduzida
em géis de amido de milho e de amido hidrolisado
de batata (Sigma). No preparo dos iltimos, uti-
lizou-se o procedimento sugerido por Alfenas
et al. (1991). Para tanto, cozinhou-se até a fervura,
em fogo com chama baixa, 39 g de amido hidro-
lisado de batata em 300 ml de solugdo-tampdo
do gel, em frasco Kitasato. A suspensdo de amido
foi vertida em forma de acrilico, procurando
evitar a formacdo de bolhas. Em relacdo aos
géis de amido de milho, utilizou-se o proposto
por Conckle et al. (1982), modificando-se apenas
o tempo de cozimento. Neste, 42 g de amido
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de milho foram adicionados a 350 ml da solu-
¢do-tampao, em frasco de Erlenmeyer, que foi
submetido ao cozimento, em fogo com chama
baixa, durante quatro minutos para 0Os sistemas
EST, ACP, GOT e PO, e seis minutos para o
MDH. O gel resultante foi vertido em férma
de acrilico e, esta, coberta com uma placa de
vidro recém-aquecida a fim de uniformizar a
superficie e evitar o excesso de evaporagéo.
Os sistemas tampdo gel/eletrodo utilizados foram
os propostos por Shaw & Prasad (1970) para
esterase (EST) e desidrogenase do malato (MDH),
e Soltis et al. (1983) para a fosfatase 4cida
(ACP), transaminase do glutamato oxaloacetato
(GOT) e peroxidase (PO).

As tiras com as amostras foram aplicadas
nos géis e procedeu-se a uma pré-corrida, em
balc@o frigorifico a 4°C, com a corrente constante
a 150 V por 30 minutos. Apés, retiraram-se
as tiras € ajustou-se a voltagem para 300 V,
exceto para o sistema peroxidase (PO), em que
se empregou a de 200 V. As voltagens perma-
neceram constantes até o final da corrida, quando
a anilina indicadora percorreu 8 cm a partir
da origem.

A solucdo de revelagdo da esterase (EST)
constituiu-se de 20,0 mg de o-naftil acetato,
20,0 mg de P-naftil acetato, 50,0 mg de "fast
blue RR salt", 5,0 ml de tampio fosfato de
1,0 M (pH 6,0) e 45,0 ml de dgua destilada.
Na obtencdo dessa solucdo, dissolveu-se o "fast
blue RR salt" na dgua destilada e, em seguida,
adicionou-se o substrato (o, P-naftil acetato) e
o tampdo. Para o preparo da solugdo de coloragio
da fosfatase acida (ACP), dissolveram-se 45,0
mg de "fast garnet GBC salt" em 50,0 ml de
tampio acetato (0,008 M de acetato de sédio;
0,06 M de 4cido acético), pH 5,0, e adicionaram-se
90,0 mg de o-naftil fosfato d4cido de sddio,
20,0 mg de cloreto de magnésio, 125,0 mg de
PVP-40 a 10% e 500,0 mg de cloreto de sédio.
Na coloragdo da transaminase do glutamato oxa-
loacetato (GOT), dissolveram-se 100,0 mg dos
dcidos L-aspartico e «-ceto glutirico em 90,0
ml de 4gua destilada e 100,0 ml do tampido
triscitrato (0,2 M), pH 8,0. O pH foi ajustado

para 8,0 com NaOH, adicionando-se, em seguida,
5,0 mg de piridoxal 5’-fosfato ¢ 100,0 mg de
"fast blue RR salt" (Soltis et al., 1983). A coloragéo
desidrogenase do malato (MDH) foi obtida pela
adicdo de 15,0 mg de NAD®, 1,0 mg de PMS,
15,0 mg de MTT, 1,8 ml de Na-L malato 0,1
M (pH 7,0), 1,3 ml de NaCN, 7,5 ml de tampao
triscitrato 0,5 M (pH 7,1) ¢ 35,0 ml de agua
destilada. Para a peroxidase (PO), a coloracgio
foi obtida pela adicdo de 50,0 mg de 3-amino-
-9-etil-carbazole, 5,0 ml de dimetilformamida,
0.5 ml de 4gua oxigenada a 3%, 92,5 ml de
tampdo acetato de sédio (0,05 M) pH 5,0 e
2,0 ml de cloreto de célcio (0,1 M) (Shaw &
Prasad, 1970).

A revelacdo da peroxidase (PO) foi realizada
em refrigerador, a 4°C, por duas horas, enquanto
as demais enzimas foram reveladas a 37°C
no escuro, por 2h30min, a excec@o da esterase
(EST), para a qual se utilizaram 3h30min.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O tampdo extrator mostrou-se ineficaz na
inativagdo de metabdlicos secunddrios, uma vez
que a revelagdo dos sistemas com e sem a
sua utilizacdo apresentaram resolucdo com qua-
lidades similares. Ademais, amostras com tampao
extrator armazenadas no "ultrafreezer” tenderam
a apresentar uma crescente reduc@o na nitidez
das bandas isoenzimdticas. Entre as enzimas tes-
tadas, as isoenterases foram as mais sensiveis,
pois foi constatado polimorfismo nas andlises
efetuadas com amostras coletadas no mesmo dia,
ao contrdrio das armazenadas no "ultrafreezer",
em que a variabilidade nZo se expressou. Por
conseguinte, sugere-s¢ a avaliagdo de tampdes
extratores mais complexos, que possam assegurar
a viabilidade das amostras destinadas ao arma-
zenamento.

O meio-suporte, constituido de amido de
milho, mostrou qualidades satisfatérias na sepa-
racdo das bandas isoenzimédticas dos sistemas
esterase, fosfatase 4cida, transaminase do gluta-
mato oxaloacetato e desidrogenase do malato
(Figura 1), de forma semelhante ao obtido com
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o amido hidrolisado (Sigma). Em relagio a
peroxidase (Figura 1), os géis de amido de milho
ndo permitiram adequado efeito de peneiramento
molecular, mostrando bandas indefinidas, carac-
terizadas por arraste, principalmente na parte
superior dos géis.

Com relacdo ao tempo de cozimento do
gel, constatou-se que o periodo de quatro minutos
para a desidrogenase de malato proporcionou
géis quebradigos, de dificil manuseio. O cozi-
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mento por seis minutos melhorou sensivelmente
a qualidade do meio-suporte, permitindo a obten-
¢do de géis translicidos, transparentes e elds-
ticos.

A pré-corrida, inicialmente realizada a 200
V, proporcionou excessivo arraste de bandas em
todos os sistemas avaliados, talvez em decorréncia
de excessiva liberagdo das proteinas das tiras
para o gel, o que foi contornado pela redugédo
da corrente para 150 V.
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Figura 1. Representagio esquemitica dos fenétipos isoenziméticos da esterase (EST), fosfatase 4cida (ACP),
transaminase do glutamato oxaloacetato (GOT) e desidrogenase do malato (MDH) em géis de amido
de milho, ¢ da peroxidase (PO) em géis de amido hidrolisado de batata (Sigma), em acessos de

moranga.
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O posterior ajuste da voltagem para 200
V, utilizada no sistema peroxidase, permitiu melhor
concentragcdo das bandas isoenzimaticas, do que
a de 300 V, que se mostrou mais adequada
para os demais sistemas.

As modificagOes implementadas nos proto-
colos de coloracdo para os sistemas esterase,
fosfatase 4acida e malato desidrogenase, melho-
raram sensivelmente a resolugio das bandas isoen-
ziméticas. Em relacdo a desidrogenase do malato,
por exemplo, a reducdo de Na-L malato e NaCN
para 1,80 e 1,30 ml respectivamente, tornou
as bandas mais definidas, sem sobreposicdo e
com reduzido arraste. De forma semelhante, acen-
tuada melhoria na resolucéo da esterase e fosfatase
dcida foi obtida com a adocdo de 40,0 mg de
"fast blue RR salt" e 45,0 mg de "fast garnet
GBC salt" respectivamente. Cabe ressaltar que,
para a desidrogenase do malato, a substitui¢io
do dimetiltiazol difeniltetrazélio (MTT) por Nitro
blue tetrazdlio (NBT) resultou em bandas pra-
ticamente inidentificdveis.

Os sistemas isoenzimadticos revelados no es-
curo, a 37°C por 2h30min, apresentaram bandas
de resolucdo satisfatéria, exceto para o sistema
esterase, onde esse tempo foi insuficiente para
a identificacio de bandas, na metade superior
do gel, de interesse na discriminagio genotipica,
em face do polimorfismo constatado. Entretanto,
passando para 3h30min, a visualizagdo dessas
bandas tornou-se bem nitida. Periodos de revelacéo
superiores produziram bandas superpostas, im-
possibilitando a identificacdo de polimorfismo.

4. CONCLUSOES

As modifica¢des introduzidas na eletroforese
de isoenzimas permitiram as seguintes conclusdes:

1. O tampdo extrator mostrou-se indcuo na
manutencdo da atividade das amostras armazenadas
do "ultrafreezer", principalmente para o sistema
esterase;

2. A realizacdo da pré-corrida a 150 V,
em vez de 200 V, possibilitou menor arraste
de bandas, em todos os sistemas testados;

3. O tempo de seis minutos de cozimento
dos géis melhorou sensivelmente a qualidade
da resolucdo desidrogenase do malato;

4. A substituicdo do MTT por NBT, na
coloracdo da desidrogenase do malato, conduziu
a obtencdo de bandas praticamente inidentifi-
caveis;

5. Os géis de amido de milho apresentaram
qualidades propicias as corridas eletroforéticas,
com boa elasticidade, transparéncia e translucidez,
verificando-se resolugdo semelhante & obtida em
géis de amido hidrolisado de batata (Sigma)
nos sistemas EST, ACP, GOT e MDH.
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