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PROTOCOLO DE ELETROFORESE DE ISOENZIMAS
DE CUPUAGU EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Maria Rosa Costa de Qliveira’
José Maria Demetrio Gaia?
Gerson Aragjo dos Santos?

O cupuagu (Theobroma grandifforum (Willd Spreng) (Schum) & uma
espécie de grande importdncia no contexto sécio-econdmico do Estado do
Pard. Gen6tipos desta espécie v8m sendo mantidos na colegdo de
germoplasma da. Embrapa Amazbnia Onental com a finalidade de conservar a
diversidade genétlca L e dlspombmzar ‘genétipos  para programas de
~melhoramento genético vegetal S .

- Uma das maneiras dé s'e caracterizar colegBes de germoplasma €
através da eletroforese de isoenzimas. Esta técnica consiste na migracdo e
separacéo de moléculas ionizadas de acordo com suas cargas llquidas, pesos e
formas moleculares e a porosidade do meio suporte utilizado.

A utilizag8o de isoenzimas -como marcadorés genéticos & vantajosa,
- devido alelos 'de muitos locos isoenzimaticos serem codominantes, o que
permite identificar genétlpos heteromgotos e homoz:gotos numa populagdo.

As isoenzimas . apresentam especificidade por espécie, cultwar,
clone tecido e estaddio de desenvolvimento das plantas: L S

Este trabalho estd sendo dese,nvolvido no Laboratorio de Recursos
Genéticos e Biotecnologia (segdoc de gendtica de  plantas) da Embrapé
~ Amazbnia Oriental, com .o objetivo de desenvolver 0 protocolo para
: 'eletroforese de isoenzimas de cupuagu, identificando-se - sistemas enzimaticos
com boa resolucao, que permitam visualizar locos e alelos que possam ser ,
utlhzados como marcadores na-caracterizagao, genétlca de clones ‘de cupuagu.

'Eng?- Agr®, M.Sc., Pesquisador da Embrapa Amazbnia Oriantal, Caixa Postal 48, CEP 86017- 970, Belérn, PA.
*Mestrando da Faculdada de Ci8ncias Agrérias do Pard (FCAP), Caixa Postal 917, CEP 66 077-530, Belém, PA,
3Aluno da Umvermdade Federal do Pars, Caixa Postal 1611, CEP 66 075-200, Belém, PA. ' .
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_ A extracdo das isoenzimas é feita de .folhas jovens coletadas no
campo, acondicionadas em sacos de pléstico e colocadas em isopor com gelo.
O extrato é obtido triturando-se manualmente 50 mg de tecido foliar, em
almofariz e pistilo com 1 mi de tampdo de extragdo, 70 mg de PVPP
{polivinilpolipirrolidona), sob nitrogénio liquido. Ap6s a extracdo, os tubos de
Eppendorf {1,565 ml}, contendo o extrato, sdo submetidos & centrifugacéo
{40 minutos em rotagdo de 15.000 rpm a 4 °C), para separagdo do extrato
enzimatico do precipitado vegetal. As amostras sdo aplicadas no gel e o
aparato (de duas placas) é submetido & eletroforese, sob condicoes de 16 mA
e 250 V, a temperatura de 4 °C. Apés a eletroforese, as isoenzimas sdo
visualizadas através de corantes histoguimicos especificos.

Ultilizam-se os mesmos tampoes de gel - eletrodo e de coloragéo
descntos por Tsumura et al. 1990. :

Estdo sendo testados 18 sistemas enziméticos: Aldolase (ADH),
Leucina Aminopeptidase (LAP}, Sorbitol Desidrogenase (SoDH), Chiquimato
Desidrogenase {(SKDH), 6-Fosfogluconato Desidrogenase (6PGDH), Glucose
6-Fosfato Desidrogenase (GBPHD), Fosfoglucomutase (PGM), Fosfogiucose
isomerase (PGl), Enzima Malica {ME)}, Malato Desidrogenase (MPDH), Glutamato
Oxaloacetato Transaminase (GOT), Aconitase (ACO), Fosfatase Acida (ACP),
Diaforase (DIA), Menadiona Redutase (MNR), Fumarase (FUM), Tetraz6tio
Oxidase (TZO) e Glutamato Desidrogenase (GDH). |

Os resultados preliminares obtidos indicam que seis sistemas

- apresentaram boa resolu¢do (ACP, GOT, 6PGDH, FUM, DIA e MNR) e podem

ser utilizados como marcadores na caracterizagdo molecular desta espécie. Os
sisternas PGI, ME(A), ADH e GDH apresentam resolugdo reguiar e necessitam
de ajustes no protocolo de extragdo e/ou coloragdo. Sistemas que
apresentaram resolugdo ruim como LAP, SoDH, SKDH, G8PDH, PGM, ACO,
MDH e TZO serdo testados com outras solugdes extratoras para otimizar este
protocolo. ‘ '

De maneira geral, tem-se detectado baixo pollmorfasmo nesta
espécte para a maioria dos sistemas avaliados.




