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RESUMO - Foram utilizados 20 diferentes gendtipos de pessegueiro (Prunus persica (L.} Batsch), com
o objetivo de desenvolver a técnica de eletroforese em pessegueiro, identificar alguns gendtipos de pes-
segueiro a nivel isoenzimitico e relacionar padrdes de alguns sistemas enzimdticos com caracter {sticas
de interesse agroindustrial. Para a anilise das isoenzimas, foram utilizados homogeneizados de folhas
da parte mediana dos ramos. Ao analisar os zimogramas da esterase, da peroxidase (anddica e catodica)
¢ da superdxido-dismutase, verificou-se que somente as isoenzimas da peroxidase anddica e da superd-
xido-dismutase puderam ser utilizadas para a determinagio dos padrdes isoenzimdticos dos gendtipos.
Todos os gendtipos de pessegueiro exibiram o mesmo padrio de bandeamento, tanto para a peroxidase
anddica quanto paraa superomdo—d:smutase, o que impossibilitou a sua utilizagdo na identificagio dos
gendtipos, Na discussio do trabalho é levantada a hxpotese de que essa uniformidade pode estar rela—
cionada ao sistema de reprodugio do pessegueiro, 3 uniformidade genética dos gendtipos, a uma possi-
vel convergéncia genética ¢ também a metodologia empregada.

Termos para indexagdo: eletroforese, esterase, padrdo de bandeamento, Prunus persica,

PEROXIDASE AND SUPEROXIDE DISMUTASE BANDING PATTERNS OF SOME PEACH GENOTYPES

ABSTRACT - Twenty different peach (Prunus persica (L) Batsch) genotypes were used for the purpose
of developing electrophoretic techniques in peach, identify some peach genotypes at the iscenzymatic
level and to report patterns of some enzymatic systems with characteristics of agroindustrial interest, -
For isoenzymae analysis, homogenized leaves from the mid-part of the branches were used. Upon
analysis of esterase, peroxidase {anodic and cathodie) and of superoxide dismustase zymograms, it
was verified that only the isoenzymes of anodic peroxidase and of superoxide dismutase could be
utilized in determining isoenzymatic patterns of the genotypes. All peach genotypes exhibited the

same banding patterns both for anodic peroxidase and for superoxide

dismutase, which made '

impossible their use in identification of the genotypes. In the discussion of the study the hypothesis is
raised that this uniformity may be related to the system of reproduction in peach, to the genetic
uniformity of the genotypes and to a possible genetic convergence and also to the methodology

employed,

Index terms: electrophoresis, esterase, Prunus persica,

INTRODUGAO

A cultura do pessegueiro apresenta um desen-
volvimento expressivo na regio da encosta do su-
deste do Rio Grande do Sul, ¢ é uma das culturas
de importincia econdmica para a regio.

1 Aceito para publicagio em 21 de julho de 1986.
Parte da dissertagio apresentada no Curso de pos-gra-
duagfo em Agronomia da Universidade Federal de Pe-
lotas para a obteng@o do grau de mestre.
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Como suporte a este desenvolvimento, existe
um programza de melhoramento genético dessa cul-
tura no Centro Nacional de Pesquisa de Fruteiras
de Clima Temperado - CNPFT/EMBRAPA - que
nos (ltimos dez anos langou mais de duas dezenas
de cultivares.

Atualmente, a obtengio de novas cultivares ba-
seia-se, quase inteiramente, em observagdes fenoti-
picas referentes ds caracteristicas morfoldgicas e
fisiologicas, as quais, segundo Bringhurst et al.
{1981), sio sujeitas a variagBes, em decorréncia de
flutuagdes ambientais e do julgamento humano,

O uso de isoenzimas, como marcadores da varia-
bilidade genética em plantas, tem apresentado
enorme incremento na Gltima década, oferecendo
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inllmeras vantagens sobre os marcadores conven-
cionais (Nakasu 1977). Sua principal vantagem
sobre a técnica descritiva clssica é a determinagio
direta de uma composigio genética do organismo,
independentemente das
(Pontikis et al. 1980),

A eletroforese tem sido aplicada, extensivamen-
te, para a identificagio de cultivares em plantas
{Pierce & Brewbaker 1973). Em relagio i cultura
do pessegueiro, poucos trabalhos visando a identi-

influéncias ambientais

ficagio de cultivares por meios bioquimicos tém
sido realizados. Carter Junior & Brock (1980)
identificaram cinco cultivares de pessegueiro atra-
vés da analise de proteina, utilizando a técnica da
focalizagio isoelétrica, .

A eletroforese poderd ser um importante méto-
do suplementar para a identificagio de cultivares,
como, por exemplo, em relagio ao Registro de
Cultivares do Sistema Cooperativo da Pesquisa
Agropecuiria; podera, também, acelerar os progra-
mas de melhoramento, se as isoenzimas especificas
puderem ser relacionadas com caracter{sticas agro-
industriais importantes.

O presente trabalho teve como objetivos: a) de-
senvolver a técnica de eletroforese em pessegueiro,
b) identificar alguns gendtipos de pessegueiro a
nivel de isoenzimitico e, ¢) relacionar os padrées
de alguns sistemas enzimiticas com caracteristicas
de interesse agroindustrial.

MATERIAL E METODOS

Os gendtipos utilizados fazem parte dos pomares ex-
perimentais do Centro Nacional de Pesquisa de Fruteiras
de Qlima Temperado, localizado no municipio de Pelo-
tas, RS, Foram usados vinte diferentes gendtipos, incluin-
do cultivares ¢ setegdes de péssego comum (Prunus per-
sica, var. wulgaris), péssego chato (Prunus persica, var.
platycarpa) e nectaring (Prunus persica, var. nucipersi-
ca), que se encontram identificados na Tabela 1.

Para as anatises enzimaticas foram utilizados homo-
geneizados de folhas coletadas da regifo mediana dos ra-
mos. Lssas analises foram realizadas nos meses de janei-
ro e fevereito, no ciclo vegetativo 82/83. Para cada geno-
tipo utilizaram-se trés individuos.

A técnica usada para a obtengdo dos homogeneizados
foi idéntica para todos os sistemas enzimaticos estudados.
Utilizaram-se discos de folhas de 0,55 cm de didmetro. A
maceragio do tecido foi feita com bastfo em placas de
acrilico escavadas, adicionando-se 0,002 ml de tampéo de
gel contendo 0,15% de dcido ascorbico, por disco,
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TABELA 1. Gendétipos utilizados.

Péssego comum

Péssego chato Nectarinas

Mesa Conserva ’
Ando* Aldrighi Chato-1* Cascata
BR-1 BR-2 Chato-2* Sunred
BR-4 BR-4
Coral BR-&
Chiripa Capdebascg
Premier Cerrito

Convénic

Diamante

Magno

Precocinho

* Selegdes introduzidas dos Estados Unidos da América,

Na obtengio dos eletroferogramas adotou-se a técnica
de eletroforese horizontal em gel de poliacrilamida.

As andlises foram efetuadas utilizando-se o sistemna de
tampdo descontinuo, descrito por Scandalios (1969).

As amostras dos diversos homogeneizados foram absor-
vidas em retingulos de papel Whatmann 3MM de 4,0 mm x
x 1,5 mm. Em seguida, os retangulos foram inseridos ver-
ticalmente nos géis, em fendas regulares e alinhadas, pre-
viamente feitas com o auxilio de um pente de ago inoxi-
divel, provido de dentes de 4,0 mm,

As migracBes eletroforéticas efetuaram-se em cidmaras
frias a uma temperatura de 4°C. A diferenga de potencial
foi mantida em torno de 10 v/cm, fazendo-se migrar até
que o “front”, formado peclos tampdes e marcado pelo
azul de bromefenol, atingisse § cm a partir do ponto de
aplicagiio das amostras.

Para a resolugio dos sistemas enzimiticos foram ado-
tados os seguintes procedimentos:

Esterase - Para o estudo das esterases empregaram-se
géis a 7% de “Cyanogum-41". Na resolucdo das mesmas
utilizou-se o método descrito por Scandalios (1969),
medificado, no qual os géis sio imersos numa solugdc
contendo 2 ml de o-naftil acetato (1% em 1:1 de acetona
e agua); 100 mg de “fast blue RR salt™; 50 ml de tampdo
fosfato pH 4,3; 10 ml de tampdo fosfato pH 9,2;e 40 ml
de dgua destilada.

Os tampdes e corante (*‘fast blue RR salt™) foram mis-
turados e filtrados antes da adigdo do substrato (C-naftil
acetato), para a obtengdo de methores resultados.

Os géis foram incubados em estufa a 37°C por um pe-
riodo aproximado de trés horas, até o surgimento das ban-
das.

Ap6s a 1evelagio, os géis foram lavados em dgua correnr
te e fixados em uma solugTo de metanol, dgua destilada e
dcido acético glacial na proporgio de 5:5:1. Em seguida
foram fotografados.
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Peroxidase - Para o cstudo desta enzima utilizaram-se
g6is a 6% de “Cyanogum-41"_ As bandas de peroxidases
foram reveladas utilizando-se o método descrito por
Scandalios (1969), moedificado.

Os gcis foram imersos em 20 ml de uma solugdo que
continha na proporgdo de 1:1, benzidina dihidrocloreto
(0,5 g em 9 ml de acido acético glacial aquecido a 50°C,
acreseentando, apds, 36 ml de dgua destilada) ¢ perdxido
de hidrogénio a 0,075%.

A revelagdo das zonas de atividade se processou cm
trés minutos, aproximadamente. Apds a revelagio, os géis
foram lavados em idgua corrente e imediatamente fotogra-
fados. Em seguida, fixados em uma solugio de ctanol ¢
dgua destilada, na proporcdo de 1:1.

Superbxido-dismutase - No estudo da superdxido-
-dismutase” utilizaram-se géis a 6% de “Cyanogum-41~.
Para a revclagio do sistema, a técnica utilizada foi a des-
crita por Oliveira (1976), modificada, que consiste na
imersdo dos géis em uma solu¢gio contendo 100 ml de
tampio tris-HQl plI 8,6; 0,006 g de fcnazina metasulfato
(PMS) e 0,02 g de nitroazul de tetrazolio (NBT).

Os géis foram colocados sob luz fluorescente produzi-
da por uma limpada de 25 w, durante toda noite, d tem-
peratura ambiente, para sua revelagio. Apos a revelagio
utilizou-se 0 mesmo procedimento adotado na csterase.

Para o registro dos dados, cada banda foi identificada
por sua mobilidade rclativa (Mr), que ¢ calculada divie
dindo-se a distincin migrada pela molécula enzimatica
pela distancia migrada pelo “front™.

RESULTADOS E DISCUSSAD

No sistemna enzimdtico da esterase, nio se obti-
veram zonas de atividade estdveis e nitidas. Isso im-
possibilitou a swa utilizagio na identificagdo dos
gendtipos, pols, segundo Pontikis et al. (1980), é
necessirio que os sistemas enzimjticos sejam esti-
veis,

Segundo Kuhns & Fretz {1978), a preparacio
das amostras para a eletroforese torna-se complica-
da pc]as interagfes que podem ocorrer entre as
proteinas e os outros constituintes celulares, que
estio rigidamente compartimentalizados “in vivo”,
mas sio misturados durante a maceragio dos teci-
dos.
substincias nio protéicas pode ser uma das causas
da falta de instabilidade do sistema enzimitico da

A formagio de agregados complexos com

esterase, visto que essas substincias sio produtos
de uma série de reagdes biossintéticas, que as tor-
nam mais influenciiveis pelo ambiente do que as
proteinas,
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No sistema enzimdtico da peroxidase foram
observadas zonas de migragio anddicas e catddicas.
Entretanto, s6 se consideraram, para efeito de andli-
se, as primeiras, pelo fato de as zonas de migragao
catddicas apresentarem bandas instdveis. Nesse sis-
tema, onze bandas foram observadas em todos os
gendtipos estudados; essas bandas apresentaram
movimento relative de 0,25; 0,31; 0,49: 0,60;
0,63; 0,66; 0,69;0,71; 0,81, 0,85 ¢ 0,88 (Fig. 1).

No sistema enzimitico da superdxido-dismuta-
se, dez bandas foram observadas em todos os gend-
tipos, as quais apresentaram mobilidade relativas
de 0,31; 0,39; 0,48; 0,57; 0,64; 0,72; 0,75; 0,81;
0,85¢ 0,88 (Fig. 2).
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FIG. 1. Padrdo isoenzimdtico da peroxidase obtido em
folhas de 20 gendtipos de pessegueiro.
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FIG. 2. Padrdo isoenzimdtico da superdxido-dismutase
obtido em folhas de 20 genétgpos de pesseguei-
ro.

A uniformidade dos padrdes isoenzimiticos en-
contrados apds as anéalises qualitativas entre os ge-
notipos pode estar relacionada ao sistema de repro-
dugiio do pessegueiro, a uniformidade genética dos
genotipos, a uma possivel convergéncia genética e
também 3 metodologia empregada.

As populagbes de plantas autdgamas geralmente
constituem-se de mistura de muitas linhagens ho-
mozigotas, estreitamente aparentadas, as quais,
embora existindo lado a lado, permanecem mais
ou menos independentes na reprodugio. Em tais
populagdes hi a tendéncia em diminuir 0 niimero
de heterozigotos, conduzindo a uma fixagdo de
alelos e, portanto, a uma maior uniformidade gené-
tica. O pessegueiro, segundo Chandler (1942), é
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autofértil, para quase todas as cultivares, e a ten-
déncia das flores ¢ autopolinizar-se.

Uma uniformidade genética pode levar, tam-
bém, a uma homogeneidade nos padrdes enzimiti-
cos, Tal fato foi levantado por Wener & Sink Ju-
nior (1977), que, analisando proteinas solaveis ¢
peroxidase em dezoito cultivares de poinsétia
(Euphorbia pulcherrima, Willd), observaram que
todas as cultivares exibiram o mesmo padrio pro-
téico e quatro padrdes de bandeamento diferentes
para peroxidase.

Nas cultivares de indfistria {Fig. 3), excetuando-
-se' a cultivar Convénio, todas possuem, na sua
constituigdo genética, a cultivar Aldrighi, A selegio
Intermedidria ¢ uma selegio de pessegueiro da co-
1énia de Pelotas, provavelmente de Aldrighi.

As cultivares de mesa (Fig. 4) Chirip4, BR-1,
Coral e BR-3 apresentam a cultivar Delicioso como
ancestral comum, enquanto as cultivares Premier,
Coral e BR-3 apresentam, em sua constituigio ge-
nética, a cultivar Jewel,
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FIG. 3. Genealogia das cultivares de péssego para indas-
tria. Fonte: Bassols 1979, Bassols et al. 1981,
Nakasu et al. 1980.
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As duas cultivares de nectarinas estudadas (Fig.
CRROEAL 5), Cascata e Sunred, apresentam a cultivar J.H.
PREMIER
1

5 DE NOVEMBRO —-k— JEWEL Hale como ancestral comum,

Deve-se salientar, também, que, segundo Hesse

ECANDOKA (1975), a maioria das cultivares norte-americanas
N.J. 53939

sdo derivadas de uma base limitada e, portanto, sio

NECTARED 5 FLAMING

CHIRIPA N.JLN 14 goLd geneticamente restritas. Entre as cultivares de
DELICIOSO maior #xito, cultivadas hoje, muitas, se nio a
maior parte, conduzem a J.H. Hale, e dali, median-
BONSTOR te Elberta ou Bele, a Chinesa Cling, Poucas cultiva-
S res ndo relacionadas foram também usadas extensi-
PANAMINT vamente no estidio inicial do programa de melho-

GOLD MINE ramento.
BR-1 RIC D50 GEM A homogeneidade entre os padrdes estudados
talvez pudesse ser explicada de modo semelhante &
PERICIOR® hipétese levantada por Endo et al. (1971}, quando
CoUTHLAND estudaram peroxidase e fosfatase dcida em cultiva-
InTERLIDIO—LL res de Oryza sativa L. (espécie selvagem). As Glti-
C"”‘L{ CL1co50 JEWEL mas mostraram polimorfismo para essas enzimas,
enquanto as cultivares da primeira, apesar de mos-
o S [—_— PANANINT trarem variagées‘morfolégicas, apresentaram pouca
CORAL variagio nos zimogramas. Fregiientemente, na

“domesticagdo”, alguns gendtipos particulares sio
rapidamente selecionados, enquanto outros sio
perdidos. Em outras palavras, quando genotipos de
forma primitivas de arroz foram moldados por cul-

PL = Polinizagap Livre

FIG. 4. Genealogia das cultivares de péssego para mesa.
Fonte: Bassols 1979, Nakasu et al. 1979.

J.H. HALE

SUNHIGH
CASCATA PL N.J. 40 C.3.

REDOREST

H. HALE
SOUTHLAND AUTO POLINIZAGKO — HALEN HAVE
Fla 9.10 SOUTH HAVEN
SUNRE PL HAWATIAN (F)
PANAMINT

PL = Pelinizagio Livre

FiG. 5. Genealogis das cultivares de nectarina. Fonte: Bassols 1979, Brooks & Olmo 1972, Nakasu et al, 1979.
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tivo, pode ter ocorrido convergéncia genética dos
mesmos a um certo nivel isoenzimético. _

A técnica de eletroforese empregada para anili-
se de proteinas ou de isvenzimas de um individuo
pode influenciar a sua resolugio. O sucesso obtido
por Carter Junior & Brock (1980) na identificagio
de cinco cultivares de pessegueiro - Coronet, Lovell,
Redglobe, Redhaven e Elberta - pode estar ligada a
esse fato. Para a caracterizagio destas cultivares,
foi usada a técnica de focalizagio isoelétrica, a

qual, segundo Timberg & Olsman, Dattilo & Con-

giu e Kaiser et al,, citados por King & Kurth
{(1982), dentre os métodos eletroforéticos, & a
técnica que melhor resolugio apresenta, Também

- deve-se salientar que os referidos autores, Carter
Junior & Brock (1980), analisaram proteinas, e
utilizaram como material experimental tecidos do
lenho terminal do ramo do ano, pois, como & cla-
ramente mostrado, os padrdes e intensidade das
isoenzimas sio especificos ao sistema enzimitico
¢ 4 parte da planta (Giannopolitis & Reis 1977).

CONCLUSOES

1. A identifica¢io a nivel isoenzimitico dos ge-
nétipos de pessegueiro estudados, utilizando-se

os sistemas enzimiticos da peroxidase e da-

superoxido-dismutase, nio foi possivel, em de-
corréncia da uniformidade encontrada entre os
genotipos. ‘

2, O sistemna enzimitico da esterase nio se
mostrou favorivel na identificagic dos gendti-
pos nas condigdes avaliadas, uma vez que as ban-

das sio instiveis e de baixa nitidez.
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