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RESUMO

A caracterizagdo de germoplasma ¢€é fundamental para o
desenvolvimento de trabalhos de melhoramento genético. A analise
eletroforética de isoenzimas € uma maneira eficiente e informativa de estimar a
variabilidade genética. No presente trabalho foram avaliados os padrbes de
bandas de quatro sistemas isoenzimaticos, fosfoglicoisomerase (PGl), esterase
(EST), malato desidrogenase (MDH) e superdxido dismutase (SOD), para 36
acessos de oito espécies do género Trifolium ocorrentes no Rio Grande do Sul:
T. incarnatum, T. polymorphum, T. pratense, T. repens, T. resupinatum, T.
riograndense, T. subterraneum e T. vesiculosum. A variabilidade observada em
acessos e espécies foi avaliada através do calculo de indices de similaridade,
levando-se em conta a presenga ou auséncia de bandas. Foi utilizado o
método de agrupamentos pela média (UPGMA) e os fenogramas foram
constituidos com o auxilio do programa computacional NTSYS-PC. A
similaridade entre espécies foi baixa (J < 0.351). Na analise de fenograma
foram detectados oito grupos, que correspondem as espécies taxondmicas. A
maioria dos acessos de uma mesma especie permaneceu reunido para J >
0.50, com excegao de T. riograndense, T. repens e T. pratense. Estas trés
espécies apresentaram a menor similaridade entre seus acessos, refletindo
elevada variabilidade intra-especifica. Foram identificadas algumas bandas
acesso-especificas. Os agrupamentos formados concordaram com o proposto
pela taxbnomia tradicional, ao nivel de espécie. Os dados reforcam a utilidade
e importancia do uso de marcadores bioquimicos, principalmente quando sao
testados diversos sistemas, para a taxonomia e caracterizagdao de
germoplasma no género Trifolium.

'Dissertacao de Mestrado em Zootecnia - Plantas Forrageiras, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre, RS,
Brasil (182p.) Maio, 2001.
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ABSTRACT

Germplasm characterization is the first and essential step for plant
breeding programmes. Isozyme analisys is an efficient and informative method
to estimate genetic variability. In the present work isozyme patterns for PGI
(phosphoglucoisomerase), MDH (malate dehydrogenase), EST (esterase) and
SOD (superoxide dismutase) were evaluated in 36 accessions of eight Trifolium
species, namely T. incarnatum, T. polymorphum, T. pratense, T. repens, T.
resupinatum, T. riograndense, T. subterraneum and T. vesiculosum. Similarity
between species and accessions was estimated by Jaccard’s similarity index
based on presence or absence of bands. The UPGMA method was utilized for
the groupings and dendrogram construction with the aid of the NTSYS-PC
program. Interspecific similarity was low (J < 0.351). The dendrogram presented
eight groups, each one corresponding to a taxonomic species. Most of the
accessions of the same species grouped together at J > 0.50, except T.
riograndense, T. repens and T. pratense. These three species showed the
lowest similarity between their accessions, reflecting higher intraspecific
variation. Some accession-specific bands were identified. The species
groupings are consistent with traditional taxonomic species delimitation.
Therefore isozyme patterns, especially when several systems are employed,
are useful and reliable biochemical markers for the taxonomy and
characterization of Trifolium germplasm.

! Master of Science in Forage Science, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil (182p.) — May, 2001.
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1. INTRODUGAO

O Estado do Rio Grande do Sul apresentava cerca de 60 % de sua
area ocupada por campos. Praticamente toda a atividade pecuaria gaucha
(carne, leite, 1a, couro e produtos secundarios) fundamenta-se na exploragao
destas formagdes vegetais.

Nas pastagens naturais, a produtividade dos rebanhos esta sujeita
as variagdes sazonais da oferta de forragem. A maior limitagdo na dieta animal
ocorre no inverno, pois as espécies que predominam nos campos hativos
apresentam crescimento primavero-estival e, em consequéncia, baixa
producao de forragem hibernal.

Para elevar a qualidade e produtividade das pastagens tém-se
buscado identificar e/ou desenvolver espécies forrageiras adaptadas as
condigdes climaticas e edaficas do estado.

As leguminosas sdo espécies de interesse forrageiro, que
constituem uma alternativa para o enriquecimento da dieta animal, além de
contribuirem com a manutencdo da capacidade produtiva dos solos,
possibilitando a fixacdo de nitrogénio atmosférico, através da simbiose com

bactérias nitrificadoras do género Rhizobium e Bradyrhizobium.



Entre as leguminosas destacam-se as do género Trifolium L. (trevos)
como importantes forrageiras cultivadas, como Trifolium repens L., Trifolium
pratense L e Trifolium vesiculosum Savi, e trés espécies nativas Trifolium
riograndense Burkart, Trifolium polymorphum Poir e Trifolium argentinense
Speg.

Os trevos apresentam elevado potencial para uso em pastagens,
pois tém: boa qualidade nutritiva; permitem a utilizagdo sob pastejo direto ou
como forragem conservada; podem ser cultivados isolados, consorciados ou
em sobressemeadura em pastagens naturais.

A ampla variabilidade genética presente neste género oferece
extensa fonte de materiais para trabalhos de melhoramento genético,
justificando os esforgcos para a sua caracterizacdo, selecdo, avaliagdo e
reproducao.

Estudos para caracterizacdo de germoplasma podem apresentar
diversas abordagens: morfolégica, anatdbmica, fisioldgica, citoldgica,
agrondmica, ecoldgica, genética, bioquimica, todas fundamentais para o
conhecimento dos materiais e implantacdo de programas de melhoramento
genético.

As isoenzimas, desde sua descoberta ha quase quatro décadas,
vem colaborando para o esclarecimento de muitos aspectos da biologia das
espécies, mostrando-se eficaz para estudos de variabilidade genética, modos
reprodutivos, aspectos filogenéticos, caracterizacao e identificagcdo de materiais

entre outros.



As isoenzimas sao formas moleculares multiplas de enzimas, com
afinidade pelo mesmo substrato ou muito similar. Podem ser utilizadas como
marcadores genéticos, pois, sendo proteinas, sao portadoras da informagao
dos genes ou da transcrigao dessa informacao.

As bandas isoenzimaticas visualizadas nos géis compdem
zimogramas, que fornecem informagdes sobre a constituicdo genotipica dos
individuos e variabilidade das populagoes.

O presente estudo tem como objetivos: contribuir para o
conhecimento de oito espécies do género Trifolium L., Trifolium incarnatum L.,
Trifolium polymorphum Poir., Trifolium pratense L., Trifolium repens L., Trifolium
resupinatum L., Trifolium riograndense Burkart, Trifolium subterraneum L. e
Trifolium vesiculosum Savi, através da caracterizacdo da variabilidade
isoenzimatica presente em quatro sistemas enzimaticos, Fosfoglicoisomerase
(PGI), Esterase (EST), Malato desidrogenase (MDH) e Superdxido dismutase
(SOD) e fornecer subsidios para futuros trabalhos de melhoramento de plantas

forrageiras.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O género Trifolium L.

2.1.1. Caracterizagao do género Trifolium L.

O género Trifolium L. é constituido por aproximadamente 240
espécies e 80 taxa infra-especificos, fazendo parte da familia Leguminosae,
subfamilia Papilionoideae, tribo Trifolieae, (Zohary & Heller, 1984).

Zohary (1972) analisando dados biogeograficos e a distribuicdo das
espécies propde que este género tenha sua origem na regido Mediterrénea,
havendo migrado durante o Terciario do norte da Asia para a América do Norte,
via Estreito de Bering e, posteriormente, da regido Mediterranea para a Africa
via rota Mediterraneo-Afro-Alpina, provavelmente no comeg¢o do Mioceno. Os
trés centros de diversidade do género, propostos pelo autor, sdo o continente
Eurasiano (59 % das espécies), a América do Norte (26 % das spp) e a Africa
(19 % das spp).

Do ponto de vista botanico e levando em conta a distribuicdo
geografica das espécies, Zohary (1972) apresenta o género Trifolium dividido

em oito secdes: Lotoideae (90 spp), Paramesus (duas2 spp), Mistyllus (nove



spp), Vesicaria (sete spp), Chronosemium (21 spp), Trifolium (cerca de 73 spp),
Trichocephalum (oito spp) e Involucrarium (17 spp). A secédo Lotoideae é a
mais primitiva, tem a maior distribuicdo geografica, com espécies nativas nos
continentes Eurasiano, Africano e Americano. A partir desta teriam se
originadas todas as outras sete segbes, com centros de diversidade mais
restritos. As secdes Mistyllus e Trifolium ocorrendo na Eurasia e Africa,
Involucrarium somente na Ameérica, e as demais com todos os representantes
na Eurasia.

A maioria das espécies americanas esta concentrada nos EUA,
principalmente na regidao da Califérnia, na Costa Oeste. Na América do Sul ha
apenas 13 espécies nativas que ocorrem no Peru, Bolivia, Chile, Uruguai,
Argentina e sul do Brasil.

O género Trifolium apresenta ampla distribuicdo geografica podendo
ser encontrado nos dois hemisférios, em diferentes zonas climaticas (sub-
articas, temperadas, subtropicais, tropicais e equatoriais) nos mais variados
habitats, desde a altitude de 4000 m em altas florestas, montanhas rochosas,
florestas abertas, ambientes campestres e costeiros, até ao nivel do mar
(Zohary & Heller, 1984).

No género Trifolium. Encontram-se plantas herbaceas eretas,
procumbentes ou decumbentes, estoloniferas, glabras até altamente
pubescentes, anuais, bienuais e perenes. Apresentam folhas geralmente
alternas e digitado-trifolioladas, raro pinado-trifolioladas ou digitadas, com 5-9
foliolos, na secao Lotoideae, subsecgbdes Lupinaster e Ochreata. Os foliolos

sdo ovados, obovados ou elipticos, as estipulas, soldadas ao peciolo, sdo em



geral inteiras, raro dentadas, lobadas ou laciniadas, na se¢ao Involucrarium e
Paramesus. Apresentam raizes pivotantes, adventicias ou tuberosas. As
especies sao principalmente aldégamas, outras autdbgamas, ndo sendo raras as
que necessitam de “tripped”. Podem ocorrer formas de propagacao vegetativa.
As flores podem ser brancas, amarelas, rosadas até violaceas e vermelhas. O
calice geralmente € simétrico, tubular ou campanulado com cinco ou mais
lobos ou dentes, que originalmente tem a fungdo de proteger os elementos
florais, evoluindo para formas de protecdo do fruto até constituir-se em
acessorio para a dispersao das sementes. A corola papilionacea apresenta
cinco pétalas e nectario, podendo ser caduca ou persistente. As bracteas sao
conspicuas ou inexistentes, em alguns casos podem estar reunidas na base da
inflorescéncia formando um invélucro. As flores originam-se de gemas axilares,
raro basilares, geralmente sao pedunculadas, raro sésseis. Geralmente estao
reunidas em inflorescéncias, que vao de formas mais primitivas, como os
racemos, até formas mais evoluidas do tipo espiga, geralmente apresentam
muitas flores por inflorescéncia, raramente poucas ou flores solitarias. Os
estames sao diadelfos, as anteras uniformes. O ovario é séssil ou estipitado
com um a 12 o6vulos. A flor tipicamente papilionacea esta adaptada para a
polinizagdo por insetos, destacando-se os dos géneros Apis e Bombus e
alguns Lepidopteraea. O fruto vai de um legume tipico com sutura, deiscente e
varias sementes passando por varios estagios de redugao (foliculo) até legume
membranaceo, com uma semente sem sutura (utriculo) e abertura irregular. As
sementes variam de tamanho, cor e formato, geralmente sao ovoides, elipticas

ou oblongo-elipticas, comprimidas lateralmente, usualmente 1-2 sementes e



raro 4-9 por legume, a superficie pode ser lisa, rugosa ou tuberculada (Zohary

& Heller, 1984; Izaguirre, 1995).

2.1.2. Importancia forrageira

Algumas espécies do género Trifolium ocorrem naturalmente em
pastagens, outras sdo cultivadas mundialmente. Vinte e cinco espécies sao
consideradas forrageiras importantes, entre estas se destacam dez, com
especial atencéo para Trifolium repens, T. pratense e T. subterraneum (Zohary
& Heller, 1984).

No Rio Grande do Sul existem trés espécies nativas, T. riograndense
Burkart, T. polymorphum Poir. e T. argentinense Speg., da sec¢ao Lotoideae. As
cultivadas mais utilizadas no Estado sdo T. repens L., T. pratense L. e T.
vesiculosum Savi (Paim, 1995 c. p.). Existem ainda espécies adventicias como
T. dubium Sibth. e T. campestre Schreb.

T. repens destaca-se, entre as cultivadas, por ser amplamente
utilizada e estudada, diversas cultivares ja foram avaliadas quanto a matéria
seca, conteudo de acido cianidrico, digestibilidade, precocidade, nodulagao,
persisténcia, efeito de corte, resposta a nutrientes, florescimento, consorciacao
com gramineas entre outros (Gomes, 1984; Andrade, 1978; Aragdo, 1978;
DallAgnol et al., 1982; Franke, 1987; Domingues, 1989; Moraes et al., 1989;

Moraes, 1991; Eisinger, 1993; Silva, 1993; Paim & Riboldi, 1994).



A partir da selegdo de materiais mais adaptados as condi¢gdes do
Estado foram desenvolvidas as cultivares BR1 Bagé, Guaiba S1, Jacui S2 de
T. repens (Moraes, 1986).

As espécies nativas T. riograndense e T. polymorphum apresentam
potencial forrageiro, tendo sido foco de trabalhos de avaliagdo agrondémica,
aspectos reprodutivos, citogenética, entre outros (Schifino, 1985; Becker et al.,

1987; Souza et al., 1988; Moraes et al., 1989).

2.1.3. Caracterizagao das espécies estudadas

2.1.3.1. Secao LOTOIDEAE Crantz.

2.1.3.1.1. Trifolium repens L.

2n = 28, 32%, 48, 64 (Zohary & Heller, 1984); 2n = 32 (Cleveland, 1985)
Leguminosae; Secéao Lotoideae Crantz; Subsecgéo Lotoidea; Série Lotoidea

Conhecido como trevo-branco, pode ser considerada uma espécie
cosmopolita, tendo em vista que ocorre em todas as regides do mundo que
tenham condigdes climaticas adequadas (temperadas e Umidas). E encontrada
das regides articas da Russia e Canada até as subtropicais da Australia e
América do Sul (Taylor, 1985; Woodfield & Caradus, 1994).

E perene, mas em regides com verdo quente e seco pode
comportar-se como anual, apresenta desenvolvimento vegetativo hibernal. Tem

habito rasteiro apresentando talos estoloniferos e radicantes, prostrados, com

> O niimero cromossdmico citado mais freqiientemente, para cada espécie, vem
sublinhado.



apices ascendentes, com comprimento entre 10-35 (40) cm. As folhas séo
digitado-trifolioladas com peciolos glabros e longos (7-35 cm), os foliolos
obovados a obcordados, de base aguda e apice emarginado a arredondado,
com margem denteada, comprimento de 1,5 (4,5) cm e 1,3 (3,8) cm de largura,
sdo verdes, podendo apresentar na face superior mancha em forma de “V”
branca ou, mais raramente, violacea. As estipulas sdo membranaceas,
amplamente lanceoladas de apice agudo, com até 1,5 cm de comprimento. As
inflorescéncias desenvolvem-se a partir de nés axilares e sao sustentadas por
pedunculos florais, mais robustos que os peciolos. As inflorescéncias sao
solitarias, semiglobosas a globosas do tipo glomérulo a corimbo laxo,
multifloras (20-150 flores), com 1,5-2,5 (3,5) cm de didmetro. As flores
apresentam calice e corola com pétalas brancas a rosadas, sdo pediceladas e
tém bracteas membranaceas, triangulares e muito pequenas. O ovario contém
de 3-7 oOvulos. As flores amadurecem da base em direcdo ao apice e sao
reflexas na maturidade. O florescimento vai do inverno até o inicio do verao,
mas ocorre principalmente na primavera. Apresenta fecundacdo cruzada
obrigatoria, com mecanismos de auto-incompatibilidade. A polinizagao pode ser
realizada por abelhas do género Apis ou por Bombus (FIGURA 1). O fruto € um
foliculo linear-oblongo levemente comprimido entre as sementes, que sao
ovoides a reniformes pequenas, em numero de 3-5 por fruto e coloragado que
varia, com a maturagao, de amarelo, castanho-claro a alaranjado.

O trevo branco é uma forrageira de elevado potencial, apresenta boa
qualidade de forragem, é adequado ao pastejo direto, tem razoavel adaptacgao

edafica e possibilita, quando bem manejado e em condigbes climaticas
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favoraveis, persisténcia nas pastagens através de ressemeadura natural e/ou
multiplicacdo de clones. Existem mais de 250 cultivares e ecotipos de T. repens
(Caradus, 1986 apud Woodfield & Caradus, 1994).

No Rio Grande do Sul cultiva-se T. repens as cultivares Yi, Bayucua
e Zapican. As maiores dificuldades para o estabelecimento de T. repens no
Estado sdo a seca, as temperaturas elevadas e os solos acidos, que
comprometem a sua persisténcia nas pastagens. Com o objetivo de
desenvolver materiais mais adequados as condicbes do Estado foram
selecionadas as cultivares BR1 Bagé pela EMBRAPA - Bagé e Guaiba S1 pelo

DPFA - UFRGS (Moraes, 1986; Paim, 1995, comentario pessoal).

FIGURA 1. Detalhe de inflorescéncias de Trifolium repens, visitado por abelha (Apis
sp) e de Trifolium pratense, nos canteiros demonstrativos do DPFA - UFRGS.
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2.1.3.1.2. Trifolium riograndense Burkart

2n = 16, (Cleveland, 1985); 2n = 16, (Zohary & Heller, 1984)
Leguminosae; Segao Lotoideae Crantz; Subseccéo Platystylium Wilk.

E uma espécie endémica do sul do Brasil, ocorre freqiientemente na
metade norte do Rio Grande do Sul, nos Campos de Cima da Serra, Planalto
Médio, Encostas Superior e Inferior do Nordeste, sendo conhecido como trevo
serrano (Kappel, 1967; Burkart, 1987).

E uma planta perene, rasteira, com talos estoloniferos longos e
radicantes, com até 30-50 cm de comprimento e 0,15 cm de diametro (FIGURA
2a) (Kappel, 1967; Izaguirre, 1995).

As folhas jovens sdo densamente pubescentes, as adultas s6 na
face abaxial, estando inseridas nos nds, que podem ser densamente pilosos.
Os foliolos ndo tém manchas, sdo obcordados com base cuneada, denteados
nas por¢oes laterais e lisos no apice emarginado (1-2 cm de comprimento e 1-
1,5 cm de largura). As estipulas s&o membranosas, lanceoladas, agudas (0,35
cm de comprimento), com pélos longos e ralos, soldadas aos peciolos que tém
até 12 cm de comprimento (Izaguirre, 1995).

Os pedunculos florais s&o axilares, mais longos que os peciolos. As
inflorescéncias s&o solitarias e densas (20-50 flores) do tipo corimbo, ovoides a
esféricas (semiglobosas a globosas) com 1-1,5 cm de didametro. As flores sao
curto-pediceladas (1,5 mm) e tém bracteas menores nas flores superiores (3,5
mm) do que nas inferiores (6 mm). A corola & persistente, com coloragao

vermelha e rosada a lilas (FIGURA 2b).
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FIGURA 2a. Individuo de Trifolium riograndense na casa de vegetacdo, DPFA-
UFRGS.

FIGURA 2b. Inflorescéncia de Trifolium riograndense na casa de vegetagdo, DPFA-
UFRGS.
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Florescem de agosto a novembro, na maturidade a inflorescéncia é
ascendente. Podem ser autogamicas ou com fecundagdo cruzada,
necessitando de estimulo mecanico para a producdo de sementes. O fruto &
um legume eliptico, deiscente (2-3 mm de comprimento) com uma a duas (3)
sementes cordiformes, amarelo-claras a esverdeadas (1-1,3 mm de
comprimento e 0,5-0,6 mm de largura) (Kappel, 1967; Zohary & Heller, 1984;

Becker et. al. 1987; Izaguirre, 1995).

2.1.3.1.3. Trifolium polymorphum Poir

2n = 16, 32, (Zohary & Heller, 1984)
Leguminosae; Secgao Lotoideae Crantz; Subsecg¢ao Oxalioideae (Gillett) Heller

E uma espécie caracteristica da estepe pampeana, ocorrendo na
regido central e sul do Rio Grande do Sul, Uruguai, Argentina, Paraguai e Chile
Central, geralmente em solos altos, pedregosos ou arenosos e humiferos
(Burkart, 1987).

No Rio Grande do Sul, geralmente é anual e as vezes bienal, mas
nas demais regides da “estepe pampeana’ tém ciclo de vida perene. E
estolonifera, com hastes delgadas e prostradas, com até 40 cm de
comprimento e cerca de 15 cm de altura. Apresenta raizes tuberosas,
fusiformes para reserva (Cabrera, 1967; Zohary & Heller, 1984; Coll & Zarza,
1992).

As folhas apresentam peciolos com até 7 cm de comprimento, as

estipulas sdo amplas (3-5 mm), membranosas, 4-6 nervadas e envolvem a
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base do peciolo. Os foliolos s&o longos e iguais entre si, obcordados de base
aguda, na porcao superior sao denteados com até 1,5 cm de comprimento e
mesma largura, geralmente sao mais pubescentes na face abaxial, tem nervura
central saliente e secundarias paralelas (Izaguirre, 1995).

Apresenta flores subterrdneas e aéreas, as primeiras formam-se a
partir de gemas basais e sao cleistbgamas, as segundas de gemas axilares e
sdo alégamas, polinizadas por insetos (Zohary & Heller, 1984; Coll & Zarza,
1992; Izaguirre, 1995).

As flores subterrdneas sao globosas, com calice membranaceo,
corola com pétalas rudimentares, sao solitarias ou de duas a oito por né
estolonifero, formam-se no inverno e na primavera ao nivel do solo, produzindo
sementes por autogamia. O fruto € um legume subgloboso, coriaceo com 2-
3(4) sementes obovodides a reniformes (2mm de didametro), tém maturidade
tardia em relacdo as sementes produzidas nas flores aéreas. As flores aéreas
sao desde quase brancas a rosadas com base roxa, ou raramente totalmente
roxas, agrupadas em inflorescéncias do tipo racemo-corimbosas com cinco a
45 flores, tem pedunculos florais longos com mais de 20 cm. Geralmente
florescem de outubro a novembro e, em anos mais umidos, até janeiro. As
flores sao reflexas na maturidade (FIGURAS 3a e 3b). O fruto € um legume
ovoide a sub-esférico, glabro a pubescente com 2-4(6) sementes com cerca de
1,5 mm de didmetro (Zohary & Heller, 1984; Coll & Zarza, 1992; lzaguirre,
1995).

Zohary & Heller (1984) descrevem esta espécie como a unica do

género Trifolium que apresenta anficarpia, ou seja, produz frutos de dois tipos:
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FIGURA 3a. Inflorescéncia de Trifolium polymorphum M1370 na casa de vegetacgao,
DPFA-UFRGS.

FIGURA 3b. Aspecto de Trifolium polymorphum M1370 na casa de vegetacdo, DPFA-
UFRGS, este material foi bienal.
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aéreos e subterraneos. Com relagao a esta caracteristica, Coll & Zarza (1992)
ressaltam que produzir sementes por autofecundacdo e por fecundagao
cruzada é uma vantagem em trabalhos de melhoramento genético que
busquem a criagcado de variedades.

Segundo estes autores as sementes de frutos aéreos e
subterraneos, bem como as raizes tuberosas constituem importantes
elementos para aumentar a persisténcia desta espécie.

Zohary & Heller (1984) consideram T. polymorphum uma espécie
bastante variavel, e reunem neste taxon outras espécies de Trifolium, entre

elas T. argentinensis, outra espécie nativa do Rio Grande do Sul.

2.1.3.2. Secao MistyLLus (C. Presl.) Godr.

2.1.3.2.1. Trifolium vesiculosum Savi

Leguminosae; Secéo Mistyllus (C. Presl.) God.

2n = 16, (Zohary & Heller, 1984); 2n = 16, (Cleveland, 1985)

O trevo-vesiculoso é uma espécie anual, hibernal, glabra, cespitosa,
com hastes eretas ou ascendentes, de 15 a 70 cm de altura, com origem na
regiao Mediterranea.

As folhas superiores sdo as maiores, tém peciolos curtos a
subsésseis, as inferiores sdo menores e tem peciolos mais longos.

Os foliolos s&o longos, glabros, com venagao bem definida e com a
presenca de mancha branca em forma de “V". As estipulas sao longas,

lanceoladas e esbranquicadas. As hastes podem apresentar cor roxa. As
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inflorescéncias sao axilares ou terminais, constituindo-se de espigas robustas
ovoides a globulares, que alongam durante a frutificagcdo. As flores sdo brancas
a rosadas, sésseis, em numero maior que 30 (150-170). As bracteas séao
lanceoladas e acuminadas, tdo longas quanto o calice, que tem 6-7 mm de
comprimento. O ovario forma um tipo de vesicula. Floresce de setembro a
janeiro. O legume é membranaceo, com 2-3 sementes de cor marrom, ovoéides
com 1-1,2 mm de comprimento (Zohary & Heller, 1984).

As vantagens apresentadas por esta espécie forrageira sao:
maturidade tardia, elevada producao de forragem, boa produgdo de sementes
duras e ressemeadura natural. Sao trés as cultivares disponiveis desta
espécie, Anclo, Yuchi e Meechee, que diferem principalmente quanto a
maturidade (Hoveland & Evers, 1995).

No Rio Grande do Sul tem sido utilizada a cultivar Yuchi.

2.1.3.3. Secao VESICARIA Crantz.

2.1.3.3.1. Trifolium resupinatum L.

2n = 14, Wolf, 1939 apud Zohary & Heller (1984); 2n = 14, 16, Cleveland (1985)
Leguminosae; Segao Vesicaria Crantz.

O trevo-resupinado ou trevo-pérsico é uma espécie nativa do centro

e sul da Europa, ocorrendo em todos os paises do Mediterraneo e sudoeste da

Asia, em campos Umidos e no litoral. Foi introduzida na regido do Mediterraneo

a partir do oeste e centro da Europa, naturalizando-se em Portugal e costa sul,
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onde ocorrem em campos umidos, terrenos arenosos, vales e montanhas
(Gillett, 1985).

E anual ou bienal, glabra ou pubescente, decumbente com &pices
ascendentes, hastes fistulosas (ocas) com costelas marcadas, ramificadas,
sem enraizamento nos nos e 20 a 60 cm de comprimento (Zohary & Heller,
1984; Gillett, 1985).

Os foliolos sdao menores na base da planta do que no apice,
apresentam forma variada, de obovados a amplamente cuneados (7-20 mm de
comprimento), na face abaxial apresentam nervuras longitudinais bem
definidas. As folhas basais tém peciolos, com 2-9 cm de comprimento, que

encurtam em direcdo ao apice da planta, onde sado subsésseis (FIGURA 4).

FIGURA 4. Inflorescéncias de Trifolium resupinatum na casa de vegetacdo, DPFA-
UFRGS.
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As estipulas sdo membranosas, esbranquigadas, com 6-10 mm de
comprimento, soldadas ao peciolo na metade inferior (lzaguirre, 1995). As
inflorescéncias sao axilares, densas e do tipo corimbo, com bracteas
membranosas muito pequenas e soldadas, formando um invdlucro curto, que
da aspecto estrelado a inflorescéncia na maturidade e auxilia a dispersao das
sementes pelo vento. As flores sdo ressupinadas, subsésseis (5-6 mm de
comprimento), de cor rosada a violacea, com perfume adocicado bastante
caracteristico. Floresce de setembro a novembro, é autogamica. O fruto € um
legume ovoide ou eliptico, com 2,5 mm de comprimento e 2 mm de largura, o
calice é acrescente, inflado, com forma globular ou estrelada, com 1-2
sementes ovoides lustrosas marrom-esverdeadas ou preto-esverdeadas e

cerca de 1,2 mm de comprimento (Zohary & Heller, 1984; Izaguirre, 1995).

2.1.3.4. Secao TRIFOLIUM

2.1.3.4.1. Trifolium pratense L. (2n = 14, 28, 56)

2n = 14, Cleveland (1985); 2n = 14, 28, 56, Zohary & Heller (1984)

2n = 28, 56, Taylor & Smith, (1995)

Leguminosae; Secgéao Trifolium; Subsecg¢ao Trifolium

O trevo-vermelho € uma espécie amplamente cultivada, tem origem
Euro-asiatica ocorrendo naturalmente na maior parte da Europa, Asia Menor,

Russia e india, em campos e margens de florestas (Gillett, 1985).
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Zohary & Heller (1984) a consideram uma planta perene que pode
se comportar como anual a bienal, em climas quentes com baixa umidade, no
periodo estival.

Para lzaguirre (1995) é bienal, trienal ou perene de vida curta.
Apresenta habito cespitoso, pubescente, com hastes eretas, ascendentes ou
descendentes, com cerca de 20-80 cm de comprimento. As folhas sao digitado-
trifolioladas, os peciolos tém 8-25 cm de comprimento, encurtando
gradualmente em direcdo ao apice. As estipulas sdo membranosas, longas e
triangulares, 2/3 soldadas ao peciolo. Os foliolos s&do obovados a eliptico-
lanceolados, denteados, com até 4 cm de comprimento e 2-3 cm de largura,
apresentam mancha mais clara em forma de “V” na face adaxial e pubescéncia
mais acentuada na face abaxial.

As inflorescéncias sao terminais, solitarias ou em pares, globulares
ou ovoides (1-3 cm de comprimento e 2-4 cm de didmetro), sésseis ou
levemente pedunculadas. Apresentam involucro formado por duas ou mais
folhas curto-pecioladas opostas (Kappel, 1967; Zohary & Heller, 1984).

A coloragao das flores varia de rosada a lilas, raramente branca, o
calice é tubular-campanulado com 1,3-1,8 mm de comprimento, com bracteas
triangulares e membranosas maiores que o pedicelo (Izaguirre, 1995).

A floragao inicia na primavera e pode se estender até o outono. A
fecundacgéao é cruzada e a polinizagao realizada por insetos, principalmente dos
géneros Apis e Bombus (FIGURA 1). O fruto é oval, engrossado no apice, com

2-3 sementes ovoides, assimétricas, bicolores com a porgédo caulinar amarela
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ou castanho-clara e a radicular violeta, quando velhas tém cor de tijolo (Zohary
& Heller, 1984; Izaguirre, 1995).

No Rio Grande do Sul, a baixa ressemeadura natural desta espécie,
associada a falta de resisténcia a seca dificulta a permanéncia desta forrageira

em pastagens.

2.1.3.4.2. Trifolium incarnatum L.

2n = 14,16, Cleveland (1985); 2n = 14, Zohary & Heller (1984)

Leguminosae; Secéao Trifolium; Subsecgao Stellata Gib. e Belli

O trevo-encarnado inicialmente foi descrito para a Italia, € uma
espécie nativa do oeste e sul da Europa e regido Caucasiana, ocorrendo em
campos e beiras de estrada. E utilizada como forragem e adubo verde desde o
século XVIII (Gillett, 1985; Knight, 1985 apud Hoveland & Evers, 1995).

Trata-se de uma planta anual, raramente bienal, pubescente,
cespitosa, com hastes eretas (20-60 cm de comprimento), sem ramificagdes
laterais, algumas vezes ramificam na base, podendo apresentar manchas
purpureas (Kappel, 1967; Zohary & Heller, 1984; Gillett, 1985).

Os peciolos das folhas superiores sdo menores que os das folhas
médias e basais, ndo tém manchas. Os foliolos sdo obovados com 10-30 cm
de comprimento (FIGURA 5). Apresentam estipulas longas e membranaceas
(Zohary & Heller, 1984; Gillett, 1985).

Os foliolos sao pubescentes em ambas as faces, com borda inteira e

nervura central da face dorsal bem marcada (Kappel, 1967).
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FIGURA 5. Aspecto geral dos acessos de Trifolium incarnatum na casa de vegetagao,
DPFA-UFRGS.

O pedunculo floral é longo, a inflorescéncia é terminal do tipo espiga
cilidrico-cbnica, com 2-7 cm de comprimento e 1,2-5 cm de largura (Kappel,
1967). O numero de flores por inflorescéncia vai de 75 a 125 (Hoveland &
Evers, 1995).

As flores tém a corola vermelha, algumas vezes com manchas de
cor amarelo-creme a esbranquigadas, usualmente a corola € maior que o
calice, que apresenta longos pelos (FIGURA 6). A fecundagdo geralmente é
cruzada. A polinizagao é entomofila (Kappel, 1967).

Para Hoveland & Evers (1995) € uma espécie de fecundagéo

cruzada, com mecanismos de auto-incompatibilidade e polinizada por abelhas.
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FIGURA 6. Detalhe de inflorescéncias e folhas de um individuo de Trifolium
incarnatum da cultivar AU Robin, na casa de vegetagcdo, DPFA-UFRGS.

O fruto € um legume ovdide com uma semente inclusa, as sementes
sao eliptico-ovoides, brilhantes, cor castanho-clara, o comprimento de 2-2,7
mm e o diametro de 1,4-1,6 mm (Kappel, 1967, Zohary & Heller, 1984).

As vantagens desta espécie sdo a boa produgao de sementes, as
sementes vigorosas com estabelecimento facil, a produgcdo precoce de
forragem, a adaptacdo a diferentes solos. Apresenta, entretanto, limitagcbes
principalmente quanto a ressemeadura natural, pois produz baixa quantidade
de sementes duras, e ndo suporta solos com drenagem deficiente (Hoveland &

Evers, 1995).
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2.1.3.5. Secao TRICHOCEPHALUM Koch.

2.1.3.5.1. Trifolium subterraneum L.

2n =12, 16, Cleveland (1985)

Leguminosae; Secgao Trichocephalum Koch.

O trevo-subterrdneo € uma espécie originaria de locais secos e
arenosos do sul e oeste da Europa até a Inglaterra, Paises Baixos e o sudeste
da Hungria (Izaguirre, 1995).

E uma planta anual, pubescente a hirsuta, decumbente ou prostrada.
Apresenta hastes delgadas, com 10-30 (80) cm de comprimento, formando
touceiras circulares. Os foliolos sdo obcordados com base cuneada, podendo
apresentar uma mancha triangular com coloragdo verde mais clara na parte
superior, ou ainda uma zona de cor purpura na base, os peciolos sao longos
(1-20 cm de comprimento). As estipulas s&do semi-ovadas com 0,5-3 cm de
comprimento. As inflorescéncias sédo inconspicuas (cerca de 1 cm) com flores
férteis e estéreis, sdo deflexas, enterrando-se no solo (FIGURA 7a e 7b)
(Kappel, 1967; Zohary & Heller, 1984; Gillett, 1985).

Segundo lzaguirre (1995) as inflorescéncias podem apresentar 2-5
(7) flores férteis, de cor branca a rosada, de acordo com a variedade, o calice &
multinervado com um anel de pélos longos e ralos na garganta do tubo, a
corola com 0,8-1,4 cm tem aproximadamente o dobro do comprimento do
calice. As flores estéreis sdo numerosas, nao tém corola, desenvolvem-se apos
a antese das férteis, formando um tubo composto pelos calices acrescentes,

estrutura que auxilia na disperséo do fruto.
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FIGURA 7a. Inflorescéncia de Trifolium subterraneum na casa de vegetacao, DPFA-
UFRGS.

FIGURA 7b. Aspecto de T. subterraneum na casa de vegetacao, DPFA-UFRGS.
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Zohary & Heller (1984) dividem T. subterraneum em duas
subespécies e oito variedades.

Hoveland & Evers (1995) apresentam esta espécie dividida em trés
espécies ou subespécies, que se diferenciam por aspectos genéticos,
morfologicos e edaficos: T. subterraneum que se caracteriza por ter sementes
pretas, pubescéncia nas folhas e hastes, que sdo compactas com 10-30 cm de
comprimento; T. yanninicum Katzn & Morley, apresenta sementes cor de creme
e é glabra, com exceg¢ao da parte superior das folhas; T. brachycalycinium
Katzn & Morley, tem estipulas triangulares, curtas, € glabra e cresce em solos

Uumidos.

2.2. Eletroforese de isoenzimas vegetais

Varios autores ressaltam a importancia da utilizagdo multidisciplinar
de informagbes (morfologia, ecologia, genética, fisiologia, bioquimica,
estatistica, matematica, entre outras) para a caracterizagdo de germoplasma e
implementagdo de programas de melhoramento genético (Hunziker, 1971;
Heidrich-Sobrinho, 1974; Steiner, 1993).

Os avangos das ultimas quatro décadas permitram o
desenvolvimento de novas metodologias genéticas e bioquimicas. Entre estas,
a utilizacdo da eletroforese no estudo de enzimas tem sido uma ferramenta
muito utili em estudos de sistematica, biologia evolutiva e de aspectos

agrondmicos (Tanskey & Orton, 1983).
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2.2.1. Eletroforese de zona: principios e procedimentos.

A eletroforese consiste na separagdo de moléculas ionizadas
conforme um gradiente de cargas. Através do estabelecimento de um campo
elétrico pode-se promover a migracdo de moléculas com carga positiva em
diregdo ao pdlo negativo, ou podlo catdédico, enquanto que as com carga
negativa migram para o polo positivo ou polo anodico (Lehninger, 1991).

A eletroforese de zona em gel é um processo simples, versatil e
amplamente utilizado no estudo de proteinas. Surgiu da associagdo de técnicas
de eletroforese de zona em gel de amido (Smithies, 1955), com processos
histoquimicos de coloragédo (Hunter & Markert, 1957) e permite a identificacao
de proteinas de acordo com suas cargas, formas e tamanho (Peirce &
Brewbaker, 1973; Markert, 1975; Scandalios, 1975).

A migracdo da-se em campo elétrico constante e sobre um meio
suporte inerte, que permite a separacdo das moléculas de acordo com o
gradiente de cargas e por peneiramento molecular. O peneiramento ocorre
porque moléculas de peso e/ou tamanhos maiores tém mais dificuldades para
migrarem atraveés dos poros do gel do que outras mais leves e/ou menores. Os
meios suportes mais utilizados sdo o amido e a poliacrilamida (Hames &
Rickwood, 1990).

O amido tem sido muito utilizado, por apresentar custo reduzido,
facilidade no preparo e aplicacdo das amostras, nao ser téxico e,
principalmente, por permitir o fatiamento do gel possibilitando o teste
simultdneo de varias enzimas nas diferentes fatias. Por outro lado, o amido

sendo um polimero natural, apresenta variagcbes em seu teor de pureza que
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alteram as suas propriedades de geleificacao e revelagao (Alfenas et al. 1991;
Ballve et al. 1995).

Os géis de poliacrilamida por sua vez sdao mais onerosos € nao
permitem o fatiamento. Entretanto, apresentam vantagens em relacéo aos géis
de amido, principalmente sua maior transparéncia e elevada pureza quimica,
pois, trata-se de um polimero sintético e por permitir ampla faixa de tamanhos
de poros no gel quando comparados aos géis de amido (Hames & Rickwood,
1990).

Ampla bibliografia apresenta os procedimentos necessarios para o
preparo dos géis de amido e poliacrilamida, como Brewer & Sing (1970), Feret
& Bergmann (1976), Shields et al. (1983), Vallejos (1983), Hames & Rickwood
(1990), Weeden & Wendel (1990), entre outros.

As enzimas podem ser separadas por eletroforese porque sao
substancias ionogénicas, que apresentam cargas, parte determinada pela sua
composicao de aminoacidos, parte conferida pela estrutura conformacional.
Existem 20 aminoacidos diferentes, destes apenas cinco tém carga elétrica. A
carga € determinada por radicais livres que estdo envolvidos nas ligagdes
polipeptidicas e que podem ser de dois tipos, amino e carboxila. O grupo amino
(R-NH3) confere carga positiva e esta presente na arginina, histidina e lisina. O
grupo carboxila (R-COOH), com carga negativa, ocorre no acido aspartico e
glutdmico (Lehninger, 1991).

A mobilidade eletroforética das enzimas n&do se deve unicamente
aos aminoacidos que estdo ligados na cadeia polipeptidica (estrutura primaria),

mas também a sua conformacgao que € determinada por: estrutura secundaria,
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que resulta da relacado entre os aminoacidos proximos, que determina a forma
que os residuos dos aminoacidos sucessivos estdo arranjados no espaco;
estrutura terciaria, representada pela interacéao entre aminoacidos de uma
mesma cadeia polipeptidica, que resulta nos dobramentos tridimensionais;
estrutura quaternaria, presente em proteinas compostas por duas ou mais
cadeias polipeptidicas, determinadas pela forma que as subunidades estado
reunidas e ajustadas (Lehninger, 1991).

As enzimas sao compostos anféteros, com a capacidade de dispor
as cargas positiva ou negativa de acordo com a interagao entre o pH do meio
em que se encontram e sua estrutura (primaria, secundaria, terciaria e
quaternaria). A carga elétrica final de uma proteina em solugao, carga elétrica
liquida, € determinada por: capa elétrica plana (ions que se posicionam na
superficie da molécula); capa de hidratacdo (moléculas de agua que formam
um dipolo ao redor da molécula protéica); capa elétrica difusa (formada por
ions da solugdo tampao). A sua mobilidade esta relacionada ao pH e
concentracao dos tampdes utilizados no gel e nas cubas, e pela intensidade do
campo elétrico estabelecido (Cavalli-Molina, 1995, c. p.).

A escolha do sistema de tampdes é fundamental na eficiéncia da
separacgao eletroforética, pois o pH do tampao e sua concentragdo idnica sédo
determinantes na mobilidade das enzimas. Podem ser utilizados: sistemas
continuos, quando os tampdes utilizados nas cubas e para o preparo do gel
tém a mesma composi¢ao, podendo variar quanto a concentragao e/ou pH; e
sistemas descontinuos, quando se utilizam tampdes diferentes. A composigéo

dos tampdes, sua concentragdo e pH variam muito, sendo determinados de
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acordo com o material testado e enzima analisada (Hames & Rickwood, 1990;
Weeden & Wendel, 1990; Alfenas et al., 1991).

A migragao pode ser realizada sob voltagem (V) constante, corrente
(I) constante ou poténcia (W) constante. Normalmente é utilizada voltagem,
constantes em torno de 100 a 200 V. A corrente elétrica gera calor (C), definido
por C = V..t / 4,18; onde: C = calorias; V = voltagem ; | = intensidade da
corrente; t = tempo em segundos. Quanto maior a V ou |, maior sera a
produgao de calor. Para que a temperatura ndo se eleve a ponto de ocorrer a
desnaturacgao das proteinas ou perda de atividade enzimatica € necessario que
se realize a migragdo em camara fria ou geladeira doméstica, com
temperaturas em torno de 4 °C (Alfenas et al., 1991).

A revelacdo das enzimas ocorre por processos de coloragao
histoquimica, que se baseiam em algumas propriedades das enzimas. Elas sé&o
catalisadores protéicos das reacdes bioquimicas, apresentam especificidade de
grupo Optica absoluta por pelo menos uma porgdo da molécula de seu
substrato, podendo necessitar de cofatores (coenzimas e/ou ions metalicos).
Durante a revelagdo, o gel é incubado na solugdo de coloragdo contendo
substrato, cofator, corante e tampao apropriados. A reacdo enzimatica
expressa na forma de bandas de atividade, correspondem as isoenzimas

(Vallejos, 1983).

2.2.2. Isoenzimas

A associacdo de técnicas de separacdo de proteinas, por

eletroforese de zona em gel de amido de Smithies (1955), com métodos de
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coloracdo histoquimicas de Hunter & Markert (1957) permitiram apurada
identificacdo de proteinas. As formas moleculares multiplas de uma enzima
com mesma atividade catalitica ou muito similar, existentes dentro do mesmo
organismo, foram denominadas isozimas por Markert & Moller, 1959
(Scandalios, 1969; Markert, 1975). O termo foi modificado para isoenzimas de
acordo com sugestao do “Standing Commitee on Enzyme of International Union
of Biochemistry” (Webb, 1965 apud Oliveira, 1976).

Desde a descoberta das isoenzimas, no final da década de 50 até o
momento, foram identificadas enzimas com formas multiplas em diferentes
sistemas enzimaticos e taxa, comprovando a utilidade de estudos com
isoenzimas na compreensdo de muitos aspectos da biologia vegetal, como
variabilidade genética, crescimento e diferenciacdo celular, modo de
reprodugao e adaptagao ambiental (Stebbins, 1990; Weeden & Wendel, 1990).

As isoenzimas sao proteinas, portanto, produto quase direto de
genes estruturais. Alteracdes na sequéncia de DNA refletem-se em mudanca
na composicdo de aminoacidos. Estas mudangas sendo substitutivas ou
conformacionais manifestam-se através de diferentes mobilidades
eletroforéticas (Harris & Hopkinson, 1977; Brown & Weir, 1983; Weeden &
Wendel, 1990).

As isoenzimas expressas nos géis, como um conjunto de bandas
com intensidade e mobilidade caracteristicas, constituem os zimogramas, que
expressam o polimorfismo genético (Alfenas et al., 1991).

Segundo Weeden & Wendel (1990), o numero de bandas detectadas

em géis é determinado principalmente pelo numero de genes codificadores
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envolvidos, se os organismos sao homozigotos ou heterozigotos para a
caracteristica em questéo, pela estrutura quaternaria das proteinas produzidas
e pela compartimentalizagédo subcelular das enzimas.

Diversos estudos tém demonstrado existir variabilidade significativa
entre os padroes isoenzimaticos, quando sao considerados diferentes
compartimentos celulares (citoplasma, mitocéndria, cloroplastos, etc.), tecidos
ou estagios de desenvolvimento de uma mesma planta, assim como individuos
de uma mesma espécie (Scandalios, 1969; Gottlieb & Weeden, 1981).

As multiplas isoenzimas apresentam diferentes origens, podendo ser
evolutivamente n&o relacionadas, de evolugdo convergente, quando as
enzimas codificadas por locos génicos distintos convergem para uma mesma
funcdo. No caso de serem evolutivamente relacionadas, de evolugao
divergente, podem resultar da duplicagdo de genes com pequenas
modificagdes estruturais, mas que codificam isoenzimas com fungao
semelhante, ou originadas pela divergéncia evolutiva de alelos de um mesmo
loco, neste caso sdo denominadas de aloenzimas.

Analises eletroforéticas tém demonstrado que os padrbdes de bandas
isoenzimaticas e também a intensidade destas bandas sado especificos para
orgao, tecidos e estagio de desenvolvimento. Estes padrbes estéo relacionados
com o controle genético das isoenzimas, que pode ser realizado por locos
génicos multiplos, codificadores de cadeias polipeptidicas enzimaticas distintas,
ou com a existéncia de alelos multiplos em um unico loco, que determinam
versdes estruturais distintas de uma cadeia polipeptidica particular. Podem

ocorrer interagdes entre os polipeptideos codificados por um mesmo loco ou,
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mais raramente, por locos diferentes, sendo produzidas isoenzimas
heteroméricas. O numero de isoenzimas heteroméricas depende do numero de
polipeptideos da enzima, do numero de alelos e da relagao entre os diferentes
produtos alélicos. Geralmente apresentam mobilidade eletroforética
intermediaria a das isoenzimas homoméricas (Scandalios, 1974; Harris &
Hopkinson, 1977).

A ocorréncia de isoenzimas pode ainda estar associada a
modificagdes pos-sintese, nao refletindo diferengas genéticas, mas mudancas
na estrutura primaria e/ou conformacional da enzima. Neste caso, as
isoenzimas sao denominadas secundarias ou conformacionais, podendo ser
formadas pela adicdo de compostos como agucares, lipideos ou radicais
quimicos, por oxidagcdo de ligacbes sulfidrila nos polipeptideos, por
desaminagao de determinados aminoacidos, por clivagens ocasionadas por
enzimas como proteases, glicosidases ou lipases e por polimerizagédo de
enzimas (Harris & Hopkinson, 1977; Cavalli-Molina & Winge, 1988).

O nivel de ploidia dos organismos (hapléide, dipléide, tetrapléide...)
determina menor ou maior numero de locos e/ou alelos, estando
consequentemente relacionado ao grau de complexidade dos padrdes
isoenzimaticos com relagdo ao numero e intensidade de bandas (Alfenas et al.,
1991).

A ocorréncia de isoenzimas tem indicado a necessidade de formas
enzimaticas mais adaptadas a determinadas situagées metabdlicas que podem

diferir no tempo e/ou espago. Aparentemente todos os organismos empregam
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multiplas formas moleculares de certas enzimas para maximizar sua
capacidade adaptativa (Markert, 1975).

A manifestacdo de isoenzimas ao longo do desenvolvimento das
plantas relaciona-se com a ativacédo e inativagdo de genes que controlam ou
modificam a sintese das enzimas (Scandalios, 1974).

Dados experimentais, obtidos nos ultimos 30 anos, tém comprovado
propriedades ja conhecidas das isoenzimas, como a heranga Mendeliana, a
expressao usualmente co-dominante, a penetrancia completa, a auséncia de
efeitos epistaticos ou ambientais e a especificidade enzimatica, que permite
atribuicdo de alelos aos locos e comparagdes de locos em diferentes
populagdes ou espécies (Gottlieb & Weeden, 1981; Heidrich-Sobrinho, 1982;
Brown & Weir, 1983; Ballve et al., 1995;). Além destas, outras propriedades
foram descobertas e sao subsidios para a ampla utilizacdo de isoenzimas
como marcadores genéticos. As duas mais importantes estdo relacionadas a
estabilidade do numero de locos para sistemas enzimaticos especificos e a
compartimentalizagao subcelular consistente das isoenzimas. (Weeden &
Wendel, 1990).

Segundo Brown & Weir (1983) existem algumas limitagdes na
técnica de eletroforese, que podem causar super ou subestimativa da
variabilidade, como modificagbes pds-tradugdo, que produzem isoenzimas
secundarias sem significancia genética, a poliploidia, ou duplicagdo do material
genético, a existéncia de alelos cripticos, que nado sao detectaveis por
eletroforese comum e modificagcbes na seqiéncia de DNA que nao séao

traduzidas.
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Mesmo considerando os avangos na area de marcadores de DNA,
como RAPDS, AFLPS e RFLPS, as isoenzimas continuam sendo muito Uteis

para a caracterizacao de germoplasma.

2.2.3. Utilidades das isoenzimas

As isoenzimas sao marcadores moleculares, amplamente utilizados
em estudos taxondémicos, citogenéticos, genéticos, bioquimicos, ecoldgicos,
fisiologicos, identificagdo de cultivares e linhagens, entre outros (Peirce &
Brewbaker, 1973; Gorman & Kiang, 1977; Cardy & Beversdorf, 1984; Hamrick
et al., 1991).

No Brasil, os trabalhos com isoenzimas iniciaram na década de 70 e
desde entdo tém sido utilizados para diversos fins, como a identificagcdo de
fungos (Moreira & Alfenas, 1985; Alfenas et al., 1984 e 1987a), identificacdo de
patdgenos (Kimura & Dianese, 1983; Alfenas et al., 1987b; Brommonschenkel
et al., 1987; Valim-Labres, 1995), estudos de variabilidade intra e inter-
populacional (Cavalli-Molina & Winge, 1988; Tavares, 1991; Brondani, 1995;
Coelho & Lopes, 1995; Torggler et al., 1995; Winge et al., 1995), estudos de
formas de reprodugao (Hickenbick et al., 1992; Ferreira & Cavalli-Molina, 1994;
Silveira & Moraes, 1995), estudos de hibridos (Schifino-Wittmann & Schlegel,
1990; Schifino-Wittmann et al.,, 1996) e identificacdo de cultivares e de

linhagens (Oliveira, 1976; Heidrich-Sobrinho, 1982).
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2.3. Sistemas enzimaticos estudados

Estudos tém indicado que algumas proteinas geralmente sdo mais
polimdrficas enquanto que outras raramente o sdo (Selander, 1976).

Weeden & Wendel (1990), referindo-se ao polimorfismo observado
em milho, tomate e ervilha-de-jardim, as trés espécies geneticamente mais
investigadas, relatam que, em plantas diploides de cerca de 70 locos avaliados,
40 a 50 apresentaram polimorfismo.

Segundo Weeden & Wendel (1990), para as enzimas com fungdes
bioquimicas bem definidas e, especialmente as envolvidas com o metabolismo
principal (e.g. rotas de Embden - Meyerhof e das fosfato pentoses, ciclos de
Krebs e de Calvin, e biossintese de aminoacidos), um numero previsivel de
locos é expresso em plantas dipldides. Cada isoenzima expressa tem uma
localizac&o subcelular caracteristica e estrutura de subunidades conservativa.
O que difere dos sistemas enzimaticos como esterases, fosfatases acidas e
peroxidases, que apresentam variagdes consideraveis quanto ao numero total
de isoenzimas expressas, de isoenzimas por compartimento subcelular e de
subunidades por enzima.

Gillespie & Langley (1974) classificaram as enzimas, quanto a
natureza e diversidade de seus substratos, em enzimas do Grupo |, geralmente
associadas ao metabolismo energético central e com substratos especificos e
enzimas do Grupo I, com substratos multiplos e relacionadas ao metabolismo
periférico, apresentando maior influéncia ambiental. As enzimas do grupo |

geralmente s&o menos polimoérficas.
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De maneira geral, pode-se afirmar que varios sistemas enzimaticos
ja foram avaliados em algumas das espécies do género Trifolium, entretanto
relativamente pouco é sabido sobre o controle génico envolvido na maior parte
dos casos, excegdo para alguns sistemas ja bem avaliados, como
fosfoglicoisomerase e esterases. Também sao restritas as espécies do género
Trifolium avaliadas quanto a suas isoenzimas, visto que o género compreende
cerca de 240 espécies e foram encontradas referéncias somente para T.
ambiguum, T. hirtum, T. hybridum, T. uniflorum, T. occidentale, T. pratense, T.
subterraneum e T. repens; destaque para as duas ultimas, que tém sido as
mais estudadas, o que pode ser explicado por serem importantes espécies
forrageiras, com utilizacdo mundial.

Para exemplificar, as isoenzimas avaliadas no género Trifolium,
podem ser citados estudos envolvendo diferentes sistemas enzimaticos. Collins
et al. (1984), analisando 22 cultivares de T. subterraneum, testaram 15
enzimas com o objetivo de utiliza-las para a identificagcdo das cultivares,
obtendo os melhores resultados com esterase, isocitrato desidrogenase,
malato desidrogenase e alcool desidrogenase. Considerando os sistemas
enzimaticos analisados, estes autores observaram elevado polimorfismo entre
cultivares e baixa ou nenhuma variabilidade dentro de cada cultivar. Martins &
Jain (1980), para avaliar variag¢des inter-populacionais em T. hirtum, obtiveram
os melhores resultados com esterase, fosfoglicoisomerase e leucina
aminopeptidase. Gibson et al. (1971), avaliando a hibridagao entre T. uniflorum,
T. repens e T. occidentale através de caracteres morfolégicos, citologicos e

quimicos, testaram sete enzimas, destacando-se entre elas esterase. Williams
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(1980), em estudo de hibridos de T. ambiguum e T. hybridum, analisou com
sucesso esterase, fosfatase acida e peroxidase. Williams & Verry (1981),
trabalhando com hibridos de T. ambiguum e T. repens, utilizaram esterase,
obtendo bons resultados. Molina-Freaner & Jain (1992), comparando 48
populacdes de T. hirftum, cultivadas e nativas, segundo 12 sistemas
enzimaticos, obtiveram maior polimorfismo para fosfoglicoisomerase, esterase

e enzima malica.

2.3.1. Fosfoglicoisomerase (PGI; E. C. 5.3.1.9)

Este sistema enzimatico esta relacionado com a reagao reversivel
de isomerizagdo da frutose-6-fosfato e glucose-6-fosfato, que pode ser
representada pela equacgéo de Vallejos (1983):

Glucose-6-P <« > Frutose-6-P

Diversos estudos em plantas revelam que PGl é uma enzima
funcional dimérica, mediadora do metabolismo intermediario, com
compartimentagcao especifica e ocorrendo no citosol e plastideos (mitocondria
e/ou cloroplasto) (Weeden & Gottlieb, 1980; Weeden & Wendel, 1990).

Sobre este assunto, Gottlieb & Weeden (1981) apresentam o
numero total de isoenzimas de PGlI, presentes no cloroplasto e no citoplasma
de dez géneros de plantas (Chenopodium, Clarkia, Fragaria, Gaura, Lolium,
Oenothera, Plhox, Pinus, Solanum e Stephanomeria). Na maioria destes
géneros as formas de PGI do cloroplasto apresentam a migragao mais rapida,

sendo codificadas pelo loco Pgi1 com baixo polimorfismo. Somente uma
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isoenzima de PGl foi observada para sete destes géneros. O loco Pgi2 mostra-
se mais polimorfico, excegdo para uma espécie do género Oenothera. O loco
Pgi2 é responsavel por formas isoenzimaticas de PGl do citoplasma.

Sucessivos estudos realizados com azevém perene (Lolium
perenne), avaliaram as isoenzimas do loco Pgi2, utilizando os gendtipos e as
freqUéncias alélicas para a identificacdo de cultivares ou em estudos de
dinamica de pastagens permanentes (Nielsen, 1980; Gillland et al., 1982;
Kennedy et al., 1985; Sanders et al.; 1989).

Michaelson-Yeates (1986), avaliando 45 familias de policruzamentos
entre populacdes de cultivares de T. repens, encontrou em PGI duas regides
de atividade enzimatica que correspondem aos dois locos ja relacionados para
Lolium perenne e outros géneros citados por Gottlieb & Weeden (1981). O
autor observou que o loco Pgi1 foi monomorfico e Pgi2 polimérfico com cinco
alelos que denominou A, B, C, D e F. Segundo este autor, sendo T. repens um
tetrapldide e estando envolvidos cinco alelos para o loco Pgi2, co-dominantes e
codificadores de enzima dimérica, poderia ser prevista a ocorréncia de 70
fendtipos isoenzimaticos para este loco. Isso ocorreria se 0s cinco alelos
estivessem distribuidos aleatoriamente nos dois conjuntos génicos deste
tetrapldide. Entretanto, o autor observou somente nove padroes
isoenzimaticos, pois o alelo C sempre ocorreu em homozigose em pelo menos
um dos conjuntos génicos. Para o autor, este resultado comprova a origem
anfidipldide de T. repens, onde um parental teria o alelo C em homozigose e o

outro seria multialélico.
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Prins et al. (1989), estudando a persisténcia de T. repens cv.
Grasslands Kopu em pastagens implementadas ha dez anos, avaliaram as
isoenzimas do loco Pgi2 obtendo cinco alelos (a, b, c, d, €), os quatro
correspondendo aos descritos por Michaelson-Yeates (1986). Neste estudo
todos os individuos analisados também apresentaram no minimo dois alelos do

tipo “c” e 0 segundo alelo com freqiéncia alélica mais alta foi o “b”.

2.3.2. Malato desidrogenase - NAD dependente (MDH-

E.C.1.1.1.37)

O sistema enzimatico malato desidrogenase dependente de NAD,
nas plantas, estd envolvido com a oxidagdo de malato a oxalacetato.
Constituindo-se em elemento chave de rotas metabdlicas no citosol,
mitocdndria, glioxissomos e peroxissomos (Weeden & Wendel, 1990).

A forma mitocondrial (m-MDH) esta relacionada com o ciclo dos
acidos tricarboxilicos. A forma citosdlica (c-MDH) participa da neo-
glucogénese, podendo estar relacionada a transferéncia de equivalentes
redutores entre o citoplasma e a mitocéndria. Durante a germinagao, os acidos
graxos sao convertidos a carbohidratos nos glioxissomos, e MDH é uma
enzima importante no ciclo do glicolato. Com o desenvolvimento das plantas os
glioxissomos s&o convertidos a peroxissomos e em conjungao com oS
cloroplastos e mitocondrias participam da fotorespiragdo (Hedges & Palmer,

1992).
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Segundo Vallejos (1983), a reacdo bioquimica pode ser

representada pela equacao:

L - malato + NAD * « > oxalacetato + NADH *

O sistema enzimatico MDH pode ocorrer em diferentes tecidos
vegetais, flores, frutos, sementes e raizes, sendo encontrado principalmente
nas folhas, devido a sua relacdo com a fotorrespiracdo. Participa do
metabolismo principal das plantas, estando relacionado com o vigor e a
capacidade de adaptacdo aos fatores de estresse ambiental. Sendo uma
enzima do grupo |, com substrato especifico, € mais conservativa quanto a
composi¢cdo molecular e ao numero de locos expressos do que enzimas do
metabolismo periférico, como esterase ou peroxidase (Weeden & Wendel,
1990; Hedges & Palmer, 1992).

Segundo Weeden & Wendel (1990) na maioria das plantas MDH é
uma enzima dimérica, que pode ser codificada por um ou mais locos. Os
heterozigotos para um loco polimérfico ou com locos duplicados e alelos
divergentes podem produzir duas subunidades diferenciadas que interagem
para formar uma molécula dimérica. Associacdo destas subunidades podem
formar trés isoenzimas, duas homoméricas da reunido de subunidades
semelhantes e uma heteromérica, resultado da associacdo de subunidades
diferenciadas. Estas sdo visualizadas como trés bandas dispostas de acordo
com suas respectivas mobilidades.

Hedges & Palmer (1992), buscando esclarecer a heranga nula de m-
MDH em soja (Glycine max), relatam que as formas mitocondriais de MDH (m-

MDH) sé&o codificadas por dois locos duplicados cada um com trés isoenzimas
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e que existem quatro alelos nulos. A ocorréncia de homozigotos para os alelos
nulos em um loco resulta na produgdo de somente uma subunidade e
consequentemente uma isoenzima em vez de trés. Segundo estes autores a
auséncia de formas de m-MDH pode produzir efeitos negativos na produgao de
energia nas mitocdndrias, reduzindo o vigor das plantas e podendo produzir
coloragcao amarelo-esverdeada.

Brammer (1993) encontrou, em Hordeum vulgare cv. MN-599, oito
bandas anddicas para MDH, quatro principais e quatro secundarias, com o
controle genético estabelecido por quatro locos. Para Hordeum stenostachyis,
a autora descreve oito locos, destes apenas Mdh1 foi polimérfico com dois
alelos, um deles com menor atividade enzimatica e baixa freqiéncia de
ocorréncia, identificando neste loco a acdo de modificadores pds-sintese. A
autora, citando Pedersen & Simonsen (1987), destaca que algumas enzimas
caracterizam-se por apresentarem alteragdes devido a diversos fatores, entre
eles a acao de genes modificadores. Nas duas espécies avaliadas, a autora
encontrou isoenzimas com atividades enzimaticas diferenciadas, de acordo
com sua localizacgao tissular e loco codificador.

Segundo Newton (1983), analises genéticas tém demonstrado que
algumas isoenzimas, localizadas na mitocéndria, sdo especificadas por mais de
um gene estrutural. Nestes casos, os produtos de genes multiplos sao
funcionalmente equivalentes e se sao ativos como multimeros, as subunidades
especificadas por genes diferenciados associam-se, formando multimeros
intergénicos. Também tem sido demonstrado que algumas isoenzimas

mitocondriais sao conformacionais, podendo resultar da acdo de locos
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modificadores especificos e refletir diferentes niveis de ligagcdo com coenzimas
ou com outros metabdlitos.

Brammer (1993), ainda ressalta a importancia do estudo de enzimas
mitocondriais, dado que estas afetam o vigor e a resisténcia das plantas a
condicdes de estresse ambiental.

Gonzalez (1994), analisando dois géneros de leguminosas
forrageiras, observou baixa variabilidade nos padrbes isoenzimaticos em MDH
de folhas. Em Lathyrus L. (cinco espécies) obteve sete bandas e encontrou
quatro locos por espécie, com excecgao de L. sativus que teve um loco a mais,
este 0 Unico com isoenzima espécie-especifica. Em Vicia L. (nove espécies),
obteve maior numero de bandas no total, mas o numero presente por espécie
(trés a cinco) foi semelhante. A autora relaciona os resultados obtidos ao fato
de MDH pertencer ao metabolismo energético (ciclo de Krebs), com baixa
variabilidade enzimatica esperada.

Molina-Freaner & Jain (1992), estudando o polimorfismo existente
em populagdes naturais e introduzidas de T. hirtum, analisaram 12 sistemas
enzimaticos, entre eles MDH que nao apresentou polimorfismo e para o qual
sao sugeridos quatro locos.

Sawada & Yamauchi (1994), testaram 21 sistemas enzimaticos,
buscando, através de isoenzimas, a identificacdo de clones de T. repens cv.
Grasslands Huia (a cultivar mais comum no Japao), MDH n&o apresentou bons

resultados para este fim.
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Para Gibson et al. (1971), este sistema também nao foi adequado
para identificar a hibridagao inter-especifica entre T. uniflorum e T. occidentale,
pois os padroes das espécies e hibridos foram muito similares.

Collins et al. (1984), procurando a identificacdo de 22 cultivares de
T. subterraneum através de isoenzimas, obtiveram 13 bandas para MDH, trés
dessas foram monomorficas. Os autores apresentam trés locos possivelmente
envolvidos no controle genéticos desta enzima e trés padrdes isoenzimaticos, o
padrao “P2”, presente em 20 das cultivares, constituido por oito bandas, os
outros dois padroes “P1” (dez bandas) e “P3” (seis bandas) sao cultivar-
especificos e ocorrem nas cultivares Seaton Park e Woogenellup
respectivamente. Os padroes “P1” e “P2” sdo similares, diferindo quanto a
presenca de duas bandas com migragdo mais rapidas em “P1” e uma banda
com coloragdo mais intensa em “P2”. O padrao “P3” apresentou menor numero
de bandas e diferengas quanto a intensidade destas. Os autores nao definem

os locos ou alelos envolvidos na codificacdo das isoenzimas obtidas para MDH.

2.3.3. Esterases (EST-E.C. 3.1.1.))

As esterases fazem parte de um grupo de enzimas complexo e
heterogéneo, que apresentam baixa especificidade por substratos (Scandalios,
1969). Conforme “International of Biochemistry”- IUPAC ( 1979) apud Cavali-
Mollina (1984), as esterases sao hidrolases que atuam nas ligagdes ésteres e
estdo divididas em sete subgrupos, de acordo com o substrato sobre o qual

atuam. As hidrolases de ésteres carboxilicos estido relacionadas com o
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metabolismo dos acidos graxos, agindo sobre ésteres carboxilicos na presenca
de agua e produzindo compostos alcodlicos e anions de acido carboxilico. Na

reacao bioquimica indicada por Scandalios (1969):

R-COOR” + HOH « > R-COOH + R"OH

As esterases estdo presentes em numerosos tecidos, de plantas e
animais, e tém importante papel fisiolégico, pois, originam &cidos livres e
compostos alcodlicos, essenciais em processos metabdlicos oxidativos, como
transporte de acidos, ressintese de compostos alcodlicos e fosforicos, entre
outros (Oliveira, 1976).

O polimorfismo das EST deve-se a ampla especificidade de
substratos sob os quais podem atuar e por pertencerem ao metabolismo
periférico. S&o classificadas por Gillespie & Langley (1974) no grupo I, com
especificidade por multiplos substratos e pertencentes ao metabolismo
periférico com maior variabilidade genética. As esterases tém sido amplamente
estudadas, estando entre as enzimas com maior polimorfismo observado. Em
plantas, geralmente apresentam estrutura funcional monomérica e/ou dimérica,
com duas a dez isoenzimas, localizadas no citosol (Weeden & Wendel, 1990).

Segundo revisdao de Scandalios (1969), os primeiros estudos de
isoenzimas em plantas, foram realizados por Schawartz (1960) com esterases
em milho (Zea mays), que observou a existéncia de diferentes isoenzimas de
EST controladas por trés locos, quando analisava esterases com maior
afinidade por substrato o naftil acetato. Schawartz (1965) apud Scandalios
(1969) identificou a estrutura funcional destas isoenzimas como dimérica,

devido a ocorréncia de isoenzimas com migragdo intermediaria em
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heterozigotos, quando eram cruzados individuos com padrdes isoenzimaticos
distintos. Também foram observadas, em milho, diferengas entre as isoenzimas
de EST relacionadas a diferentes tecidos ou estagios do desenvolvimento
ontogenético (Scandalios, 1969; Scandalios, 1974;).

Heidrich-Sobrinho (1982), analisando os sistemas de alcool
desidrogenase, catalase, peroxidase, fosfatase acida e esterase, conseguiu
identificar nove cultivares de milho utilizando apenas quatro locos de EST.
Estes locos (E1, E3, E4 e E11) apresentaram de duas a quatro isoenzimas
associadas. O autor ja havia observado a ocorréncia de 11 locos controlando
26 isoenzimas de EST em milho (Heidrich-Sobrinho, 1974), um loco a mais
(E11) do que havia sido encontrado por MacDonald & Brewbaker (1972) apud
Heidrich-Sobrinho (1974).

Darmency & Gasquez (1983), estudando oito populagdes
semipermanentes e oportunistas de Poa annua L., detectaram 17 locos em
EST, oito locos foram polimérficos, destes cinco foram incluidos na analise das
populagdes. Os autores encontraram 26 isoenzimas, dessas, oito estavam
sempre presentes e as outras 16 variavam. Analisando isoesterases com
especificidade o e B, detectaram que as bandas de o EST tinham coloragao
preta ou verde, enquanto que as B EST eram vermelhas ou violetas. Os
autores observaram que o loco Est1 apresentava dois alelos (A e B),
associados as formas vegetais, prostradas ou eretas. Os individuos prostrados
eram homozigotos do tipo “AA” e caracterizavam-se pelo florescimento tardio e
enraizamento nos nés. Os tipos eretos foram “BB”, com florescimento precoce

e sem enraizamento nos nos. A proporgao de tipos prostrados foi inferior em
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todas as populagbes estudadas, sendo menor ainda nas populagdes
oportunistas do que nas semipermanentes. Nao observaram heterozigotos para
o loco Est1, o que eles associaram a espécie ser autogamica com baixa
ocorréncia de fecundacgao cruzada, baixo florescimento em ambientes naturais
e ao fato dos tipos, prostrado e ereto, florescerem em periodos distintos. Os
autores desta forma chegaram a conclusédo que a coexisténcia de plantas, com
diferentes formas de explorar o ambiente, n&o interferia no polimorfismo
observado em EST.

Cavalli-Molina & Winge (1988), estudando esterases em cinco
populagdes naturais de Relbunium hypocarpium, detectaram 57 isoenzimas
controladas por 33 locos. Analisando diferentes tecidos de plantulas (raiz,
hipocotilo e folhas cotiledonares), encontraram maior atividade esterasica no
hipocotilo, enquanto que as isoesterases de folhas cotiledonares apresentaram
as bandas mais anddicas e com a coloragdo mais intensa. Os individuos de
uma mesma populacédo, e, os de populagdes distintas, diferiram quanto a
presenca e auséncia de bandas em seus zimogramas.

Brammer (1993), analisando raiz, endosperma e coledptilo de
Hordeum stenostachys, observou 37 isoenzimas, 19 secundarias e 18
principais, controladas por 11 locos, destes nove relacionados a 13 isoenzimas
com especificidade o EST, um loco controlador de trés isoenzimas  EST e
outro de duas off EST. A autora detectou a agcdo de um loco modificador
especifico para raizes com agdo sobre as isoenzimas do loco Est10, e

diferencas na intensidade de algumas bandas quando analisados diferentes
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tecidos. Estes resultados indicam a ativagao tecido-especifica das EST nesta
especie.

Ferreira & Cavalli-Molina (1994), estudando trés populagdes naturais
de Hordeum euclaston, encontraram 24 isoenzimas para EST, 20 com
atividade o esterasica, trés com 3 e uma com a e j esterasica. Segundo estes
autores, estdo envolvidos no controle genético 11 locos, sendo dois
polimorficos (Est7 e Est11). Para o loco Est7 foram detectados dois alelos e
atividade enzimatica em todos os tecidos testados (endosperma, raiz e
coleodptilo). O loco Est11 também apresentou dois alelos, mas teve a atividade
restrita ao endosperma e a raiz. Os produtos do loco Est11 apresentaram
alteragdes pos-sintese em sua mobilidade, quando analisados tecidos distintos
(raiz e endosperma). Os nove locos monomorficos, detectados por estes
autores, nem sempre estiveram ativos nos mesmos tecidos, seis ocorreram na

raiz e no coledptilo, enquanto que trés somente no coledptilo.

2.3.4. Superoéxido dismutase (SOD-E. C 1.15.1.1.)

Segundo revisdao de Bowler et al. (1992), as superdxido dismutases
foram descobertas por McCord e Fridovich em 1969. Sao enzimas relacionadas
ao metabolismo periférico. Pertencem ao grupo das oxi-redutases, encontradas
em praticamente todos os organismos aerdbicos, em compartimentos celulares
sujeitos ao estresse oxidativo. As SOD sao componentes centrais do
mecanismo de defesa contra a toxicidade potencial do oxigénio, em suas

formas ativas, ou de radicais livres de oxigénio produzidos durante o
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metabolismo celular aerdbico. Nas plantas, tem a importante funcdo de
prevenir os efeitos oxidativos toxicos dos radicais superdxido, provenientes da
reducdo de oxigénio molecular pela agao da luz nos cloroplastos. A reacao
catalisada é de oxirredugao, em que radicais superéxido sao transformados em
peroxido de hidrogénio e oxigénio, podendo ser representada por:

20,7 +,H" < >H, O, + O,

Segundo estes autores, os trés tipos de SOD estéo relacionados ao
tipo de atividade catalitica e diferem quanto aos cofatores metalicos
especificos, compartimentalizacdo celular e sensibilidade aos inibidores.
Conforme seus cofatores metalicos e sua distribuicdo nos tecidos, as SOD séao
classificadas em trés grupos, MnSOD, FeSOD e Cu/ZnSOD. Geralmente, nas
plantas a forma MnSOD é encontrada na matriz mitocondrial, FeSOD no
estroma dos cloroplastos, onde também pode ocorrer Cu/ZnSOD, que ainda
esta presente no citoplasma mitocondrial. Estudos de fragcbes subcelulares
identificaram diversas isoenzimas de SOD, havendo variacdes de planta para
planta quanto ao numero de isoenzimas de cada forma, bem como na
abundéancia de cada uma. As formas MnSOD e FeSOD sao estruturalmente
semelhantes, ocorrendo em procariontes e eucariontes, enquanto Cu/ZnSOD
sO ocorre em eucariontes. Para os autores, isso poderia ser um indicativo que,
filogeneticamente, MnSOD e FeSOD s&o formas mais antigas, que evoluiram
antes da divergéncia procariontes/eucariontes, enquanto que Cu/ZnSOD é
mais recente e independente, com surgimento relacionado ao inicio da

evolucao dos eucariontes.
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Bridges & Salin (1981) apud Griffin & Palmer (1989) informam que
FeSOD é raro na maioria das plantas embora haja citacdo de sua ocorréncia
em Ginkgoaceae, Nymphaceae e Brassicaceae.

Newton (1983) cita estudo em Zea mays, de Baum & Scandalios
(1981), demonstrando que as formas mitocondrial e citosélica de SOD diferem
quanto a uma série de propriedades quimicas, como distinta estabilidade frente
ao aquecimento, sensibilidade a peréxido de hidrogénio, peso molecular (SOD
mitocondrial apresentou maior peso estimado que SOD citosodlica) e tamanho
das subunidades. Estes estudos sugerem que as formas de SOD citosélicas
sdo estruturalmente ativas como dimeros enquanto as formas de SOD
mitocondriais s&o tetrameros.

Em estudo pioneiro, Larsen & Benson (1970), ja procuravam
identificar cultivares de soja (Glycine max) através da analise de enzimas
oxidativas (INT) em sementes. Os autores conseguiram agrupar as cultivares
de acordo com trés padrbes de bandas, que diferiam quanto ao numero de
bandas presentes, P1 (2), P2 (4) e P3 (5).

Gorman & Kiang (1977), analisando 113 cultivares comerciais de
soja, observaram variabilidade expressa por presenca ou auséncia de bandas
em TO (=SOD), encontrando quatro padrdes fenotipicos, P1 e P3 (11 bandas),
P2 (9) e P4 (13). Os autores também encontraram variabilidade relacionada a
mobilidades diferenciadas, quando os padrées P1 e P3 diferiam quanto as
bandas nove e dez, que em P3 eram um pouco mais lentas. O padrao P4 foi
atribuido a provaveis heterozigotos entre P1 e P3, pois apresentou todas as

bandas caracteristicas destes padrdes.
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Schifino-Wittmann et al. (1996), com extratos de folhas de duas
especies de Leucaena e seus hibridos, encontraram até trés bandas por
individuos em Leucaena leucocephala e no maximo quatro para Leucaena
diversifolia ssp diversifolia. Os hibridos apresentaram quatro bandas paternais
€ uma nova que, conforme as autoras sugerem, seria produto da interacado de
cadeias polipeptidicas codificadas pelo parental. Embora tenham observado
diferencas morfoldgicas, a variabilidade isoenzimatica foi baixa e associada a
pequena base genética presente em cultivares deste género. Para as
diferencas intra-especificas devido a auséncia de bandas, sugeriram a
existéncia de alelos nulos.

Gonzalez (1994), estudando leguminosas forrageiras dos géneros
Lathyrus (cinco espécies) e Vicia (nove), utilizando extratos de folhas, observou
11 bandas isoenzimaticas para cada género, duas a cinco por espécie. A
autora observou maior polimorfismo intra e inter-especifico para SOD do que
para MDH e enzima malica, relacionando esse polimorfismo a SOD ser uma
enzima do metabolismo periférico.

Ferreira & Cavalli-Molina (1994), estudando trés populagdes de
Hordeum euclaston, uma graminea nativa no Rio Grande do Sul, testaram
diferentes tecidos e encontraram 16 bandas de SOD, nove anddicas e
provavelmente controladas por cinco locos, sendo que quatro destes foram
monomorficos e um polimorfico, com dois alelos e restrito a raiz. Neste estudo,
SOD foi a enzima mais polimérfica. Embora os autores tenham observado

alguma variabilidade intra-populacional quanto a presenga de bandas, néo
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encontraram padrbes heterozigotos, reafirmando o carater autogamico desta
especie.

Brammer (1993), estudando Hordeum stenostachys, obteve para
SOD 18 bandas anddicas, 12 isoenzimas principais e relacionadas a 11 locos e
seis secundarias. Destas, uma com ocorréncia relacionada a acédo de
modificadores. A autora encontrou diferencas tissulares e sugere 15 locos.

Bowler et al. (1992) sugerem que 0s mecanismos envolvidos na
regulacdo de SOD devam ser governados por sitios subcelulares, localizados
em ambientes celulares em que ocorre estresse oxidativo. Os autores fazem
referéncia a um grande numero de estudos onde foi observado que o numero
de locos ativados (numeros de formas de SOD detectadas) esteve relacionado
a respostas a fatores de estresse ambiental, como altas e baixas temperaturas,

aplicagao de herbicidas, ataque de patdgenos, seca ou alagamento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

O presente estudo faz parte de Programa desenvolvido no
Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia da Faculdade de
Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (DPFA — UFRGS),
para a caracterizagdo de germoplasma e melhoramento genético, que vem
trabalhando com aspectos agrondmicos, morfofisioldgicos, citogenéticos,
fenoldgicos e isoenzimaticos.

Foram analisados 36 acessos de plantas do género Trifolium
distribuidos em oito espécies, das quais seis sdo cultivadas (T. incarnatum, T.
pratense, T. repens, T. resupinatum, T. subterraneum e T. vesiculosum) e duas
nativas no Rio Grande do Sul (T. polymorphum e T. riograndense).

As plantas analisadas foram obtidas a partir de sementes de
cultivares comerciais, materiais experimentais e populagcdes naturais,
provenientes do Brasil e de outros paises.

A colecado viva foi mantida em casa de vegetacdo e canteiros, no
Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia (DPFA), Faculdade

de Agronomia da UFRGS, de junho de 1995 a fevereiro de 1997.
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3.2. Métodos

3.2.1. Estabelecimento e manutengao da coleg¢ao viva

3.2.1.1. Obtencao das sementes e germinagao

A partir de fevereiro de 1995 foram adquiridas sementes de dez
espécies e 80 acessos do género Trifolium, provenientes da EMBRAPA Bagé
CPPSUL - RS, EPAGRI Lages - SC e outras procedéncias, conforme
APENDICE 1, onde esto listados os acessos, 0s respectivos fornecedores € a
procedéncia ou local de coleta.

Com o auxilio de lupa foi efetuada a selegao visual do material,
sendo descartadas as sementes que apresentavam ma formacao, ataque de
fungos ou de insetos. Apds, as sementes foram tratadas contra fungos com
Captan 750 TS em po.

Para a germinacao, as sementes foram colocadas em placa de petri
de 9 cm de diametro, distribuidas sobre trés folhas de papel filtro, sobrepostas
e previamente sulcadas em aparelho sulcador, e embebidas com 4 ml de agua
destilada.

Os conjuntos das placas de petri com os papéis filtro foram
autoclavados com antecedéncia para reduzir a contaminagdo por fungos
durante o processo de germinagao. Foram dispostas 50 a 100 sementes por
placa.

As placas preparadas foram colocadas em incubadora do tipo BOD
com fotoperiodo (12h luz/12 h escuro), disponivel no laboratério de sementes

do DPFA-UFRGS.
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O material foi acompanhado diariamente e a umidade do papel filtro
mantida com agua destilada.

Na primeira repeticdo do processo de germinagao (23/05/1995),
todas as espécies foram postas a germinar a 20° C, sem passarem por
tratamentos para quebra de dorméncia ou escarificacdo. Nas demais
repeticbes foram realizados os tratamentos indicados para germinagao por
BRASIL (1992): T. pratense e T. resupinatum foram escarificados com auxilio
de lixa fina (n. ° 120), delicadamente para evitar danos aos embrides. T. repens
e T. dubium passaram por tratamento a frio, estratificacao, ficando cinco dias
em geladeira doméstica (5° C).

Até cinco repeticdes do processo de germinagao foram realizadas
para alguns acessos e 0s materiais que, mesmo assim, ndo germinaram foram

abandonados.

3.2.1.2. Estabelecimento em casa de vegetacao

O primeiro transplante (09/06/1995) foi realizado para copos
plasticos de 250 ml, a identificacao foi feita com o auxilio de placas plasticas.
Cada acesso ficou constituido de 24 individuos, sendo que os copos plasticos
foram organizados em bandejas plasticas para facilitar a rega, transporte e
manutencao.

Quando as plantas estavam bem estabelecidas, com cerca de dois a
trés meses, foram transferidas para vasos plasticos de 1 litro (FIGURA 8). O

solo utilizado em copos e vasos no primeiro plantio e nas repeticdes e para
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suplementagdes foi o mesmo, proveniente da Estagdo Experimental
Agronémica da UFRGS e peneirado antes da utilizacdo (Veja a analise do solo

no APENDICE 2).

FIGURA 8. Aspecto geral de acessos de Trifolium riograndense (no centro) e de
Trifolium pratense (nos cantos direito e esquerdo), na casa de vegetacao do DPFA-
UFRGS.

Todas as espécies anuais, T. incarnatum, T. polymorphum, T.
resupinatum, T. subterraneum e T. vesiculosum, foram estabelecidas em duas
ocasiodes, 1995 e 1996. O mesmo ocorreu para os acessos danificados durante

o transplante e os perdidos por ataque de insetos ou doentes.
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As espécies perenes, T. repens, T. pratense e T. riograndense, e um
individuo de T. polymorphum, que se comportou como bienal, foram mantidas
em casa de vegetacdo de junho/1995 até fevereiro de 1997, quando foram
descartadas.

As espécies anuais permaneceram em casa de vegetacao durante
todo o seu ciclo, tanto as populagcbes de 1995/96 quanto as repeticdes de

1996/97.

3.2.1.3. Estabelecimento em canteiros

Foram transferidas para canteiros, 160 plantas pertencentes a oito
acessos (20 individuos por acesso) de Trifolium repens. O local escolhido para
o plantio foi uma area disponivel no DPFA, UFRGS, junto aos canteiros
demonstrativos, realizando-se preparo da area e posteriormente a amostragem
e analise de solo (Veja a analise do solo no APENDICE 3).

Como a area estava sem uso ha bastante tempo, foi necessaria a
realizacdo de aracao (27/09/1995), discagem (09/10/1995) e aplicagdo de
herbicida (11/10/1995). Brometo de Metila foi fumegado, cobrindo-se a area
com lonas plasticas, segundo recomendacdo de Petry (1995, comentario
pessoal). Apds, a area foi nivelada e os canteiros preparados.

O transplante ocorreu em duas etapas, a primeira em 07/11/1995
(cultivares Yi, Tamar, El Lucero, BR1 Bagé) e a segunda em 21/11/1995
(cultivares Lirepa, Arcadia, NGF Grant, Nora). As plantas transferidas para os

canteiros estavam na casa de vegetacao, foram desbastadas e dispostas com
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espagamento entre linhas de 1 metro e entre plantas de 0,60 m, segundo

recomendagao de Paim (1995, comentario pessoal).

3.2.1.4. Manutencgao da colegao viva

A partir de 27/10/1995 as plantas, em vaso, receberam adubagéao
foliar mensal no primeiro ano e quinzenal no segundo ano. Empregou-se adubo
organico foliar (Nutrifolia-Samaritda CRP 9592 - macro e micro elementos),
utilizando a dosagem de 4 ml por 1 litro de agua. O controle de ingos e a adigéo
de solo foram realizados sempre que necessario, semanal ou até
mensalmente.

Inicialmente, o controle de insetos e fungos foi realizado com
aspersoes de 6leo mineral e calda de fumo, mas com o aumento da populacéo
de plantas e moléstias, estes deixaram de ser eficazes. A partir de 05/09/1995
até o descarte do material em fevereiro de 1997, foram efetuadas aplicagdes
mensais, e até mesmo semanais, de fungicida e/ou inseticidas. As aplicagbes
geralmente eram precedidas de cortes, para diminuir a massa vegetal e facilitar
o controle de pragas e doengas. Foram utilizados inseticidas (Malatiol - 3ml/I;
Cyhexatin 500 - 0,5 g/l) e fungicida (Kumulus - 4g/l), aplicados com maior
frequéncia na primavera e verdo, quando ocorreram as infestagbes mais sérias
de acaros vermelhos, pulgdes e insetos minadores.

Na primavera de 1996 perdeu-se praticamente toda a populacao de

T. riograndense. As plantas e o solo foram analisados e, segundo Porto (1996,
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comentario pessoal) a morte das plantas ocorreu devido a infestacdo por
Rhizotonia sp (Veja a analise do solo no APENDICE 4).

As plantas estabelecidas nos canteiros, de maneira geral, nao
apresentaram problemas sérios de pragas ou doencas. O controle de invasoras
foi feito, quinzenal ou mensalmente, através de capinas. As plantas eram
molhadas diariamente, durante a primavera/1995 e verdo de 1996 e no
restante do periodo sempre que necessario. A manutencao destas plantas foi
realizada até outubro de 1996. Na area utilizada para os canteiros ainda
persistem materiais procedentes de estoldes (reproducdo vegetativa) e

ressemeadura dos acessos de T. repens estabelecido em 1995.

3.2.1.5. Coleta e armazenamento de sementes

Durante o desenvolvimento do presente estudo foi realizada a
coleta, processamento, identificagcdo e estocagem das sementes produzidas.
As sementes dos materiais da casa de vegetagdo foram coletadas por vaso
(individualizadas) e as sementes das plantas estabelecidas nos canteiros por
acesso (em lotes). Todas as sementes coletadas, apdés o devido
processamento, foram estocadas em vidros com identificagdo e guardadas em

geladeira doméstica no DPFA — UFRGS.

3.2.2. Eletroforese de enzimas em géis de poliacrilamida

A eletroforese, para a identificacdo de isoenzimas, compreende uma

sequéncia de procedimentos relacionados com o preparo das solugdes
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tampdes das cubas e gel, polimerizacdo do gel, homogeneizagado e aplicagao
das amostras, migracao eletroforética, revelagao, fixagao e documentagao dos
resultados. A separagao e nitida visualizagdo das isoenzimas € determinada

pelo somatorio dos procedimentos envolvidos.

3.2.2.1. Pilotagem e escolha dos sistemas

Para a escolha dos sistemas enzimaticos e metodologias mais
apropriadas, foram testadas enzimas indicadas por varios autores devido a seu
polimorfismo e por apresentarem definicdo adequada das bandas (Scandalios,
1969; Weeden & Wendel, 1990; Alfenas et al., 1991).

Foram priorizados os sistemas enzimaticos e procedimentos ja
testados para o género Trifolium (Collins et al. 1984; Michaelson-Yeates, 1986;
Molina-Freaner & Jain, 1992).

Durante a pilotagem foram testados oito sistemas enzimaticos,
fosfatase acida (ACP), alcool desidrogenase (ADH), o e B esterases (EST),
isocitrato desidrogenase (IDH), malato desidrogenase (MDH), enzima malica
(ME), fosfoglicoisomerases (PGIl) e superdoxido dismutase (SOD), utilizando
diversos procedimentos.

A concentragdo do gel testada foi de 6% e 8%. Também foram
testadas diferentes concentragdes das amostras.

Os acessos incluidos na analise de isoenzimas de PGI, MDH, EST e

SOD estao listados na TABELA 1.
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TABELA 1. Lista dos acessos estabelecidos em casa de vegetagéo e canteiros do DPFA
- UFRGS e que foram incluidos na analise de isoenzimas de PGI, MDH, EST e SOD

(1995-1997).

Espécie Acesso Origem/Remetente Fornecedor no Brasil ™ Ano
1 T. incarnatum Imigrantes ltalianos Bagé EMBRAPA Bagé -—-
2 cv. Dixie Alabama USA Saibro 95 1994
3 cv. AU Robin Alabama USA Saibro 95 1994
4 T. polymorphum |cv. 019 Lages - SC EMBRAPA Bagé 1994
5 T. pratense cv. Alpilles Franga EPAGRI Lages - SC(4001) |1976"
6 EEA 1992 EEA - UFRGS Paim 1995 1992
7 cv. El Surefio EE Pergamino Argentina | EPAGRI Lages-SC(4585) [1983"
8 cv. E116 Desconhecida Agronatura 1995
9 Bagé P3 Potreiro 3 EMBRAPA Bagé, RS 1994
10 Renato Kallil Propriedade Renato Kallil - EMBRAPA Bagé, RS 1994

Bagé
11 Trigolandia Bagé EMBRAPA Bagé, RS 94/95
12 cv. Violetta Rup GNIS - Franga EPAGRI Lages - SC (4245) (1977
13 T. repens tv. BR1 Bagé EMBRAPA Paim 1995 1988
14 cv. El Lucero EMBRAPA Bagé EMBRAPA Bagé, RS 93/94
15 cv. Guaiba EEA EEA - UFRGS Paim 1995 1989
16 cv. Guaiba S1 EEA - UFRGS Paim 1995 1992
17 cv. Haifa LP 113648 WS - Australia EPAGRI Lages - SC (4733) |1984"
18 cv. Ladino GTZ - ltalia EPAGRI Lages - SC (4261) (1977"
19 cv. Lirepa GTZ - Alemanha EPAGRI Lages - SC (4262) (1977"
20 cv. Nora GTZ - desconhecida EPAGRI Lages - SC (4263) (1977"
21 cv. Pitau (C8817) DSIR Grasslands- N. Z Paim 1995 -
22 cv. Tamar Africa do Sul EPAGRI Lages - SC (4596) [1983"
23 cv. Zapican Desconhecida Agronatura 1995
24 T. Resupinatum |cv. La Yapa -INTA EE Pergamino Argentina | EPAGRI Lages - SC (4587) |1983"
25 Schifino 1994 Fac. Agronomia - UFRGS Schifino —Wittmann 1994
26 T. riograndense |C. de C. da Serra Campos de Cima da Serra Schifino 1995 91/93
-RS

27 Lages Lages - SC EPAGRI Lages - SC (4859) |1994"
28 Vacaria Vacaria - RS Paim 1991 Schifino 1995 1991
29 Sao Joaquim Sao Joaquim - SC EPAGRI Lages - SC (4572) (1983*
30 T .subterraneum|cv. Larisa (BFG) Bagé Parcela 67 EMBRAPA Bagé, RS 1985
31 cv. Mount Barker (BFG) Bagé Parcela 43 EMBRAPA Bagé, RS 1987
32 cv. Seaton Park (BFG) Bagé Parcela 160 EMBRAPA Bagé, RS 1986
33 cv. Woogenellup (BFG) Bagé Parcela 29 EMBRAPA Bagé, RS 1990
34 T. vesiculosum [Weber 1995 Fac. Agronomia UFRGS Weber 1995 1994
35 cv. Yuchi Desconhecida CRA 1994
36 cv. Santa Tecla Bagé EMBRAPA Bagé, RS 93/94

*Ano em que as sementes foram recebidas pela EPAGRI Lages. Nas demais o ano foi indicado
pelo fornecedor.
**Entre parénteses numero de identificagdo para EPAGRI Lages — SC
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Foram escolhidos quatro sistemas enzimaticos, malato
desidrogenases (MDH), fosfoglicoisomerases (PGl), o e  esterases (EST) e
superoéxido dismutases (SOD), que apresentaram bandas nitidas, repetibilidade

e maior polimorfismo.

3.2.2.2. Preparo dos géis

Os quatro sistemas enzimaticos foram analisados em géis de
poliacrilamida 8%, a migragao eletroforética foi horizontal.

O preparo dos géis sempre ocorreu em dois blocos, um constituido
por géis para os sistemas MDH e PGl e outro por EST e SOD. Para a analise
dos sistemas de MDH e PGl utilizou-se os tampdes para cuba e gel de Fildes &
Harris (1966) apud Weeden & Wendel (1990) com modificagdes.

- Tampao dos géis para MDH e PGl (Histidina 0,005M, pH 8,0):

L-Histidina anidra ............cooeevviiiiiiiiieiiens 0,776 g
Agua destilada até..............cococoeveveuennnee. 1000 ml
O pH é medido e ajustado em 8,0 com NaOH 1 N

-Tampao das cubas de MDH e PGl (Citrato de sodio 0,41 M, pH 8,0):

Citrato de sddio tribasico di-hidratado........... 78,779

Agua destilada até ............coooeveeeiiein 1000 ml

O pH é ajustado em 8,0 com acido citrico 0,41M.

Nos géis para analise de EST e SOD foram utilizados os tampdes

para cuba e gel de Scandalios (1969), sem modificagdes.
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A solugéao utilizada nos géis € preparada misturando-se nove partes
de Tampao B em uma parte de Tampao A. Nas cubas foi utilizado o Tampao A.

Tampao A (Tampao Borato de Litio 0,24 M, pH 8,3):

Hidréxido de litio anidro.........ccooevevvvveeennen. 1,20 g
Acido borico anidro..........ccveeeveeereeere. 11,89 g
Agua destiladaaté ............coocoeveeceeenenne. 1000 ml

Tampao B (Tampao Tris-citrato 0,0595 M, pH 8,3):

Tris hidroximetil-aminometano anidro........ 6,297 g
Acido citrico anidro...........oocveeeeveeeeeeee. 1,537 g
Agua destilada até ...........cccoceovevveerieiiee. 1000 ml

Para preparar a solugao estoque para géis de poliacrilamida a 8%,

foram diluidos os seguintes componentes em 1 litro de solugédo tampao:

Acrilamida........coooeviii e, 76,00 g
Bis-acrilamida..........ccooovveiiiie, 4,00 g
TEMED. ... 1,00 ml

Para o preparo de cada gel misturavam-se 75 ml de solugao estoque
para gel de poliacrilamida a 8 % especifica com 0,75 ml de peréxido de amdnio
(PA 10%), que desencadeia a polimerizagao por processo quimico. A mistura
era vertida em uma canaleta de vidro, com dimensdes 180 mm x 140 mm X 1
mm, que era fechada com a placa de vidro previamente untada com 6éleo
mineral (Nujol), para evitar a adesdo do gel. A polimerizagdo ocorre na
auséncia de ar e em temperatura ambiente, demorando cerca de 20 minutos.

Apds, o conjunto era envolvido em plastico, para evitar o ressecamento ou
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contaminacgao, e resfriado a 4°C em geladeira doméstica, ficando estocado no

maximo por 72 h até sua utilizagao.

3.2.2.3. Preparo e aplicagao das amostras

O preparo das amostras deve ser muito criterioso, pois dele depende
a concentragdo e integridade das proteinas. O calor e/ou a oxidagdo das
amostras causam a desnaturagao das proteinas, modificando a sua mobilidade
e atividade enzimatica. As amostras devem ser preparadas sobre gelo e podem
ser utilizados componentes quimicos que reduzam a oxidagcédo e o efeito dos
compostos fendlicos presentes nos organismos.

Os compostos fendlicos sdo descompartimentalizados durante a
maceracao e, oxidados ou nao, podem formar complexos com as proteinas,
desativando as enzimas. A utilizagdo de agentes complexantes de compostos
fendlicos (Polivinilpirrotidona-PVPL, Albumina de soro bovino-BSA e Cisteina),
antioxidantes (DTT e Mercaptoetanol-MTT), estabilizantes osmoéticos de
enzimas (Glicerol) e mesmo detergentes (Triton-X100), permitem maior
estabilidade das proteinas do extrato. Deve-se ter o cuidado com a
possibilidade de ocorrerem respostas gendétipo especificas a estes compostos.
Diversos autores sugerem tipos de solugbes para serem adicionadas aos
extratos de tecidos vegetais (Weeden & Wendel, 1990; Alfenas et al., 1991).

As amostras foram obtidas a partir de extratos de folhas, coletadas
no momento da avaliagdo, mantidas em vidros numerados dentro de caixa de

isopor com gelo. Foram utilizadas somente folhas jovens sadias e que
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estivessem, no maximo, iniciando a abertura dos foliolos, coletando-se uma
folha por individuo e dez individuos por acesso.

Através de testes, a quantidade de material verde necessaria para
obtencao de extrato com concentragcdo adequada a visualizagao das bandas foi
padronizada em 30-40 mg. As porgdes apicais, cerca de 1/3 da folha, eram
picadas com tesoura e colocadas em uma canaleta de vidro contendo 40-50 pl
de solugdo extratora de Collins et al. (1984) modificada. O material era
macerado com o auxilio de bastdo de vidro com ponta esmerilhada, até que
formasse um homogeneizado. Para evitar a desnaturagdo das proteinas,
realizava-se a maceragao e aplicagao das amostras no gel sobre placa de gelo,
com temperatura ambiente controlada.

- Solucao extratora, pH 8,0:

Fosfato de sddio dibasico anidro ...................... 0,355¢
Ditiotreitol (DTT) .ooooveiiiieeeeeee e 0,075¢
Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) ........... 0,085¢g
THEOX-T00 coeeiiiieieeee e 1 ml
Agua destilada até .............ocoeveveeieveieeeene, 50 ml

Antes de iniciar o preparo das amostras, os géis eram deixados
prontos para a sua aplicacado. O preparo consistia em retirar a placa de vidro,
fazer as perfuragdes com o auxilio de pente de ago (22 dentes) a distancia
padrdo de 2 cm da borda inferior (do lado de maior comprimento), cobrir com
plastico filme e coloca-los novamente na geladeira a 4° C.

Para a obtencdo das amostras, absorviam-se os extratos individuais

em quadrinhos de papéis filtro do tipo Whatman 3 MM (1mm x 4mm). Em cada
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gel eram aplicadas 24 amostras, quatro delas correspondiam ao controle. O
individuo escolhido para ser o controle foi amostrado em todos os géis e
pertencia a cv. Ladino de T. repens.

Para marcar a linha de frente da migracao, foi adicionado azul de
bromofenol (0,1% em etanol) nas amostras controles das bordas e

aleatoriamente em dois individuos do centro.

3.2.2.4. Migragao

As pontes eletroforéticas entre o gel e a solugdo das cubas foram
estabelecidas utilizando quadrados de tecidos de algodao (do tipo “Perfex”),
molhados na solugdo das cubas. As pontes catddicas (ligadas ao pdlo
negativo) eram cuidadosamente posicionadas a 1 cm dos pontos de aplicagao
no gel e as pontes anddicas (ligadas ao polo positivo) a 10 cm das primeiras. O
conjunto de gel e pontes era coberto com filme plastico para evitar a
desidratacéo do gel.

Os conjuntos gel e cubas correspondentes eram entdo ligados as
fontes de eletroforese e a migragéo realizada com o controle da tensdo, com o
objetivo de mantiver a diferenga de potencial entre o catodo e o anodo de, no
maximo, 100 Volts, (10 V/cm). Durante a "corrida", a tensdo foi medida com
voltimetro, em intervalos de 25 a 35 minutos, efetuando-se o ajuste da tenséo,
sempre que necessario.

A corrida foi realizada dentro de geladeira doméstica com

temperatura de 4° C. A migragao chegava ao fim quando a por¢gédo mais central
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da linha de frente, marcada pelo azul de bromofenol (0,1%), atingia a distancia
de 8 cm da linha de aplicagdo, o que ocorria em torno de duas a trés horas

apos o inicio da eletroforese.

3.2.2.5. Coloragao e revelagao dos géis

Finalizada a migracao, preparava-se o gel para receber as solugdes
de coloragéo, especificas para cada sistema enzimatico.

Os papéis de aplicagdo das amostras eram retirados com o auxilio
de uma pinga, depois com o estilete era cortada uma faixa com 1 cm de largura
nas margens superior e inferior do gel.

Os reagentes utilizados na coloragdo eram previamente pesados e
misturados aos respectivos tampdes no momento de adiciona-los ao gel.
Somente os tampdes utilizados nas solugdes de coloragcdo eram preparados
com, no maximo cinco dias, de antecedéncia e estocados em geladeira, como
os demais tampdes do gel e cubas.

Durante a revelagéo, os géis foram incubados a 37 °C em banho
maria e corados segundo as metodologias citadas abaixo.

Buscando a obtencado de melhor resultado foram realizadas algumas

modificagdes nos protocolos originais.

-Coloracéao para PGl (Vallejos, 1983), modificada:

FrutoSe-6-P.......cooovmmiiiiiie e 0,080 g (30 units)
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P IS e e 0,004 g
Glucose-6 fosfato desidrogenase (NAD) ................. 10 pl (42 units)
Tampao para MDH (0,1M Tris + 0,04 M MgCl,, pH 8,0) ...... 50 ml

Os reagentes eram misturados ao tampao, deixando-se por ultimo o
PMS e a Glucose-6 fosfato desidrogenase (NAD), que era adicionada somente
no momento de colocar o gel na solugdo de coloracéo. O gel ficava em banho-
maria durante 45 minutos a uma hora, até a visualizagcdo das bandas azuis.

- Coloracéo para MDH (Weeden & Wendel, 1990), modificada:

DL-ACIAO MANICO ... 5 ml
B-NAD ..o 0,033 g
MTT e 0,0175g
PMS e 0,003 g
Tampao para MDH ..., 50 ml

- Tampao para MDH (0,1M Tris + 0,04 M MgCls, pH 8,0):

IS e 6,055 g
VIGCID e 1,904 g
Agua destilada até ............ccccooveoviviieiieeeeeaee, 500ml

O pH foi ajustado com HCI - 3 N. Misturava-se tudo, na auséncia de
luz, incubando o gel no escuro durante 30 a 45 min, até que as bandas de cor
azul estivessem bem nitidas.

- Acido malico, pH 8,0:

DL-acido malico anidro............ccccceeeeeeeeeininnnnnnn. 109

Agua destilada até ...........cccccoveovivviviieeen, 100 ml
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Primeiro ajustava-se o pH em 8,0 com NaOH 2 N e depois se
completava o volume com agua destilada.

- Coloracéao para EST (Scandalios, 1969), modificada:

o-naftil acetato.........cccoooeeeiiiiiiiiie 0,055¢
B-naftil acetato...........cccveviiiiiiiii, 0,045 ¢
Fastblue BB salf .......cc.ccoveveeiieiiiiiininann.. 0,060 g

Tampdes de coloragao C (50 ml) + D (10 ml) + agua até 100 ml.

- Tampao C (Fosfato de sédio monobasico 0,2 M, pH 4,3):

Fosfato de sédio monobasico anidro......... 6,8995 g

Agua destilada até.............cooooeeeeeeeenennn. 250 ml

- Tampao D (Fosfato de sédio dibasico 0,2 M, pH 9,2):

Fosfato de sédio dibasico anidro ................ 2,84 g

Agua destilada..........ccooooeioeeeieieieeeee 100 ml

Primeiro realizava-se a diluicdo do o e B-naftil acetato em 5 ml de
acetona mais 5 ml de agua destilada, que junto com fast blue BB salt era
adicionado a solugdo tampao sob agitacéo. Vertia-se parte da mistura na cuba,
colocava-se o gel e entdo o restante da solugdo. Desta forma, evita-se que o
gel cole na cuba ou que fiquem bolhas de ar. A cuba era tapada e colocada no
banho-maria até o aparecimento das bandas isoenzimaticas, o que
normalmente ocorria entre uma e duas horas, dependendo do material testado.

As bandas correspondentes as isoenzimas o EST apresentaram
coloragdo marrom-acinzentada a preta, enquanto que as isoenzimas com maior

afinidade com B EST tiveram coloragéo vermelha a bordo.
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- Coloracdo para SOD (Harris & Hopkinson, 1976 apud Gonzalez,

1994), modificada:

1 I T 0,01g
PMS .. 0,01g
Tampao 0,2 M HCI pH 9,00....................... 50 ml

- Coloracéao para SOD (Brewer & Sing, 1970), modificada:

B-NAD. ..ottt 0,030 g

NBT ..o 0,015¢g
PMS . 0,010g
Tampao para SOD...........cooeviveiiii, 50 ml

- Tampéo para SOD, pH 8,2:

Fosfato de sodio dibasico .........ccccevvveennennnn. 4,425¢g
L-acido glutamicCo..........ceeeeeeeeiiiiiniiiiiiines 10,563 g
Agua destilada ............ccoooveeveeeieeeeee, 100 ml

Ajustava-se o pH com NAOH 1 N. Misturava-se os reagentes ao
tampao em copo Becker envolvido por papel aluminio para reduzir a acdo da
luz, adicionava-se a mistura ao gel em cuba isolada da luz, que permanecia no
banho-maria durante 20 a 30 minutos. Na segunda etapa da coloragdo, o gel
era exposto a luz fluorescente da mesa de luz e de spot colocado a cerca de 20
cm, durante 30 a 50 minutos, até que as bandas, transparentes, fossem

visualizadas com nitidez sobre o fundo azul escuro do gel.
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3.2.2.6. Fixagao e documentagao dos géis

Apos a revelagdo, os géis eram enxaguados em agua destilada uma
vez e fixados durante 15 min em solug&o de Ayala.

- Solucéo Fixadora de Avala:

Alcool MetiliCo ....oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 450 ml
Acido aCEtICO. ... 110 ml
Agua destilada até..............cococeoeerevecrennnn. 900 ml

A solugédo de Ayala era preparada na hora de ser utilizada.

Apos a fixagdo, enxaguavam-se O0s geéis em agua destilada trés
vezes, enrolando-os com filme plastico, para evitar a desidratagao excessiva. A
identificacdo foi realizada com etiqueta contendo data, sistema enzimatico e
numeragao correspondente ao protocolo dos géis.

O registro dos geéis foi realizado através da marcacao cuidadosa dos
pontos de aplicacdo das amostras, das bandas e da linha de frente, em plastico
transparente colocado sobre o gel, logo apos sua revelagdo, sobre a mesa de
luz. Os géis foram fotografados, envolvidos por plastico filme e estocados em

caixas plasticas em geladeira domeéstica 4° C.

3.2.3. Medidas e calculo das migracoes relativas das bandas

isoenzimaticas

Apesar da distdncia de migracdo da linha de frente ter sido
padronizada em 8 cm houveram variagdes, associadas a problemas técnicos

que ocorrem durante o processo de eletroforese, como oscilagdes na tensao da
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rede elétrica, diminuicao da forga ibnica dos tampdes, contatos desiguais nas
pontes eletroforéticas e resfriamento desigual do gel (Alfenas et al., 1991).
Estas perdas de potencial no sistema podem ocasionar a migragao desigual de
uma mesma isoenzima em géis diferentes. Para contornar estes problemas,
optou-se por calcular a mobilidade das bandas em relagdo a uma banda do
individuo controle, escolhida por apresentar nitidez, identificacdo segura e com
migracao intermediaria entre o ponto de aplicagao e a linha de frente.

Foram analisadas somente as bandas de migracdo anddica. Com o
auxilio de uma régua milimetrada, para cada individuo, inicialmente foi medida
a distancia em milimetros percorrida por cada banda a partir do ponto de
aplicagao da amostra, bem como a distancia migrada pela banda controle.

Primeiro os valores de migragao relativa (mr) das bandas foram
calculados dividindo-se o valor de migracdo de cada uma (em mm) pelo valor
de migracado da banda controle (em mm) do individuo controle mais préximo.
Desta forma a banda controle tem mr = 1.

Foram calculados os valores de migragao relativa real (MR) da
banda controle, que € dado pelo valor de migragao da banda controle (em mm)
dividido pelo valor de migracdo do marcador de linha de frente (em mm). A
partir da média destes valores estabelecemos a MR média da banda controle,
que foi o indice utilizado para converter e normalizar os valores de migragéao
relativa (mr) de todas as bandas em MR, ou seja, mobilidade em relagdo a
linha de frente.

Esta conversdo, como ressalta Gonzalez (1994), permite a

localizagdo de bandas homdélogas e a comparagao dos resultados obtidos com
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os de outros autores, apresentando a desvantagem de subestimar parte da
variabilidade intra-especifica existente no loco correspondente a banda

escolhida como controle.

3.2.4. Medidas de variabilidade genética e analises estatisticas

A comparacio entre os acessos foi realizada ao nivel de espécie,
em cada sistema enzimatico e ao nivel de sistemas.

Os acessos constituiram as unidades taxonOmicas operacionais
(OTUs) e a presenca (1) ou auséncia de bandas (0) foram as variaveis.

A medida de variabilidade utilizada foi o indice de similaridade de
Jaccard (J) (Digby & Kempton, 1994).

O indice de similaridade de Jaccard é utilizado para fendtipos nao
interpretaveis ao nivel de locos e alelos. Este indice estima a proporgao de
bandas isoenzimaticas que sdo compartilhadas entre as unidades taxonémicas
(Alfenas et al., 1991).

O método utilizado para os agrupamentos foi pela média,
“Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic Averages — UPMGA. Para o
calculo do indice de similaridade, agrupamentos e construcdo dos fenogramas,
contou-se com o auxilio do programa computacional “Numerical Taxonomy and

Multivariate Analysis System / NTSYS-PC —(Rohlf, 1989).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Metodologia utilizada em laboratério

A identificacdo de isoenzimas por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida de migragdo horizontal permite precisdo de resultados, desde
que sejam escolhidos os sistemas enzimaticos e os procedimentos mais
adequados ao material analisado e aos objetivos do estudo (Weeden &
Wendel, 1990).

A pilotagem, realizada entre novembro de 1995 e fevereiro de 1996,
permitiu a definicdo de sistemas enzimaticos polimérficos e de procedimentos
eficazes para sua detecgdo. Excegcdo a enzima malica (ME) que, inicialmente,
havia sido selecionada por apresentar bandas nitidas, mas com o decorrer dos
testes exibiu reduzido polimorfismo, sendo substituida por fosfoglicoisomerase
(PGl), que também havia sido testada durante a pilotagem.

As espécies, de maneira geral, tiveram comportamento muito similar
quanto a concentragao e estabilidade das isoenzimas nos homogenados, com
excecao de T. pratense, que apresentou rapida oxidacdo dos extratos,

dificultando a sua analise. O aumento da concentracdo dos tamponantes, como



75

antioxidantes e estabilizantes, e a variagado nos tipos de tampdes de extragcao
nao solucionou o problema de oxidacdo dos extratos nesta espécie, o que
terminou impedindo a analise de varios acessos.

Os resultados, no que se referem a nitidez e a constancia das
bandas isoenzimaticas, foram aprimorados com o transcorrer dos testes em
laboratério. Estas melhorias deveram-se ao: aumento na concentragdo de
reagentes das solugdes de coloracéo para esterase (EST), fosfoglicoisomerase
(PGI) e malato desidrogenase (MDH); mudanga da coloragao para superoxido
dismutase (SOD); controle permanente da diferenga de potencial elétrico
através de medidas tomadas sobre o gel durante a migragdo; manutencao e
melhoria da qualidade dos equipamentos disponiveis; familiarizagdo do
pesquisador com a rotina experimental.

Através de ajustes nas concentragdes dos reagentes para a
coloragao das enzimas citadas, permitiu-se a melhor visualizagdo de bandas
relacionadas as isoenzimas com baixa atividade -catalitica, ou com
concentracao reduzida no homogenado de extragcao (amostra).

Com a redugao do tempo necessario para a coloragao das bandas
isoenzimaticas, diminuiram as manchas nos géis, melhorando o contraste
destes.

Para MDH e PGl foram realizados incrementos graduais na
concentragcao dos reagentes até a obtengao de resultados satisfatérios, o que
ocorreu com um aumento de 50 % nas concentra¢des dos reagentes utilizados

na solugao de coloragao. O pH ficou padronizado em pH = 8,0.



76

Para futuras analises sugere-se que se realizem novos ajustes nos
procedimentos utilizados em laboratério para MDH e PGI, buscando aprimorar
a qualidade dos géis e permitir que a identificacdo das bandas seja mais
simples e precisa.

As modificagdbes na solugdo de coloragcdo para EST incluiram
aumento de 50% na concentragao dos substratos enzimaticos e a utilizagdo do
corante BB salt em substituicdio a RR salt, o que permitiu géis mais
contrastados, com bandas nitidas e fundo claro.

Entre as coloragdes, a de SOD sofreu as mudancas mais
acentuadas, trocando-se a coloragao indicada por Harris & Hopkinson (1976)
apud Gonzalez (1994) pela indicada por Brewer & Sing (1970). A primeira foi
descartada porque, utilizando-se os mesmos materiais e procedimentos,
obtinham-se resultados ora positivos ora negativos, que oscilavam da total
auséncia de isoenzimas ou bandas que desapareciam durante ou apds a
coloracdo. A coloragao de Brewer & Sing (1970), em contrapartida, foi mais
estavel durante e apds a coloragao.

No decorrer das analises em laboratério, foram observadas
oscilagbes na rede elétrica. Estas afetam a migracao isoenzimatica de duas
formas, através da instabilidade do campo elétrico estabelecido e,
principalmente, pela perda de eficiéncia do equipamento de resfriamento
(geladeira). Estes problemas podem causar migragdes desiguais de uma
mesma isoenzima ou até mesmo a perda de atividade enzimatica, devido a
desnaturagado por aquecimento do gel. As oscilagbes na rede elétrica foram

parcialmente controladas a partir do monitoramento da tensao aplicada sobre o
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gel, através da tomada de medidas, da diferenca do potencial elétrico, diretas
sobre o0 gel com a utilizagdo de multimetro e pela disponibilidade de

equipamentos novos e mais adequados.

4.2. Analise das bandas e tratamento dos dados

As espécies e respectivos acessos foram polimérficos para os
sistemas isoenzimaticos analisados (TABELA 2).

A analise dos sistemas enzimaticos foi realizada com base nas MR
médias obtidas para cada acesso. Desta maneira, sado apresentadas
isoenzimas observadas em cada acesso e ndo os padrbes isoenzimaticos
individuais.

Durante a escolha da metodologia para a analise estatistica dos
dados, foram testadas diferentes medidas de similaridade (Disténcia
Euclidiana, Simple Matching e indice de Jaccard). Os grupos formados na
analise de agrupamentos foram mais consistentes e representativos dos
padrées isoenzimaticos observados quando se utilizou como medida de
similaridade o indice de Jaccard (J).

Primeiro sao descritos os padrdes isoenzimaticos obtidos para as
oito espécies e seus respectivos acessos, enquanto que as frequéncias de
ocorréncia das isoenzimas nos acessos foram indicadas em tabelas.

A ordenacgao dos locos iniciou pela regido mais anddica do gel.
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TABELA 2 — Variabilidade isoenzimatica detectada em oito espécies de Trifolium.

Espécies/ acessos Sistemas Enzimaticos

PGI (34a-16i) | MDH (36a-23i) | EST (36a-64i) | SOD (32a-46i)

LS| BA|AS| LS |BA|AS|LS|[BA|AS| LS |BA|AS
1. INC AU Robin 3 3 3 3 3 3 5 7 7 6 12 | 11
2. INC Dixie 3 3 3 3 3 3 5 6 6 6 13 | 11
3. INC Imigr. ltalianos 3 4 4 3 4 [4/3| 6 | 12 |12110 6 13 | 11
4. POL CV 019 2 | 5] 4 3 5 (54| 4 |7 |5 2 2 | 2
5. PRA Alpilles 2 | 4|3 3 4 | 4 |4 |7 |7
6. PRA EEA 1992 2 4 3 3 4 4 6 | 11 | 11 4 6 6
7. PRA E116 3 3(3|5]9]|9
8. PRA El Sureho 2 |1 3|3 3 313|510 10 4 6 | 6
0. PRA Bagé P3 2 5 4 3 4 4 5 110 | 10 4 5 5
10. PRA Renato Kallil 2| 5| 4 3 3|1 3|4 |7 |7 4 5|5
11.PRA Trigolandia 3 4 | 4 | 5|8 8 3 3|3
12.PRA Violeta Rup 2 3] 3 3 3 13|45 |5
13. REP BR1 Bagé 2 | 4| 4 3 8|1 8| 5|99 4 4 | 4
14. REP El Lucero 2 | 3|3 3 717 |6 |12]12 5 51| 5
15. REP Guaiba EEA 2 4 4 3 8 8 6 |13 | 13 7 8 8
16. REP Guaiba S1 2 | 5| 4 3 8 | 8| 6 |12]12 7 9 | 9
17. REP Haifa 2 | 4|3 3 717 1] 5| 8] 8 7 10 | 10
18. REP Ladino 2 4 3 3 7 7 5 [ 11| 11 7 10 | 10
19. REP Lirepa 2 | 4| 4 3 6 | 6|5 [11]11 7 8 | 8
20. REP Nora 2 | 4| 4 3 4 | 4| 49|09 7 9 | 9
1. REP Pitau 2 4 3 3 6 6 6 | 11 | 11 7 9 9
22. REP Tamar 2 |1 2| 2 3 7 7 5 8 8
23. REP Zapican 2| 5| 4 3 717 1] 5|10 10 7 8 | 8
4. RES La Yapa 2 | 4| 4 3 3|13 |5 |8 |7 5 9 | 7
25. RES Schifino1994 | 2 | 4 | 4 3 313|510 9 5 8 | 6
6. RIOC.CimaSerra | 2 | 4 | 3 3 4 | 4 | 5|88 6 9 | 8
7. RIO Lages 2 | 5| 4 3 33| 5|6 |6 2 313
28. RIO Vacaria 2 | 3|3 3 3|1 3| 4|6 |6 2 2 | 2
29. RIO Sdo Joaquim 2 3|3 3 3|13 | 4|6 |6 2 2 | 2
30. SUB Larisa 2 | 4|3 3 55| 5| 8| 8 7 9 | 9
31. SUB Mont Barker 2 | 5| 4 3 717 1] 5| 8] 8 7 9 | 9
32. SUB Seaton Park 2 | 4] 3 3 6 | 6|5 |7 |7 7 10 | 10
33. SUB Woogenellup | 2 | 4 | 3 3 4 | 4 | 5| 8] 8 7 919
34. VES Santa Tecla 2 | 4|3 3 5|1 4| 5| 8] 8 7 8 | 8
35. VES Weber 1994 2 | 2| 2 3 514|599 7 8 | 8
36. VES Yuchi 2 | 3| 2 3 5|1 4| 5| 8| 8 7 8 | 8
Abreviagdes: a = acessos; i = isoenzimas; LS = locos sugeridos; BA = bandas Analisadas; AS

alelos sugeridos; INC = T. incarnatum; POL = T. polymorphum; PRA = T. pratense; REP
repens; RES = T. resupinatum; RIO = T. riograndense; SUB = T. subterraneum; VES

vesiculosum
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Em seguida sdo apresentadas as analises de agrupamento ao nivel
intra-especifico, para cada sistemas enzimaticos (PGIl, MDH, EST, SOD), e os
resultados das analises inter-especificas, ao nivel de cada sistema e da analise

global, que reuniu 120 isoenzimas dos quatro sistemas.

4.2.1. Fosfoglicoisomerase (PGl - E. C. 5.3.1.9)

PGl demonstrou ser uma enzima bastante suscetivel ao
aquecimento, perdendo a atividade catalitica com pequenas elevagdes da
temperatura, aparentemente causadas por resfriamento ndo uniforme dos géis.

O aumento na concentragao da solugao de coloracao para revelagao
de PGI proporcionou melhor visualizagao das bandas, mas nao foi o suficiente
para que estas estivessem totalmente nitidas o que, associado as isoenzimas
de PGI que apresentaram migragdes muito proximas, dificultou a leitura dos
geis.

PGl é uma enzima funcionalmente dimérica, com formas que
ocorrem no citosol e/ou plastideos (Weeden & Wendel, 1990). Como o
presente estudo utilizou a coloracdo para PGl de Vallejos (1983), as formas
detectadas séo de isoenzimas PGl NADP dependentes. A reagcdo que ocorre
nestes casos, segundo Vallejos (1983), é representada por:

D-Glucose-6-P + NADP — 6-Phosphogluconate + NADPH (Glucose-6-PDH)

Nos 34 acessos analisados detectaram-se 16 bandas com coloragao

azulada e relacionadas ao sistema PGI (FIGURAS 9a e 9b).
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FIGURA 9a. Gel para avaliagao de isoenzimas de PGI, da direita para a esquerda
estdo as amostras 1, 6 e 17 do individuo controle (T. repens cv. Ladino) as demais
amostras sao individuos da cv. Yuchi de T. vesiculosum, onde sio observadas as

bandas MR-0.28, MR-0.25 e MR-0.22.

FIGURA 9b. Gel para avaliagao de isoenzimas de PGI, da direita para a esquerda
estdo as amostras 1, 8, 17 e 24 do individuo controle (T. repens cv. Ladino) as demais
amostras sdo individuos do acesso Weber 1995 de T. vesiculosum, onde podem ser
vistas as bandas MR-0.30 e MR-0.22
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O numero total de bandas por espécie variou entre quatro e nove,
em T. incarnatum (cinco bandas), T. polymorphum (cinco), T. pratense (nove),
T. repens (nove), T. resupinatum (quatro), T. riograndense (sete), T.

subterraneum (cinco) e T. vesiculosum (cinco) (FIGURA 10).

Pgi2 0.28 _—
— — | _— I

J 0.2
Inc pol pra rep res ro sUb WEE

FIGURA 10. Padrbes de PGl para as oito espécies do género Trifolium analisadas

Na maioria das espécies, PG| apresentou isoenzimas,
possivelmente, relacionadas a dois ou trés locos. O loco Pgi1, aparentemente,
condicionando as isoenzimas com migracado mais anodicas e apresentando o
menor polimorfismo (no maximo duas isoenzimas por espécie), concordando
com o descrito para varios géneros (Gottlieb & Weeden, 1981; Weeden &

Wendel, 1990) e para todas as espécies do género Trifolium que se tem

0.5 (+)
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referéncia, como T. hirtum (Molina-Freaner & Jain, 1992), T. repens (Kennedy
et al. 1985; Michaelson-Yeates, 1986) e T. subterraneum (Collins et al., 1984).

O loco Pgi1, em varios géneros € responsavel por isoenzimas de
PGI do cloroplasto e que tem migragcao mais anddica que as formas do citosol
(Gottlieb & Weeden, 1981; Weeden & Wendel, 1990). Entretanto, isso nao é
uma regra, pois em Phaseolus vulgaris e em alguns licopodios ocorre 0 oposto
(Weeden & Wendel, 1990).

No presente estudo, as isoenzimas aparentemente codificadas por
alelos do loco Pgi1 estdo presentes em praticamente todos os acessos e sua
auséncia, em alguns casos, poderia estar relacionada a problemas de
revelagao e/ou baixa concentragao das isoenzimas no homogenado.

As bandas condicionadas pelo loco Pgi1 sempre se apresentaram
mais difusas, tendo sido representadas em cor azul (FIGURAS 10 a 18). O loco
Pgi2 foi polimérfico, variando o numero de isoenzimas relacionadas a este loco.
Algumas espécies ainda apresentaram isoenzimas que poderiam ser
codificadas por alelos de um terceiro loco, denominado Pgi3.

Segundo Gottlieb & Weeden (1981) o loco Pgi2 geralmente
apresenta maior polimorfismo, estando relacionado as isoenzimas de PGI do
citosol.

Cabe ressaltar que, em alguns casos, ndo pode ser descartada a
possibilidade de sobreposicdo de bandas, isoenzimas conformacionais ou
secundarias ou a nao deteccao de isoenzimas com concentracdes muito baixas

nos extratos. A fim de melhorar a definicdo das bandas de PGI, futuros estudos
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poderiam testar outras metodologias para a coloracao de PGI ou diferentes
concentragdes de poliacrilamida no gel.

As isoenzimas de PGI, detectadas, tém suas frequéncias de
ocorréncia indicadas na TABELA 3.

As espécies analisadas, na maioria de seus acessos, distinguiram-
se por seus padrdes de isoenzimas.

Somente T. pratense apresentou isoenzimas espécie-especificas
(MR-0.37, MR-0.35 e MR-0.34).

T. incarnatum apresentou cinco bandas isoenzimaticas, trés ou
quatro por acesso (FIGURA 11). Duas hipéteses foram formuladas para sugerir
os locos envolvidos no controle genético das isoenzimas de PGI nesta espécie.
Na primeira hipotese é sugerida a existéncia dois locos: o primeiro seria Pgi1

representado pela isoenzima de migragdao mais anddica (MR-0.33).

0.5 (+)
Pgi1] (@MR0.33 _—
pgiz] (@ MRO.ZS?
(b) MR 0.26 /= T
Pgi3| (2) MR 0.22 /
(b) MR 0.20
geral ATTR. Dix.  Im. I 0

FIGURA 11. Padrées de Trifolium incarnatum em PGl
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TABELA 3. Listagem das Freqiéncias de ocorréncia (f) de 16 isoenzimas de
PGI, detectadas em 34 acessos do género Trifolium, incluidas nas analises
intra e inter-especifica e global, que reuniu os quatro sistemas enzimaticos.
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O segundo loco, Pgi2, estaria relacionado as bandas distribuidas na
regidao menos anddica (MR-0.22 e MR-0.20). As isoenzimas da regidao de
migracao intermediaria (MR-0.28 e MR-0.26) apresentaram frequéncia de
ocorréncia maxima, f = 0.40, poderiam ser secundarias ou heteroméricas.

Na segunda hipdtese ha trés locos: o primeiro seria Pgi1l,
monomorfico, representado pela isoenzima MR-0.33. Os outros dois locos
seriam polimérficos com duas aloenzimas cada: Pgi2 (MR-0.28 e MR-0.26) e
Pgi3 (MR-0.22 e MR-0.20). Nao foram encontrados individuos heterozigotos
para estes possiveis locos. A banda mais intensa (MR-0.22) esteve presente
em todos os individuos da espécie, com excecao de dois que, em substituicao
a esta, apresentaram uma banda com migracdo mais lenta (MR-0.20). Caso
fossem descartadas as bandas isoenzimaticas de migracao intermediaria, por
considera-las secundarias, e concordando com a primeira hipotese, o resultado
teria sido bem diferente, ficando as cultivares AU Robin e Dixie agrupadas com
similaridade maxima (J = 1), enquanto o acesso Imigrantes Italianos se
distingue destas por apresentar no loco Pgi2 uma aloenzima de migragido mais
lenta (APENDICE 5).

T. polymorphum (FIGURA 12) apresentou cinco isoenzimas
distintas.

A isoenzima (MR-0.18) também foi observada em T. riograndense e
T. repens, mas com frequéncias de ocorréncia inferiores as de T. polymorphum

(f = 0.80).
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FIGURA12. Padrées de Trifolium polymorphum em PGI

Cabe ressaltar que somente um acesso de T. polymorphum foi
analisado neste e nos outros sistemas enzimaticos. Mesmo assim, optou-se
por inclui-la, por ser uma espécie nativa e a respeito da qual ndo se tem
nenhum conhecimento nesta area.

T. pratense (FIGURA 13) apresentou nove isoenzimas (trés a cinco
por acesso) possivelmente relacionadas a dois locos.

As isoenzimas MR-0.37, MR-0.35 e MR-0.34 s6 ocorreram nesta
espécie e, portanto, sdo espécie-especificas. As duas primeiras (MR-0.37 e
MR-0.35) tiveram presenga simultdnea enquanto que MR-0.34 ocorreu na
auséncia destas.

O fenograma (APENDICE 5) apresenta dois grupos com similaridade

maxima (J = 1), o primeiro formado pelos acessos Bagé P3 e Renato Kallil com
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cinco isoenzimas em comum, o segundo pelas cultivares El Sureno e Violetta

Rup que compartilharam trés isoenzimas. O acesso EEA 1992 e a cv. Alpilles

ficaram isolados, para J > 0.50.
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FIGURA 13. Padrbes de Trifolium pratense em PGI

0.5 (+)

T. repens teve o maior numero de acessos analisados (11). Para a

maioria dos acessos e mesmo para os lotes de sementes mais antigas (1977 e

1983), uma repeticdo da germinagao foi suficiente para a obtengéo de plantulas

sadias.

A diversidade dos materiais, aliada ao nivel tetraploide desta

especie, dificultou a analise dos padrbes. Por outro lado, a disponibilidade de

informagdes sobre o controle genético de PGl em T. repens possibilitou uma

avaliagdo mais precisa.



88

O loco Pgi1 é conhecido como o monomorfico e o loco Pgi2 por
apresentar polimorfismo, geralmente com quatro a cinco alelos associados
(Kennedy et al., 1985; Michaelson-Yeates, 1986; Prins et al., 1989; Sawada &
Yamauchi, 1994).

T. repens (FIGURA 14) apresentou nove bandas isoenzimaticas,
cada acesso com duas a cinco isoenzimas.

A banda com a coloragdo mais intensa e que esteve presente em
todos os individuos foi MR-0.22 certamente é codificada pelo alelo “c” de Pgi2.
Corresponde a banda controle que foi utilizada para o calculo das migragcdes
relativas (mr = 1).

O loco Pgi2 é descrito para esta espécie por diversos autores que

tém encontrado o alelo “c”, no minimo em “dose dupla”, ou seja, todos os

[{ PRt

individuos apresentam no minimo dois “c”, 0 que explica a maior intensidade da

“n

aloenzima codificada por este loco. Como o alelo “c” ocorre em homozigose,

em pelo menos um dos conjuntos génicos, ha redugdo nos padroes de bandas

observados.
Os outros alelos tém apresentado freqliéncias de ocorréncias que

variam nas cultivares. O alelo “b”, geralmente, € 0 mais comum enquanto que
os codificadores das aloenzimas de migracdo mais rapida (alelo “a@”) e de
migracdo mais lenta (alelo “F” ou “e”) tém sido os mais raros (Michaelson-
Yeates, 1986; Prins et al., 1989; Sawada & Yamauchi, 1994).

A partir da localizagdo segura da aloenzima MR-0.22, codificada
pelo alelo “c” do loco Pgi2, foi facilitada a interpretacdo dos outros alelos

envolvidos na codificacdo das aloenzimas observadas nos acessos.



Pgit

Pgi2

89

(a) MR 0.33

(b)MRO.31x

(YR 02 — [ e e oo o P e e e
(c) MR 0.22 — —

(d)MROZO/

(fy MR 0.18

geral BR] ELu. EEA Gl Ha Lad Ly Nor Pt Tam Zap

FIGURA 14. Padrbes de Trifolium repens em PGI

Apenas a cv. Tamar foi, totalmente, homozigota para o alelo “c” do
loco Pgi2. No caso das cultivares Haifa, Ladino, Pitau e Zapican fica evidente a
manifestacéo do alelo “b” na forma de uma isoenzima homomérica (MR-0.27) e
outra heteromérica (MR-0.24), possivelmente, produto da associagdo de

“ ”

subunidades codificadas por alelos “b” e “c”. Na cv. Zapican ainda ocorreu uma
banda (MR-0.20) com migragdo mais lenta que a da homomeérica MR-0.22.

No caso de T. repens, ficou evidente que pode ter ocorrido
subestimativa da variabilidade, devido a sobreposicdo de bandas e a
dificuldade de visualiza-las. Alguns autores ja descreveram a ocorréncia de
sobreposi¢cdao de bandas (Nielsen, 1980) e de mudangas conformacionais

relacionadas aos tampdes e meios utilizados (Michaelson-Yeates, 1986; Prins

et al., 1989).

0.5 (+)
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Na analise de agrupamentos (APENDICE 5) houve formacéo de dois
grupos para J = 0.60. O primeiro composto pelas cultivares Haifa, Ladino,
Pitau, Zapican e Lirepa, sendo que as quatro primeiras compartilharam quatro
isoenzimas, MR-0.31, MR-0.27, MR-0.24 e MR-0.22. Destas Haifa, Ladino e
Pitau apresentaram similaridade maxima (J = 1), visto que tiveram os mesmos
padrdes isoenzimaticos. O segundo grupo, foi formado entre as cultivares El
Lucero, Guaiba EEA, e Guaiba S1 com trés isoenzimas em comum (MR-0.31,
MR-0.28 e MR-0.22). As cultivares Nora, BR1 Bagé e Tamar ficaram isoladas
para J > 0.60, pois apresentaram padrdes bem distintos. As duas primeiras
tiveram isoenzimas acesso-especificas (MR-0.33 e MR-0.29), quando
considerada s6 esta espécie, enquanto que a cv. Tamar apresentou 0 menor
numero de isoenzimas, MR-0.31 e MR-0.22.

T. resupinatum (FIGURA 15) apresentou nos dois acessos
analisados as mesmas quatro isoenzimas. Se nesta espécie o loco Pgi1l
apresenta a isoenzima com a coloragdo mais fraca e migragao mais anddica,
como ocorreu nas demais, talvez a isoenzima desse loco ndo tenha sido

detectada.

Considerando-se esta possibilidade, as isoenzimas observadas
seriam produto de alelos de dois locos polimérficos, Pgi2 e Pgi3 com a banda
de coloracdo mais intensa.

Os dois acessos apresentaram os mesmos padrbes e estdo

agrupados com similaridade maxima (J = 1) (APENDICE 5).
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FIGURA 15. Padrdes de Trifolium resupinatum em PGl

T. riograndense (FIGURA 16) apresentou sete isoenzimas, trés a
cinco por acesso, que podem estar relacionadas a dois locos, Pgi1 e Pgi2. A
aloenzima MR-0.18 foi observada, somente, nas espécies nativas, T.
riograndense e T. polymorphum, e em T. repens cv. Guaiba S1, como ja foi

comentado.
O fenograma (APENDICE 5) n&o apresentou agrupamentos para J >

0.60. A baixa similaridade intra-especifica pode estar refletindo o elevado
polimorfismo desta espécie. Para niveis inferiores de similaridade, J < 0.50,
houve formacao de dois grupos: o primeiro constituido por acessos Campos de
Cima da Serra e Lages, com trés isoenzimas em comum (MR-0.31, MR-0.26 e
MR-0.24); no outro grupo, estdo os acessos Vacaria e S&o Joaquim, que
compartilharam duas isoenzimas, MR-0.26 e MR-0.18, a primeira presente em

todos os acessos.
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FIGURA 16. Padrées de Trifolium riograndense em PGl

T. subterraneum (FIGURA 17) apresentou cinco isoenzimas, quatro
a cinco por acesso. Ha manifestagao de trés alelos (“a”, “b” e “c”) do loco Pgi2,
concordando com o proposto para esta espécie por Collins et al. (1984).

As isoenzimas MR-0.29 e MR-0.26 ocorreram em todos os
individuos analisados desta espécie.

O fenograma (APENDICE 5) apresenta, para J > 0.60, o
agrupamento de todas as cultivares. As cultivares Larisa, Seaton Park e
Woogenellup estdo agrupadas com similaridade maxima (J = 1) pois
apresentaram as mesmas quatro isoenzimas, MR-0.31, MR-0.29, MR-0.26 e
MR-0.22. A cv. Mount Barker relune-se a estas com menor similaridades, pois

apresentou mais uma isoenzima com migragao mais lenta (MR-0.20).
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FIGURA 17. Padrbées de Trifolium subterraneum em PGI

E interessante fazer um paralelo entre os resultados do presente
trabalho com os obtidos por Collins et al. (1984), que estudando 22 cultivares
de T. subterraneum encontraram quatro bandas para PGI, distribuidas em trés
padrées, P1 que ocorreram em 11 cultivares, P2 (oito cvs.) e P3 (trés cvs.),
todos padrées com duas bandas cada. A banda mais rapida € monomorfica.
Nenhuma cultivar apresenta padrdo unico e néo foi observada variabilidade
intra-cultivar.

Levando em conta apenas as quatro cultivares analisadas tanto por
Collins et al. (1984) como pelo presente trabalho, observam-se similaridades,
como as cvs. Larisa e Seaton Park que apresentam padrdes idénticos em
ambos os trabalhos, da mesma forma que a cv. Mount Barker distingue-se das
outras trés por apresentar uma banda mais lenta. Todas cultivares apresentam
uma banda mais rapida monomorfica. As diferengas encontradas entre os

trabalhos, que s&o migragdes relativas diferenciadas, o numero de bandas total
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e por padrao e o numero total de padrdes, poderiam ser explicadas pelo fato
que, mesmo que o presente estudo tenha utilizado o sistema de tampdes muito
similares ao de Collins et al. (1984), os géis utilizados por eles foram de amido
a 13%, e no presente trabalho de poliacrilamida 8 %.

T. vesiculosum (FIGURA18) apresentou cinco isoenzimas, duas a
quatro por acesso, que parecem relacionadas a dois locos. A isoenzima MR-
0.22 esteve presente em todos os individuos analisados nesta espécie.

O acesso Weber 1995 e a cv. Yuchi (FIGURA 9a e 9b)
apresentaram padrdes bem distintos. Como pode ser visto no fenograma
(APENDICE 5), o acesso Weber 1995 ficou isolado e teve o menor nimero de
isoenzimas (duas), sendo que uma acesso-especifica (MR-0.30) e a outra
comum a todos os materiais (MR-0.22). As outras cultivares, Santa Tecla e

Yuchi agruparam para J > 0.6, tendo compartilhado trés isoenzimas.

0.5 (+)

Pgi1 (@)MR0.33—___

(3) MR 0.30—— | — —_—
(b) MR 0287 —_—
(ht) MR 0.25 —— —

Pgi2

geral = Te Web, Yuc 0

FIGURA 18. Padroes de Trifolium vesiculosum em PGl
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4.2.2. Malato desidrogenase NAP dependente (MDH - E. C.

1.1.1.37)

Para a melhor compreensédo dos resultados obtidos na analise de
bandas isoenzimaticas de MDH, é necessario ressaltar algumas das
caracteristicas deste sistema que, reconhecidamente, possibilita a formagao de
isoenzimas secundarias, conformacionais ou mesmo multiméricas, que podem
“mascarar’ os zimogramas (Newton, 1983). Outros autores, como Goodman et
al. (1980), Hedges & Palmer (1992) e Brammer (1993) apontam dificuldades na
interpretacdo das bandas visualizadas nos géis, pois as isoenzimas podem
estar sujeitas a agao de locos modificadores e a presenga de alelos nulos.

MDH apresenta formas diméricas na maioria das plantas, estando
relacionado a oxidag&do de malato a oxalacetato (Weeden & Wendel, 1990). No
presente estudo foram incluidas na analise 23 isoenzimas de MDH das
detectadas em 36 acessos. Outras bandas foram descartadas, pois
seguramente eram bandas secundarias. Analises complementares seriam
necessarias para determinar com mais seguranga quais s&o as aloenzimas e
seus respectivos locos, quais as isoenzimas heteroméricas de associacao de
produtos inter-locos e se houve a inclusdo de isoenzimas secundarias ou
conformacionais nos padrdes descritos.

A maioria das isoenzimas de MDH teve frequéncia de ocorréncia (f)

superior a 50 % (FIGURA 19), (TABELA 4).
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TABELA 4. Listagem das frequéncias de ocorréncia de 23 isoenzimas de MDH,
detectadas em 36 acessos de Trifolium, incluidas nas analises intra e inter-
especifica de MDH e na analise global.
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FIGURA 19. Padrdes de MDH para as oito espécies de Trifolium analisadas

As isoenzimas de MDH, de maneira geral, distribuiram-se em duas
regides. Na regido mais anddica, encontrou-se o maior numero de bandas e as
mais intensas. Estas parecem ser produtos de alelos de um ou dois locos
diferentes. Podem estar ocorrendo isoenzimas heteroméricas resultantes de
associacdes entre aloenzimas, ou entre isoenzimas de locos diferentes. Na
segunda regido, menos anddica, geralmente foi detectada uma isoenzima, que
nao apresentou variagado em sua mobilidade, quando analisados os acessos de
uma mesma espécie, sugerindo um loco monomorfico. Somente T. repens
apresentou trés isoenzimas em vez de uma. Estas parecem relacionadas a
locos diferentes, sugerindo-se trés locos, dois para o caso de estar havendo a

formagao de uma isoenzima heteromérica (FIGURA 20a e 20b).

0.5 (+)
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Segundo Hock (1973) apud (Newton, 1983) e Longo & Scandalios
(1968) apud Scandalios (1969), as isoenzimas da regido mais anddica podem
estar associadas as formas de MDH encontradas no citosol e mitocéndria.

Hedges & Palmer (1992) encontraram isoenzimas de migragao mais
anddica e auséncia de formas lentas, analisando MDH mitocondrial em Glycine
max. As isoenzimas da regiao menos anddica seriam as compartimentalizadas
Nos microcorpos (glioxissomos e peroxissomos).

No presente estudo os individuos de cada acesso geralmente
apresentaram as mesmas bandas. Os 36 acessos das oito espécies
apresentaram entre trés a 16 isoenzimas (FIGURA 19), T. incarnatum (sete), T.
polymorphum (cinco), T. pratense (nove), T. repens (16), T. resupinatum (trés),
T. riograndense (seis), T. subterraneum (oito) e T. vesiculosum (sete).

Foi identificada uma isoenzima acesso e espécie-especifica (MR-
0,37), presente na cv. Bagé BR1 de T. repens e outras sete bandas espécie-
especificas, ocorrentes em trés espécies, T. repens (MR-0.33, MR-0.32, MR-
0.14 e MR-0.11), T. pratense (MR-0.12 e MR-0.36) e T. resupinatum (MR-0.19).

T. incarnatum (FIGURA 21) apresentou sete isoenzimas.

Os acessos com trés ou quatro bandas cada compartilharam no
maximo duas isoenzimas e no minimo a de migragdao mais lenta (MR-0.09). As
isoenzimas com migragao mais rapida e coloragdao mais intensa (MR-0.29, MR-
0.28 e MR-0.27) foram acesso-especificas e tiveram f = 1.00.

As cultivares AU Robin e Dixie apresentaram a maior similaridade (J

= 0.40), compartilhando duas bandas (MR-0.24 e MR-0.09).
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FIGURA 20a. Gel para avaliacdo de isoenzimas de MDH, da direita para a esquerda
estdo as amostras 1, 8, 13 e 24 do individuo controle (T. repens cv. Ladino). As
demais amostras sdo de T. repens cultivar Haifa (amostras 2 a 12) e Guaiba S1

(amostras 14 a 23).

FIGURA 20b. Gel para avaliagao de isoenzimas de MDH, da direita para a esquerda
estdo as amostras 1, 7 e 13 do individuo controle (T. repens cv. Ladino). As demais
amostras sado de T. repens cv. Zapican. Estas cvs. apresentaram o mesmo padrao de
bandas para MDH, podendo ser observadas as bandas MR-0.34, MR-0.31, MR-0.27,
MR-0.23, MR-0.14, MR-0.11 e MR-0.09.
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FIGURA 21. Padrbes de Trifolium incarnatum em MDH

T. polymorphum apresentou cinco bandas (FIGURA 22). Somente

uma isoenzima (MR-0.29) teve frequéncia inferior a 80% (f = 0.20).
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FIGURAZ22. Padrées de Trifolium polymorphum em MDH
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T. pratense (FIGURA 23) totalizou nove isoenzimas que tiveram
frequéncia superior a 70% (f > 0.70).

Foram detectadas trés ou quatro bandas por acesso. A isoenzima
com a migracdo mais lenta (MR-0.12) ocorreu em todos os acessos €, como
MR-0.36, foi espécie-especifica.

Na analise de agrupamentos (APENDICE 5) as cultivares El Surefio
e Violetta Rup, com as mesmas isoenzimas (MR-0.34, MR-0.28 e MR-0.12)
apresentaram similaridade maxima (J = 1).

O mesmo ocorreu entre os acessos EEA 1992 e Bagé P3, que com
duas isoenzimas em comum com o acesso Trigolandia, formaram um grupo,
para J = 0.60. Os acessos Renato Kallil, e cvs. Alpilles e E116 tiveram baixa

similaridade com os demais acessos desta espécie.
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FIGURA 23. Padrées de Trifolium pratense em MDH
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T. repens apresentou o maior numero de isoenzimas (16), quatro a

oito por acesso, distribuidas em duas regides (FIGURA 24).
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FIGURA 24. Padrées de Trifolium repens em MDH
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A isoenzima MR-0.31 corresponde a banda controle neste sistema.
Foi a mais frequiente, ausente apenas em trés cultivares (El Lucero, Guaiba S1
e Guaiba EEA), que apresentaram a MR-0.30 em seu lugar. A segunda
isoenzima mais frequente (MR-0.27) ocorreu em seis dos 11 acessos,
enquanto que os outros apresentaram no lugar desta isoenzima a de migragao
mais lenta (MR-0.26) ou a mais rapida (MR-0.28).

Considerando-se apenas esta espécie, trés cultivares tiveram
isoenzimas acesso-especificas, a cv. BR1 Bagé (MR-0.37), a cv. Guaiba S1
(MR-0.35 e MR-0.32) e a cv. Nora (MR-0.28).

No fenograma (APENDICE 5) os dois acessos da cv. Guaiba S1
(Guaiba S1 e Guaiba EEA) reuniram-se em um grupo com similaridade
maxima (J = 1), o mesmo ocorreu entre as cultivares Ladino e Zapican, que
também compartiiharam todas as isoenzimas. Para J > 0.60, houve
agrupamento entre as cultivares Haifa e Lirepa com Pitau e Tamar, mais
similares ao grupo das cultivares Ladino e Zapican. A cv. BR1 Bagé agrupou,
para J < 0.60, com a cv. Guaiba S1 (acessos Guaiba EEA e Guaiba S1). As
cultivares El Lucero e Nora ficaram isoladas dos demais.

T. resupinatum (FIGURA 25) apresentou as mesmas trés
isoenzimas nos dois acessos analisados.

A banda com coloragéo mais intensa (MR-0.31) ocorreu em todos os
individuos. A isoenzima com a migragdo mais lenta (MR-0.19) foi espécie-
especifica. Como os acessos apresentaram as mesmas isoenzimas, ficaram

reunidos para J = 1.00 (APENDICE 5).
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FIGURA 25. Padrbes de Trifolium resupinatum em MDH

T. riograndense (FIGURA 26) apresentou seis isoenzimas (trés a
quatro por acesso) distribuidas em duas regides. A isoenzima com a migragao
mais lenta ocorreu em todos os acessos, as outras cinco distribuiram-se na
regido de migracdo mais rapida, destas apenas a MR-0.28 apresentou f < 1.00.
Os acessos Lages e Sao Joaquim, com as mesmas isoenzimas, agruparam-se
(APENDICE 5) com similaridade maxima (J = 1), os acessos Campos de Cima
da Serra e Vacaria ficaram isolados dos primeiros e apresentaram similaridade

inferior (J <0.40).
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FIGURA 26. Padrées de Trifolium riograndense em MDH

T. subterraneum (FIGURA 27) totalizou oito isoenzimas, quatro a
sete por acesso. Duas isoenzimas foram compartilhadas por todos os acessos,
MR-0.10 e MR-0.28. Também estiveram bem representadas MR-0.24 e MR-
0.23, que ocorreram em trés acessos cada. As bandas com migragao mais
rapida apresentaram coloragdo mais intensa.

No fenograma (APENDICE 5) as cultivares Mount Barker e Seaton
Park, que compartilharam cinco isoenzimas, apresentaram a maior
similaridade, diferindo apenas pela presenca de uma isoenzima a mais em
Mount Barker (MR-0.26). As cultivares Larisa e Woogenellup ficaram isoladas
para J > 0.60, apresentando o menor numero de isoenzimas e padroes bem
diferenciados dos anteriores.

Collins et al. (1984) para T. subterraneum obtiveram 13 isoenzimas

de MDH, trés foram monomorficas, inclusive a que apresentou a migragao mais



106

lenta. As 22 cultivares analisadas foram agrupadas em apenas trés padrdes

enzimaticos distintos

0.5 (+)

|Mdh1
|Mdh2

|'V|dh3: (a) MR 0.10

geral  Lar. M Ba 3 Pa Woo. 0

FIGURA 27. Padrbées de Trifolium subterraneum em MDH

Apenas duas cultivares tiveram padrdes unicos, Seaton Park (P1
com dez bandas) e Woogenellup (P3 com seis bandas), as outras 20, entre
eles as cvs. Larisa e Mount Barker, apresentaram o mesmo padrao (P2 com
oito bandas). Nao foi detectada variabilidade intra-cultivar. Segundo os autores,
sao trés os locos responsaveis pelo controle genético das isoenzimas de MDH,
os dois primeiros Mdh1 e Mdh2 sao polimérficos, com dois alelos cada e
isoenzimas na regiao de migragcdo mais rapida, enquanto que o loco Mdh3 é
monomorfico, representado pela isoenzima de migragcao mais lenta. Apesar de

algumas semelhancas entre os resultados obtidos por estes autores e os do
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presente estudo, como isoenzimas distribuidas em duas regides de migragao, o
polimorfismo dos locos relacionados as isoenzimas com migragao mais rapida
(Mdh1 e Mdh2), o monomorfismo do loco Mdh3 e o menor nimero de bandas
na cv. Woogenellup. Os resultados de Collins et al. (1984) foram obtidos em gel
de amido 13% e utilizando tampdes diferentes dos aqui empregados.

Em T. vesiculosum (FIGURA 28) foram observadas sete
isoenzimas. A banda de migracdo mais lenta e mais outras duas (MR-0.28 e
MR-0.26) ocorreram em todos os acessos. No fenograma (APENDICE 5) as
cultivares Santa Tecla e Yuchi, com as mesmas isoenzimas (MR-0.30, MR-
0.28, MR-0.26, MR-0.24 e MR-0.10) ficaram agrupadas para J = 1. O acesso
Weber 1995 com duas isoenzimas acesso-especificas (MR-0.23 e MR-0.21),
apresentou baixa similaridade com os demais acessos (J < 0.50),

considerando-se apenas esta espécie.

0.5 (+)
(a) MR 0.30
Mdh1] (b/ht) MR 0.28 \
(c) MR 0.26 % -
Mdn2 (a) MR 0.24 — —
(b) MR 0.23 — —
(c) MR 0.21 —
Mdh3]  (a) MR 0.10
geral 5 Te Web., Yuc ;

FIGURA 28. Padrées de Trifolium vesiculosum em MDH
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4.2.3. o e 3 Esterases (EST; E. C. 3.1.1.)

Os géis para a analise de EST apresentaram os melhores resultados
quanto a nitidez das bandas e ao polimorfismo encontrado nos padroes.

Para a revelagdo das esterases foram utilizados como substratos
esteres naftilicos sintéticos, o e p naftil acetato, e o sal BB salt.

Os ésteres naftilicos, quando incubados com um sal diazbnico,
liberam pela acdo da enzima, o naftil das ligagdes ésteres que se liga ao sal
produzindo um corante escuro e insoluvel (Shaw, 1965 apud Oliveira, 1976).
Desta forma, a revelacdo permite localizagdo das zonas de atividade
enzimatica com maior especificidade in vitro para estes substratos.

As esterases sdo um grupo complexo de enzimas com multiplos
substratos de especificidade (Scandalios, 1969). Nas plantas, geralmente, sdo
monomeéricas e diméricas (Weeden & Wendel, 1990), com ampla variabilidade
genética (Gillespie & Langley, 1974) e uma dos sistemas enzimaticos mais
polimérficos em plantas (Weeden & Wendel, 1990).

No presente estudo, as isoenzimas com maior especificidade para o
substrato o naftil acetato foram identificadas como as bandas de cor marrom-
acinzentada a preta (o EST) e as isoenzimas com maior afinidade ao substrato
B naftil acetato foram identificadas como as bandas de cor vermelha clara a
bordd (B EST). Ainda foram observadas isoenzimas com especificidade o €
EST e coloragao intermediaria (o EST), que ocorreram em T. polymorphum,

T. riograndense e T. subterraneum (FIGURA 29).
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FIGURA 29. Padrdes de EST para as oito espécies de Trifolium analisadas
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As bandas B EST, geralmente, apresentaram maior nitidez. O

mesmo foi constatado por Sawada & Yamauchi (1994) que, para a analise de

T. repens cv. Grasslands Huia, utilizaram a coloragao para EST de Weeden &

Wendel (1990).

A anadlise de padrées complexos, com elevado numero de bandas e

diferentes especificidades, € informativa e util para a caracterizacdo dos

materiais. As isoenzimas com maior especificidade por substratos o ou  naftil

acetato, reuniram-se em regides. A disposicao das regides foi similar nas

espécies, as B EST, geralmente, estiveram localizadas na regidao mais anddica

do gel, seguidas de uma regido de o EST ou aff EST, e de outra regido 3 EST
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O numero de o e B regides e de isoenzimas associadas variou com as
especies.

A maioria das bandas o EST se distribuiram nas regides de
migracao mais lenta e intermediaria

Foi detectada elevada variabilidade isoenzimatica dentro e entre os
acessos. O numero total de isoenzimas por espécie variou entre sete e 18
(TABELA 5), T. incarnatum (15 isoenzimas), T. polymorphum (7), T. pratense
(17), T. repens (18), T. resupinatum (12), T. riograndense (12), T. subterraneum
(12) e T. vesiculosum (9).

Nas oito espécies analisadas foram detectadas 64 isoenzimas,
levando-se em conta migracao relativa (MR) e especificidade distintas, dessas
34 isoenzimas foram o EST, 24  EST e seis off EST.

Considerando-se apenas as mobilidades diferenciadas (MR) foram
identificadas 53 isoenzimas, 24 com maior especificidade o EST, 18 com f
EST e duas com o e 3 EST.

A sugestao dos possiveis locos e alelos, envolvidos na codificagéo
das isoenzimas observadas, foi realizada através da analise dos padrdes
individuais e deteccao constante de certos tipos de padroes.

T. incarnatum apresentou 15 isoenzimas, seis a 12 por acesso,
possivelmente, controladas por seis locos, desses quatro com nove isoenzimas
com especificidade o EST e dois locos com seis isoenzimas 3 EST (FIGURA

30).



TABELA 5. Listagem das frequéncias de ocorréncia (f) de 64 isoenzimas de

EST, incluidas nas analises intra-especifica deste sistema.
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B Est1

o Est2

o Est3

B Est4|

o EstS

o Est6

(a) MR 0.30 —

/
(b) MR 0.26
(c)MR0.20 —

(a) MR 0.08 —

geral

ATTE. Do

Im. I

FIGURA 30. Padrbes de Trifolium incarnatum em EST
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As isoenzimas do loco B Est4 (MR-0.52 e MR-0.48) sé foram

encontradas no acesso Imigrantes lItalianos, assim como as isoenzimas do loco

o Est5 (MR-0.30, MR-0.26 e MR-0.20) (FIGURA 31).

A isoenzima com menor mobilidade foi a Unica que ocorreu em todos

os individuos. As isoenzimas MR-0.67, MR-0.63, MR-0.26 e MR-0.20 foram

espécie-especificas.

O fenograma, obtido na andlise intra-especifica (APENDICE 5)

reflete a variabilidade dos padrées. Ndo houve agrupamento para J > 0.60. As

cultivares AU Robin e Dixie, com o menor numero de isoenzimas, sete e seis

respectivamente, apresentaram a maior similaridade (J = 0.44).
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FIGURA 31. Gel para avaliacdo de isoenzimas de EST, da direita para a esquerda
estdo as amostras 1, 8 e 17 do individuo controle (7. repens cv. Ladino). O acesso
Imigrantes Italianos de Trifolium incarnatum esta representado nas amostras 2 a 12 e
a cv. Woogenellup de T. subterraneum nas amostras 13 a 23.

T. polymorphum (FIGURA 32) apresentou sete isoenzimas
possivelmente controladas por quatro locos, destes dois locos com quatro
isoenzimas o EST, os outros com duas  EST. A isoenzimas MR-0.55 ocorreu
em todos os individuos.

A ocorréncia da isoenzima aff EST MR-0.53 esteve condicionada a
presenca simultdnea das bandas o« EST MR-0.50 e § EST MR-0.55. Assim esta
isoenzima seria uma heteromérica, resultado da associagdo de produtos de

locos diferentes.
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B Est1| (@) MR 0.92 — | 1 (+)

(a) MR 0.80 —_|

|a Est2| (ht) MR 0.77 ——
(b) MR 0.75 —

B Est3| (a) MR 0.55

(ht) MR 0.53
(a) MR 0.50 /

acsl 0

FIGURAZ32. Padrbes de Trifolium polymorphum em EST

T. pratense (FIGURA 33) apresentou 17 isoenzimas distintas, cinco
a 11 por acesso, destas trés ocorreram em todos os acessos (MR-0.73, MR-
0.60 e MR-0.08) e sete foram espécie especificas (MR-0.94, MR-0.76, MR-

0.60, MR-0.54, MR-0.46, MR-0.34 e MR-0.08).

Foram sugeridos seis locos, quatro deles condicionando nove
isoenzimas o EST e dois locos com oito isoenzimas  EST. Nos padrées
individuais, as isoenzimas do loco  Est1 ocorreram sozinhas ou no maximo
duas a duas, quando apresentaram a mesma intensidade. O segundo loco, a
Est2, teve comportamento similar. O loco B Est3 nos padrdes individuais
sempre apresentou no maximo duas aloenzimas simultaneamente. O quarto
estaria representado por duas aloenzimas que ocorreram uma em cada

individuo.
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(C)MR0.92 —__—
(d) MR 0.90

(a) MR 0.80 —
(b) MR 0.76
(c) MR 0.73
(d) MR 0.68
(a) MR 0.65
(b) MR 0.60
(c) MR 0.56
(d) MR 0.54
(a) MR 0.48
(b) MR 0.46
(a) MR 0.34
(b) MR 0.28

(a) MR 0.08

SN

qeral

Alp E%2 EbSu E116 BP3 EEKa Tn V.Eu

FIGURA 33. Padrbes de Trifolium pratense em EST

Analisando o fenograma (APENDICE 5) e considerando J > 0.6,

houve a formacao de dois grupos, o primeiro constituido por acessos e Bagé

P3 e Trigolandia que apresentaram a maior similaridade (J = 0.80) e pela cv.

Alpilles que se une aos primeiros com menor similaridade. O segundo grupo

ficou constituido pela cv. El Surefio e acesso EEA 1992 (J > 0.70). Para menor

similaridade (J = 0.5) somente ficaram isoladas as cultivares E116 e Violetta

Rup.

T. repens (FIGURA 34) apresentou o maior numero de isoenzimas

com 18 no total, de oito a 13 por acesso. Quatro destas foram espécie-

especificas (MR-0.62, MR-0.45, MR-0.39 e MR-0.35). Sugere-se que seis locos

estejam envolvidos no controle genético, quatro locos relacionados a dez

isoenzimas o EST e dois locos a oito isoenzimas 3 EST.

1(+)
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| (a) MR 0.87
(b) MR 0.85 \
B Est1| (c) MR 0.83 \
(d) MR 0.79 s— ———— & B R
|oc Est2| (8) MR 0.72 —_— —
| (a) MR 0.62 \
(b) MR 0.61
B Est3] (c) MR 0.57 §= —_— -
(d)MR056;=__ — T — T T —
(a) MR 0.52 —— —_—
.(b)MRO.507=— —— e — ———
|a Est4] (c)MRO0.48 /— — — —_——
(d) MR 0.45 e —_—
(e) MR 0.43 /_ _—— _
| (a) MR 0.39
|a Est5 (b)MR0.35 /
(c) MR 0.31
(a) MR 0.07 /

el BR1 ELu EEA G5l Ha Lad Ly Ner Pt Tam Zap| |,

FIGURA 34. Padrées de Trifolium repens em EST

A Unica isoenzima presente em todos os acessos foi a com menor
mobilidade (MR-0.07).

Sawada & Yamauchi (1994), analisando as isoesterases presentes
em clones T. repens cv. Grasslands Huia, observaram sete isoenzimas 3 EST
detectadas em gel de amido. Os autores nao incluiram na andlise as
isoenzimas a EST por ndo terem apresentado boa definicdo. A analise dos
zimogramas possibilitou a distingado dos clones em 29 padrdes fenotipicos.

As isoenzimas de B EST observadas por Sawada & Yamauchi
(1994) sao similares as detectadas pelo presente estudo, estando relacionadas
aos locos B Est1 e § Est3.

No fenograma (APENDICE 5) para J > 0.60, houve agrupamento dos
acessos da cv. Guaiba S1 (Guaiba S1 e Guaiba EEA), que tiveram a maior

similaridade observada (J > 0.90). A cv. Guaiba S1 unem-se a cv. Lirepa, e as
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cultivares Nora e Zapican que foram mais similares entre si do que as demais.

Para J > 0.60, ficaram isoladas as cultivares BR1 Bagé, El Lucero, Pitau,

Tamar, Haifa e Ladino.

T. resupinatum (FIGURA 35) apresentou 12 isoenzimas, oito ou dez

por acesso, relacionadas a cinco locos enzimaticos, trés deles responsaveis

por seis isoenzimas o EST e os outros dois locos por seis isoenzimas  EST. A

banda MR-0.83 ocorreu associada a presenca de MR-0.85 e MR-0.79 e

poderia ser uma heteromérica. As isoenzimas MR-0.37 e MR-0.33 foram

espécie-especificas. Diferente dos resultados obtidos para T. resupinatum nos

outros sistemas enzimaticos, o fenograma de EST (APENDICE 5) para J > 0.6

nao apresentou a formagao de grupos, o que certamente esta relacionado a

seis das 12 isoenzimas terem sido acesso-especificas (MR-0.59, MR-0.50, MR-

0.43, MR-0.41, MR-0.37 e MR-0.33).

Est1|

B Est1
o Est2]
B Est3]

4

|(x Est

(a) MR 0.85

(ht) MR 0.83
w)MROJQ\\\\\

(a) MR 0.73

(a) MR 0.59 ——_
(b) MR 0.55
(c)MR0.50 _____
(@) MR 0.43 —_
(b) MR 0.41

@)MROB?t::::
(d) MR 0.33

(a) MR 0.09

geral

och. LY

FIGURA 35. Padrées de Trifolium resupinatum em EST

T(+)
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T. riograndense (FIGURA 36) apresentou 12 isoenzimas, seis ou
oito por acesso. Aparentemente, cinco locos estdo envolvidos no controle
destas isoenzimas, trés locos com seis isoenzimas o EST, um loco com duas
isoenzimas com 3 EST e um loco com quatro isoenzimas of§ EST.

A isoenzima MR-0.41 ocorreu em todos 0s acessos.

O fenograma (APENDICE 5) ndo mostrou agrupamentos para J >
0.60, confirmando o ja reconhecido polimorfismo das populagdes naturais. A

maior similaridade ocorreu entre os acessos Campos de Cima da Serra e

Lages.
(a) MR 0.83 1(+)
luB Est1 %b; MR 8;2\
Cc .
(d) MR 0.69\— — —
.~ (@) MR 0.65 — - T
REs2 | (b)MR 061 —|— —
@MROSI— I 0YF—] —— . —— ——
(b) MR 0.57
LEst3 | (o) MR 0.55/
(d) MR 0.53

(a) MR 0.41
(a) MR 0.07

oerdl C.C5 Lag Vae 5Jo n

FIGURA 36. Padrbes de Trifolium riograndense em EST
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T. subterraneum (FIGURA 37) apresentou 12 isoenzimas, sete ou
oito por acesso.

Sao sugeridos cinco locos, dois locos o EST com trés isoenzimas,
dois locos fp EST com seis isoenzimas, um loco aff EST com seis isoenzimas.
Cinco isoenzimas foram espécie-especificas, MR-0.93, MR-0.66, MR-0.51, MR-
0.44 e MR-0.36. A banda de migracdo mais lenta ocorreu em todas as
cultivares.

No fenograma (APENDICE 5) observa-se a formagdo de um grupo
entre as cultivares Seaton Park e Woogenellup (J > 0.85), reunidos a cv. Larisa
com menor similaridade. A cv. Mount Barker ficou isolada das demais, para J >
0.60, pois apresentou o maior numero de isoenzimas acesso-especificas, MR-

0.72, MR-0.31 e MR-0.28.

B Est’lj (@) MR 0.96 —_ . 1 (+)
(b) MR 0.93

(a) MR 0.72
[uBEst2] () MR 0.69—

(c) MR 0.66
— (a) MR 0.51

(b) MR 0.48——
B Est3] (c) MR 0.44——
T (a)MR0.36 ———

o Estd] L (d) MR 0.317

— (b) MR 0.28

o Est5R (a) MR 0.09

geral  Lar. MM Ba 5.Pa Woo

FIGURA 37. Padrbées de Trifolium subterraneum em EST



120

Collins et al. (1984), analisando arilesterases em T. subterraneum,
detectaram 17 bandas em 14 padrbes enzimaticos. Entre as 22 cultivares
estudadas, nove apresentaram padrao cultivar-especifico, entre estes as cvs.
Seaton Park, Woogenellup, Mount Barker Larisa, analisadas no presente
trabalho, que tratou de esterases com especificidades distintas.

T. vesiculosum (FIGURA 38) apresentou nove isoenzimas, oito ou
nove por acesso. Sao sugeridos seis locos, trés locos com trés isoenzimas o
EST e dois com seis isoenzimas  EST. A isoenzima MR-0.65 s6 ocorreu no
acesso Weber 1995 e foi a unica que nao esteve presente em todos os
acessos (FIGURA 39). No fenograma (APENDICE 5) os trés acessos reuniram-

se em um grupo com elevada similaridade (J > 0.88).

(a) MR 0.92
S Estt] () MR0.90 —= '
(c)MR 0.87 ——
(d) MR 0.83
(a) MR 0.68 —_|
(a) MR 0.65—— —

(a) MR 0.28

(a) MR 0.09

geral . Te. Web., Tuc. 0

FIGURA 38. Padrbes de Trifolium vesiculosum em EST
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FIGURA 39. Gel para avaliacdo de isoenzimas de EST, da direita para a esquerda
estdo as amostras 1, 6, 17 e 24 do individuo controle (T. repens cv. Ladino). As
demais amostras representam dez individuos de T. vesiculosum cv. Yuchi, que foram
amostrados em dois pontos consecutivos do gel.

4.2.4. Superoxido dismutase (SOD - E. C. 1.15.1.1)

Duas metodologias foram utilizadas para revelagcéo de SOD.

A primeira, indicada por Harris & Hopkinson (1976) apud Gonzalez
(1994) e utilizada por Gonzalez (1994) e Schifino et al. (1996), foi aprovada na
pilotagem, mas no decorrer das analises apresentou falta de repetibilidade, ora
corando satisfatoriamente ora apresentando auséncia total de coloracéo,
bandas que desapareciam, manchas brancas em algumas regidées do gel ou
mesmo totais. Estes problemas inviabilizavam a leitura das bandas, causando
elevado descarte de materiais. Como nao foram detectados, exatamente, que
fatores geravam as oscilagdes optou-se por trocar a metodologia durante o
processo de analise, visto que os resultados obtidos com a segunda coloragao

(Brewer & Sing, 1970) foram satisfatérios (FIGURAS 40a e 40b).
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FIGURA 40a. Gel para avaliagao de isoenzimas de SOD, da direita para a esquerda,
as amostras 1, 7 e 13 sao do individuo controle (T. repens cv. Ladino). T. riograndense
acesso Campos de Cima da Serra esta representado nas amostras 2 a 12.

FIGURA 40b. Gel para avaliagao de isoenzimas de SOD, da direita para a esquerda
as amostras 1, 8, 17 e 24 sao do individuo controle (T. repens cv. Ladino). T.
vesiculosum esta representado pelas amostras 2 a 12 (cv. Yuchi) e amostras 13 a 23
(acesso Weber 1995). Cada acesso teve cinco individuos amostrados em dois pontos
consecutivos do gel.
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Os acessos corados de acordo com Harris & Hopkinson (1976) apud
Gonzalez (1994) e incluidos foram T. polymorphum, T. pratense (Alpilles, E116,
Trigolandia, Violetta Rup), T. repens (BR1 Bagé) e T. riograndense (Lages,
Vacaria e Sao Joaquim). Todos estes acessos apresentaram menor numero de
bandas que os corados segundo Brewer & Sing (1970).

Para a interpretagdo de zimogramas, € necessario dispor de
informacdes sobre a estrutura e o controle genético da enzima em quest&o. E
importante ressaltar a existéncia comprovada de isoenzimas de SOD em
compartimentos subcelulares especificos e que distintas formas isoenzimaticas
podem ser ativadas nos estagios de desenvolvimento das plantas. Assim, ao
analisar os resultados, deve-se ter presente que alguns fatores podem estar
envolvidos, como ocorréncia de isoenzimas conformacionais produzidas pela
associacao de isoenzimas codificadas por locos diferentes, plantas em
diferentes estagios de desenvolvimento e com regulagdo génica diferenciada
quando comparadas espécies diferentes, regulacdo génica associada a
condigdes de estresse por altas temperaturas ou a efeitos de inseticidas e até
mesmo ao ataque de patdgenos.

Nao estando disponiveis informagdes sobre isoenzimas de SOD no
género Trifolium, estudos disponiveis para outros géneros, como Glycine
(Larsen & Benson, 1970; Gorman & Kiang, 1977; Griffin & Palmer, 1989),
Hordeum (Brammer, 1993; Ferreira & Cavalli-Molina, 1994), e Vicia e Lathyrus
(Gonzalez, 1994), foram muito uteis e auxiliaram na sugestdo de locos

relacionados as bandas isoenzimaticas de SOD observadas.
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Analisando 32 acessos, foram detectadas 46 isoenzimas de SOD, o
que nao é um numero tao elevado, tendo em vista que a presente analise inclui
oito espécies e que diversos autores, analisando SOD, obtiveram elevado
namero de isoenzimas, como Griffin & Palmer (1989), Brammer (1993) e
Ferreira & Cavalli-Molina (1994).

Entre as espécies analisadas, duas apresentaram o maior numero
de bandas, T. incarnatum e T. repens (15 isoenzimas), seguidas por T.
subterraneum (12), T. riograndense (11), T. resupinatum (9), T. vesiculosum
(9), T. pratense (7) e T. polymorphum (2). (FIGURA 41 e TABELA 6).

Em relagdo ao outros sistemas analisados, a variabilidade dentro
dos acessos foi geralmente baixa e a maioria dos individuos dos acessos

apresentaram os mesmos padroes.

T e— 1(+)

o
n
o

Nz paol pra rep res Mo zub WES 0

FIGURA 41. Padrdes de SOD para as oito espécies de Trifolium analisadas
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TABELA 6. Listagem das freqliéncias de ocorréncia (f) de 46 isoenzimas de SOD
incluidas na analise intra-especifica de oito espécies e 32 acessos do género
Trifolium.
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T. incarnatum (FIGURA 42) apresentou 15 isoenzimas, 12 ou 13
por acesso. Entre estas, seis isoenzimas ocorreram somente nesta espécie
(MR-0.95, MR-0.76, MR-0.69, MR-0.53, MR-0.30 e MR-0.07), a maioria delas
com f > 0.80.0s padrdes dos acessos foram similares e a variabilidade deveu-
se, principalmente, a presenga ou auséncia de bandas isoenzimaticas, o

mesmo ocorrendo dentro dos acessos. Foram sugeridos seis locos.

a) MR 0.98 ——— 1(+)
b) MR 0.95
a)MR0.87 —  pf——
b) MR 0.84
a)
b)

Sod1

Sod2

MR 0.76
MR 0.69 ——
MR 0.61 ——

MR 0.53 —

MR 0.50 ——

PRy

Sod3

Sod4

Sod5 MR 0.30 —

(a
Sod6|  (p) MR 0.04 ——

geral ATE. D, Im. I

FIGURA 42. Padrbes de Trifolium incarnatum em SOD

As isoenzimas MR-0.53 e MR-0.48 foram acesso-especificas. A
isoenzima MR-0.48 também ocorreu em T. pratense, o que € interessante,

tendo em vista que estas espécies sdo da mesma secao Trifolium.
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O fenograma (APENDICE 5) reuniu todos os acessos em um grupo
para J > 0.60. A cv. Dixie e o acesso Imigrantes Italianos apresentaram a maior
similaridade (J > 0.80).

T. polymorphum (FIGURA 43) apresentou duas isoenzimas, a MR-
0.88 foi espécie-especifica e, aparentemente, condicionada pelo loco Sod1. A
MR-0.63 representaria o loco Sod2 e foi compartiihada com T. riograndense

acesso Sao Joaquim.

1(+)

(a) MR 0.88

(@) MR 0.63

acs]

FIGURA 43. .Padrées de Trifolium polymorphum em SOD

Em T. pratense (FIGURA 44) foram detectadas sete isoenzimas, de
trés a seis por acesso, aparentemente, controladas por quatro locos. A

isoenzima MR-0.98, com a maior mobilidade, ocorreu em todos os individuos.
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As bandas MR-0.72 e MR-0.64 foram as mais intensas, espécie-especificas e
presentes em todos os individuos, com excecgédo do acesso Trigolandia. A MR-

0.12 também foi espécie-especifica.

(a) MR 0.98 1(+)

(@) MR 0.50 —— S
[Sod3| (b) MR 0.48

(@) MR 0.12 ——
[Sod4| by MR 0.06 ——

geral E92 ESu BP2 BREa Tn 0

FIGURA 44. Padrées de Trifolium pratense em SOD

Na analise de agrupamentos (APENDICE 5), para J > 0.80, houve a
formagdo de um grupo constituido por acessos EEA 1992 e Bagé P3 com
padrées idénticos (J = 1), reunidos a cv. El Surefio e acesso Renato Kallil, que
também tiveram similaridade maxima. O acesso Trigolandia ficou isolado dos
demais para J > 0.30, pois, mesmo com o menor numero de isoenzimas teve a
unica acesso-especifica (MR-0.50).

Em T. repens (FIGURA 45) foram detectadas 15 isoenzimas, de

quatro a dez por acesso e, aparentemente, relacionadas a sete locos.
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FIGURA 45. Padrdes de Trifolium repens em SOD

Comparando os padrdes dos acessos, encontram-se diferencas
relacionadas a mobilidade e a presenca/auséncia de isoenzimas. Os individuos
de um mesmo acesso apresentaram padrdes muito similares.

Em alguns acessos ocorreram duas bandas muito proximas que,
inicialmente, foram consideradas como uma isoenzima principal € uma
secundaria. Posteriormente, optou-se por trata-las como duas principais, pois
ocorriam em individuos determinados e repetidamente.

As isoenzimas MR-1.00 e MR-0.98 n&o ocorreram juntas em um
mesmo acesso. A banda mais intensa, MR-0.61, presente em todos os
individuos analisados, corresponde a banda controle utilizada para o calculo de
MR neste sistema. As isoenzimas MR-0.52, MR-0.32 e MR-0.21 foram espécie-

especifica. O fenograma (APENDICE 5), para J > 0.60, apresentou a formacéo

1(+)
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de dois agrupamentos, o primeiro com os acessos Guaiba S1 e a cv. Zapican,
que foram os acessos mais similares (J = 0.90), reunidos a Guaiba EEA.
Resultado semelhante foi observado em EST, quando estes trés acessos
também ficaram reunidos para J > 0.60. O segundo grupo ficou com as
cultivares Haifa e Ladino enquanto as outras cultivares ficaram isoladas.

T. resupinatum (FIGURA 46) totalizou nove isoenzimas, oito ou
nove por acesso e, aparentemente, controladas por cinco locos. A banda maibs
intensa foi MR-0.70. A maioria das isoenzimas foi espécie-especifica (MR-0.83,
MR-0.70, MR-0.59, MR-0.33 e MR-0.09).0s acessos foram muito similares e
somente a isoenzima MR-0.59 teve f < 1.00, além de ter sido a Unica acesso-
especifica. No fenograma (APENDICE 5) os acessos ficaram agrupados com

elevada similaridade (J > 0.80).

(a) MR 0.87 1)
od1 | (b)MR0.83
MR 079

0d2 | (a) MR0.70 ~—__

/_ S
53| @MRO0.61——

od4 | (@9 MRO0.33

| HEEE

0d5 | (a) MR 0.09

geial Geh LY. .

FIGURA 46. Padrdes de Trifolium resupinatum em SOD
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T. riograndense (FIGURA 47), foram detectadas 11 isoenzimas,
duas a nove por acesso, aparentemente, relacionadas a seis locos. Destes,
trés locos seriam monomorficos, cada um com uma isoenzima.

Apenas a banda MR-0.28 foi espécie-especifica, enquanto que a
banda MR-0.63 foi compartihada com a outra espécie nativa (T.

polymorphum).

(a) MR 1.00 — f— —— 1(+)
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FIGURA 47. Padrbes de Trifolium riograndense em SOD

A principal diferenca observada entre os acessos foi o numero
reduzido de isoenzimas (duas ou trés) nos trés acessos corados segundo
Harris & Hopkinson (1976) apud Gonzalez (1994), enquanto o acesso Campos

de Cima da Serra, o unico com coloragao de Brewer & Sing (1970), teve maior
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numero de isoenzimas (FIGURA 40a). Entre as nove bandas detectadas para
Campos de Cima da Serra, seis foram acesso-especificas (MR-1.00, MR-0.79,
MR-0.61, MR-0.34, MR-0.28 e MR-0.04), as outras trés (MR-0.81, MR-0.51 e
MR-0.31)ocorreram em pelo menos outros dois acessos.

Na anadlise de agrupamento foram reunidos acessos corados
segundo metodologias distintas (Harris & Hopkinson, 1976 apud Gonzalez,
1994 e Brewer & Sing, 1970). Para J > 0.60, ndo houve formacéao de grupos
(APENDICE 5).

T. subterraneum (FIGURA 48) apresentou 12 isoenzimas, nove ou
dez por acesso, aparentemente, relacionadas a sete locos, destes dois

monomorficos e cinco polimorficos.
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FIGURA 48. Padrbes de Trifolium subterraneum em SOD
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Os individuos do mesmo acesso tiveram padroes muito
semelhantes, diferindo quanto a presenca/auséncia de bandas. Duas
isoenzimas foram acesso-especificas (MR-0.81 e MR-0.37) e cinco restritas a
esta espécie (MR-0.93, MR-0.78, MR-0.65, MR-0.49 e MR-0.39).

T. vesiculosum (FIGURA 49) apresentou nove isoenzimas, oito ou
nove por acessos, aparentemente, controladas por sete locos, destes dois
polimorficos com duas aloenzimas cada. Os outros dois locos foram
monomorficos.

Nao foi detectada variabilidade intra-cultivar, ou seja, os padrdes
individuais dentro de cada acesso foram iguais. As cultivares Santa Tecla e
Yuchi também apresentaram padrdes iguais (APENDICE 5), diferindo do

acesso Weber 1995 pela banda MR-0.80, que foi a Unica acesso-especifica.
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FIGURA 49. Padrbes de Trifolium vesiculosum em SOD
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4.3. Analises inter-especificas para sistemas enzimaticos

individualizados e reunindo os quatro sistemas.

Para a analise de agrupamentos ao nivel inter-especifico, procedeu-
se como para a analise intra-especifica, a diferenga foi a reunido das bandas
isoenzimaticas de todas as espécies detectadas em cada sistema enzimatico
(PGl ou MDH ou EST ou SOD). Para a analise global foram agrupadas as

bandas detectadas nos quatro sistemas enzimaticos e todas as oito espécies.

4.3.1. Analise inter-especifica ao nivel de cada sistema

enzimatico

Para a comparagao dos resultados das analises de agrupamentos
realizadas para cada sistema em particular, tomou-se um mesmo valor de
similaridade (J = 0.60). Procedendo desta forma, observa-se que os sistemas
diferem entre o numero de grupos formados e por suas composi¢gdes, como por
quantos e quais o0s acessos isolados. Geralmente nao ocorreram

agrupamentos entre os acessos de espécies diferentes.

4.3.1.1. Analise inter-especifica para PGl

Em PGl foram analisados 34 acessos que apresentaram 16
isoenzimas diferentes (TABELA 3). Nos 34 acessos, para as isoenzimas de
PGI, foram detectados 27 padrdes isoenzimaticos para J = 1.0, como pode ser

visto no fenograma (FIGURA 50 e APENDICE 6).
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FIGURA 50. Resultado da analise da variabilidade, ao nivel do sistema enzimatico de
PGl e reunindo 34 acessos, pelo método de agrupamentos pela média. Para o calculo
da similaridade de Jaccard e construgcado do fenograma foi utilizado o NTSYS-PC.
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Vinte e dois acessos tiveram padrdes distintos, enquanto que os
outros 12 acessos compartilham cinco padrées. Os acessos com padrdes
isoenzimaticos similares ocorreram em T. repens (cultivares Haifa, Ladino e
Pitau), em T. subterraneum (cultivares Larisa, Woogenellup e Seaton Park), em
T. pratense (cv. El Surefio com Violetta Rup, e entre os acessos Bagé P3 e
Renato Kallil) e em T. resupinatum (Schifino 1994 e La Yapa).

Para J = 0.60, houve 19 agrupamentos, com a formacao de nove
grupos incluindo 24 acessos de sete das espécies analisadas. T. incarnatum,
T. subterraneum, T. vesiculosum e T. resupinatum tiveram todos seus
respectivos acessos agrupados em um grupo cada. T. repens e T. pratense
ficaram divididas em dois grupos. Houve o agrupamento de espécies distintas,
T. pratense acesso EEA 1992 agrupou com T. riograndense acesso Campos
de Cima da Serra. Os outros 10 agrupamentos foram de acessos isolados de
seis espeécies. Ficaram isolados 12 acessos pertencentes a seis especies: T.
incarnatum (cv. AU Robin); T. repens (cultivares Nora, BR1 Bagé, Tamar); T.
pratense (cv. Alpilles); T. polymorphum; quase todos os acessos de T.

riograndense (Lages, Sao Joaquim e Vacaria); T. vesiculosum (Weber 1995).

4.3.1.2. Analise para MDH

Na analise de MDH foram incluidas 23 isoenzimas de 36 acessos
(TABELA 4).

Para J = 1 (FIGURA 51 e APENDICE 7), 22 acessos tiveram
padrées isoenzimaticos unicos, enquanto que os outros sete padrdes foram

compartilhados por 14 acessos de cinco espécies.
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FIGURA 51. Resultado da analise da variabilidade, ao nivel do sistema enzimatico de
MDH e reunindo 36 acessos, pelo método de agrupamentos pela média. Para o
calculo da similaridade de Jaccard e construgdo do fenograma foi utilizado o NTSYS-
PC.
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Cada uma destas cinco espécies com dois ou mais acessos
representados, T. repens (Guaiba EEA com Guaiba S1 e cv. Ladino com cv.
Zapican), T. riograndense (entre os acessos Lages e Sao Joaquim), T.
vesiculosum (cv. Santa Tecla com cv. Yuchi), T. resupinatum (acesso Schifino
1994 com cv. La Yapa) e T. pratense (cv. El Surefio com cv. Violetta Rup e
entre os acesos EEA 1992 e Bagé P3).

Para J = 0.60, houve a formacao de dez agrupamentos reunindo 27
acessos pertencentes as oito espécies estudadas. T. repens ficou dividida em
trés grupos, T. pratense em dois, T. subterraneum e T. resupinatum com um
grupo cada.

Trés agrupamentos reuniram acessos de espécies distintas: T.
riograndense (acessos Lages e Sao Joaquim) com T. subterraneum (cv.
Woogenellup) e T. vesiculosum (acesso Weber 1995); T. incarnatum (acesso
Imigrantes ltalianos) com T. polymorphum; T. subterraneum (cv. Larisa) com T.
vesiculosum (cultivares Santa Tecla e Yuchi).

Os outros nove agrupamentos estdo representados por acessos
isolados de quatro espécies (T. incarnatum, T. repens, T. pratense e T.

riograndense).

4.3.1.3. Analise inter-especifica para EST

Para EST também foram analisados 36 acessos, sendo incluidas 44

das 64 isoenzimas observadas neste sistema (TABELA 5 e FIGURA 52).
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FIGURA 52. Resultado da analise da variabilidade, ao nivel do sistema enzimatico de
EST e reunindo 36 acessos, pelo método de agrupamentos pela média. Para o célculo
da similaridade de Jaccard e construgcado do fenograma foi utilizado o NTSYS-PC.
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Foram descartadas todas as isoenzimas que apresentavam
migragao relativa idéntica, mas com especificidades distintas, oEST, BEST ou

apEST.

Como apresenta o fenograma, para J = 1 (FIGURA 52 e APENDICE
8), os 36 acessos analisados para EST apresentaram 32 padrdes
isoenzimaticos acesso-especificos e quatro acessos compartilharam dois
padrdes isoenzimaticos: T. vesiculosum (cv. Santa Tecla com cv. Yuchi) e T.
riograndense (Vacaria com Sao Joaquim).

Para J = 0.60, houve a formagao de 22 agrupamentos, destes oito
reunindo 22 acessos de seis espécies. T. repens com Guaiba EEA, cv. Guaiba
S1, cv. Lirepa, cv. Nora e cv. Zapican. T. pratense representado por dois
agrupamentos, o primeiro reunindo cv. Alpillles, Bagé P3 e Trigolandia e o
segundo com EEA 1992 e cv. El Surefio.

As outras quatro espécies representadas em um grupo cada: T.
resupinatum (Schifino 1994 e La Yapa); T. vesiculosum (Santa Tecla, Yuchi e
Weber 1995); T. riograndense (acessos Campos de Cima da Serra e Lages); T.
subterraneum (cultivares. Larisa, Mount Barker, Woogenellup e Seaton Park),

Para J = 0.60, os outros 14 agrupamentos ficaram constituidos por
acessos isolados de seis espécies (T. incarnatum, T. repens, T. polymorphum,
T. pratense, T. subterraneum e T. riograndense). Nao ocorreram agrupamentos

entre espécies distintas.

4.3.1.4. Analise inter-especifica para SOD

Para a analise de SOD foram incluidas 46 bandas enzimaticas de 32
acessos (TABELA 6). Para J = 1 ocorreram 29 padrées enzimaticos distintos

(FIGURA 53 e APENDICE 9).
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FIGURA 53. Resultado da analise da variabilidade, ao nivel do sistema enzimatico de
SOD e reunindo 32 acessos, pelo método de agrupamentos pela média. Para o
calculo da similaridade de Jaccard e construgdo do fenograma foi utilizado o NTSYS-
PC.
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Vinte e seis acessos tiveram padrbes unicos, enquanto que trés
padrées foram compartilhados por seis acessos de duas espécies, T.
vesiculosum (cultivares Santa Tecla e Yuchi) e T. pratense (EEA 1992 com
Bagé P3 e a cv. El Surefio com Renato Kallil).

Para J= 0.60 houve a formagao de 17 agrupamentos, destes nove
apresentaram acessos isolados de quatro espécies. Entre os outros oito
agrupamentos, somente um reuniu espécies diferentes: T. repens cv. Pitau
com T. riograndense Campos de Cima da Serra. Todos os acessos de T.
incarnatum ficaram reunidos, o mesmo ocorreu com T. subterraneum, T.
vesiculosum e quase todos os acessos de T. pratense. T. repens esteve

representado em dois agrupamentos.

4.3.2. Anadlise inter-especifica reunindo os quatro sistemas

enzimaticos

Optou-se por reunir as isoenzimas dos quatro sistemas enzimaticos
em busca de informacdes mais completas sobre as espécies e acessos
testados.

Os agrupamentos obtidos na analise global foram mais estruturados,
nao havendo a formacédo de fenogramas multiplos, com alguns agrupamentos
distintos, o que foi observado nas analises por sistema para PGI, MDH e SOD.

Na analise global foram reunidas 120 bandas dos quatro sistemas
enzimaticos, detectadas em 31 acessos. O numero total de isoenzimas

incluidas nas anadlises ao nivel de cada sistemas e global foi diferente. Na
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analise global foram incluidas todas as isoenzimas de PGl (16) e MDH (23),
diferente de EST (39) e SOD (42), que sofreram redugoes.

As redugdes decorreram de limitagbes do programa estatistico
utilizado (NTSYS-PC)

Além das isoenzimas suprimidas na analise inter-especifica do
sistema EST, outras cinco foram excluidas, uma vez que estas ocorreram em
uma espécie somente e tiveram baixa frequéncia nos acessos, MR-0.76 (T.
pratense cultivares El Surefio e E116), MR-0.53 (T. riograndense acessos
Campos de Cima da Serra e Lages), MR-0.46 (T. pratense cv. El Surefio e
acessos EEA 1992 e Bagé P3), MR-0.34 (T. pratense cv. E116 e acesso EEA
1992) e MR-0.31 (T. repens cv. El Lucero, cv. Ladino e acesso Guaiba EEA).
Assim, das 64 isoenzimas de EST detectadas, foram consideradas 39, entre
estas duas com especificidade aff EST, 18 com B EST e 19 com o EST
(APENDICE 10).

Do sistema SOD foram excluidas quatro isoenzimas, detectadas em
um acesso cada, MR-0.88 de T. polymorphum, MR-0.59 de T. resupinatum
acesso Schifino 1994, MR-0.53 de T. incarnatum acesso Imigrantes ltalianos e
MR-0.28 de T. riograndense acesso Campos de Cima da Serra (APENDICE
11).

A anadlise dos agrupamentos observados no fenograma €& muito
informativa quanto a variabilidade inter e intra-especifica (FIGURA 54). As
especies apresentaram baixa similaridade inter-especifica, ocorrendo

agrupamentos entre espécies distintas apenas para J < 0.351.
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FIGURA 54. Resultado da analise da variabilidade, reunindo os quatro sistemas
enzimaticos (PGIl, MDH, EST e SOD) e 34 acessos, pelo método de agrupamentos
pela média. Para o calculo da similaridade de Jaccard e construgdo do fenograma foi
utilizado o NTSYS-PC.
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As maiores similaridades intra-especificas ocorreram entre o acesso
Campos de Cima da Serra de T. riograndense e trés cultivares de T. repens,
Pitau (J = 0.351), Ladino (J=0.308) e Zapican (J = 0.25). Agrupamentos
formados com tao baixa similaridade podem ser ocasionais e ndo estarem
representando relagdes entre espécies, mas neste caso estas duas espécies
fazem parte da mesma secado Lotoidea, que € a maior, mais primitiva e
amplamente distribuida no género Trifolium (Zohary, 1972; Zohary & Heller,
1984).

Nos agrupamentos entre os acessos de uma mesma espécie, 0s
valores de similaridade intra-especifica variaram (0.24 < J > 0.96), o mais baixo
em T. riograndense e o mais alto em T. vesiculosum (Veja a matriz de
similaridade no APENDICE 12).

Para J = 0.30 houve a formacédo de oito grupos, cada um
correspondendo a uma das unidades taxon6micas especificas estudadas. A
maioria dos acessos de uma mesma espeécie permaneceu reunido para J =
0.50, com excegdo de T. riograndense, T. repens e T. pratense, que
apresentaram os menores indices de similaridades entre seus acessos,
confirmando sua elevada diversidade intra-especifica.

Apenas seis acessos tiveram similaridade superior a J > 0.80: as
duas cultivares de T. vesiculosum (Santa Tecla e Yuchi, J = 0.96), acessos de
T. repens (Guaiba EEA e Guaiba S1, J = 0.886) e os dois acessos de T.
resupinatum (La Yapa e Schifino 1994,J = 0.875).

O primeiro grupo revelado nos agrupamentos reune os acessos de

T. incarnatum. As cultivares Dixie e AU Robin apresentaram a maior
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similaridade (J = 0.655). A cv. AU Robin foi selecionada a partir de Dixie, que é
a primeira cultivar de T. incarnatum selecionada para os EUA (Hoveland &
Evers, 1995). O acesso Imigrantes ltalianos, um material naturalizado em
campos do Rio Grande do Sul, apresentou maior similaridade com a cv. Dixie
(J = 0.645), mas é desconhecido de que cultivar deriva o acesso Imigrantes
Italianos.

No segundo agrupamento, a maioria das cultivares de T. repens
esta reunida em dois grupos. O primeiro constituido por Guaiba EEA, Guaiba
S1, Lirepa e Zapican e o segundo por Haifa, Ladino e Pitau. As similaridades
entre Zapican (primeiro grupo), Ladino e Pitau (segundo grupo) sao altas. As
cultivares BR1 Bagé e EIl Lucero apresentaram as menores similaridades com
os demais acessos de T. repens. A altissima similaridade entre os acessos
Guaiba EEA e Guaiba S1 (J = 0.886) pode ser explicada por estes materiais
apresentarem origem comum.

A elevada variabilidade encontrada entre as cultivares de T. repens,
contrastou com a uniformidade dos padrdes isoenzimaticos dos individuos
amostrados dentro de cada uma das cultivares.

No terceiro agrupamento ficou T. polymorphum, com baixa
similaridade com as outras espécies (0.0 < J > 0.167). Somente um acesso de
T. polymorphum foi analisado, 0 que n&o representa a variabilidade total desta
especie.

O quarto agrupamento apresenta os dois acessos de T.
resupinatum com elevada similaridade, cv. La Yapa e Schifino 1994, (J =

0.875), mas baixa similaridade com acessos de outras espécies (J < 0.174).
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Mesmo apresentando elevada similaridade intra-especifica, na
maioria dos sistemas enzimaticos, estes dois acessos podem ser distinguidos
por suas isoenzimas de EST e por caracteres morfolégicos como o porte da
planta, o tamanho dos foliolos e a cor e tamanho das inflorescéncias.

No quinto agrupamento, com baixa similaridade (0.240 < J 0.471),
estdo reunidos os acessos de T. riograndense, a espécie com a maior
variabilidade intra-especifica. T. riograndense apresentou maior similaridade
inter-especifica com T. repens e T. polymorphum, todas espécies da sec¢ao
Lotoidea.

No sexto agrupamento estdo as quatro cultivares de T.
subterraneum, em dois grupos, o0 primeiro reune as cvs. Larisa e Woogenellup
com a maior similaridade (J = 0.778), no segundo estdo as cvs. Mount Barker e
Seaton Park (J = 0.688). A cv Woogenellup apresentou similaridade com a cv.
Seaton Park (J = 0.655).

No sétimo agrupamento reuniram-se o0s acessos de T.
vesiculosum. As cvs. Santa Tecla e Yuchi apresentaram o maior indice de
similaridade entre os acessos de Trifolium analisados (J = 0.96).

O oitavo agrupamento corresponde aos acessos de T. pratense, a
maior similaridade ocorreu entre os acessos EEA 1992 e Bagé P3 (J = 0.679).
Foram testados outros quatro acessos de T. pratense, os quais foram excluidos
pelas dificuldades metodoldgicas encontradas para analisar esta espécie, como
a rapida oxidagao dos homogeneizados e, a consequente desnaturagao das

isoenzimas.



5. CONCLUSOES

A eletroforese de isoenzimas de MDH, PGI, EST e SOD em gel de
poliacrilamina €& util para a caracterizacdo taxonbémica e da variabilidade
genética do género Trifolium.

Ha variabilidade genética inter e intra-especifica, para padrées de
isoenzimas, nas oito espécies de Trifolium analisadas. A similaridade entre as
espécies é baixa. T. riograndense, T. repens e T. pratense tém a maior
variabilidade intra-especifica. .

O sistema PGI é o mais conservativo, com 0 menor numero de
isoenzimas e de locos por espécie, seguido de MDH. Os sistemas EST e SOD
apresentam o maior polimorfismo.

A similaridade de Jaccard e o método de agrupamentos pela média
sao eficazes para a analise da variabilidade isoenzimatica.

A anadlise de sistemas enzimaticos isolados apresenta resultados
distintos da analise que reune bandas de todos os sistemas em conjunto.

Analises reunindo diversos sistemas enzimaticos fornecem subsidios
para caracterizagbes mais completas da variabilidade genética em plantas.

Os agrupamentos intra e inter-especificos das isoenzimas de PGI,

MDH, EST e SOD formados concordaram com o proposto pela taxénomia
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tradicional, ao nivel de espécie. Demonstram que os padrdes de isoenzimas,
principalmente quando varios sistemas enzimaticos sao utilizados, sao
marcadores bioquimicos Uteis e confidveis para a taxonomia e caracterizagao

de germoplasma de Trifolium.
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7. APENDICES

APENDICE 1 - Lista do material obtido para germinagao

Espécie Acesso Origem / Fornecedor no Brasil | Ano
Remetente
T. incarnatum Imigrantes EMBRAPA Bagé EMBRAPA Bagé ---
1 Italianos
2 Dixie Alabama USA Saibro 1995 1994
3 AU Robim Alabama USA Saibro 1995 1994
T. campestris Lages Lages - SC EMBRAPA Lages -SC 1985"
1 (4845)
T. dubium Lages Lages - SC EMBRAPA Lages -SC 1983"
1 (4570)
T. polymorphum Viamao Viamao - RS Schifino 1995 nov/dez
1 89
2 EEA UFRGS EEA UFRGS Schifino 1995 94
3 CVv019 Lages - SC EMBRAPA Bagé 27/10/9
4
T. pratense cv. E 116 desconhecida Agronatura 05/95
1
2 El Surefio EE - Pergamino-| EMBRAPA Lages-SC 1983"
Argentina (4585)
3 Aberystwyth GTZ - Inglaterra EMBRAPA Lages-SC 1977 *
S123 (4257)
4 Aberystwyth GTZ - Inglaterra EMBRAPA Lages-SC 1977 °
S151 (4256)
5 Pales Embrapa Bagé-| EMBRAPA Lages-SC 1976"
Franca (4098)
6 Triel GNIS - Franca EMBRAPA Lages-SC 1977"
(4244)
7 NGF-Mekra GTZ - Alemanha| EMBRAPA Lages-SC 1977"
(4199)
8 Odenwalder | GTZ- Alemanha| EMBRAPA Lages-SC 1977"
(4197)
9 Olvi GTZ - EMBRAPA Lages-SC 1977"
desconhecida (4255)
10 Poli Hungaro GTZ - Hungria EMBRAPA Lages-SC 1977"
(4194)
11 Angeliter EIbo | GTZ - Alemanha| EMBRAPA Lages-SC 1977"
(4198)
12 Levezou GNIS - Franga EMBRAPA Lages-SC 1977°
(4246)
13 Tetri GTz- EMBRAPA Lages-SC 1977°
desconhecida (4259)
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Espécie Acesso Remetente/ Fornecedor no Brasil | Ano
Origem
14 EEA EEA UFGRS Paim 1995 1989
15 EEA 1992 EEA UFRGS Paim 1995 Jan
1992
16 Perenta GTZ - Alemanha| EMBRAPA Lages-SC 1977"
(4195)
17 Violetta Rup GNIS - Franga EMBRAPA Lages-SC 1977"
(4245)
18 Heges GTZ - Alemanha| EMBRAPA Lages-SC 1977"
Hohenheimer (4196)
19 Alpilles Embrapa Bagé- EMBRAPA Lages-SC 1976"
Franca (4001)
20 Bagé P3 Potreiro 3 EMBRAPA Bagé 1994
21 Renato Kallil Prop.Renato EMBRAPA Bagé 07/02/9
Kallil 4
22 HM.124 --- EMBRAPA Bagé 13/04/9
2
23 cv Margarato La -Espanha EMBRAPA Bagé 27/06/8
Coruna 5
24 Trigolandia EMBRAPA Bagé safra94
/95
T. repens BR1 Bagé Embrapa CNPq Paim 1995 safra
88
2 NGF - Giant | GTZ-Alemanha| EMBRAPA Lages-SC 1977"
(4227)
3 Tamar Africa do Sul EMBRAPA Lages-SC 1983"
(4596)
4 Nora GTZ - EMBRAPA Lages-SC 1977"
desconhecida (4263)
5 Haifa LP 113648 | WS - Australia EMBRAPA Lages-SC 1984"
(4733)
Lirepa GTZ - Alemanha| EMBRAPA Lages-SC 1977"
6 (4262)
5 Haifa LP 113648 | WS - Australia EMBRAPA Lages-SC 1984"
(4733)
6 Lirepa GTZ - Alemanha| EMBRAPA Lages-SC 1977"
(4262)
7 Arcadia Africa do Sul EMBRAPA Lages-SC 1983"
(4598)
8 Milkanova GTZ - Alemanha| EMBRAPA Lages-SC 1977"
(4229)
9 Zapican desconhecida Agronatura 05/95
10 Daeno GTZ - EMBRAPA Lages-SC 1977"
desconhecida (4260)

(Continuagdo do APENDICE 1)
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Espécie Acesso Remetente/ Fornecedor no Brasil | Ano
Origem
11 Ladino GTZ - Italia EMBRAPA Lages-SC 1977"
(4261)
12 Guaiba EEA EEA UFGRS Paim 1995 Mar. 89
13 Guaiba S1 EEA UFGRS Paim 1995 Jan. 92
14 Jacui EEA UFGRS Paim 1995 Dez 90
15 Jacui EEA UFGRS Paim 1995 Jan 92
16 C 8817 DSIR Paim 1995
Grasslands
Nova Zelandia
17 BR1 EMBRAPA Bagé EMBRAPA Bagé safra
91
18 Caxias EMBRAPA Bagé EMBRAPA Bagé 05/01/8
7
19 El Lucero EMBRAPA Bagé EMBRAPA Bagé safra
93/94
20 Rema EMBRAPA Bagé EMBRAPA Bagé 1985
- Polbnia
21 Haifa Israel EMBRAPA Bagé 04/85
22 Alda Polbnia EMBRAPA Bagé 04/85
T. resupinatum Schifino 1994 Fac. Agr. Schifino -Wittmann 1994
1 UFRGS
2 La Yapa -INTA |EE Pergaminho -| EMBRAPA Lages-SC 1983"
Argentina (4587)
T. riograndense 2n =32 &7 Vacaria Schifino 1995
1
2 Schifino 89 Schifino 1995 1989
3 2n =32 &1 Vacaria Schifino 1995 12/
1982
4 2n =32 &2 Vacaria Schifino 1995 12/
1982
5 2n =32 &5 Vacaria Schifino 1995 12/
1982
6 cf. Identificacao Schifino 1995 1993
7 Séo Joaquim EMBRAPA EMBRAPA Lages -SC 1983"
Lages -S. (4572)
Joaquim-SC
8 Lages EMBRAPA EMBRAPA Lages-SC 1994"
Lages -Lages - (4859)
SC
9 Vacaria 1991 Vacaria Paim 1991 1991
10 Barra do Ouro Barra do Ouro, Schifino 1995 15/12/8
Rincdo dos 4
Kroeff

(Continuagdo do APENDICE 1)
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Espécie Acesso Remetente/ Fornecedor no Brasil | Ano
Origem
11 Rio fao Schifino - Rio Schifino 1995
Fao
12 Vacaria 91/92 Paim 91/92 - Schifino 1995 1991/9
Vacaria 2
13 +2n = 32 Canteiros 4 Schifino 1995 12/82
14 Vacaria Vacaria Schifino 1995 1991
15 2n= 32 &4 Vacaria Schifino 1995 12/82
21 infloresc
T. subterraneum | cv. Larisa BAG- Parcela 67 EMBRAPA Bagé 18/11/8
1 For- (BFG) 5
2 cv. vermelho Parcela 29 EMBRAPA Bagé 23/01/8
(BFG) 7
3 cv.Mount Barker Parcela 43 EMBRAPA Bagé 23/01/8
(BFG) 7
4 cv. Clare (BFG) Parcela 136 EMBRAPA Bagé 19/12/9
0
5 cv. Seaton Park Parcela 160 EMBRAPA Bagé 18/12/8
(BFG) 6
T. vesiculosum Weber 1995 Fac. Agr. Weber 1995
1 UFRGS
2 Yuchi EMBRAPA Bagé EMBRAPA Bagé 1991
-COTRIJUI
3 Yuchi desconhecida CRA 1994
4 Santa Tecla EMBRAPA Bagé 1993/9
4

* Ano em que as sementes foram recebidas pelos orgaos fornecedores, isso

para EMBRAPA Lages,

* " Entre parénteses numero para EMBRAPA Lages
(Continuagao do APENDICE 1)
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APENDICE 2 Analise do solo utilizado em copos e vasos durante o estudo
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APENDICE 3 Analise do solo dos canteiros onde foi estabelecido T. repens
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APENDICE 4 Andlise do solo provenientes de vasos de T. riograndense que
foram perdidos devido a Rhizothonia, (Porto, c. p. 1996)
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APENDICE 5. Resultado da analise da variabilidade intra-especifica, para cada
um dos sistemas enzimaticos (PGl, MDH, EST e SOD), pelo método de
agrupamentos pela média. Para o calculo da similaridade de Jaccard e
construgéo do fenograma foi utilizado o NTSYS-PC.

T. tncarnatum B 1soenzimas de PRI

T. 1ncarnatum 7 1soenzimas de [MOH
0.24 0.28 0.32 0.36 0.40

T.

0.32 0.3 0.40 0.44 0.48

T.
0.72 0.76 0.60 0.54 0.89
1
— —
3
Ordenacgao Acessos de T. incarnatum N° de Individuos

1 AU Robim 8

2 Dixie 10

3 Imigrantes Italianos 10




T. pratense Y 1soenzimas de PGI
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Ordenacéo para PGI Acessos de T. pratense N° de Individuos
1 Alpilles 10
2 EEA 1992 8
3 El Surefio 7
4 Bagé P3 10
5 Renato Kallil 10
6 Violetta Rup 9

T. pratense Y i1soenzimas de MOH

Ordenacgéao para MDH

Acessos de T. pratense

N° de Individuos

1 Alpilles 6
2 EEA 1992 10
3 El Surefio 6
4 E 116 10
5 Bagé P3 9
6 Renato Kallil 6
7 Trigolandia 10
8 Violetta Rup 5

(Continuacgéo do APENDICE 5)
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g - 1/ lsoenzimas de ERT

Ordenacéao para EST Acessos de T. pratense N° de Individuos
1 Alpilles 6
2 EEA 1992 10
3 El Surefio 6
4 E 116 10
5 Bagé P3 9
6 Renato Kallil 6
7 Trigolandia 10
8 Violetta Rup 5

T. pratense - / 1soenzimas de SO0

Ordenacgéo para Acessos de T. pratense N° de
SOD Individuos
1 EEA 1992 10
2 El Surefio 7
3 Bagé P3 7
4 Renato Kallil 8
5 Trigolandia 10

(Continuacgéo do APENDICE 5)
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T. repens 9 lsoenzimas de PGI

T. repens 16 1soenzimas de MOH

Ordenacio nara PGl e Acessos de T. renens N° de individuos
1 BR1 Baaé 10
2 El Lucero 10
3 Guaibha EEA 10
4 Guaiba S1 10
5 Haifa 10
6 L adino 10
7 Lirena 10
8 Nora 10
9 Pitaul 10
1 Tamar 10
11 Zabpican 10

(Continuag&o do APENDICE 5)
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EST
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Ordenacio nara EST

Acessos de T. repens

N° de Individuos

1 BR1Baaé 10
2 Fl | ucero 10
3 Guaiba FEA 10
4 Guaiba S1 10
5 Haifa 10
6 L adino 10
7 Lirena 10
8 Nora 10
9 Pitaul 10
10 Tamar 10
11 Zanican 10

T.

repens — 15 isoenzimas

de S00O

Ordenaciao nara SOD

Acessos de T. renens

N° de Individuas

1 BR1 88 10
2 El Lucero 10
3 Guaiba EEA 10
4 Guaiba S1 10
5 Haifa 10
6 L adino 10
7 Lirena 10
8 Nora 10
9 Pitau 10
10 7anican 4

(Continuagéo do APENDICE 5)
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0.00 0.25

T. resupinatum 4 1soenzimas de PGI

0.50 0.75

0.00 0.25

0.50 0.75

0.00 0.16

0.32 0.48

.00 0.25 .50 0.75 1,00
—1
L7
Ordenacéo Acessos de T. resupinatum N° de Individuos
1 Schifino1994 9
2 La Yapa 10

(Continuagéo do APENDICE 5)
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T. riograndense /7 isoenzimas de PGI

0.30 0.35 0.40

0.45

T. riograndense & isoenzimas de MOH

0.25 0.50 0.75

T. riograndense

0.24 0.32 0.40

0.48 0.56

T. riograndense

0.08 0.16 0.24 0.32 0.40
1
— i
—
¢
Ordenacao Acessos de T rinarandense N° de Individuos
1 Camnos de Cima da Serra 11
2 Laaes 10
3 Vacaria 9
4 Sio Joaauim 10

(Continuagédo do APENDICE 5)
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T. subterraneum & 1soenzimas de PGI
0.78 0.84 0.90 0.95 1.02

T.

0.32 0.48 0.64 0.80 0.96

0.32 0.48 0.64 0.80 0.96
1
— 3
-] 4
P
T.
0.68 0.72 0.76 0.80 .84
| 1
_ | 4
| P
' 3
Ordenacao Acessos T. subterraneum N° de Individuos
1 Larisa 10
2 Mount Barker 10
3 Seaton Park 5
4 Woogenellup 10

(Continuagéo do APENDICE 5)
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0.16

0.32

T. vesiculosum 5 1soenzimas de PRI

0.48

T.

0.88

0.92

0.9

.00

1. vesiculosum - 9 1soenzimas de SO0

0./2 (.80 0.6 0.36 L.04
—1
L3
?
Ordenacgao Acessos de T.vesiculosum N° de Individuos
1 Santa Tecla 10
2 Weber 1995 10
3 Yuchi 10

(Continuagéo do APENDICE 5)
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APENDICE 6 Matriz de Similaridade — Andlise de agrupamentos das bandas

enzimaticas de PGl
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APENDICE 7 Matriz de Similaridade — Analise de agrupamentos das bandas
enzimaticas de MDH
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APENDICE 8 Matriz de Similaridade — Analise de agrupamentos das bandas
enzimaticas de EST
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APENDICE 9 Matriz de Similaridade — Analise de agrupamentos das bandas
enzimaticas de SOD
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APENDICE 10 Tabela com a lista de 39 bandas enzimaticas de EST incluidas na
analise de agrupamentos global.
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APENDICE 11 Tabela com a lista de 42 bandas enzimaticas de SOD incluidas na
analise de agrupamentos global.
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APENDICE 12 Matriz de similaridades da analise de agrupamentos global, que reuniu
120 bandas dos 4 sistema enzimaticos detectadas em 32 acessos de 8 espécies do
género Trifolium.
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