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RESUMO

Na caracterizacdo de oito acessos de Polygonum punctatum Ell.,
utilizou-se a técnica de eletroforese horizontal em gel de amido a
12%. Determinaram-se os fendtipos isoenzimaticos da malato
desidrogenase (MDH), fosfatase acida (ACP), peroxidase (PO),
glutamato desidrogenase (GDH), leucina aminopeptidase (LAP),
esterase (EST), alcool desidrogenase (ADH), glutamato oxaloacetato
transaminase (GOT), isocitrato desidrogenase (IDH) e chiquimato
desidrogenase (SKDH), utilizando extratos de folhas jovens de cada
acesso. A eletroforese foi conduzida em géis de amido de milho e
amido hidrolisado. O amido de milho mostrou resolugdo satisfatoria
na separagdo das bandas isoenzimaticas da IDH, ADH e MDH. No
entanto, para os demais sistemas, o amido hidrolisado apresentou
resolug@o superior & do amido de milho. Todos os sistemas
enzimaticos estudados, com exceg¢do do sistema LAP, apresentaram
elevado polimorfismo, permitindo estabelecer padrdes individuais
em todos os acessos. Isso demonstrou o potencial das isoenzimas
como marcadores genéticos no género Polygonum.

Palavras-chave: Polygonum punctatum Ell., isoenzimas, diversi-
dade genética.

ABSTRACT

Isozimatic characterization in eight accesses of dotted
Smartweed

The technique of horizontal electrophoresis of 12% starch gel
was used to characterize eight accesses of Polygonum punctatum
Ell The isozymatic phenotypes of the malate dehydrogenase (MDH),
acid phosphatase (ACP), peroxidase (PO), glutamate dehydrogenase
(GDH), leucine aminopeptidase (LAP), esterase (EST), alcohol
dehydrogenase (ADH), glutamate oxalacetate transaminase (GOT),
isocitrate dehydrogenase (IDH) and shikimate dehydrogenase
(SKDH) were determined using young leaves extracts of each
accession. The electrophoresis was performed in corn starch and
hydrolysed starch gels. The corn starch showed a satisfactory
resolution, for separation of the isozymics bands of IDH, ADH and
MDH. However, for the other systems, the hydrolysed starch
presented better resolution. All enzyme systems studied, except for
LAP, presented high polymorphism, allowing to establish individual
patterns in all accesses, demonstrating the potential of the isozymes
as genetic markers for the Polygonum.

Keywords: Polygonum punctatum Ell., isozymes, genetic diversity.
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O estudo dos padrdes isoenzimaticos
tem sido amplamente utilizado na
caracterizagdo de espécies, cultivares e
de acessos de bancos de germoplasma.
As técnicas isoenzimaticas tém sido
também de grande importancia como
auxiliar na identificagdo
quimiotaxonomica de espécies, princi-
palmente medicinais. No estudo dos
padrdes isoenzimaticos de duas varie-
dades botanicas de Ocimum nudicaule
Benth., Figueiredo-Ribeiro et al. (1986)
observaram que as diferengas encontra-
das confirmaram a existéncia das duas
variedades, anteriormente proposta se-
gundo caracteristicas quimicas e
morfologicas.

A introducdo da técnica de
eletroforese de isoenzimas nos estudos
de populagdes e de evolugdo também foi
de grande importancia, porque além de
iniciar a era da genética molecular, for-
neceu um meio direto de avaliagdo da

variagdo genética (Torggler, 1995).

No Brasil, ha um enorme potencial
de plantas medicinais usadas popular-
mente e ainda pouco estudadas pela co-
munidade cientifica. Dentro da familia
Polygonaceae, destaca-se a espécie
Polygonum punctatum Ell., conhecida
popularmente como erva-de-bicho,
acataia, cataia, capigoba, pimenta-do-
brejo ou pimenta-da-agua. Essa espécie
€ perene e encontrada em lugares imi-
dos ou inundados, desenvolvendo-se
preferencialmente em solo de boa ferti-
lidade, areno-argiloso ou argiloso e com
bom teor de matéria organica. E origi-
naria da Asia e encontra-se aclimatada
no Brasil em todos os Estados, particu-
larmente no Rio Grande do Sul, Sul e
Sudeste (Lopes ef al., 2000). A planta
inteira ¢ utilizada na medicina popular,
principalmente como antidisentérica,
antisséptica, detersiva, estomaquica,
diurética, antitérmica, anti-reumatica,

vermifuga e excelente cicatrizante de
feridas e ulceras. Também ¢ fortemente
emenagoga e abortiva, ndo sendo reco-
mendada para gestantes (Morgan,
1984). Suas propriedades terapéuticas
sdo uteis também no combate do cancer
(Fukuyama et al., 1983), assim como
nos problemas circulatdrios, pois esti-
mula a circulagdo e diminui a fragilida-
de capilar, tendo efeito hemostatico,
bastante 1Util no tratamento de
hemorrdidas (Teske & Trentini, 1995).

Apesar de sua enorme importancia
como planta medicinal, a espécie care-
ce ainda de estudos relacionados ao seu
comportamento genotipico e fenotipico.
Assim, diante dessa falta de informagdes
a respeito dos aspectos genéticos desta
espécie, o presente trabalho teve como
objetivo  estabelecer  padrdes
isoenzimaticos para caracterizagdo de
oito acessos, com a finalidade de inves-
tigar polimorfismos isoenzimaticos em
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P. punctatum Ell., bem como, obter es-
timativas da diversidade genética entre
0s acessos por meio desses padrdes
isoenzimaticos.

MATERIAL E METODOS

Na caracterizagao de oito acessos de
P. punctatum Ell. foram utilizadas mu-
das jovens obtidas pelo método de
mergulhia, oriundas de Sdo Paulo (SP),
Peruibe (SP), Vigosa (MG), Raul Soa-
res (MG) e Canad (MG). Os acessos
foram assim identificados: VCA e VCB
(Vigosa-MG), SPA (S&o Paulo-SP), SPB
(Peruibe-SP), RSA, RSB e RSC (Raul
Soares-MG) e CAN (Canaa-MGQG).

As plantas obtidas de mudas dos
acessos originais foram cultivadas em
vasos de polietileno de 5 L, preenchi-
dos com substrato solo/esterco/areia, na
proporg¢do de 3:2:1, e mantidas em casa
de vegetagdo.

As analises isoenzimaticas foram
realizadas em laboratorio na UFV. Uti-
lizou-se a técnica de eletroforese hori-
zontal em gel de amido a 12%, para de-
terminar os fendtipos isoenzimaticos da
malato desidrogenase (MDH), esterase
(EST), glutamato desidrogenase (GDH),
glutamato oxaloacetato transaminase

(GOT), fosfatase acida (ACP),
peroxidase (PO), leucina
aminopeptidase (LAP), alcool

desidrogenase (ADH), isocitrato
desidrogenase (IDH) e chiquimato
desidrogenase (SKDH). As amostras,
constituidas por folhas jovens situadas
na porgao apical, foram maceradas em
almofariz de porcelana previamente res-
friado ¢ mantido a baixa temperatura.
O macerado foi absorvido em retangu-
los de papel cromatografico Whatman
3 M e aplicados nos géis. Realizou-se
uma pré-corrida, a 4°C, com corrente
constante a 150 V, por 30 minutos, apds
a qual, retiraram-se os retangulos de
papel e ajustou-se a voltagem para 300
V, exceto para o sistema peroxidase, em
que se utilizou 200 V, permanecendo
assim até o final da corrida. A
eletroforese foi conduzida em géis de
amido de milho (Maizena) e amido
hidrolisado (SIGMA). No preparo dos
géis, empregaram-se 42 g de amido em
350 ml de solugdo-tampdo, de acordo
com o proposto por Conkle et al. (1982).
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A revelag@o da maioria dos sistemas
foi realizada no escuro a aproximada-
mente 37°C, com exce¢do da
peroxidase, que foi efetuada a tempera-
tura de 8°C, aproximadamente. Apos a
revelacdo, os géis foram secados pelo
método “bastidor”, de acordo com o
procedimento descrito por Alfenas et al.
(1991). A descrigdo genética das ban-
das procedeu-se conforme metodologia
proposta por Neale ef al. (1984).

Para estimar a distdncia genética
entre os acessos a partir de dados
isoenzimaticos, utilizou-se a
metodologia da analise multivariada do
indice de similaridade de Jaccard e o
agrupamento de Tocher, calculados pelo
programa GENES. O indice de Jaccard
¢ utilizado para fenotipos néo
interpretaveis em niveis de locos e
alelos, por ser proprio para dados do tipo
presencga/auséncia de  bandas
isoenzimaticas (Alfenas, 1991).

Segundo Sneath & Sokal (1973), o
indice de similaridade de Jaccard pode
ser definido pela formula:

a

Lii, =

atb+c

em que a=nimero de casos em que a
banda esta presente nos dois acessos, si-
multaneamente; b = niimero de casos em
que a banda esta presente somente no aces-
s0 i; c= nimero de casos em que a banda
esta presente somente no acesso i,.

Foram utilizadas somente bandas
cujarevelacdo era de interpretagdo con-
sistente, descartando-se as bandas atri-
buidas a artefatos.

O método proposto por Tocher, ci-
tado por RAO (1952), requer a obten-
¢do da matriz de dissimilaridade, em que
a dissimilaridade foi obtida pelo com-
plemento aritmético do indice de simi-
laridade de Jaccard, utilizando-se a se-
guinte expressdo:

Clii, = 1 - Iii,

em queClii, = medida de
dissimilaridade; e Iii, = indice de
Jaccard.

Por meio da matriz de
dissimilaridade, foi identificado o par de
acessos mais similar, formando-se o gru-
po inicial. Para inclusdo de novos aces-
$0S NO grupo, compararam-se o acrésci-
mo no valor médio da distancia dentro

do grupo e o nivel maximo permitido
(a) para que a distancia média intragrupo
fosse inferior a qualquer distincia
intergrupo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizac¢ao Isoenzimatica dos
Acessos

O amido de milho mostrou-se
eficiente na separagdo das bandas
isoenzimaticas da IDH, ADH e MDH,
permitindo a revelag@o de bandas niti-
das e com facil identificagcdo. Esse meio-
suporte foi utilizado com grande eficién-
cia por Amaral Junior (1994). Entretan-
to, para os demais sistemas, o amido
hidrolisado apresentou resolugéo supe-
rior a do amido de milho. Esse fato pode
ter ocorrido em razdo do melhor con-
trole de qualidade para produgdo de
amido hidrolisado (Shuelter, 1996).

Todos os sistemas enzimaticos es-
tudados, com excecdo do sistema LAP,
apresentaram elevado polimorfismo
com auséncia e presenga de bandas (Fi-
gura 1).

Com relagdo a MDH, foram detec-
tadas nove bandas polimorficas, reuni-
das praticamente na mesma regido de
atividade, resultando em quatro padroes
isoenzimaticos. Os acessos VCA, CAN,
RSA, RSB e SPB apresentaram cinco
bandas isoenzimaticas correspondente
ao padrdo 1, enquanto que 0s acessos
SPA (padrao 2), RSC (padrdo 3) e VCB
(padrdo 4), mostraram padréo individual
de bandeamento com cinco e quatro
bandas, respectivamente. Pode-se evi-
denciar um grau de parentesco muito
proximo dos acessos do padréo 1, uma
vez que apresentavam semelhangas.

O sistema ACP apresentou ativida-
de anddica com a presenca de 11 ban-
das, que, basicamente, se distribuem em
duas regides de atividade, as quais for-
mam cinco padrdes isoenzimaticos. Na
regido 1, de maior poder de migracao, ¢
possivel deduzir a existéncia de um loco
com dois alelos. Na regido 2, supde-se
que haja varios alelos, onde se encon-
tram bandas de dificil interpretagdo ge-
nética. Na discriminagdo dos acessos,
segundo os padrdes ¢ as respectivas ban-
das eletroforéticas, observou a presen-
ca das bandas 7; 8; 9; 10 e 11 somente
nos acessos RSC (padrao 4) e VCB (pa-
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Figura 1. Padrdes isoenzimaticos da enzima MDH, ACP, PO, IDH, GOT, EST, ADH, GDH,
LAP e SKDH, obtidos do tecido foliar de oito acessos de Polygonum punctatum Ell. e sua

mobilidade relativa (Mr). Vigosa, UFV, 1997.

drdo 5), podendo significar a fixagdo dos
alelos nesse loco. O acesso VCB apre-
sentou padrdo individual de bandeamento
com 10 bandas evidenciadas.

O sistema PO apresentou atividades
anodica e catddica, enquanto os demais
somente mostraram atividade anoddica.
Foram detectadas 11 bandas, sendo sete
com migra¢do anodal e quatro com mi-
gragdo catodal, distribuidas em quatro
regides de atividade. Neste sistema, o
grande polimorfismo permitiu a sepa-
ragdo de seis padrdes isoenzimaticos. No
padrdo 1 foram agrupados trés acessos
(VCA, RSA e SPB), enquanto os demais
padrdes apresentaram bandeamento in-
dividual para cada acesso. Os resulta-
dos obtidos confirmaram os estudos fei-
tos em outras espécies (McDaniel, 1970;
Smith et al., 1985), em que a peroxidase
foi efetiva em caracterizar a maioria dos
acessos. Em relacdo ao sistema IDH,
foram constatados trés padrdes
isoenzimaticos, evidenciando sete ban-
das, as quais apresentaram diferengas na
intensidade de coloragdo ¢ espessura. Os
acessos VCA, CAN, RSA, RSB, SPB e
SPA correspondem ao padrdo 1, e os
acessos RSC e VCB ao padrio 2 ¢ 3,
respectivamente. Enquanto que, no sis-
tema GOT foi observada a ocorréncia
de duas regides de atividade, totalizando
13 bandas e cinco padrdes
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isoenzimaticos. Na regido 1 ¢ provavel
a existéncia de apenas um loco com trés
alelos, enquanto que a regido 2 mostrou-
se altamente polimorfica. Os padrdes 1
(VCA, RSA ¢ RSB) ¢ 2 (CAN ¢ SPB)
apresentaram o mesmo bandeamento
com cinco bandas, diferindo apenas na
espessura da banda 2. Os acessos SPA
(padrdo 3), RSC (padrdo 4) e VCB (pa-
drdo 5) apresentaram padrao individual
de bandeamento com oito, quatro ¢ trés
bandas, respectivamente.

O sistema EST apresentou elevado
polimorfismo, sendo observada a pre-
senga de 13 bandas, distribuidas em trés
regides de atividades. A regido 1, de
maior migragado, apresentou bandas em
alguns padrdes, mas ausentes em outros,
bandas de mobilidade relativa muito
proximas e bandas com diferencas na
espessura e intensidade. A regido 2, in-
termediaria, ¢ a regido 3, de baixa mi-
gracdo, parecem conter um loco com
dois e trés alelos, respectivamente. O
grande polimorfismo permitiu a sepa-
ragéo mais precisamente dos acessos em
sete padrdes isoenzimaticos. Esse
polimorfismo encontrado no sistema
esterase também foi observado em ou-
tras plantas, como Hordeum (McDaniel,
1970) e alfafa (Quiros, 1980).

A enzima ADH apresentou quatro
bandas distribuidas em apenas uma re-

gido de atividade, as quais resultaram
em quatro padrdes isoenzimaticos. Foi
constatada a presenca de trés bandas nos
padrdes 2 (VCB) e 4 (VCB), sendo a
intermediaria mais espessa ¢ com colo-
racdo mais intensa, 0 que permite supor
ser o heterozigoto de uma enzima
dimérica. Segundo Pasteur et al. (1988),
as desidrogenases s3o enzimas
diméricas, que podem apresentar mobi-
lidade eletroforética muito proxima,
com moléculas nos extremos ¢ a forma
heterozigota representada pelas bandas
intermediarias, que freqiiente-mente sdo
mais intensamente coloridas do que as
outras bandas. Assim, pode-se admitir
que os padroes 1 (VCA, CAN, RSA,
RSB e SPB) e 3 (RSC) representaram o
homozigoto dessa enzima dimérica.
Com base no zimograma dos padroes
isoenzimaticos para GDH, podem-se
hipotetizar trés regides de atividade, em
virtude da distancia de migracdo entre
as bandas. O sistema apresentou baixo
polimorfismo, evidenciando quatro pa-
drdes isoenzimaticos, no padrao 1 (VCA,
CAN, RSA, RSB e SPB) apresentou a
banda 1 de maior migragéo, agrupando a
maioria dos acessos. Os acessos SPA (pa-
drdo2), RSC (padrao 3) e VCB (padrdo
4) apresentaram padrdo individual de
bandeamento. O sistema LAP apresen-
tou apenas uma regido de atividade, com
bandas de espessuras diferentes. Em ra-
740 do pouco polimorfismo, o método foi
ineficiente para discriminar os acessos,
possibilitando apenas a distin¢o de dois
padroes.

No sistema SKDH foi detectada a
presenga de trés padrdes isoenzimaticos,
apresentando quatro bandas reunidas
praticamente em apenas uma regido de
atividade. A maioria dos acessos foi
agrupado no padrdo 1 (VCA, CAN,
RSA, RSB, SPB e RSC) e os acessos
SPA (padrdo 2) e VCB (padréo 3) tam-
bém apresentaram padrdo individual de
bandeamento.

De modo geral, foi amplo o
polimorfismo, permitindo estabelecer
padrdes individuais para todos acessos.
Pode-se supor que a utilizagdo de varios
sistemas enzimaticos contribui para evi-
denciar tal polimorfismo, demonstran-
do o potencial das isoenzimas como
marcadores genéticos no género
Polygonum.
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Quadro 1. Distribuicao de oito acessos de Polygonum punctatum Ell. nos padrdes de bandeamento de ACP, IDH, PO, MDH, SKDH, EST,

ADH, GOT e GDH. Vigosa, UFV, 1997.

Sistemas Isoenzimaticos

Aces- ACP IDH PO MDH SKDH
sos 1234567891011 1234567 1234567891011 123456789 1234
VCA 01110100000 1110000 1100 1001110 110001101 0110
CAN 01110100000 1110000 11011101110 110001101 0110
RSA 01110100000 1110000 11001001110 110001101 0110
RSB 01110000000 1110000 11001001101 110001101 0110
sPB 01110100000 1110000 11001001110 110001101 0110
SPA 01110000000 1110000 11001111111 011011010 1010
RSC o0o011011111 0101100 00100011100 001011010 0110
vB 11110111111 0001111 00001010100 000101011 0011
Aces- EST ADH GOT GDH
sos 1234567891011 121314 1 2 3 4 1723456789 10111213 1 2 3
VCA 0011 1000100 1 0 1 0100 0100111100000 10 1
CAN 00101111100 10 1 0100 0100111100000 10 1
RSA 0010111110010 1 0100 0100111100000 10 1
RSB 0000 1111100 1 0 1 0100 0100111100000 10 1
SPB 0000 1011100100 0100 0100111100000 10 1
SPA 01011011111 010 0111 1010111111000 0 0 1
RSC 1101 1010000 0 0O 0010 0010100000110 011
VCB 0100 1011000 00O 1110 010100000 0 0 O 1 0 01

Quadro 2. Medidas de dissimilaridade obtidas a partir de complemento aritmético do indice de Jaccard entre os padrdes de bandas
isoenzimaticas de oito acessos de Polygonum punctatum Ell. Vigosa, UFV, 1997.

Acessos VGA CAN RSA RSB SPB SPA RSC VCB
VCA 0,1538 0,1081  0,2105  0,1389  0,5472  0,8000  0,7636
CAN 0,0526  0,1538  0,1316  0,5273  0,8136  0,7368
RSA B 0,081  0,0833  0,5370  0,8070  0,7273
RSB B 0,1389  0,5192  0,8000  0,7407
SPB B 0,5098  0,7963  0,7115
SPA B 0,6842  0,7377
RSC B 0,6250
VCB B

VCA - Vigosa (MG), CAN - Canad (MG), RSA - Raul Soares (MG), RSB - Raul Soares (MG), SPB - Peruibe (SP), SPA - Sao Paulo (SP),
RSC - Raul Soares (MG) ¢ VCB - Vigosa (MG).

Na maioria dos sistemas enzimaticos,
houve grande variagdo no numero, na
intensidade e na espessura das bandas.
Tal variagdo pode estar relacionada com
o grau de ploidia na espécie. Segundo
Gottlieb (1982), a diferenga no grau de
ploidia pode ser observada no gel, pela
presenca de um numero maior de ban-
das. Por sua vez, Messina et al. (1991)
afirmaram que essa diferenca pode ser
averiguada pelo aumento da intensidade
e da espessura das bandas causado pela
variag@o na dose de alelos presentes.
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Analise da Diversidade Genética dos
Acessos por Padrdes Isoenzimaticos

Alguns sistemas enzimaticos apre-
sentaram grande nimero de bandas.
Assim, para visualizar melhor os siste-
mas, foi elaborado quadro de distribui-
¢do dos acessos ¢ as respectivas bandas,
adotando-se os numeros 0 e 1 para indi-
car auséncia e presenga de bandas, res-
pectivamente (Quadro 1).

Os sistemas isoenzimaticos ACP,
IDH, PO, MDH, SKDH, EST, ADH,
GOT e GDH apresentaram elevado

polimorfismo com presencga e auséncia
de bandas. A enzima LAP néo foi con-
siderada, por ter apresentado baixo
polimorfismo nos acessos estudados.
Foi verificado que os acessos VCA,
CAN, RSA, RSB ¢ SPB apresentaram
o mesmo padrio de bandeamento para
os sistemas IDH, MDH, SKDH, ADH,
GOT e GDH. Entretanto, nos demais
sistemas houve grande variagao nos pa-
droes (Quadro 1).

Em razdo do fato de os acessos ndo
apresentarem padrdes isoenzimaticos

Hortic. bras., v. 21, n. 3, jul.-set. 2003.
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Quadro 3. Limite de distancia intergrupo, com base nas medidas de dissimilaridade entre
pares de acessos de Polygonum punctatum Ell. Vigosa, UFV, 1997.

Acessos Distancia minima
VCA 0,000
CAN 0,000
RSA 0,000
RSB 0,000
SPB 0,000
SPA 0,000
RSC 0,154
VCB 0,108
Maior distancia entre as Minimas (a) 0,154

Quadro 4. Agrupamento pelo método de otimizacdo de Tocher a partir dos dados
isoenzimaticos de acessos de Polygonum punctatum Ell. Vigosa, UFV, 1997.

GRUPOS

ACESSOS

I VCA, CAN, RSA, RSB, SPB, SPA

VCB
RSC

idénticos, procedeu-se ao estudo da si-
milaridade genética, envolvendo a com-
binagdo dos oito acessos, tomados dois
a dois. Por meio do indice de similari-
dade de Jaccard, obteve-se a estimativa
da dissimilaridade entre os acessos a par-
tir de dados isoenzimaticos (Quadro 2).
Os valores das medidas de dissimilaridade
variaram amplamente entre 0 € 0,8136. Os
acessos VCA, CAN, RSA, RSB, SPB ¢
SPA foram os mais similares e o par que
apresentou maior dissimilaridade foi cons-
tituido pelos acessos RSC e VCB. Ambos
diferiram amplamente dos demais aces-
sos (Quadro 2).

Na aplicacdo do método de agrupa-
mento por otimizagdo, considerando-se
a maior distancia no conjunto das me-
nores distancias (a) entre cada acesso, o
valor obtido foi 0,154 (Quadro 3). Des-
sa forma, houve formagao de trés gru-
pos (Quadro 4): o grupo I contendo seis
acessos (VCA, CAN, RSA, RSB, SPB
e SPA) e os grupos II e III, os acessos
VCB e RSC, respectivamente. Desta
forma, foi evidenciado o baixo grau de
diversidade genética dando suporte a
hipétese de origem comum dos acessos,
com grau muito proximo de parentesco
(Lopes, 1997). Entretanto, a variabili-
dade entre os padrdes pode ter decorri-
do da forte pressdo de selecdo imposta
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sobre esses sistemas, com objetivo de
favorecer determinados produtos
génicos mais eficiente. Tal fato justifi-
ca a grande facilidade da espécie
Polygonum punctatum Ell. de adaptar-
se a diversas condi¢des ambientais. Se-
gundo Sultan & Bazzaz (1993), outras
espécies do género Polygonum apresen-
tam elevado grau de plasticidade
fenotipica, sendo este o principal meio
de adaptagdo individual dessas plantas
ao ambiente.
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