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A eletroforese consiste na migragdo de moléculas ionizadas em um meio
tido como suporte e empregando-se tampdes adequados. Diferentes proteinas de um
organismo podem ser separadas conforme a porosidade do meio-suporte, sob
influéncia de um campo elétrico, submetendo-se, em seguida, a métodos
histoquimicos, que evidenciam as zonas de atividade enzimatica diretamente no meio.

As isoenzimas sdo definidas como um grupo de muiltiplas formas
moleculares da mesma enzima que ocorre em uma espécie, como resulfado da
presenga de mais de um gene codificando cada uma das enzimas (Moss, 1982).

Antes da introdugdo da técnica de elefroforese, o estudo da variagéo
gensgtica era um tanto insatisfatorio porque dependia da identificagdo de mutantes
recessivos raros, que produziam mudangas morfolbgicas reconheciveis, quando em
homozigose. Apesar do controle genético de muitos destes caracteres serem simples e
faciimente demonstravel marcadores morfolbgicos sofrem influéncias ambientais,
tornando-se impossivel comparar diretamente fendtipos com gendtipos (Gottlieb,
1977).

ATENCAO: Resultados provisérios, sujeitos a confirmagéo

O uso de isoenzimas como marcadores genéticos apresenta diversas
vantagens em relagdo aos marcadores morfolégicos convencionais. 1sso porque alelos
de muitos locos isoenziméticos sdo codominantes, o que permite identificar genotipos
heterozigotos e homozigotos numa populagdo, sendo esta uma vantagem partilhada
por poucos marcadores morfolégicos (Moore & Collins, 1983). As isoenzimas, como
marcadores , s§o pouco influenciadas por variagGes ambientais e permitem a andlise
de varios Iocos simultaneamente (Alfenas et al., 1991).

Uma vantagem de se usar isoenzimas como marcadores bioquimicos esta
no fato de que, sendo constituidas por polipeptideos, sdo produtos génicos diretos, ou
seja, ndo sdo produtos de uma série de reagbes biossintéticas, tais como aquelas que
fevam a produgdo de pigmentos, 6leos e varias outras classes de compostos (Torres et
al., 1978).
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Assim sendo, com o objetivo de se ofimizar a metodologia de eletroforese de
iscenzimas em gel de amido e poliacrilamida e idenlificar sistemas isoenziméticos que
permitam visualizar locos e alelos polienziméticos que possam ser utilizados como
marcadores bioquimicos vém se desenvolvendo este trabalho.

Duas metodologias estdo sendo utilizadas, uma que utiliza gel de amido
como meio-suporte e outra, gel de poliacrilamida.

A metodologia para a extragdo de iscenzimas em pimenta-do-reino ja foi
definida tanto para gel de amido como para poliacrilamida e baseia-se na utilizagdo de
folhas jovens com no méximo dois centimetros de comprimento. As folhas s&0
coletadas e colocadas em pequenos sacos de plastico, que sdo acondicionados em
caixas de isopor com gelo. Para a extragcdo das enzimas, no caso do gel de amido, s&o
utilizados 50 mg de folhas, as quais s8o submetidas & maceragdo utifizando 0,8 m! de
tampdo de extragdo, 70 mg de PVPP (polivinilpolipirrolidona) e 120 de 2-
mercaptoetanol. ApGs a extragdo, o sobrenadante é impregnado em tiras de papel
cromatografico de 3,6 mm de largura, as quais sdo inseridas no gel de amido e
submetidas & pré-corrida (15 minutos) e a eletroforese (12 horas).

Os sistemas: enziméticos ADH (Alcool Desidrogenase); GOT (Glutamato
Oxaloacetato Transaminase);, ME (Enzima Mélica), MNR (Menadiona Redutase); GDH
(Glutamato Desidrogenase), FDH (Formiato Desidrogenase); PGl (Fosfoglucose
Isomerase); IDH (Isocitrato Desidrogenase), MDH (Malato Desidrogenase); G3PDH
(Gliceraldeido 3-Fosfato Desidrogenase); SKDH (Chikimato Desidrogenase); PGM
(Fosfoglucomutase);, ALD (Aldolase) e 6PGDH (6-Fosfogluconato Desidrogenase)
.estdo sendo testados no Laboratério de Recursos Genéticos e Biotecnologia (Secdo
Genética de Plantas), da Embrapa Amazoénia Oriental.

A extragdo das enzimas, no método de gel de poliacrilamida, é feita, a partir
de 50 mg de folhas, que sdo submetidas a maceragdo com 1 ml de tampdo de
extragdo, 70 mg de PVPP e niltrogénio liquido. As amostras sdo aplicadas no gel e
estes na cuba (de duas placas) e submelidas & eletroforese.

Os seguintes sistemas estdo sendo festados: AAP (Alanina
Aminopeptidase); ACO (Aconitase); ACP (Fosfatase Acida); ADH (Alcool
Desidrogenase);, AMY (Amilase); DIA (Diaforase); EST (Esterase ndo especifica); FUM
(Fumarase);, GDH (Glutamato Desidrogenase); G2DH (Glicerato Desidrogenase); GK
(Glucoquinase); GOT (Glutamato Oxaloacetato Transaminase); GR (Glutationa
Redutase); LAP (Leucina Aminopeptidase), MDH (Malato Desidrogenase); ME (Enzima
Malica); MNR (Menadiona Redutase), PGI (Fosfoglucose Isomerase); PGM
(Fosfoglucomutase);, POD (Peroxidase); SKDH (Chikimato Desidrogenase); SoDH
(Sorbitol Desidrogenase), TZO (Tetrazblio Oxidase).

Resultados preliminares indicam que alguns sistemas apresentaram boa
resolugdo de bandas para gel de amido e poliacrilamida: SKDH; 6PGDH; G6PDH;
PGI; DIA; MNR; GOT; ACO; FUM; ACP e ME.
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