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Ah que nunca a verdade definida

Mate a alma, que vive de ndo té-la!

Talvez que nunca, 6 negra esperang¢a/linda/!,
A alma encontre o horror definitivo
Da verdade absoluta, onde se acabe

Que ser, que ter, que procurar.

Cada Deus seja falso e, onde &, supremo;
Sol centro dum sistema de verdades

E sistemas solares de iluséo

No espag¢o da verdade sem limite

/E sem definig¢do/ - inexistente

Para quanto & o sujeito.

Fernando Pessoa
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1. INTRODUGAO

1.1 Hordeum euclaston

Hordeum euclaston é uma graminea selvagem do mesmo
género da cevada cultivada (H. vulgare). E uma das espécies
participantes das formag¢des campestres do Rio Grande do Sul
(EGGERS & BOLDRINI, 1988), possuindo uma distribuicgao
geografica que inclui também o Uruguai e a Argentina (VON
BOTHMER e cols., 1982; VON BOTHMER & JACOBSEN, 1985). No Rio
Grande do Sul é a espécie nativa de maior distribuigdo do
género, ocorrendo nas regides fisiograficas dos Campos de
Cima da Serra, Planalto Médio, Missdes, Litoral, Depresséao
Central, Campanha, Serra do Sudeste e Encosta do Sudeste. A
espécie & mais freqiiente na regido da Campanha, e muito
escassa nos Campos de Cima da Serra e no Planalto Médio

(EGGERS & BOLDRINI, 1988).

As plantas s&do anuais, dipldéides com 2n=14 e
apresentam uma ampla variagdo com relagdo ao habito e

tamanho das partes vegetativas, tamanho e forma das partes



florais e pubescéncia (VON BOTHMER e cols., 1982; VON
BOTHMER & JACOBSEN, 1985; EGGERS & BOLDRINI, 1988; M. DA S.

LAUXEN, comunicag¢do pessoal).

O habitat da espécie se constitui em pastagens,
estepes arenosas, em solos mais ou menos abertos, Jjunto a
valos e charcos, em comunidades ruderais e como invasora em
areas cultivadas, aparecendo freqlientemente junto com H.
stenostachys e H. flexuosum (VON BOTHMER e cols., 1982; BONT
BOTHMER & JACOBSEN, 1985). No Rio Grande do Sul a udnica
associagdo confirmada é com H. stenostachys (EGGERS &
BOLDRINI, 1988). Com relagdo a associacao entre H. euclaston
e H. flexuosum, VON BOTHMER e cols. (1982) sugerem gue seja
uma conseqiiéncia das perturba¢des decorrentes da atividade

humana, que em condig¢des naturais ndo ocorreria.

EGGERS & BOLDRINI (1988) identificaram duas
figuras ecoldgicas bastante distintas. Uma forma possui
porte pequeno e estéd associada a solos rasos e pedregosos. A
outra forma &, de um modo geral, mais vigorosa, predominando
em solos mais profundos. Os representantes da Patagdnia
possuem um crescimento muito pequeno, algumas vezes somente
de alguns centimetros, com as partes florais também pequenas
(VON BOTHMER, 1982; VON BOTHMER & JACOBSEN, 1985). No norte
da Patagdbnia H. euclaston & encontrada em ambientes salinos

(VON BOTHMER & JACOBSEN, 1980).



1.2 Melhoramento genético

Uma das maneiras de aumentar a produtividade na
agricultura é melhorar as caracteristicas de resisténcia,
adaptagdo e valor nutritivo das cultivares utilizadas. Para
isto sdo necessarios recursos genéticos, ou seja, precisa-se
de diversidade genética para produzir uma cultivar com
melhor performance. Entretanto, atualmente a maioria das
espécies cultivadas possui uma base genética estreita e, em
muitos casos, uma uniformidade quase total (RICK, 1976;
HANKES, 1991; FORD-LLOYD & JACKSON, 1991). Para remediar
esta situagdo e tornar possivel o melhoramento genético,
deve-se, portanto, adicionar variabilidade genética, a qual,

em geral, pode provir de trés fontes:

- de cultivares, primitivas ou ndo, que ainda

conservem variabilidade genética;
- da inducdao de mutacgdes;

- de espécies evolutivamente prdéximas das espécies

cultivadas (BROWN e cols., 1978).

No caso da cevada, um dos aspectos de maior
relevancia para o melhoramento genético sdo as patologias.
Dentre estas hd um grande nimero de doengas fungicas, tais
como as causadas por Erysiphe graminis, Goemannomyces
graminis, Pseudocercosporela herpotrichoides e Puccinia

striiformis, o gque torna obrigatdéria a aplicagdo de



fungicidas para se obter uma alta produtividade. Também
podem ocorrer problemas com doengas bacterianas (Pseudomonas
e Xanthomonas) e com os virus do mosaico estriado da cevada,
amarelo da cevada e do nanismo amarelo da cevada (DUNWELL,

1986) .

Também sdo alvos do melhoramento genético, a
qualidade dos grdos e a grande adaptagdo a ambientes
inéspitos. O maior problema das sementes de cevada, em seu
uso como alimento, & a pequena proporgao de aminoacidos
basicos, especialmente 1lisina, em relagdo ao total de
proteina, sendo, portanto, de baixo valor nutritivo (GILES &
VON BOTHMER, 1985). Tem-se procurado, também, produzir
cultivares que possam ser utilizadas com boa produtividade
mesmo em areas de baixa fertilidade, como solos salinos e/ou
ricos em aluminio. Espécies selvagens, por sua vez, possuem
maior tolerdncia ao sal do que as espécies cultivadas, o que
ndao & surpresa se considerarmos que as cultivares de cevada,
por exemplo, tém sido selecionadas por séculos em solos

férteis (FORSTER e cols., 1990).

Por estes motivos, a avaliag¢do do germoplasma das
espécies relacionadas & cevada cultivada (H. vulgare) se
torna de grande importdncia, e nesse sentido foi iniciado um
estudo para estimar os recursos genéticos de Hordeum
euclaston. Para isso a variagdo isoenzimatica revelada por

eletroforese se destaca como uma eficiente maneira de medir

a diversidade genética em populagdes (RICK e cols., 1977;



BROWN e cols., 1978). A analise isoenzimatica é& amplamente
utilizada devido a& detecgdo e andlise de produtos diretos do
DNA, com baixo custo e rapidez, particularmente em estudos
de variabilidade intra-especifica (RICK, 1976; KEPAHRT,
1990). Além disso, as isoenzimas podem ser utilizadas como
marcas para outras caracteristicas de interesse, como genes

de resisténcia (FEVERSTEIN e cols., 1990).

Estimativas de parametros do sistema de reprodugao
sdo reconhecidamente <cruciais para o entendimento da
evolugdo de populagdes de plantas (ALLARD, 1975; RICK,
1976), sendo indispensavel uma estimativa da taxa de
fecundagao cruzada da espécie, a qual influencia o fluxo e a
recombinagdao génica (GOVINDARAJU, 1988a; ALLARD, 1975). A
autofecundag¢do, como sistema de cruzamento, causa redugdo na
heterozigosidade e no efeito aleatdério da recombinagéao

(ALLARD, 1975).
1.3 Isoenzimas e eletroforese

Isoenzimas, em defini¢des, incluem eletromorfos
gerados por diferentes 1locos (isoenzimas sensu stricto),
diferentes alelos do mesmo loco (aloenzimas), e modificacgdes
pbés-sintese das enzimas (isoenzimas secundarias). Deve-se
sempre considerar que as isoenzimas secundarias podem ter
sua origem nas condig¢des de andalise. A maioria das enzimas
analisadas eletroforeticamente existem como mondémeros,

dimeros ou tetrdmeros (termos indicando o nuamero de



polipeptideos), podendo haver a formagdo de isoenzimas

hibridas (KEPHART, 1990).

Em plantas, o nimero de isoenzimas de determinadas
enzimas freqlientemente reflete o nimero de compartimentos
subcelulares nos quais a mesma reagdo catalitica é
necessdaria. Conseqiientemente, o ndmero minimo e a
localizagdo subcelular destas isoenzimas sdo conservados em
plantas superiores. Além disso, o aumento no namero de
isoenzimas em espécies dipléides normalmente resulta da
duplicagdo de locos estruturais, seguido de subseqilientes
mutagdes (SCANDALIOS, 1974; GOTTLIEB, 1982). Em espécies
polipldéides & decorrente da adigdo de genomas homedlogos
(GOTTLIEB, 1982). NGmeros menores do que os esperados podem
ser causados por procedimentos de andalise que causem
degradagdo enzimatica (KEPHART, 1990). Entretanto, as
enzimas analisadas com susbstratos artificiais nao
encontrados na planta (esterases e peroxidases, por exemplo)
sdo bem mais variaveis com relagdo ao nimero e localizagédo

(GOTTLIEB, 1982).

Deve-se sempre lembrar que a eletroforese pode néao
identificar todas as variantes proteicas, e sim somente
aquelas gque possuem alteragdbes de carga, tamanho e
conformagdo que alterem a sua velocidade de migracdo.
Também, em alguns sistemas enzimaticos e sob certas
condig¢des experimentais, certas bandas extras "fantasmas"

que sombreiam bandas primarias estdo presentes. Estas bandas



secundarias parecem ser resultado de aspectos técnicos como
estocagem (congelamento), tampdo de extragdo inadequado,
condig¢des ndo-fisioldgicas, tecidos velhos ou agquecimento
dos géis durante as migragdes (KEPHART, 1990). As vezes
também se torna dificil identificar a causa da falta de uma
banda, havendo normalmente a davida sobre a presenga de um
alelo nulo (um alelo cuja proteina decorrente ndo apresenta
atividade enzimatica), uma alteracgao regulatoédria

(ontogenética ou ndo) ou um problema técnico.

Uma questdo muito discutida quando se fala de
variantes isoenzimaticas é se elas sofrem ou ndo pressao de
forgcas seletivas signficativamente importantes. KIMURA
(1983) sugere que a taxa de evolugdo molecular difere da
fenotipica, podendo ser considerada como praticamente neutra
em relagdo a forgas seletivas externas. Ou seja, afirma-se
que as isoenzimas representam somente uma pequena parcela do
gendétipo, representativa somente dos genes estruturais
envolvidos em reagdes enzimaticas simples, e ndo do genoma
como um todo, podendo cada parcela do genoma posSsSuir um
comportamento evolutivo diferente (PIGLIUCCI e cols., 1991).
Contribui para esta hipdétese o fato da variabilidade
isoenzimatica aparentemente ndo apresentar correspondéncia
com a variabilidade fenotipica (BROWN & MUNDAY, 1982;
PIGLIUCCI e cols., 1991). Entretanto, deve-se lembrar que é
encontrada correspondéncia entre a variabilidade

isoenzimatica e fatores ambientais (BROWN & MUNDAY, 1982;



NEVO e cols., 1988), e que ©padrdes aloenzimaticos
estruturados de acordo com a heterogeneidade ecoldgica do
ambiente parece ser um fato inconsistente com a hipdétese da

diversidade aloenzimatica ser neutra (NEVO e cols., 1988).

A variabilidade isoenzimatica &, com certeza, um
excelente método de estudo aplicavel, entre outras
possibilidades, a analise da variabilidade (genética,

filogenia, ligag¢do génica e fluxo génico.
1.4 Objetivos do estudo

- Determinar a variagdo isoenzimatica de trés

diferentes populagdes de H. euclaston;

- Verificar o grau de divergéncia isoenzimatica

entre as populagodes;

- Analisar o sistema de cruzamento através de

testes de progénie, usando polimorfismos isoenzimaticos;

- Obter dados do ciclo bioldgico como taxa de

velocidade de germinagdo das sementes e velocidade de

crescimento das plantulas;

- Estudar os padrdes de regulag¢do génica tissular,

na plantula, para os genes que controlam as isoenzimas

analisadas.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Foram coletadas amostras de nove populag¢des de H.
euclaston, das quais trés foram escolhidas para a analise
eletroforética. Estas trés populagdes foram coletadas na
zona de campos na regido da Campanha do Estado do Rio Grande

do Sul.
Locais de coleta (ver Figura 1):

Populagdo 5 - Préximo a cidade de Alegrete, junto

A ponte sobre o rio Inhandui.

Populagdo 6 - Em uma estrada de terra entre a
BR290 e a estrada Alegrete-Quarai, cerca de 1 km apds a

entrada (municipio de Alegrete).

Populagdo 8 - Junto a estrada Quarai-Santana do
Livramento, préximo ao arroio Sarandi IV (municipio de

Quaralil).
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Figura l: Mapa do estado do Rio Grande do Sul, onde sao indi-
cadas oito populagoes de Hordeum euclaston em que foram fei-

tas coletas. Neste trabalho foram utilizadas sementes coleta-

das das populagoes 5, 6 e 8.
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Distancia aproximada entre as populagodes:

Populacgdao 5 - Populagao 6 = 44 Km
Populacdo 6 - Populagao 8 = 96 Km
Populagdo 5 - Populagdao 8 = 140 Kkm

Todas as linhagens 1listadas na Tabela I foram
analisadas nos quatro sistemas isoenzimaticos (GOT, EST, MDH
e SOD). As letras SCM, HW e EKS referem-se as iniciais dos
coletores (Suzana Cavalli-Molina, Helga Winge e Eliane
Kaltchuk dos Santos) e o naimero entre parénteses identifica
a populagdo de origem. Foi considerado como pertencente a
uma mesma linhagem toda a descendéncia obtida de sementes

coletadas de uma Unica planta-mde da natureza.

2.2 Métodos

2.2.1 Coleta do material e a semeadura para a

obtengao de plantulas

Sementes de plantas individuais de H. euclaston
foram coletadas na natureza. As sementes de cada planta
foram colocadas em sacos de papel manteiga, onde foi anotado
o ndmero do coletor precedido por suas iniciais, o local e a
data da coleta. As sementes foram estocadas em local seco, a

temperatura ambiente.

As sementes foram tratadas com o antiftingico Pakin
(solugdo de hipoclorito de sédio a 0,4% de cloro ativo) por

40 minutos antes da sua semeadura em placa de petri forradas



TABELA I: Relagdo das linhagens analisadas de Hordeum euclaston.
ordem de proximidade. O local de cada populagdo é dado no texto.

12

As linhagens estdo listadas em

Populagao - Linhagem Data de Coleta

Pop.5 HW3078(5) 18.11.1989
HW3080(5) 18.11.1989
HW3081 (5) 18.11.1989
HW3082(5) 18.11.1989
HW3083 (5) 18.11.1989
HW3086(5) 18.11.1989
HW3087(5) 18.11.1989
HW3088 (5) 18.11.1989
HW3089 (5) 18.11.1989
HW3152 (5) 11.12.1989
HW3154 (5) 11.12.1989
HW3156 (5) 11.12.1989
HW3158(5) 11.12.1989
HW3159 (5) 11.12.1989
HW3160 (5) 11.12.1989
HW3162(5) 11.12.1989
HW3163 (5) 11.12.1989
HW3164 (5) 11.12.1989
HW3165(5) 11.12.1989
SCM1017(5) 11.12.1989
SCM1019(5) 11.12.1989
SCM1021 (5) 11.12.1989
SCM1023 (5) 11.12.1989
SCM1026(5) 11.12.1989
SCM1028(5) 31.12.1989
SCM1029 (5) 11.12.1989
SCM1031(5) 11.12.1989
SCM1032(5) 11.12.1989
SCM1034(5) 11.12.1989
SCM1037 (5) 11.12.1989
SCM1017(5) 11.12.1989
SCM1017(5) 11.12.1989

Pop. 6 HW3095(6) 19.11.1989
HW3099 (6) 19.11.1989
HW3101(6) 19.11.1989
HW3102 (6) 19.11.198%9
HW3104 (6) 19.11.1989
HW3105(6) 19.11.1989
HW3171(6) 12.12.1989
HW3172(6) 12.12.1989
HW3173(6) 12.12.1989
HW3174 (6) 12.12.1989
HW3175(6) 12.12.1989
HW3176(6) 12.12.1989
HW3177(6) 12.12.1989
HW3179(6) 12.12.1989
HW3180(6) 12.12.1989
HW3182 (6) 12.12.1989

continua



1.3

Populagao Linhagem Data de Coleta
HW3183(6) 12.12.1989
HW3188(6) 12.12.1989
HW3190 (6) 12.12.1989
HW3191(6) 12.12.1989
HW3193 (6) 12.12.1989

SCM1038(6) 12.12.1989
SCM1040 (6) 12.12.1989
SCM1042 (6) 12.12.1989
SCM1043(6) 12.12,.1989
SCM1045(6) 12.12.1989
SCM1048(6) 12:12.1989
SCM1050 (6) 12.12.,1989
SCM1051 (6) 12:12 1989
SCM1052(6) 12.12.1989
SCM1053(6) 12:12.1989
SCM1055 (6) 12.12.1989
Pop.8 HW3121(8) 20.11.1989
HW3128 (8) 20.11.1989
HW3130(8) 20.11.1989
HW3132(8) 20.11.1989
HW3133(8) 20.11.1989
HW3134 (8) 20.11.1989
HW3136(8) 20.11.1989
HW3139(8) 20.11.1989
HW3238(8) 13.12.1989
HW3240(8) 13.12.1989
HW3244 (8) 13.12.1989
HW3246(8) 13.12.1989
HW3249 (8) 13,12..1989
HW3253(8) 13.12.1989
HW3256 (8) 13,12 .1989
HW3258(8) 13.12.1989
HW3259(8) 13.12.1989
HW3282 (8) 135321989
HW3297(8) 13.12.1989
HW3298(8) 13012 . 1989
SCM1104 (8) 13.12.1989
SCM1105(8) 13.32:1989
SCM1107(8) 13512, 1989
SCM1111(8) 13.12.1989
SCM1112 (8) 13 FE251989
SCM1113(8) 13.12.1989
SCM1115(8) 138, 32.5°1989
SCM1119(8) 13.12.1988
SCM1122(8) 13.12.1989
SCM1125 (8) 13.12.1989
SCM1126(8) 13-12.1989

EKS3B(8) 20.11.1989

EKS3H(8)

20:11.1989
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com papel filtro e algoddo previamente autoclavados. As
sementes foram colocadas a germinar nesssas placas com ©
algoddo embebido em 4&gua, mantidos em incubadoras a uma
temperatura de 20°C com iluminagdo constante. Para fins de
controle da germinagdo, o papel filtro foi dividido em

pequenos quadrados individualizados por letras e numeros.

Foi definido como marcador ontogenético do estagio
de anadlise das plantulas o comprimento do coledptilo, tendo-
se utilizado individuos com um tamanho médio de 1,2 cm, cuja
variacdo maxima foi entre 0,8 cm e 1,7 cm. Apds terem
chegado ao estagio desejado, as plantulas foram congeladas

ou diretamente submetidas a andlise eletroforética.

Acompanha-se o desenvolvimento de todos as
plantulas, tendo-se anotado sempre a data de germinagdo, o
comprimento do coledptilo no momento do congelamento e a
data do congelamento, além de qualquer caracteristica

apresentada fora do comum (plantulas fungadas, por exemplo).
2.2.2 sistemas isoenzimaticos estudados

Foram feitos testes com determinados sistemas
isoenzimaticos a fim de se escolher aqueles que
apresentassem melhores condig¢des de andlise. Os sistemas que
apresentaram os melhores resultados tanto quanto a atividade
quanto a separagdo das bandas foram as esterases (EST),
superoxido dismutases (50D) glutamato oxaloacetato

transaminases (GOT) e malato-desidrogenases (MDH). Os outros
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sistemas testados e ndo incluidos na analise do presente
trabalho forma as glutamato-desidrogenases (GDH), fosfatases
dcidas (ACP), leucina-aminopeptidases (LAP), amilases (AMI)
e peroxidases (PER). Os testes consistiram em submeter as
plantulas a diferentes condigdes de migragao e coloragao,
analisando-se a possibilidade de uma anédlise segura das

bandas em nivel populacional.
2.2.3 Analise eletroforética

A analise eletroforética, considerando-se a
andlise da variabilidade génica e os testes de progénie,
consistiu em um total de 168 géis com 3.444 aplicacgdes,

tendo-se utilizado 398 pléantulas.

Trés dos quatro sistemas escolhidos (EST, SOD e
MDH) foram analisados em duas condigdes de migracgéao
diferentes, a fim de otimizar a distingdo entre as bandas.
Para GOT, utilizamos apenas uma condigdo de migragdo, pois
os testes iniciais nao mostraram diferengas que

justificassem o uso de duas condig¢des distintas.
2.2.3.1 Géis

A analise dos quatro sistemas utilizados foi feita
por eletroforese em gel, migragdo horizontal. Em todos os
quatro sistemas enzimaticos analisados, foram utilizados

géis de poliacrilamida de 1 mm de espessura.
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2.2.3.1.1 Esterases

Para este sistema foram utilizados géis de

poliacrilamida nas concentragdes de 6% e 8%. Os tampdes

utilizados foram os tampdes A e B de SCANDALIOS (1969), na

proporg¢ao

Tampao de

Tampao A:

Tampao B:

poliacrilamida nas concentragdes de 6% e 7

utilizado

Tampao de

de 1A:9B.

SCANDALIOS (1969):

pH 8,3
hidréxido de 1litio - 1,2 g/l
acido bérico - 11,89 g/l

H,0 destilada

pH 8,3
tris - 6,2 g/l
dcido citrico (hidratado) - 1,74 g/1

H,0 destilada

2.2.3.1.2 Ssuperdxido dismutases e malato-desidro-

genases

Para estes dois sistemas foram utilizados géis de

oe

O tampao

foi o de ROOSE & GOTTLIEB (1976).

ROOSE & GOTTLIEB (1976):
histidina 0,005M - 0,7758 g/1

pH 8,0 ajustado com NaOH
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2.2.3.1.3 Glutamato Oxalacetato Transaminases

Para este sistema foram utilizados géis de
poliacrilamida na concentragdo de 7%. Os tampdes utilizados
foram os tampdes 1 e 2 de BROWN (1983), na proporgao de 94%

do 2 : 6% do 1.

Tampdes de BﬁOWN (1983):
Tampdo 1: hidréxido de 1litio 0,075 M - 1,7962 g/l
acido bérico até ph = 8,5 (~13,2 g/l)
H,0 destilada
Tampdo 2: tris 0,065M - 78715 g/l

dcido citrico (hidratado) 0,0091M - 1,9122 g/1
2.2.3.1.4 Polimerizagao dos géis

A preparacao dos géis foi feita com os tampdes
descritos para cada sistema enzimatico, conforme é mostrado

a seguir para cada concentrag¢do do gel:

6% 7% 8%
Tampao 75 ml 75 ml 75 ml
acrilamida 4,275g 4,987g 5,79
bisacrilamida 0,225q¢ 0,260g 0,39
TEMED 0,075 ml 0,075 nl 0,075 ml
Persulfato de amdénia (10%) 0,75 ml 0,75 ml 0,75 ml

Uma vez misturada a solugdo do gel, a mesma era
colocada em uma canaleta de vidro com dimensdes 17,0 cm X

15,0 cm x 0,1 cm, a qual era entao coberta com uma placa de
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vidro revestida na sua superficie interna com graxa de
silicone. A solugdo era mantida a temperatura ambiente por
20 minutos e posteriormente transferida para uma cémara fria

a 4°C por, no minimo, uma hora.
2.2.3.2 Preparagao das amostras

Os tecidos utilizados na analise foram o
colebptilo e a raiz nos quatro sistemas estudados, além do

endosperma em EST.

Os tecidos eram primeiramente separados e
colocados dentro de sulcos arredondados de uma placa de
acrilico, onde se adicionava também 0,005 ml do tampdo 1A:9B
de SCANDALIOS (ver 22w 3s1: )% Os tecidos eram
homogeneizados com o auxilio de um bastdo de vidro
esmerilhado arredondado na ponta. Os homogenados eram entao
absorvidos em papel Whatman 3MM com dimensdes de 4,0 mm X
1,0 mm. Em cada homogenado geralmente eram colocados quatro
desses papéis. Sobre os controles era também colocado um
papel-filtro entre os homogenados e os papéis para absorcéao,
estes normalmente em nimero maior (de 6 a 8). Durante todo o

procedimento as placas de acrilico foram mantidas sobre o

gelo.

2.2.3.3 Aplicagao das amostras nos géis

O primeiro passo para a aplicagdo das amostras era

retirar a placa de vidro que cobria a canaleta que contém o
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gel. Em seguida era inserido um "pente" de 11, 20 ou 26
"dentes" (na grande maioria das vezes 20), o qual produzia
os orificios onde eram colocados os papéis embebidos com o

homogenado.

As amostras eram aplicadas a 4 cm da ponte
catédica em SOD (por possuir bandas catédicas) e a 1 cm nos

demais sistemas.

Em todos os géis, foram colocados de trés a seis
(normalmente cinco ou seis) amostras controle (H. vulgare,
cultivar MN 599), colocadas nas extremidades e no centro do
gel. No sistema das superdxido-dismutases, utilizaram-se as
raizes de H. vulgare como cotrole, enquanto que nos demais

sistemas utilizou-se o coledptilo.
2.2.3.4 Migragao das amostras

Os géis foram submetidos a uma diferenca de
potencial de 10 V/cm em cubas horizontais, colocadas em um
balcdo refrigerado a 4°C. Durante a migracdo, os géis eram
mantidos cobertos com plastico para evitar a evaporacao. Era
sempre mantida uma distdncia de 12 cm entre as pontes
catédica e andédica. A 1linha de frente da migragao foi
estabelecida pela migragdo do azul de bromofenol, o qual era
adicionado a alguns dos papéis (normalmente controles) antes
da aplicagao nos géis. Em todos os sistemas a migracado era
interrompida quando a 1linha de frente atingia 8 cm de

disténcia em relacdo ao ponto de aplicacgéao.
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O tampdo utilizado nas cubas variou com o sistema

enzimatico:

EST: tampao A de SCANDALIOS (1969) (ver 2.2.3.1.1)
SOD e MDH: tampao de ROOSE & GOTTLIEB (1976)
pH ~ 8,84
citrato de sédio 0,4M - 117,64 g/1
H,0 destilada

GOT: tampao 1 de BROWN (1983) (ver 2.2.3.1.3)

2.2.3.5 Coloragao

2.2.3.5.1 Esterases

Os géis de EST foram corados segundo SCANDALIOS

(1969) modificado:

HyO destilada.cccoccscescccssvee .40 ml
alfa-nattil ACotBLD.cosoevasroviess 3 ml
PELA=NETELL BOOLALE. o wssovsnn puvnu 3 ml
Fast Blue BB Salt...... ¥ GNa s W SRS .0,04 g
ERMPAT C5 . oorie v io o st @ 0 owrss [@ese e 1o e 50 ml
EAMPAT Dl assas P T L SO 10 ml

Tampdo C: fosfato de sédio monobésico 0,2 M 27,598 g/1
H;0 destilada
Tampdao D: fosfato de sédio dibasico 0,2 M 28,4 g/l

H>0 destilada
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alfa-naftil acetato: solugdo a 1% dissolvido em Hy;0 e
acetona 1:1
beta-nafitl acetato: solugdo a 1% dissolvido em H0 e

acetona 1:1

Os géis com a solugdo de coloragdo foram incubados

a 37°C por aproximadamente 1h30min.
2.2.3.5.2 Superdxido Disumutases

Os géis de SOD foram corados segundo BREWER (1970)

modificado:
TAMPAG s s et s oiws v s sonde s 100 ml
NAD 0,0015M. .00 sesssssss0;049
NBT 0,00043M.cccccsanases «+045;029
PMS 0,000163M.vueeucencnnnn 0,014g

Tampdo: fosfato de sédio dibasico 0,125M, ph 9,0 - 17,75 g/1
acido glutéamico 0,25M - 42,25 g/l
H,O

pH 8,2 ajustado com NaOH 1N

Os géis com a solugdo de coloragdo foram mantidos
por 30 minutos no escuro a 37°C, mais 40 minutos a uma hora

a temperatura ambiente com iluminagdo artificial direta.
2.2.3.5.3 Malato Desidrogenases

Os géis de MDH foram corados segundo BREWER
(1970) :
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Tampao + substrato............... 100 ml

NAD 0,0015M. vosconsecsssnsasnossasse 0,066g

PMS 0,000163M.:ccsnsssnvosensoses 0,005g

NBT 0,00043M.cncsenvscsmmoncnsess 0,035g

Tampdo + substrato: &cido DL malico....... 26,82g9/1
=5 ks - RSP SS R NO JS 6,06 g/l

H,0 destilada
pH 7,0 ajustado com NaOH 4N
Os géis com a solugdo de coloragdo foram mantidos

no escuro a 37°C por aproximadamente trés horas.

2.2.3.5.4 Glutamato Oxalocetato Transaminases

Os géis de GOT foram corados segundo VALLEJOS

(1983) modificado:

Tanpdo Trix HClL pM 8,5 .ccncoscvnns 100 ml
adcido alfa-cetoglutarico...... sensOphk @
$eido ABPRFLICO s nsannmsnannna 0,2 g
Fast Blue BB Salt..:cssasssnssssos 0,15 g
Tanpio Teis BCL pH 8,58 T¥IB s vv ssmmsmn s 15,14 g9/l

H,0 destilada

pH corrigido com HC1l

Os géis foram mantidos com a solugdo de coloracgao
a 37°C por aproximadamente uma hora, mas este periodo variou

bastante de acordo com o tempo de estocagem das plantulas.



23

2.2.4 Fixacgao dos géis

Apds o término da coloragdo, os géis eram lavados
em Aagua e fixados. O fixador consistia em &gua, &lcool
metilico e A&cido acético na proporgadao 5:5:1. Os géis
permaneciam na solugdo de fixagdo por, no minimo, 20
minutos, sendo, entdo, lavados e fotografados. Todos os géis
foram individualizados por um nimero precedido por uma letra
localizada no canto superior direito do gel. Os géis foram

envoltos em plastico e guardados em camara fria a 4°c.
2.2.5 Analise dos géis

A analise dos géis foi feita através de esquemas
dos padrdes isoenzimaticos observados anotando-se a
intensidade da banda e a disténcia absoluta de cada banda em

relagdo ao ponto de aplicagéo.

A MR (migragdo relativa) foi calculada para cada
banda a partir da sua comparagdo com uma banda do controle.
Esta banda do controle recebeu um valor de MR = 1, enquanto
que todas as demais bandas possuem um MR igual a sua
distancia migrada dividida pela disté&ncia migrada por esta
banda. Como a MR varia de acordo com a concentragao do gel,
no presente trabalho, Jjuntamente com o valor do MR, &

indicada a concentragdo do gel em que ela foi calculada (MR

6% = 1, por exemplo).
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A homologia das bandas foi definida analisando-se
as diferentes condigdes de migragdo (exceto em GOT, o qual
foi analisado em somente uma condig¢do), sempre utilizando-se

o controle como comparagao.

Sempre que possivel, quando restavam davidas sobre
a homologia e separagdo das bandas, era feita uma repetigéo

da anadlise dos individuos.
2.2.6 Testes de progénie

Os testes de progénie consistem na analise de
individuos-irmdéas a fim de verificar a ocorréncia de
segregagcdo. Na Tabela II estdo listadas todas as linhagens
submetidas aos testes, com o respectivo nimero de individuos

e tecidos utilizados para cada sistema enzimatico.
2.2.7 Avaliagao dos resultados
2.2.7 1 Diversidade intrapopulacional

Foram feitas trés medidas de variabilidade dentro

de cada populagao, que foram:

>
I

namero médio de alelos por loco;

P = proporgao de locos polimérficos por populagédo;

s>
Il

heterozigose média esperada por individuo.

O A (nimero médio de alelos por 1loco) foi
calculado dividindo-se o numero total de alelos encontrados

em cada populacao pelo numero total de locos.
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TABELA Il: Relagdo das linhagens utilizadas em testes de progénie. Sao indicados o numero de
individuos-irmaos analisados (N) para cada linhagem, além do primeiro individuo analisado no estudo
da variabilidade genética, o numero de individuos analisados em cada sistema enzimatico e os tecidos
utilizados (c=coledptilo; r=raiz; e=endosperma).

SISTEMAS ENZIMATICOS

LINHAGEM MDH GOT SOD EST N
HW3253(8) 3({e,x) 3
HW3121(8) 8{c,xr) g (e, r,e) 8(c,r,e) 8

SCM1112(8) 8(c,xr) 8(e,r) 8(e,r) 8(e) 16
HW3136(8) 3{e,r) 3

SCM1125(8) 2(c,r) 2
HW3258(8) 2(ec) 2{(c) 4
SCM1113(8) 6(ec,r) 6
SCM1122(8) 2(ec,r) 2

EKS3H(8) 14 (¢,x) 14(cG,X) 14

SCM1104 (8) 6(c) 6
HW3282(8) 1(¢) 1:

SCM1126 (8) 1(c) i
HW3246(8) 1(c,e) -
HW3238(8) 1(c,e) 1
HW3130(8) 5(c,r,e) 5
HW3128(8) 13(c,e) 1:3
HW3297(8) 8(c,r) 8

SCM1115(8) 1{E,1) 1
SCM1111(8) Litem) i

Pop.8 — Total 88
HW3080(5) 2(c,r) 1(c,e) 3
HW3082(5) 4(c,r) 4

SCM1031(5) 2(c,r) 2

SCM1026(5) 1(c) 1
HW3154 (5) 1{e) 1

SCM1019 (5) 1(c,e) 1
HW3159 (5) 1(c,e) 1

SCM1028 (5) 1(c,e) 1
HW3152(5) 7(c,e) 1

Pop.5.- Total 21

SCM1042(6) 8(c) 8
HW3173(6) 1(c) 1

SCM1053 (6) 2{g,x) 2
HW3104 (6) 2{e,r) 2

SCM1052 (6) 1(c) 1
HW3188 (6) 1(c) 1
HW3171 (6) 15({e,x) 15

SCM1055(6) 1(c,e) 1
HW3105(6) 1(c,e) 1
Hw3249 (6) 1(c,r) 1

Pop.6 — Total 33

Total Geral

=
=S
\S]
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O P (proporgdo de locos polimdérficos por popula-
¢do) foi calculado dividindo-se o numero total de 1locos
polimérficos encontrados em cada populag¢do pelo nimero total

de locos.

O H (heterozigose média esperada) foi calculado
como a média dos graus de heterozigose esperada de cada loco
(h). O h foi calculado, por sua vez, como h = 1 - E xi?

’

onde xi & a freqiiéncia do iésimo alelo.
2.2.7.2 Divergéncias interpopulacionais

Para estimar o grau de similaridade entre as
populacgdes, foi utilizado o indice de similaridade
normalizada de genes de NEI (1972). A comparagdo entre as
populagdes se da aos pares e se baseia nas freqiiéncias
alélicas dos locos homdélogos. O I (indice de similaridade

genética) & definido por:
I = 3xy J J2.3%

sendo x e y duas populacgdes distintas. jx e jy sdo a média
aritmética do somatério das freqiiéncias alélicas elevadas ao
quadrado, por loco, em cada populacdo. Jjxy é a média
aritmética do somatdério das freqiiéncias génicas homdélogas de

cada populacdo multiplicados entre si, para cada loco.

O valor de I pode variar de 0 a 1, sendo igual a 1
quando todas as freqiiéncias génicas de ambas as populacgdes

forem iguais.
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identidade genética de diferentes

distancia genética (D) entre as



28

3. RESULTADOS

3.1 Germinagao de Hordeum euclaston

As sementes semeadas em placas de Petri foram
acompanhadas individualmente para obtencao de dados
referentes a taxa (%) e velocidade de germinagdo das

linhagens estudadas das trés populagdes.

Na Tabela III estdo listados os dados obtidos para
a taxa de germinagdo de cada linhagem,os valores médios para
cada populagdo e para a espécie, bem como o numero de dias
necessarios para iniciar a germinagdo (média, moda e

limites).

A média geral de germinagdo da espécie foi de
82,5%, com limites por planta de 33,0% e 100,0%. Todas as
trés populagdes apresentaram taxas de germinag¢do igualmente
altas: 79,5% na populagao 6, 83,8% na populacdo 5 e 84,2% na
populacgdo 8. Em relagdo a velocidade de germinag¢do, observa-
se que o inicio da germinagdo ocorreu, em média, no 102 dia
apbés a semeadura, com limites de 4 a 51 dias por semente.

Como o namero de placas em que foi feita a semeadura e,
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TABELA III: Germinagao das sementes de H. euclaston em placas de Petry.
Para cada linhagem & indicado o numero de sementes semeadas (N), a taxa
de germinagdo (%), o numero médio de dias da semeadura até a germinagéao
(X), a moda (Mo) e limites (por semente dentro de cada linhagem; limites
das médias das linhagens dentro de cada populagdo e limites das médias
das populagdes no total da espécie), o nimero de placas e o numero de
dias em que as mesmas foram acompanhadas.

Germinagao Velocidade de Germinagao

e Namero Namero
Linhagem N (limites) X Mo Limites Placas Dias
HW3190(6) 10 100,0 847 8 9-14 i 17
HW3180(6) 10 90,0 11.7 8 8-18 i 35
HW3171(6) 49 77:6 10,7 9 6-21 it 45
HW3105(6) 10 80,0 11,3 9 8-20 i 35
HW3101(6) 10 60,0 9;3 9 6—-9 i | 12
HW3095(6) 10 90,0 8,6 7e9 5=12 1 35
SCM1038(6) 16 63,0 13,6 6 6=35 2 45 e 27
SCM1043(6) 18 94,0 12,4 6 6-20 2 35 e 21
SCM1055(6) 49 79,6 8,6 8 4-14 1 35
HW3104(6) 13 69,2 i |9 8,9 e 15 7-29 1 80
HW3188(6) 10 70,0 13,9 14 10-19 1 80
SCM1053(6) 20 95,0 8,8 8 6-19 2 80 e 23
HW3171(6) 15 87,0 8,5 6,7,8;9 5-12 J! 18
11 e 12
HW3193(6) 16 63,0 8,5 6;7,;8.& 12 6-12 1 18
HW3182(6) 15 93,0 Topd 11 5=11 1 18
SCM1050(6) 16 80,0 9,6 8 7-18 1 20
SCM1045(6) 16 94,0 6;3 8 4-8 1 17
HW3177(6) 20 80,0 A 8 4-22 1 27
HW3099(6) 16 56,0 8,6 7 6-12 i 22
SCM1048(6) s 73,0 Ty L 5 5-13 i 19
SCM1040(6) 16 69,0 11,2 13 5-15 i 17
HW3183(6) &5 93,0 6,5 6 4-12 1 19
HW3173(6) 13 85,0 8,2 6 e 9 5~13 2 19 e 19
HW3175(6) 35 97,0 8,8 7 7-15 2 19 e 21
SCM1051(6) 16 81,0 10,0 7 6-22 1 25
SCM1042(6) 42 76,0 9,4 9,10 e 11 6=20 2 23 e 21
HW3102(6) 16 38,0 12,0 12 9~18 i 28
SCM1052(6) 16 90,0 1053 8 8-14 1 16
HW3191(6) 16 69,0 7.3 5 5=15 1 19
HW3176(6) 16 90,0 8,8 8 5-15 i 20
HW3179(6) 17 82,0 15,3 8 8~33 14 38
HW3172(6) 16 80,0 7+7 6 e 7 5-10 1 19
Totais
Pop.6 588 79;5 9,6 - 64 3~156; 3 - -

(38,0-100,0)

continua
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Germinagao
%
(limites)

HW3121(8)
HW3238(8)
HW3128(8)
HW3246(8)
HW3256(8)
HW3298(8)
EKS3H(8)
SCM1122(8)
SCM1113(8)
HW3136(8)
SCM1107(8)
SCM1125(8)
EKS3B(8)
HW3253(8)
HW3240(8)
HW3130(8)
SCM1119(8)
HW3259 (8)
HW3132(8)
SCM1104 (8)
HW3240(8)
HW3133(8)
HW3139(8)
SCM1115(8)
SCM1111(8)
HW3249(8)
SCM1105(8)
SCM1126(8)
HW3297(8)
HW3282(8)
HW3134(8)
HW3258(8)
SCM1112(8)

Totais
Pop.8

HW3080(5)
HW3152(5)
HW3159(5)
HW3165(5)
SCM1019(5)
SCM1028(5)

16
10
53
10
10
10
62
10
10
22
20
21
12
hLg

11
16
31
15
17
14
17
16
17
17
16
16
16
16
16
16
18
31

599

13
16
10
10
10
10

81,3
100,0
87,0
100,0
100,0
100,0
33,9
100,0
100,0
86,0
80,0
95,0
100,0
82,0
100,0
91,0
94,0
87,0
80,0
53,0
150
65,0
75,0
82,0
100,0
44,0
90,0
90,0
69,0
95,0
90,0
78,0
71,0

84,2

(33,9-100,0)

92,0
94,0
100,0
100,0
80,0
100,0
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37

6-14
5=-32
8-51
6-41
7=35
6-38
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35 e 38
15
18
20
20
20
19
24
12
17
18

18 e 24
18
23
23
24
23
23
23
25
14
16
20
14
19
32

10 e 19

18 e 27
35 e 15
55
80
80
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Germinagao
%
(limites)

Namero
Placas

Nimero

Dias

SCM1037(5)
HW3082(5)
SCM1031(5)
HW3162(5)
HW3154(5)
SCM1026(5)
SCM1021(5)
HW3088(5)
SCM1023(5)
HW3156(5)
HW3086(5)
SCM1034(5)
SCM1017(5)
SCM1032(5)
HW3163(5)
HW3078(5)
SCM1029(5)
HW3160(5)
HW3081(5)
HW3158(5)
HW3087(5)
HW3083(5)
HW3164 (5)
HW3089 (5)

Totais
Pop.5

Totais H.

11
29
20
20
17
i1
21
26
14
31
13
11
12
14
14
13
16
13
15
16
16
16
11
12

441

euclaston 1628

91,0
79,0
70,0
95,0
76,0
82,0
33,0
88,0
50,0
91,0
100,0
100,0
42,0
100,0
100,0
100,0
69,0
77,0
80,0
90,0
95,0
90,0
91,0
58,0

83,8

(33,0-100,0)
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principalmente, o nimero de dias em que as sementes semeadas
foram acompanhadas variou consideravelmente de planta para
planta, ndo podemos ter certeza de ter obtido o limite
maximo de dias para germinagdo de todas as linhagens. Esses
valores sdao informados na Tabela III Também para esse
parametro ontogenético, as trés populagdes mostraram valores
muito similares. A populagdo 8 & a que, em média, germinou
mais rapido (x = 8,5 dias), com variagdes médias entre as
linhagens de 5,9 a 14,8; a populacdo 6 apresentou uma média
intermediaria de 9,6 dias para germinar, com limites também
intermediarios de 6,3 a 15,3 dias, enquanto a populagdo 5
apresentou uma velocidade de germinagdo um pouco mais lenta
(x = 12,3 dias), variando de 5,8 a 29,1 entre as médias das
linhagens.

Em resumo, o que se verificou é uma taxa de
germinagdo bastante alta para a espécie e um tempo curto
necessario para o inicio da mesma. Também se pode salientar
a quase inexisténcia de sementes contaminadas por fungos,
quando as mesmas eram tratadas com liquido de Dakin por 40
minutos, o que certamente contribuiu para essa alta taxa de

germinacgédo.
3.2 Modo de reprodugao

Foram realizados testes de progénie pela analise
dos padrdes isoenzimadticos de plantulas-irmds para os quatro
sistemas enzimdticos. ©No total foram analisados 142

individuos F; pertencentes a 37 linhagens das trés
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populagdes, com os quais foram realizados 46 testes de
progénie, sendo dois para MDH, cinco para GOT, 19 para SOD e
20 para EST. As 1linhagens analisadas nesses testes de
progénie estdo listadas na Tabela II do Material e Métodos.
Nido foi observado nenhum tipo de segregagdo alélica para
locos estruturais, nem mesmo para padrdes raros entre
individuos-irmdaos. Nas Figuras 4 e 7 (ver adiante) séo
mostrados dois géis, nos quais sdo analisadas plantulas-
irmd3s de duas diferentes linhagens e onde pode-se comprovar
a total uniformidade dos padrdes isoenzimaticos das mesmas.
Também ndo foi observado em nenhuma linhagem um padrdo que
pudesse corresponder a um heterozigoto. Estes resultados
sugerem um sistema de reprodugdao predominantemente por
autofecundagcdao e uma taxa de fecundagao cruzada, se

existente, muito pequena.

3.3 Criteérios utilizados na determinagdo do

controle genético

O melhor procedimento para a determinagdo dos
locos que controlam as isoenzimas de um sistema enzimatico é
a analise da segregagdo das bandas em descendentes de
cruzamentos controlados. Como ainda ndo foi possivel fazer
esses cruzamentos em H. euclaston devido ao pequeno tamanho
das flores que necessitam ser manipuladas sob lupa, foram
utilizados determinados critérios na analise dos padrdes
obtidos a fim de determinar o controle genético das

isoenzimas analisadas:
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1 - Identificagdo das bandas

Todas as bandas detectadas foram identificadas por
sua migrag¢do relativa (MR), sendo considerada idénticas as
bandas que apresentaram a mesma MR em todas as condigdes de
migragédo. As MR foram determinadas através de comparagdes

com o controle (H. vulgare, cultivar MN 599).
2 - Bandas principais e secundéarias

Foram observadas bandas de ocorréncia simulténea,
relacionadas em distdncia de migragdo e intensidade. As
bandas secunddrias foram definidas como '"dependentes" da
banda principal tanto quanto & presengca como gquanto a
intensidade, além de apresentarem diferengas de migragéo
constantes entre a banda principal e outras possiveis
secundarias, diferengas estas que se mantém constantes em
cada condigdo de migragdo. Na ocorréncia de aloenzimas
diferentes, as bandas secundarias "acompanham" a migragdo da

banda principal.
3 - Provaveis locos e alelos

- Foram definidas como possiveis aloenzimas as
bandas que ndo foram encontradas juntas na mesma linhagen,
visto que os individuos desta espécie possuem, via de regra,
seus locos em homozigose. Testes de progénie foram
utilizados para confirmar a homozigose dos locos estudados.

Conseqlientemente, diferentes bandas principais que nunca
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ocorreram juntas num mesmo individuo s&do representadas como

alelos distintos em homozigose.

- Sempre que duas bandas ocorreram juntas no mesmo
tecido, em poucas linhagens, sugerindo a ocorréncia de
heterozigose para um determinado 1loco, foram realizados

testes de progénies, a fim de analisar essa possibilidade.

- Bandas de tecidos diferentes com a mesma MR
foram consideradas como produtos do mesmo loco, excetuando-
sSe O0sS Ccasos em gue Se comprove dJue as mesmas sejam
governadas por sistemas de regulagdo diferentes ou que seja
detectado um outro alelo (de MR diferente) em apenas um dos

tecidos.

- Excluindo os casos de modificagdes pds-sintese
em enzimas de um determinado tecido, todas as bandas de
tecidos diferentes com MR distintos ndo foram consideradas
como aloenzimas. Todas as bandas ndo classificadas como
aloenzimas foram consideradas controladas por locos

independentes.
3.4 MDH (EC 1:.1:.1.37)

Para o sistema das malato desidrogenases (MDH) foi
detectado um total de 7 bandas anddicas. Na Figura 2 estéo
representados os padrdes isoenzimaticos (PI) encontrados em
cada uma das trés populagdes analisadas de Hordeum

euclaston. Abaixo de cada padrdo é indicado, por populacgio,
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Figura‘Z: Padr6e§ isoenzimaticos de malato desidrogenase dos coledptilos e raizes das linhagens
das tres populagoes de H.euclaston. Abaixo de cada padrao (PI) é indicado, por populagao, o nu-
mero de individuos que o apresentaram. A esquerda é dada a migragao relativa de cada banda nas

duas condigOes de migragao em que a analise foi feita. A direita, o provavel controle genético
e as bandas secundarias li-

alélica em cada populagao e

das isoenzimas com os alelos de cada loco ligados por linhas cheias
gadas a principal por linhas tracejadas. Também & dada a freqliéncia
o padrao do controle (CN: cultivar MN 599 de H.vulgare).
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TABELA IV: Listagem das linhagens analisadas pelo padrao
isoenzimatico (PI) apresentado no sistema MDH.

PI1 PI1 PI1 PI2
HW3246(8) SCM1055 (6) HW3080(5) HW3121(8)
HW3256 (8) HW3171(6) HW3165(5) HW3136(8)

SCM1122 (8) HW3256 (6) HW3159 (5) HW3134 (8)
HW3258 (8) HW3095 (6) HW3152 (5) SCM1048 (6)

HW3298(8) HW3190(6) SCM1019 (5)
SCM1113(8) HW3101(6) SCM1028 (5)
HW3128(8) HW3105 (6) SCM1037(5)
EKS3H(8) SCM1038 (6) HW3082 (5)
SCM1107 (8) SCM1043(6) SCM1031(5)
SCM1125(8) HW3104 (6) HW3162 (5)
EKS3B(8) HW3188 (6) HW3154 (5)
HW3253(8) SCM1053 (6) SCM1026(5)
HW3240(8) HW3171(6) SCM1021(5)
HW3130(8) HW3193 (6) HW3088 (5)
SCM1119 (8) HW3182 (6) SCM1023 (5)
HW3259 (8) SCM1050(6) HW3156 (5)
HW3132(8) SCM1045 (6) HW3086 (5)
SCM1104 (8) HW3177(6) SCM1034 (5)
HW3244 (8) HW3099 (6) SCM1017 (5)
HW3133(8) SCM1040(6) SCM1032(5)
HW3139(8) HW3183 (6) HW3163 (5)
SCM1115(8) HW3173 (6) HW3078 (5)
SCM1111(8) HW3175(6) SCM1029 (5)
HW3249 (8) SCM1057 (6) HW3160 (5)
SCM1105 (8) SCM1042(6) HW3081(5)
SCM1126(8) HW3102 (6) HW3158 (5)
HW3297(8) SCM1052 (6) HW3087 (5)
HW3282(8) HW3191(6) HW3083 (5)
HW3258 (8) HW3176(6) HW3164 (5)

SCM1112 (8) HW3179 (6) HW3089 (5)

HW3172 (6)
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o nidmero de 1individuos que o apresentaram. Informa-se,
também, a migracdo relativa de cada banda nas duas condigdes
de migragdo em que a anadlise foi realizada. Na Tabela IV

estdo listadas as linhagens pelo PI apresentado na Figura 2.

A andlise do comportamento das bandas nas plantas
estudadas permitiu a determinagdo de 4 bandas principais e 3
possiveis secundarias (ver determinagdo das principais e
secundarias), as quais possivelmente representam 3 locos
distintos para o sistema de MDH em H. euclaston. Esses locos
com seus alelos, ligados por 1linhas cheias, e as bandas
secundarias, ligadas a principal por linhas tracejadas, sao
indicadas na Figura 2. E indicado, também, a freqgiiéncia de

cada alelo nas diferentes populagdes.

Ndao foi detectada variag¢do no padrdao de bandas
entre os tecidos analisados (coledéptilo e raiz) de um mesmo
individuo, conforme é& mostrado na Figura 3. Entretanto, a
raiz sempre apresentou o padrdao total de bandas menos
intenso que o padrd@o do colebdptilo. Em testes iniciais néao
detectou-se atividade de MDH no endosperma. Por este motivo
este tecido ndo foi incluido nas andlises eletroforéticas

subseqiientes.

O loco MDH1l, o qual controla a banda mais anédica,
mostrou-se monomérfico, com um padrao de bandas idéntico ao
do controle (cultivar MN599 de H. vulgare). Além da banda

principal (MR6%=1,00), ha uma provavel banda secundaria de



39

—MDH

L.
zz
oo
X

Figura 3: Padroes isoenzimaticos das malato desidrogenases (MDH) dos
coledptilos (c) e raizes (r) de sete linhagens. As linhagens utiliza
das, listadas da esquerda para a direita, sao: HW3164(5), HW3134(8),
HW3089(5), HW3258(8), HW3179(6), SCM1112(8) e HW3172(6). A direita &
indicado o provavel controle genético das bandas. Aplicag¢des contro-
le (Cn): coledptilos da cultivar MN599 de H.vulgare. Conéentragao do
gel: 6%.
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migragdo um pouco mais lenta (MR6%=0,93). Concluiu-se tratar
de uma banda secundaria pelo fato de sua presenga e
intensidade ser sempre relativa a intensidade da banda de
MR6%=1,00, Qque, por sua vez, apresentou-se sempre mais

forte.

O loco MDH2 é& polimérfico, com dois alelos
presentes. O MDH2 2 (MR6%=0,71) é& o mais freqliente nas trés
populagdes, ocorrendo com freqliéncias de 100%, 97% e 91% nas
populagdes 5, 6 e 8, respectivamente. Este alelo néo
apresenta bandas secundarias. O alelo MDH21 & bem mais raro,
tendo sido detectado nas populagdes 6 e 8 com freqiiéncias de
3% e 9%, respectivamente. O padrdo do alelo MDH21 & idéntico
ao apresentado pelo controle, com a presenga de uma banda
principal (MR6%=0,73) com duas provaveis secundarias, uma

mais andédica (MR6%=0,79) e uma mais lenta (MR6%=0,68).

A possibilidade dos individuos com o padréao
isoenzimatico de 3 bandas para o loco MDH2 corresponder ao
padrdo de heterozigotos para uma enzima dimérica, foi
analisada por um teste de progénie. O resultado deste teste
é mostrado na Figura 4, onde pode se verificar que todos os
individuos-irmaos descendentes da planta HW3121(8)
apresentaram o mesmo padrdo, eliminando a possibilidade de

tratar-se de um heterozigoto.
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MDH2' —

Figura 4: Padroes isoenzimaticos das malato desidrogenases (MDH) dos
coledptilos (c) e raizes (r) de oito individuos da linhagem HW3121(8).
Um dos individuos nao apresentou raizes suficientemente desenvolvi-
das para a anallse. A esquerda é indicada a p051gao da banda princi
pal do alelo MDH21, presente em todas as aplicagoes. Aplicagoes con
trole (Cn): coleoptllos de plantulas da cultivar MN599 de H.vulgare.
Concentragao do gel: 7%.
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O terceiro 1loco, MDH3, determina uma banda de
atividade muito fraca, aparentemente homdéloga a banda do
controle. Essa banda foi detectada em poucos géis, no
coledptilo de individuos das trés populagdes, tendo um dos
individuos apresentado a banda também na raiz, mas com pouca
intensidade. No controle essa banda aparece mais

freqglientemente.

Na Figura 3 pode-se visualizar os dois alelos
detectados no loco MDH2, bem como os dois outros locos

monomdérficos.

Em nenhum dos individuos analisados foi encontrado
qualquer indicio de que algum dos padrdes isoenzimaticos

descritos corresponda a um heterozigoto.
3.560T (EC 2.6.1.1)

Para o sistema das glutamato oxalacetato
transaminases (GOT) foram detectados um total de 8 bandas
anbédicas. Na Figura 5 estéo represéntados os padrodes
isoenzimaticos (PI) encontrados em cada uma das trés
populagdes analisadas de Hordeum euclaston. Abaixo de cada
padrdao é& indicado, por populagdo, o namero de individuos que
o apresentaram. Informa-se, também, a migragdo relativa (MR)
de cada banda. Na Tabela V estdo listadas as linhagens pelo

PI apresentado na Figura 5.
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Figura 5: Padroes isoenzimaticos (PI) das glutamato oxalacetato transaminases (GOT) dos coledp-
tilos e raizes das linhagens das trés populagbes de Hordeum euclaston. Abaixo de cada padrao &
indicado, por populacao, o numero de individuos que o apresentaram. E dada a migracao relativa
(MR) de cada banda e a fregqliéncia alélica detectada em cada populagao. E apresentado o pro-
vavel controle genético das bandas mais frequentes, com indicagao dos locos e seus respectivos
alelos. *= bandas que parecem ser resultados da ativagao de outros locos nao comuns nesse esta-
dio do desenvolvimento (ver texto). Também & representado o padrao do controle (CN): coledpti-
los da cultivar MN599 de H.vulgare.
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Tabela V: Listagem des linhagens analisadas pelo padrao isoenzimdtico (PI) apresentado no sistema

GOT.
P11 PI2 P13 P14 P15 P16 P17 P18
SCM1034(5) HW3080(5) HW3173(6)  SCM1042(6) HW3165(5)  SCM1037(5) HW3159(5)  HW3121(8)
SCM1017(5) SCM1023(5) HW3082(5) HW3152(5)
SCM1029(5) HW3086(5)  SCM1031(5)  SCM1019(5)
HW3160(5) HW3087(5) HW3162(5)  SCM1028(5)
HW3081(5) HW3190(6) HW3154(5)  SCM1026(5)
HW3158(5) SCM1038(6) HW3164(5)  SCM1021(5)
HW3089(5) SCM1043(6) HW3101(6) HW3088(5)
HW3104(6) SCM1045(6)  SCM1053(6) HW3156(5)
HW3188(6) HW3177(6) HW3171(6)  SCM1032(5)
SCM1040(6) HW3238(8) HW3193(6) HW3163(5)
HW3083(6) HW3298(8) HW3182(6) HW3078(5)
SCM1051(6) HW3128(8)  SCM1050(6) HW3083(5)
HW3102(6) HW3244(8)  SCM1048(6)  SCM1055(6)
SCM1052(6) HW3136(8) HW3171(6)
HW3191(6) SCM1107(8) HW3180(6)
HW3176(6) SCM1125(8) HW3095(6)
HW3179(6) EKS3H(8) HW3105(6)
HW3172(6) SCM1119(8) HW3099(6)
SCM1104(8) HW3132(8) HW3175(6)
SCM1115(8) HW3246(8)
SCM1111(8) HW3256(8)
HW3249(8) SCM1122(8)
HW3134(8) SCM1113(8)
HW3258(8) EKS3B(8)
SCM1112(8) HW3253(8)
SCM1105(8) HW3240(8)
SCM1126(8) HW3130(8)
HW3297(8) HW3259(8)
HW3282(8) HW3133(8)

HW3139(8)
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Com a analise dos padrdes de bandas apresentados
pelos individuos estudados pode-se identificar pelo menos 7
bandas, aparentemente, principais. A banda de MR7%=1,15
talvez represente uma secunddria da banda de MR7%=1,07. Ao
que tudo indica existem pelo menos 4 locos estruturais
envolvidos nos padrdes isoenzimdticos de GOT. Esses locos e
seus alelos, representados por linhas cheias, sdo indicados
na Figura 5. Somente sdo indicadas as bandas cujo controle
genético & claro. E também mostrada a freqiiéncia de cada

alelo nas diferentes populacgodes.

Ndo foi observada variagdo tissular qualitaéiva
nos padrdes de Dbandas dos dois tecidos analisados,
entretanto a raiz normalmente apresenta o padrdo inteiro um
pouco mais fraco que o coledptilo, conforme pode ser visto
na Figura 6. Além disso, a intensidade relativa das bandas
dos locos GOT3 e GOT4 parece diferir entre os dois tecidos.
Na maioria dos individuos a banda do loco GOT3 aparece mais
intensa no coledéptilo do que a de GOT4, que por sua vez
aparece mais intensa ou com a mesma intensidade que a banda

de GOT3 na raiz (ver Figura 6).

Em testes iniciais ndo foi detectada atividade de
GOT no endosperma. Por este motivo este tecido nao foi

incluido nas andlises eletroforéticas subseqiientes.

Todas as isoenzimas de GOT perdem atividade com

estocagem a - 16°C. Excetuando-se as isoenzimas de GOT3 e
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Figura 6: PadrOes isoenzimaticos das glutamato oxalacetato transami-
nases (GOT) dos coledptilos (c) e raizes (r) de sete linhagens. As
linhagens utilizadas, listadas da esquerda para a direita, sao: SCM
1048(6), SCM1034(5), SCM1040(6), SCM1017(5), HW3183(6), HW3088(5) e
HW3173(6) . A esquerda & indicado o provavel controle genético das
bandas mais freqllentes. Aplicagoes controle (Cn): coledptilos da cul

tivar MN599 de H.vulgare. Concentragao do gel: 7%.
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GOT4, que resistem a estocagem por mais de uma semana,
todasas outras perdem a atividade em poucos dias. Por este
motivo ndo foi possivel obter o padrao completo de todos os
individuos, pois o desenvolvimento das ©pléantulas das
diferentes linhagens poucas vezes foi concomitante,

impedindo a andlise de todas as plantulas sem estocagem.

0 loco GOT4, o qual é representado pela banda mais
lenta do padrdao (MR7%=0,79) aparentemente nao apresentou
nenhum tipo de variacdo. Entretanto, dois individuos
(HW3082(5) e HW3121(8)), os quais possuliam o padrdo inteiro
mais fraco, ndo apresentaram a banda. A fim de verificar a
hipétese destes dois individuos apresentarem um alelo nulo
para o loco GOT4 foi realizado um teste de progénie da
linhagem HW3082(5), o qual demonstrou gque esta linhagem
possui o alelo comum em homozigose, pois todos os individuos
(submetidos por um tempo menor a estocagem) apresentaram a
banda. O mesmo ndo foi realizado para a linhagem HW3121(8)
devido a falta de sementes, mas, considerando-se dque Os
padrdes dos dois individuos que ndo apresentaram a banda de
MR7%=0,79 eram praticamente idénticos, consideramos que ela
possua o mesmo gendtipo da linhagem HW3082(5). Entretanto
ndo pode ser excluido a possibilidade da linhagem HW3121(8)

possuir um alelo nulo (em homozigose) para o loco GOT4.

O loco GOT1 foi também bastante constante.
Entretanto o individuo analisado da linhagem HW3080(5) (ver

PI2 da Figura 5) ndo apresentou a banda de GOT1 (MR7%=1,47),
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apesar desta ser uma banda de intensidade relativamente
forte e mais resistente a estocagem que a de GOT2, sugerindo
a ocorréncia de um alelo nulo neste individuo ou de

diferengas regulatérias.

O loco GOT2, ao contrario dos anteriores, é
polimérfico na populagdo 6. Teste de progénie da linhagem
SCM1042(6) (ver Figura 7), onde foram analisados os
coledptilos de oito individuos ndao submetidos a estocagen,
comprovou que essa linhagem possui um alelo raro em
homozigose (PI4 da Figura 5), cuja banda (MR7%=1,32) possui
uma velocidade de migragdo um pouco mais lenta que a banda
do alelo comum (MR7%=1,33). Neste teste foram analisados
coledptilos cujos comprimentos variaram entre 0,4 cm e 3,0
cm, eliminando a possibilidade de tratar-se de uma variagéo
ontogenética. Como controle foi wutilizada a 1linhagem
HW3175(6) (também H. euclaston) cujos individuos, também ndo

submetidos a estocagem, apresentaram a banda do alelo comum.

Além disso, os individuos das linhagens HW3080(5)
(PI2 da Figura 5) e HW3173(6) (PI3 da Figura 5) apresentaram
um padrao diferente dos demais, com duas bandas (bandas
marcadas com um * na Figura 5 e presentes na Figura 7), uma
mais lenta (MR7%=1,24) e outra mais rapida (MR7%=1,36) que a
banda comum (ver Figura 6). A migragdo relativa (MR) da
banda rapida & idéntica a de uma banda presente no controle
(H. vulgare, cultivar MN599), enquanto que a mais lenta

difere um pouco (MR7%=1,24) de outra banda do controle
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Figura 7: Padroes isoenzimaticos das glutamato oxalacetato transami-

nases (GOT) dos coledptilos (c) de individuos pertencentes a linha-

gem SCM1042(6). O comprimento do coledptilo das plantulas utilizadas
variou entre 0,4cm e 3cm e a idade entre dois e sete dias apds a ger
minagao. A direita & indicado o provavel controle genético das ban-
das mais freqllentes. Aplicagoes controle (Cn): coledptilos de indivi

duos da linhagem HW3175(6) de H.euclaston. Concentracao do gel: 7%.
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(MR7%=1,22). Testes de progénie com varios individuos
decada uma dessas linhagens ndo foram possiveis devido ao
pequeno nimero de sementes disponiveis e a perda de
atividade com a estocagem dos individuos. Entretanto, uma
segunda pléantula da 1linhagem HW3173(6) mostrou um padrao
idéntico ao comum, sem apresentar, portanto, nenhuma das
duas bandas de sua plantula-irmd. Essa variag¢do ndo pode ser
explicada por segregag¢do mendeliana classica, pois para isso
teriamos que supor varios eventos de fecundacdo cruzada, e
conforme os resultados obtidos indicam essa espécie se
reproduz por autofecundagdo e é altamente homozigota. Também
nao se trata de mudancas regulatdérias ontogenéticas, pois os
individuos que apresentaram o padrdo com as duas bandas nao
comuns estdo dentro da mesma faixa de tamanho e de idade das
demais plantulas analisadas, inclusive coincidindo em idade
e tamanho com outras. Talvez essa alteracao do padréao
corresponda a ativacdo e desativagdo de locos promovida por
elementos de transposigdo. Contudo, uma avaliagdo mais
precisa da magnitude desta variagdo somente seria possivel
com um maior numero de testes de progénie com individuos né&o
submetidos a estocagem. Além disso, a ocorréncia da banda de
MR7%=1,36, presente em H. vulgare, também em H. euclaston
parece mostrar que os genomas das duas espécies, devido a
diferengas regulatéria§, podem  possuir um grau de
similaridade maior do que o ©observado por simples
comparagdes dos padrdes isoenzimaticos nesse estadio do

desenvolvimento.
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A banda principal do loco GOT3 (MR7%=1,07) nao
apresentou nenhuma variagdo aparente, estando presente emn
todos os individuos analisados. Entretanto ha uma davida se
a banda mais prdéxima (MR7%=1,15) & uma secundaria de GOT3 ou
se representa um loco independente (ver Figura 5). Em um
teste de progénie da linhagem SCM1042(6) (ver Figura 7), ja
mencionado, constatou-se que todos os individuos, nao
submetidos a estocagen, nao apresentaram a banda de
MR7%=1,15, apesar de terem a banda de MR7%=1,07 muito
intensa. Conseqlientemente chega-se a conclusdo de que ha
variagdo nesta banda. Uma possivel explicagdo para esta
variagdo, considerando-se que a banda represente uma
secundaria, seria a presenga de um alelo raro em GOT3, cuja
diferenqa‘estrutural de sua proteina, em relagdo a proteina
do alelo comum, resulta em uma banda com a mesma velocidade
de migracdao, sem, no entanto, apresentar a banda secundéaria.
Também pode-se supor que haja polimorfismo em um 1loco
modificador, responsavel pela sintese da substédncia que
altera a enzima primdria. Deve-se ressaltar que, caso a
banda de MR7%=1,15 realmente corresponda a uma secundaria de
GOT3, a modificagdo pdés-sintese nao deve ocorrer "in vitro",
durante a estocagem, pois enquanto a banda de MR7%=1,07 é a
mais resistente a estocagem, a sua possivel secundaria é a
mais sensivel de todas. Pode-se assim supor uma modificacgéo

in-vivoN,
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Uma outra explicagdo para a variag¢do na banda de
MR7%=1,15, agora considerando que ela represente um loco

independente de GOT3, seria a presenga de um alelo nulo na

linhagem SCM1042(6). E também possivel que esta variagao
seja decorrente de diferencgas regulatérias nao-
ontogenéticas.

Nenhuma das hipobteses pode ser descartada,
necessitando-se de maiores informag¢des para uma conclusdo

clara a respeito das mesmas.

Comparando-se as freqliiéncias dos padroes
isoenzimaticos das populagdes (Figura 5) nota-se que todas
as variag¢des apresentadas em GOT restringem-se as populacgdes
5 e 6, tendo a populagdo 8 mantido o mesmo padrdo em todas

as pléhtulas submetidas a analise.

Nos testes de progénie e individuos analisados de
todas as 1linhagens ndo foi encontrado qualquer indicio de

que algum dos padroes descritos corresponda a um

heterozigoto para locos estruturais.

Além dos padrdes de bandas ja mencionados, os géis
corados para GOT apresentaram, nos coledptilos de quase
todos os individuos, bandas amareladas bem lentas que,

aparentemente, ndo constituem isoenzimas de GOT (ver Figuras

6 e 7).
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3.6 EST (EC 3.1.1.1)

Para o sistema das esterases (EST) foram
detectadas um total de 38 bandas, sendo 9 com atividade
beta-esterasica (utilizam beta-naftilfosfato como
substrato), 27 bandas com atividade alfa-esterasica
(utilizam alfa-naftilfosfato como substrato) e 2 bandas com
ambas as atividades. As bandas com atividade beta coram em
um tom avermelhado enquanto que as bandas com atividade alfa
coram acinzentado. As bandas com ambas as atividades possuem

uma mistura das duas tonalidades (ver Figuras 9, 10 e 11).

Na Figura 8 estdo representadas os padroes
isoenzimaticos de todos os individuos analisados separados
por populagdo. Sdo também indicadas a migragdo relativa (MR)

das bandas, os alelos e locos e a freqgiiéncia alélila.

Algumas das bandas indicadas foram observadas no
limiar de detecgdo, ndo aparecendo em todos os individuos
analisados. Algumas outras aparecem com mais freqiiéncia
quando a coloragdo se apresenta mais intensa, sugerindo que
a técnica de coloragdo pode ter subestimado a presenga ou
intensidade destas bandas em determinados géis. Uma série de
outras bandas ndo foram consideradas pois, aiém de serem
muito fracas, apareceram em poucos géis e/ou apresentaram-se
muito difusas. Uma andlise satisfatdéria dessas bandas
somente seria possivel com alterag¢des nas condigcdes de

migragdo e na técnica de coloracgao.
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Entre as bandas cujo controle genético & claro fo-
ram determinados onze locos, com 13 bandas principais e 9
bandas secundarias. Dois destes locos sdo polimdérficos e ha
nitidas diferengas entre os padrdes dos trés tecidos ana-

lisados (coledbptilo, raiz e endosperma; ver Figuras 9 e 10).

Todas as bandas estudadas sdo andédicas. Entretanto
foi detectada uma banda catédica nos endospermas de alguns

géis que, por aparecer eventualmente e muito difusa nado foi

considerada.

As bandas mais anbédicas (MR8%=1,38 e MR8%=1,24)
possuem atividade alfa-esterasica e somente sdo observadas
nos géis a 8%. A banda de MR8%=1,24 sobrepde-se a alfa-beta
em 6%, havendo divida se a banda de MR8%=1,38 aparece muito
difusa ou também se sobrepde. Como estas duas bandas foram
detectadas em poucos individuos, ndo foi estudado o seu
controle genético. Entretanto o individuo HW3297(8) (ver
Figura 8) mostra uma alteragdo no padrdo que provavelmente
represente um polimorfismo, pois a banda de MR8%=1,38 &

substituida por uma de MR8%=1,29.

A banda com atividade alfa-beta de MR6%=1,13,
restrita ao coledptilo e raiz, aparentemente & derivada da
sobreposigdo de enzimas com atividade alfa e beta. Como ja
foi mencionado, os géis a 8% revelam duas bandas alfa
(MR8%=1,24 e MR8%=1,38) que ndo estdo presentes nos géis a

6%. Conseqlientemente pode-se concluir que h& mais de uma
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enzima com atividade alfa presente na banda alfa-beta nos
géis a 6%. Como alguns individuos (HW3160(5), por exemplo;
ver Figura 8) apresentam uma banda alfa de MR6%=1,13 no
endosperma, e outras (SCM1032(5) e HW3163(5)) uma banda beta
de mesmo MR, pode-se supor que a banda alfa-beta detectada
no géis a 8% continua sendo uma sobreposicdo de pelo menos
duas enzimas de atividades diferentes. Ndo havendo nenhuma
evidéncia em contrario supde-se que haja somente uma enzima
com atividade beta. O 1loco da enzima beta foi denominado
EST1 (ver Figura 8), ndo tendo sido detectado nenhum tipo de
polimorfismo estrutural. Entretanto, como j& citado, os
individuos SCM1032(5) e HW3163(5) apresentaram EST1 ativo
também no endosperma, representado por bandas beta pouco
intensas (ver Figura 8). Além disso, individuos de trés

linhagens nao apresentaram a banda alfa-beta (MR6%=1,13) na

raiz (ver Figura 8: HW3182(6), HW3159(5) e HW3132(8)). A
raiz do individuo da 1linhagem HW3159(5), inclusive, néao
apresentou qualquer tipo de atividade esteréasica,

provavelmente por problemas de estocagem ou manuseio, apesar
de ter, aparentemente, sofrido um tratamento idéntico ao das
raizes das outras pléantulas. Alguns individuos apresentaram
uma banda alfa pouco intensa no endosperma também com
MR6%=1,13 (ver Figura 8: HW3160(5), por exemplo), que deve

ser produto de outro loco ndo analisado.

Os locos EST2 e EST3 sao representados por bandas

beta cujos MR6% sdo respectivamente 1,1 e 1,05 e reunem-se
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em uma Unica banda de MR8%=1,03 nos géis a 8%. Estas bandas
sdo restritas ao coledptilo e ndo aparecem nos individuos de
todas as linhagens. As bandas sempre aparecem juntas, sendo
a udnica exce¢dao o individuo da linhagem HW3132(8) (ver
Figura 8) que somente apresentou a banda de EST2 muito
fraca. A intensidade das duas bandas normalmente & similar,
podendo, em alguns individuos, a banda de EST2 aparecer mais
intensa. Foi feito um estudo ontogenético e um teste de
progénie com a linhagem HW3171(6), a qual possui EST2 e EST3
ativos. No teste de progénie todos os individuos-irmaos
apresentaram o mesmo padrdao, com as duas bandas de EST2 e
EST3 (com exceg¢do de uma Gnica planta que estava com fungos
e que mostrou um padrdo diferente, sem essas duas bandas
beta e outras alterag¢des nas bandas dos locos EST9 e EST10),
indicando nédo tratar-se de individuos heterozigotos para um
mesmo loco estrutural. No estudo ontogenético, onde foram
utilizados individuos cujos comprimentos dos coledptilos
variaram entre 0,85 cm e 2,35 cm, nao foram observadas
diferengas entre os mesmos. Este resultado permite concluir
que as diferencas de presenga e auséncia de bandas entre
linhagens distintas nao sdo devidas a diferengas
ontogenéticas