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MANUAL DE ELETROFORESE
DE ISOENZIMAS EM GEL DE
POLIACRILAMIDA

Maria Rosa Costa’
Claud’ne do Socorro M. de Sousa?

INTRODUCAO

A eletroforese é considerada uma técnica versatil
para a andlise de proteinas, sendo de facil aplicacdo em estu-
dos que abordam a variacao genética presente nos organis-
mos. Essa técnica, desenvolvida inicialmente por Kunkel e
Teselius no ano de 1951, e mais tarde aperfeicoada com a
introducdao de uma camada suporte, de amido (Smithies,
1955) e de poliacrilamida (Ornstein & Davis, 1962), citado
por Steward et al. (1965), consiste basicamente na migracao
diferencial de proteinas em campo elétrico, onde a velocidade
de deslocamento das moléculas depende da carga elétrica li-
quida de sua superficie externa, seu tamanho e forma. A re-
velacao de bandas é feita com corantes, mostrando tamanho,
intensidade da cor e distdncia do ponto de aplicacao, os
quais sao usados para comparar as amostras. Esse principio
vem sendo amplamente utilizado para o estudo de proteinas
nativas e desnaturadas (Weber & Osborn, 1975).

A técnica do gel de poliacrilamida em gradiente
facilita ao pesquisador ter um completo dominio sobre as
condicoes de porosidade do gel, possibilitando fazer altera-
cOes para a separacao das proteinas e, conseqlientemente,
obter melhor padrao eletroforético, portanto é uma técnica
com grande poder de separacao molecular, pois possibilita
separar nao somente com base na carga da proteina, mas
explora melhor as diferencas no tamanho das cadeias poli-
peptidicas. O termo isozima ou isoenzima refere-se a diferen-
tes formas moleculares de uma mesma enzima, as quais

'Eng®- Agr?, M.Sc., Pesquisadora, Embrapa Amazoénia Oriental, Caixa Postal 48,
CEP 66017-970 Belém, PA.
2Estudante do curso de Biologia da UFPA.



apresentam mesma especificidade por substrato (Markert &
Moller, 1959). Como as isoenzimas sao formas alternativas
de uma molécula, pequenas mudancas na estrutura da pro-
teina sao detectadas por essa técnica (Hames, 1996). Nor-
malmente as isozimas sao particulares para uma dada espé-
cie, tecido e estaddio de desenvolvimento de um organismo.
Por isso, podem ser usadas, em muitas situacdes, com mar-
cadores para determinacao de gendtipos contrastantes e de-
terminacao da divergéncia genética em plantas.

Este trabalho tem como objetivo descrever a me-
todologia utilizada no Laboratério de Recursos Genéticos e
Biotecnologia (secao de genética de plantas) da Embrapa
Amazodnia Oriental, para a extracao e eletroforese de isozimas
em gel de poliacrilamida, a partir de folhas de pimenta-do-
-reino  (Piper nigrum) e cupuacuzeiro (Theobroma
grandiflorum), levando-se em consideracdo as peculiaridades
observadas e apresentando os protocolos obtidos. E uma
abordagem pratica e ndao uma revisao exaustiva de métodos.
Vale lembrar, também, que a proposta apresentada é passivel
de alteracao pelo usuério, conforme as particularidades do
seu trabalho e que todo método cientifico possui fontes de
erro, necessitando o maximo critério para a execucao.

RECURSOS NECESSARIOS PARA O
DESENVOLVIMENTO DA TECNICA DE
ELETROFORESE DE ISOENZIMAS

Neste item estdo descritos os recursos minimos
necessarios para se desenvolver a técnica de eletroforese de
isoenzimas.

Agua destilada e/ou deionizada para preparo das
solucoes;

Aparato vertical de duas placas, para a corrida de
geéis;

Agitador magnético;

Balanca eletrénica com capacidade de 210 g;



Fonte de energia de 125 watts;

Estufa para revelacao de géis;

Maquina de fazer gelo em escama;

Maquina fotografica;

Pipetas automaticas (5 ml, 1000 ul e 50 ul);
Potenciémetro;

Utensilios de laboratério (vidrarias, bandejas para
coloracao, etc.);

Refrigerador duplex;
Centrifuga (18.000 rpm);
Freezer (-30 °C).

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Existem diversos meios-suporte que podem ser
empregados. No caso de enzimas, géis de amido e poliacrila-
mida sdo os que oferecem melhor resolucado. Neste tépico es-
tao descritos dois sistemas de géis: gel separador e gel con-
centrador.

PREPARACAO DO GEL SEPARADOR

e Colocar em recipiente 9 ml da solucdao A (ane-
xo 1), pH 8,8;

¢ Adicionar 9 ml da solucao B (anexo 1), pH 6,8;

e Misturar em agitador magnético por dez minu-
tos;

e Acrescentar 18 ml da solucdao C (anexo 1) e
esperar 30 segundos;

e Colocar 13,05 ml da solucdo A:B:C no interior
dos moldes de gel;



e Acrescentar 1 ml de agua destilada para evitar
contato do gel com oxigénio e promover o nivelamento do
gel;

e Esperar a polimerizacdo do gel (em torno de
uma hora).

PREPARACAO DO GEL CONCENTRADOR

e Colocar um recipiente 4 ml da solucao D (anexo
1), para dois géis;

e Acrescentar 80 mg de Polivinilpirrolidona (PVP)
e 8 ml da solucéo E (anexo 1);

e Deixar a mistura no agitador magnético por cin-
co a dez minutos;

e Acrescentar 4 ml da solucao F (anexo 1);

e Colocar a solucdo D:E:F no interior do molde
sobre o gel separador (em 80% do espaco disponivel no mol-
de);

e Inserir os pentes para formacao das canaletas e
acrescentar o restante da solucao;

e Deixar os moldes sob luz fluorescente, para que
ocorra a polimerizacao do gel e formacao das canaletas (em
torno de uma hora).

EXTRACAO DE ENZIMAS

Folhas jovens e brotacdes sdao geralmente mais ri-
cas em proteinas do que folhas maduras. Deve-se utilizar fo-
Ihas recém-coletadas ou armazenadas em sacos de plastico
mantidos em geladeira (2 a 5° C) por, no maximo, uma sema-
na. Em ultracongelador (-85° C), as folhas podem ser manti-
das por mais tempo sem perda de atividade enzimatica



(Alfenas,1998). A composicao da solucado extratora pode va-
riar com a espécie e o tecido, podendo portanto ser adequada
a espécie em estudo.

o Utilizar almofarizes e pistilos previamente res-
friados em geladeira;

e Macerar a amostra (cerca de 50 mg, para fo-
Ihas jovens) em 1 ml de solucao tampao extratora (anexo 2),
sob nitrogénio liquido;

o Acrescentar 70 a 90 mg de polivinilpolipirroli-
dona (PVPP).

PREPARATIVOS RELATIVOS AO GEL

e Preparar os géis, previamente, preenchendo as
canaletas com solucado tampao pH 8,9 (tampao do eletrodo),
proteger com filme plastico e conservar a frio para utilizar no
dia seguinte;

e Retirar o tampao e preencher as canaletas com
solucao resfriada de Azul-de-Bromofenol (0,2 mg/ml) para la-
vagem;

e Deixar uma pequena quantidade de azul-de-
-bromofenol para monitoramento da migracao.

PREPARATIVOS RELATIVOS AO TANQUE DE ELETRO-
FORESE

e Colocar 450 ml de tampao do eletrodo previa-
mente resfriado na cuba eletrolitica;

e Inserir os moldes na cuba e preencher o tanque
entre os moldes com tampao do eletrodo até o nivel do azul-
de-bromofenol.



APLICACAO E ELETROFORESE

Efetuar a aplicacdo das amostras no gel utilizando
uma pipeta digital (10 ul de extrato/amostra), completar o
tanque entre os moldes com o tampao do eletrodo;

Efetuar essa atividade em ambiente frio e com
bastante rapidez para evitar a desnaturacao das enzimas;

Submeter a eletroforese sob condicées de 16 mA,
105 a 250 V, & temperatura de 4 °C.

REVELACAO E ARQUIVAMENTO DE GEIS
Neste item sdo descritos alguns métodos para a
revelacdo de enzimas (adaptados de Tsumura et al., 1990).

Todos os 18 sistemas enzimaticos descritos na
Tabela 1 foram testados durante o desenvolvimento do pro-
tocolo para pimenta-do-reino e cupuacuzeiro, que esta exem-
plificado neste manual.

TRATAMENTO POS-COLORACAO

e Assim que as bandas estiverem bem nitidas,
paralizar a reacdo de coloracdo com a solucdo de neutraliza-
cao por um periodo de cinco minutos;

e Descartar a solucéao;
e Lavar com agua destilada (3 vezes);
e Acrescentar a solucao fixadora adequada;

e Cobrir com papel aluminio e levar para o refri-
gerador (4 °C) por um periodo de pelo menos doze horas.
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TABELA 1. Relacdo de enzimas, com

suas

receitas para revela¢ao de enzimas no gel.

Isoenzima

Soilugdo corante

Procedimento

Giutamato Desidrogenase-GDH

Malato Desidrogenase-MDH

Xiquimato Desidrogenase-SKDH

Sorbitol Desidrogenase-SoDH

Tetrazélio Oxidase-TZO

50 mM Tris-HCI pH 7,0
Acido L-glutamico
NAD (16 mg/rmi)

NBT {10 mg/mi)

PMS (6 mg/ml)

50 mM Tris-HCl pH 7,0
Solucdo substrato

NAD (15 mg/mi)

NBT {10 mg/ml)

PMS (1 mg/ml)

650 mM Tris-HCt pH 8,0
Acido chiquimico {10 mg/ml)
NADP (6,6 mg/ml}
MTT (5 mg/mi)

PMS (1 mg/mi)
MgCt2.6H20 (10,17 g/100 ml)
50 mM Tris-HCI pH 8,0
D-sorbitol

NAD (16 mg/mi)

MTT {56 mg/ml)

PMS (1 mg/mi)

50 mM Tris-HCl pH 7,0
NAD (16 mg/mi)

NBT (10 mg/mi)

PMS (1 mg/mi)

50 ml
300 mg
1 mi

1 mi

1 mi
50 mi
% mi
1 mi
1 mi
1 mi
50 ml
1mi
1mi
T mi

1 mi
1 ml
50 mi
100 mg
1 mi
1 ml
1T ml
50 ml
1 ml
T ml
1ml

Fazer a incubagdo no escuro a 37°C, descartar a solugdo, paralizar
a reagao e fazer a fixacéo.

Fazer a incubagdo no escuro a temperatura ambiente, descartar a
soluco, paralizar a reagdo e fazer a fixacdo. Preparar a solucéo
substrato com 12,15g de Na:2C0O3.H.0 em 50 ml de agua destila-
da, colocar a solucdo em uma caixa de isopor com gelo, adicionar
13,4 g de Acido DL-Maélico e completar o volume para 100 mi.

Fazer a incubagso no escuro a 37°C, descartar a solucéo, paralizar
a reacéo e fazer a fixacéo.

Fazer a incubagdo no escuro a 37°C, descartar a solugdo, paralizar
a reacao e fazer a fixagdo.

Fazer a incubacdo no claro a 37°C, descartar a solugdo, paralizar a
reagdo e fazer a fixacéo.

Continua...
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TABELA 1. ...Continuacao.

Jsoenzima

Solugdo corante

Procedimento

Glucose 6-Fosfato Desidroge-
nase- G6PDH

Leucina Aminopeptidase-LAP

Enzima Maélica {A)-ME

Menadiona Redutase-MNR

Fosfogluco Isormerase-PGI

60 mM Tris-HCI pH 8,0
D-Glucose 6-fosfato (16 mg/ml)
NADP {6,6 mg/ml)

MTT (5 mg/ml}

PMS (1 mg/ml)
MgCl2.6H20(10,17g/100ml)
Tampéo LAP
L-leucina-B-naftolamida

{10 mg/ml)

Fast Black K sait

50 mM Tris-HCI pH 8,0
Solugdo substrato*

NADP (6,6 mg/mi)

MTT (5 mg/ml)

PMS {1 mg/ml)

MnCt2.4H20 (9.90 g/100 ml}

* Mesma solugao utilizada em MDH
50 mM Tris-HC! pH 7,0
Menadiona

B-NADH

NBT {10 mg/ml)

60 mM Tris-HCI pH 8,0
D-frutose-6-fosfato (20 mg/ml)
NADP {6,6 mg/mi)

MTT (6 mg/ml)

PMS {6 mg/ml)

MgCtz2 6H20 (10,17 g/100 mi)
G6 PDH

50 mi
Imi
1 mi
1ml
1 ml
1t ml

60 ml

1 ml
30 mg
650 ml
6 mi
tml
tmi
tml

1 ml

650 ml

100 mg
26 mg

60 mi
1 mi
1m
2mi
1mi
1mi

10 un

Fazer a incubagao no escuro a 37°C, descartar a solugdo, paralizar
a reacéo e fazer a fixag#o.

Fazer a incubac&o no escuro a 37°C, descartar a solugéo e fazer a
fixagéo.

Fazer a incubac#io no escuro a 37°C, descartar a solu¢&o, paralisar
8 reagdo e fazer a fixac#o.

Fazer a incubacio no escuro a 37°C, descartar a solugéo, paratizar
a reagdo e fazer a fixagdo.

Fazer a incubacdo no escuro a 37°C, descartar a solucdo e fazer a
fixagdo.

Continua...
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TABELA 1. ...Continuacao.

Isoenzima

Solugdo corante

Procedimento

Fosfoglucomutase-PGM

6-Fostogluconato Desidrogenase-
6PGDH

Glutamato Oxaloacetato Transa-
minase- GOT

Diaforase- DIA

50 mM Tris-HCI pH 8,0
D-giucose-1-fostato (70 mg/mil)
NADP (6,6 mg/mil}

MTT {5 mg/mi)

PMS {1 mg/ml)

MgClz 6H20 (10,17 g/100 mi)
G6 PDH

50 mM Tris-HCI pH 8,0
Acido-6-fosfoglucénico {6 mg/ml)
NADP (6,6 mg/ml)
MTT (5 mg/ml)

PMS {1 mg/ml)

MgClz 6H20 (10,17 /100 mi)
Tampao GOT

Acido L-aspértico

Acido x-cetoglutérico

Fast Blue BB salt

Piridoxal-& “-fostato(3,33mg/ml)

60 mM Tris-HCl pH 8,0
2,6-Diclorofenol-indofeno!
(1 mg/mi)

NADH

MTT

50 mi
1 ml
1 ml
1ml
1 mi
1 ml
10 un
50 ml
1 ml
1 ml
1 mi
1'mi
1Tmi
80 ml
50 mg
1 ml
50 mg
5mi

50 mi

1 mi

26 mg
2mi

Fazer a incubacdo no escuro a 37°C, descartar a solucédo, paralizar
a reacao e fazer a fixagéo.

Fazer a incubacdo no escuro a 37°C, descartar a solugo, paralizer
a reacdo e fazer a fixagéo.

Fazer a incubac&o no escuro a temperatura ambiente, descartar a
solucdo e fazer a fixag&o.

Fazer a incubagdo no escuro a 37°, descartar a solucdo, paralizar a
reacdo e fazer a fixacédo.

Continua...
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TABELA 1. ...Continuacao.

Isoenzima

Solugdo corante

Procedimento

Fumarase- FUM

Fostatase Acida- ACP

Aconitase- ACP

Alcool Desidrogenase- ADH

50 mM Tris-HCl pH 7,0

Acido tumidrico dissédico
{200 mg/ml)

NAD (15 mg/ml}

NBT {10 mg/mi)

PMS (1 mg/ml)

Tampao ACP

ac-naftil fosfato acido de sddio
MgCl2 6H20 (10,17 g/100 ml)
Fast garnet GBC salt

200 mM Tris-HCI pH 8,0
Cis-acido aconitico
NADP (6,6 mg/ml)

NBT (10 mg/mi)

PMS (1 mg/mi)

MgCl2 6H20 (10,17 g/100 ml)
IDH

50 mM Tris-HC! pH 7,0
Etanol {92,8%)

NAD (16 mg/ml)

NBT (10 mg/mi)

PMS (5 mg/mi)

50 ml

3 ml
1ml
1 mt
1 ml
60 mi
50 mg
0,3 ml
12 mg

60 mi
100 mg
1 ml
fmi

1 mt

1 mi
42 un
50 ml
5.4 ml
2 mi

2 mt

1 mi

Fazer a incubac&o no escuro a 37°C, descartar a solucdo, paralisar
areacdo e fazer a fixacdo.

Fazer a incubagdo no escuro a 37°C, descartar a solucéo e fazer a
fixacdo.

Fazer a incubacéo no escuro a 37°C, descartar a solucéo, paralizar
areacdo e fazer a fixagao.

Fazer a incubacao no escuro a 37°C, descartar a solugéo, paralizar
a reacao e fazer a fixagédo




SECAGEM DO GEL

o Retirar do refrigerador, descobrir e deixar em
temperatura ambiente até que o gel fique totalmente transpa-
rente;

e Utilizar folha de papel celofane especial, previ-
amente umedecida, e colocar sobre uma placa de vidro;

e Colocar o gel sobre a placa, umedecer as bor-
das do gel com &gua destilada e colocar outra folha de papel
celofane especial previamente umedecida;

e Retirar o excesso de dgua com o auxilio de pen-
te de plastico de eletroforese e prender com grampos;

o Esperar a secagem completa (em torno de dois
dias);

e Cortar o papel nas laterais do gel e arquiva-lo
em ambiente sem umidade (seco).

APLICACAO DO PROTOCOLO

Neste item estao descritos os resultados obtidos
para a obtencdo do protocolo de eletroforese de isoenzimas
de pimenta-do-reino e cupuacu em gel de poliacrilamida.

PIMENTA-DO-REINO

Para aplicacdo da técnica de eletroforese de iso-
enzimas, na andlise de variabilidade genética, foi necesséaria
uma fase preliminar, visando adequar os procedimentos da
técnica as espécies em estudo. Durante essa fase foram ne-
cessarios varios testes para ajuste da metodologia e assim
determinar os sistemas enzimaticos que apresentam bandas
eletroforéticas de melhor atividade enzimatica, resolucao, e

15



passiveis de interpretacdo genética. Foram testados 18 sis-
temas enzimaticos (Tabela 1). Como resultado dos testes em
pimenta-do-reino, 15 sistemas apresentaram bom padrao ele-
troforético a saber: DIA, 6PGDH, PGI, MDH, GOT, ACO,
MNR, ACP, FUM, SKDH, ME, G6PDH, GDH, PGM e TZO.
Trés sistemas nao apresentaram atividade enzimatica no gel
(ADH, LAP e SoDH). Para as enzimas GDH, PGM e TZO,
houve atividade, porém, em vez de bandas, formaram-se
manchas difusas (Tabela 2).

TABELA 2. Enzimas analisadas em folhas jovens de pimenta-
-do-reino com suas respectivas qualidades de
coloracao e segregacao.

Bandeamento Intensidade Resolucao Segregacao

Enzima
Presente Fortes Fracas Boa/regular Ruim Mono Poli

GOT X X X X
ACP X X X X
ACO X X X X
PGl X X X X
DIA X X X X
MNR X X X X
ME X X X X
MDH X X X X
G6PDH X X X X
6PGDH X X X X
SKDH X X X X
FUM X X X X
GDH X
PGM X
TZ0 X
ADH
LAP
SoDH

16



Quanto ao padrao de bandas observado entre as
amostras de pimenta-do-reino analisadas, dez enzimas (DIA,
6PGDH, PGI, MDH, GOT, ACO, MNR, ACP, SKDH e ME)
apresentaram polimorfismo (variacdo no padrao de bandas).
Enquanto que duas enzimas (FUM e G6PDH) nao apresenta-
ram variacdo de bandas (monomorfismo). Os resultados evi-
denciaram que é possivel a obtencao e utilizacao das enzimas
polimérficas para estudos de variabilidade genética em pi-
menta-do-reino, utilizando a técnica de eletroforese de isoen-
zimas.

Para a correta interpretacao dos padroes de ban-
das encontrados nos géis, € importante o conhecimento pré-
vio sobre o niumero de subunidades da estrutura quaternaria
de cada enzima. As enzimas monoméricas, por exemplo, sao
formadas por um Unico polipeptideo, enquanto que as enzi-
mas diméricas, por dois polipeptideos. Individuos heterozigo-
tos para uma enzima dimérica, além das duas bandas corres-
pondentes aos dois polipeptideos, apresentam uma terceira
banda intermediéria, produto da conjugacao aleatéria dos dois
polipeptideos. Da mesma forma, individuos heterozigotos
para uma enzima tetramérica apresentam trés bandas inter-
mediérias.

Nos zimogramas, foi constatada uma variacao no
que diz respeito aos fendtipos eletroforéticos de isoenzimas,
entre os quais, observou-se presenca de enzimas monomeéri-
cas, diméricas e tetraméricas nos genétipos estudados.

A andlise dos resultados permitiu visualizar co-
dominéancia entre os alelos representados pelas bandas isoen-
zimaticas, indicando a existéncia de gendtipos heterozigotos
em determinados locos.

Para melhor orientacdo do usudrio, constam na
Tabela 3 as abreviaturas e estruturas das enzimas.

17



TABELA 3. Relacdo de enzimas analisadas com as respecti-
vas estruturas e abreviacdes.

Enzima Estrutura quaternaria Abreviatura
Diaforase Monomérica, dimérica, tetramé-

rica DIA
6-fosfogluconato Desi-
drogenase Dimérica 6PGDH
Fosfoglucose Isomerase Dimérica PGl
Malato Desidrogenase Dimérica MDH
Glutamato Oxaloacetato
Transaminase Dimérica GOT
Aconitase Monomérica ACO
Menadiona Redutase NC MNR
Fosfatase acida Monomeérica, Dimérica ACP
Fumarase Tetramérica FUM
Xiquimato Desidrogenase Monomérica SKDH
Enzima Malica Tetramérica ME
Glucose 6-fosfato Desi-
drogenase Dimérica G6PDH
Alcool Desidrogenase Dimérica ADH
Leucina Aminopeptidase Tetramérica LAP
Glutamato Desidroganase Hexamérica GDH
Fosfoglucomutase Monomeérica PGM
Sorbitol Desidrogenase Tetramérica SoDH
Tetrazélio Oxidase TZO

CUPUACUZEIRO

Antes de utilizar a técnica de eletroforese de iso-
enzimas para obtencao de bandas, a exemplo da pimenta-do-
reino, foi necessario desenvolver “protocolos” (procedimen-
tos) para o cupuacuzeiro, que consiste em viabilizar o uso da
técnica, utilizando tecido dessa espécie no Laboratério de
Recursos Genéticos e Biotecnologia (Secao de Genética de
Plantas) da Embrapa Amazonia Oriental.
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Apds as amostras (obtidas de tecidos de folhas
jovens de cupuacuzeiro), aplicadas em gel de poliacrilamida,
serem submetidas a eletroforese, 18 sistemas de coloracao
de enzimas foram utilizados visando a obtencdo de enzimas
polimérficas, ou seja, que apresentem variacao de bandas en-
tre as amostras testadas.

A Tabela 4 apresenta um resumo dos resultados
obtidos. Dos sistemas testados, 14 revelaram presenca de
bandeamento de isoenzimas, sendo que nove apresentaram
bandas fortes e quatro bandas fracas. Apenas quatro siste-
mas nao apresentaram resultados de atividade enzimatica. A
metade das enzimas testadas apresentou polimorfismo, o que
caracteriza a presenca de variabilidade genética, a saber:
GOT, ACP, MDH, G6PDH, FUM, GDH, e ADH. As enzimas:
PGI, DIA, MNR, ME, 6PGDH, SKDH, e SoDH apresentaram-se
monomboérficas (sem variacdo de bandas entre as amostras).

TABELA 4. Enzimas analisadas em folhas jovens de cupuacu-
zeiro, e as respectivas avaliacdes quanto a colo-
racao e segregacao.

Intensidade Resolucéo Segregacéao

Enzima Bandeamento - -
Forte Fraca Boa/Regular Ruim  Mono Poli

GOT X X X X
ACP X X X
ACO X

PGI
DIA
MNR
ME
MDH
G6PD
6PGD
SKDH
FUM
GDH
PGM X

TZO X

ADH X X X X
LAP X

SoDH X X X X

x

X X X X
X X X X

X X X X X X X X X X
X
X
X
X

X X X X X
X
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ApOds a interpretacdo genética dos géis, quatro en-
zimas polimérficas foram identificadas por apresentarem ban-
das com indicacao de segregacao do tipo mendeliana , a sa-
ber:

ACP- enzima monomérica, polimérfica, apresen-
tando um loco, dois tipos de alelos e os trés fendtipos possi-
veis.

GOT- enzima monomérica, polimérfica, apresen-
tando um loco, dois tipos de alelos e dois fenétipos.

FUM- enzima monomérica, polimérfica, um loco,
trés tipos de alelos e quatro fenétipos.

GDH- enzima monomeérica, polimérfica, um loco,
dois tipos de alelos e dois fenétipos.

CONSIDERACOES GERAIS

Este trabalho é uma abordagem pratica na qual é
apresentada uma descricao condensada da técnica de eletro-
forese de isoenzimas. Devido particularidades do material em
estudo e as condicdes intrinsecas de cada laboratério, as
propostas sdo passiveis de alteracdo ou substituicdo pelo
usuario. E muito importante ressaltar que, apesar do advento
de novas técnicas moleculares, que permitem uma ampla co-
bertura do genoma das plantas (RAPD, Microsatélites,
AFLP...), a técnica de isoenzimas mantém o seu valor, sendo
relativamente barata e acessivel, podendo ser utilizada para
diversos fins como identificacao de variedades, selecao indi-
reta de caracteres agrondmicos e outros, além de contribuir
em diversos aspectos do melhoramento genético.
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ANEXOS



ANEXO 1 - Solucdes para Preparo de Géis

Solucéo A, pH 8,8
Trizma base
TN HCI
TEMED
H20 (g.s.p)

Solucéao B, pH 6,8
Acrilamida
Bis-acrilamida
H20 (q.s.p)

Solucdo C
Persulfato de amoénio
H20 (q.s.p)

Solucdo D
Trizma base
TN HCI
TEMED
H20 (q.s.p)

Solucéao E
Acrilamida
Bis-acrilamida
H20 (qg.s.p)

Solucéao F
Riboflavina
H20 (g.s.p)
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91,5 ¢
120 ml
0,575 ml
500 ml

150 g
49
500 ml

2 mg/ml
18 ml

14,95 g
120 ml
1,15 ml
500 ml

37,549
6,25 g
500 ml

10 mg
500 ml



Anexo 2 - Solucédo extratora

Tampdes para extracdo das enzimas

EXT 1:

Trizma preset pH 7,5 7,54 ¢g

EDTA 560 mg

H20 100 ml

Glicerol 126 g

H20 (q.s.p) 250 ml
EXT 2:

Tween 80 7,88 g

H20 (q.s.p) 250 ml
EXT 3:

DTT 9,26 mg/ml
EXT 4:

NAD 6 mg/ml
EXT b:

NADP 6,6mg/ml
B-mercaptotanol 0,07 ml

BSA 12 mg

Os tampoes, o B-mercaptoetanol e o BSA sao misturados na
proporcao: 14:6:6:2:2:0,14:24 para 20 amostras.
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Anexo 3 — Tampodes de coloracao

— Glutamato Oxaloacetato Transaminase

Tampéao GOT

Dissolver 1,18 g de NaOH em 200 ml de agua
destilada. Acrescentar 6,81 g de NaH2PO4 e completar o vo-
lume para 500 ml.

— Leucina Aminopeptidase

Tampao LAP

Utilizar 9,81 g de anidrido maleico e 12,11 g de
trizma base dissolvidos em 300 ml de dgua destilada. Acres-
centar 600 mg de NaOH e completar o volume para 500 ml.

- Fosfatase Acida

Tampéao ACP

Utilizar 1,6 g de acetato de sdédio tri-hidratado e
4,83 ml de acido acético glacial em 500 ml de 4gua destila-
da.
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Anexo 4 - Tampodes de Neutralizacdo e Fixacao

— Tampao de neutralizacao

Preparar 1.000 ml de uma solugcdao 2% de &cido acético
glacial.

— Solucéao de Fixacao A

Preparar 1.000 ml de uma solucdo 70% de etanol.

— Solucéao de Fixacédo B

Preparar 1.000 ml de uma solucdo 50% de etanol e 5%
de acido acético glacial.
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Anexo 5 — Neutralizacao e fixacao das enzimas.

Sistema enzimatico

Solucao de
neutralizacao

Solucao de
fixacao

Fosfatase Acida

Fosfoglucose Isomerase

Leucina Aminopeptidase
Glutamato Desidrogenase

Malato Desidrogenase

Xiquimato Desidrogenase
6-Fosfogluconato Desidrogenase
Diaforase

Alcool Desidrogenase

Glutamato Oxaloacetato Transaminase
Fosfoglucomutase

Enzima Malica

Aconitase

Menadiona Redutase

Glucose 6-Fosfato Desidrogenase
Fumarase

Tetrazoélio Oxidase

Sorbitol Desidrogenase

nw nu nu nuo no no no n 2 060 6o 0o o0 on 2 2 2

W W W W > > > > W P> r > > Www>> > >
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