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Ah que nunca a verdade definida

Mate a alma, que vive de ndo té-la!

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

Que ser, que ter, que procurar.

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

E sistemas solares de iluséo

No espag¢o da verdade sem limite

/E sem definig¢do/ - inexistente

Para quanto & o sujeito.

Fernando Pessoa
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1. INTRODUGAO

1.1 Hordeum euclaston

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

(EGGERS & BOLDRINI, 1988).

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

tamanho das partes vegetativas, tamanho e forma das partes



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

LAUXEN, comunicag¢do pessoal).

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

humana, que em condig¢des naturais ndo ocorreria.

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

(VON BOTHMER & JACOBSEN, 1980).



1.2 Melhoramento genético

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

em geral, pode provir de trés fontes:

- de cultivares, primitivas ou ndo, que ainda

conservem variabilidade genética;
- da inducdao de mutacgdes;

- de espécies evolutivamente prdéximas das espécies

cultivadas (BROWN e cols., 1978).

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

striiformis, o gque torna obrigatdéria a aplicagdo de



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

1986) .

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

férteis (FORSTER e cols., 1990).

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

eletroforese se destaca como uma eficiente maneira de medir

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



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

de resisténcia (FEVERSTEIN e cols., 1990).

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

(ALLARD, 1975).
1.3 Isoenzimas e eletroforese

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

dimeros ou tetrdmeros (termos indicando o nuamero de



polipeptideos), podendo haver a formagdo de isoenzimas

hibridas (KEPHART, 1990).

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

(GOTTLIEB, 1982).

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

que sombreiam bandas primarias estdo presentes. Estas bandas



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

(ontogenética ou ndo) ou um problema técnico.

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

isoenzimatica e fatores ambientais (BROWN & MUNDAY, 1982;



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

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

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

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

- Determinar a variagdo isoenzimatica de trés

diferentes populagdes de H. euclaston;

- Verificar o grau de divergéncia isoenzimatica

entre as populagodes;

- Analisar o sistema de cruzamento através de

testes de progénie, usando polimorfismos isoenzimaticos;

- Obter dados do ciclo bioldgico como taxa de

velocidade de germinagdo das sementes e velocidade de

crescimento das plantulas;

- Estudar os padrdes de regulag¢do génica tissular,

na plantula, para os genes que controlam as isoenzimas

analisadas.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

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

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

Populagdo 5 - Préximo a cidade de Alegrete, junto

A ponte sobre o rio Inhandui.

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

entrada (municipio de Alegrete).

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

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

tas coletas. Neste trabalho foram utilizadas sementes coleta-

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

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

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

coletadas de uma Unica planta-mde da natureza.

2.2 Métodos

2.2.1 Coleta do material e a semeadura para a

obtengao de plantulas

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

temperatura ambiente.

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

40 minutos antes da sua semeadura em placa de petri forradas



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

12

As linhagens estdo listadas em

Populagao - Linhagem Data de Coleta

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

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

continua



1.3

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

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

EKS3B(8) 20.11.1989

EKS3H(8)

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

pequenos quadrados individualizados por letras e numeros.

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

ou diretamente submetidas a andlise eletroforética.

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

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

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

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

bandas em nivel populacional.
2.2.3 Analise eletroforética

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

tendo-se utilizado 398 pléantulas.

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

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

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

géis de poliacrilamida de 1 mm de espessura.
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2.2.3.1.1 Esterases

Para este sistema foram utilizados géis de

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

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

proporg¢ao

Tampao de

Tampao A:

Tampao B:

poliacrilamida nas concentragdes de 6% e 7

utilizado

Tampao de

de 1A:9B.

SCANDALIOS (1969):

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

H,0 destilada

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

H,0 destilada

2.2.3.1.2 Ssuperdxido dismutases e malato-desidro-

genases

Para estes dois sistemas foram utilizados géis de

oe

O tampao

foi o de ROOSE & GOTTLIEB (1976).

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

pH 8,0 ajustado com NaOH
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2.2.3.1.3 Glutamato Oxalacetato Transaminases

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

do 2 : 6% do 1.

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

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

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

a seguir para cada concentrag¢do do gel:

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

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

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

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

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

endosperma em EST.

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

procedimento as placas de acrilico foram mantidas sobre o

gelo.

2.2.3.3 Aplicagao das amostras nos géis

O primeiro passo para a aplicagdo das amostras era

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

homogenado.

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

demais sistemas.

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

sistemas utilizou-se o coledptilo.
2.2.3.4 Migragao das amostras

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

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

enzimatico:

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

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

2.2.3.5 Coloragao

2.2.3.5.1 Esterases

Os géis de EST foram corados segundo SCANDALIOS

(1969) modificado:

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

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

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

acetona 1:1

Os géis com a solugdo de coloragdo foram incubados

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

Os géis de SOD foram corados segundo BREWER (1970)

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

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

pH 8,2 ajustado com NaOH 1N

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

a temperatura ambiente com iluminagdo artificial direta.
2.2.3.5.3 Malato Desidrogenases

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

NAD 0,0015M. vosconsecsssnsasnossasse 0,066g

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

NBT 0,00043M.cncsenvscsmmoncnsess 0,035g

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

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

no escuro a 37°C por aproximadamente trés horas.

2.2.3.5.4 Glutamato Oxalocetato Transaminases

Os géis de GOT foram corados segundo VALLEJOS

(1983) modificado:

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

H,0 destilada

pH corrigido com HC1l

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

bastante de acordo com o tempo de estocagem das plantulas.
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2.2.4 Fixacgao dos géis

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

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

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

relagdo ao ponto de aplicagéo.

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

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

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

o controle como comparagao.

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

da anadlise dos individuos.
2.2.6 Testes de progénie

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

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

Foram feitas trés medidas de variabilidade dentro

de cada populagao, que foram:

>
I

namero médio de alelos por loco;

P = proporgao de locos polimérficos por populagédo;

s>
Il

heterozigose média esperada por individuo.

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

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

SISTEMAS ENZIMATICOS

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

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

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

EKS3H(8) 14 (¢,x) 14(cG,X) 14

SCM1104 (8) 6(c) 6
HW3282(8) 1(¢) 1:

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

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

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

SCM1031(5) 2(c,r) 2

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

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

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

Pop.5.- Total 21

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

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

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

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

Pop.6 — Total 33

Total Geral

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

de locos.

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

’

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

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

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

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

cada populacdo multiplicados entre si, para cada loco.

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

forem iguais.
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identidade genética de diferentes

distancia genética (D) entre as
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3. RESULTADOS

3.1 Germinagao de Hordeum euclaston

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

linhagens estudadas das trés populagdes.

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

limites).

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

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

Germinagao Velocidade de Germinagao

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

(38,0-100,0)

continua
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Germinagao
%
(limites)

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

Totais
Pop.8

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

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

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

599

13
16
10
10
10
10

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

84,2

(33,9-100,0)

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

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

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

10 e 19

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

Namero
Placas

Nimero

Dias

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

Totais
Pop.5

Totais H.

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

441

euclaston 1628

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

83,8

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

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

germinacgédo.
3.2 Modo de reprodugao

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

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

existente, muito pequena.

3.3 Criteérios utilizados na determinagdo do

controle genético

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

isoenzimas analisadas:
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1 - Identificagdo das bandas

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

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

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

banda principal.
3 - Provaveis locos e alelos

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

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

alelos distintos em homozigose.

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

testes de progénies, a fim de analisar essa possibilidade.

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

tecidos.

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

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

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

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

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

alélica em cada populagao e

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

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

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

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

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

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

estdo listadas as linhagens pelo PI apresentado na Figura 2.

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

cada alelo nas diferentes populagdes.

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

subseqiientes.

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

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

forte.

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

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

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

tratar-se de um heterozigoto.
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MDH2' —

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

freqglientemente.

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

monomdérficos.

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

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

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

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

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

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

alelo nas diferentes populacgodes.

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

de GOT3 na raiz (ver Figura 6).

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

incluido nas andlises eletroforéticas subseqiientes.

Todas as isoenzimas de GOT perdem atividade com

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

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

impedindo a andlise de todas as plantulas sem estocagem.

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

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

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

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

diferengas regulatérias.

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

submetidos a estocagem, apresentaram a banda do alelo comum.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

clara a respeito das mesmas.

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

as pléhtulas submetidas a analise.

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

que algum dos padroes descritos corresponda a um

heterozigoto para locos estruturais.

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

aparentemente, ndo constituem isoenzimas de GOT (ver Figuras

6 e 7).
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3.6 EST (EC 3.1.1.1)

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

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

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

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

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

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

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

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

géis que, por aparecer eventualmente e muito difusa nado foi

considerada.

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

substituida por uma de MR8%=1,29.

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

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

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

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

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

ser produto de outro loco ndo analisado.

Os locos EST2 e EST3 sao representados por bandas

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

estadio do desenvolvimento.

Entretanto esta constancia nao é uma
caracteristica de todas as linhagens. Um teste de progénie

da linhagem SCM1112(8) (ver Figura 11) mostrou cinco
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individuos que ndo apresentavam o padrdao com as duas bandas
beta e trés individuos que o apresentavam, além de outras
diferengas. Estas variagdes serdo analisadas em detalhe mais

adiante.

O numero de linhagens gque apresentaram as duas
bandas beta variou bastante entre as populagdes, indo de
19/32=59% na populagao 6 a 6/33=18% na populagao 8. A
freqiiéncia de ocorréncia das duas bandas na populagdo 5 foi

de 16/30=53%.

Além das bandas beta ja descritas h& uma banda
alfa, também de MR6%=1,1, que, portanto, se sobrepde a banda
beta mais lenta nos géis a 6%. O resultado da sobreposigdo é
uma banda alfa-beta, a qual foi verificada nas linhagens
HW3173(6), HW3191(6), HW3158(5) e parte dos individuos da
linhagem SCM1112(8) (ver Figuras 8 e 11). Nos géis a 8%
ambas as bandas beta se sobrepdem a banda alfa formando
também uma banda alfa-beta. Esta banda alfa foi considerada
sob controle do loco EST4. Na maioria das linhagens em que a
banda aparece ela se restringe ao coledptilo, mas algumas
vezes também é detectada na raiz. Assim como EST2 e EST3,
EST4 também ndo estd ativo em todas as linhagens estudadas.
Além disso EST4 também ndo apresentou o mesmo padrdo de
atividade em todos os individuos-irmdos analisados no teste
de progénie da linhagem SCM1112(8) (ja& mencionado, ver

Figura 11).
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As bandas de EST2 e EST3 foram consideradas
produtos de locos diferentes por nao apresentarem
caracteristicas de secundarias, entretanto n&o pode ser
descartada a hipdtese de uma das bandas corresponder a uma
secundaria. Com certeza, caso as bandas beta realmente
correspondam a locos distintos, EST2 e EST3 s&o ativados e
desativados em conjunto, o que significa que ambos

compartilham da mesma "via" de regulagdo.

O loco EST5 é representado por uma banda alfa de
MR6%=0,98 que aparece nos coledptilos de quase todas as
linhagens e nas raizes de algumas. Ndo foi detectado nenhum
tipo de polimorfismo estrutural para EST5, porém o teste de
progénie da linhagem SCM1112(8), (ver Figura 11) mostrou
diferengas de intensidade entre individuos-irmdos, um
comportamento muito semelhante ao de EST4, que certamente
ndo podem ser explicados por diferencas ontogenéticas. Nos
demais testes de progénie realizados (19 linhagens) nao foi

detectada qualquer variacgdo dentro da mesma linhagemn.

Alguns individuos apresentaram uma banda alfa de
MR6%=0,95 (ver Figura 8), muito fraca e restrita ao
coledptilo, com excegdo do individuo SCM1048(6) gque também
apresentou a banda na raiz (ver Figura 8). Esta banda &,
aparentemente, monomérfica. Como a banda sempre se
apresentou muito fraca e foi detectada em poucos individuos
nao foi determinado o seu controle genético. Semelhante a

ela foi detectada outra banda alfa de MR6%=0,83, a qual
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apresentou as mesmas caracteristicas. Elas foram, inclusive,
encontradas associadas na maioria dos poucos individuos em

que foram detectadas.

A banda beta de MR6%=0,91, cujo 1loco foi
denominado EST6, é restrita ao coledptilo e raiz, estando
normalmente presente nos dois tecidos. EST6 ndo apresentou
nenhum tipo de polimorfismo estrutural, mas também nao esta
presente em todas as linhagens. Entretanto o padrao dentro
da mesma linhagem manteve-se constante em todos os vinte

testes de progénie realizados.

Foram encontrados, nos individuos de algumas
linhagens, um conjunto de bandas beta cujos MR6% foram 0,86,
0,82, 0,77 e 0,73. Sao restritas ao coledptilo e raiz, sendo
encontradas predominantemente no coledptilo. As quatro
bandas somente foram encontradas Jjuntas na linhagem
HW3179(6) (ver Figura 8). As bandas mais freqglientes sdo as
duas intermediarias (MR6%=0,82 e MR6%=0,77). Nenhuma das
bandas apresentou qualquer caracteristica de banda
secundaria, entretanto, como as bandas foram detectadas em
poucos individuos ndo foi determinado o seu controle
genético. A fim de verificar se o padrdao apresentado pelo
individuo da linhagem HW3132(8) (ver Figura 8) correspondia
ou ndo a um heterozigoto foi realizado um teste de progénie.
Cada individuo-irmdo apresentou um padrdo distinto, com as
bandas variando em intensidade e namero de acordo com a

intensidade do padrao geral, nao caracterizando segregacgao
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de dois alelos de um Gnico loco. Conseqgiientemente conclui-se
gque of(s) loco(s) responsaveis pelo padrao estdao em
homozigose e talvez respondendo a diferentes padrdes de

ativacdo génica.

Além das bandas beta anteriormente descritas ha
pelo menos mais uma banda beta (MR6%=0,56) que aparece
individualizada somente no coledptilo do individuo da
linhagem HW3179(6) (ver Figura 8). As linhagens SCM1115(8) e
HW3249(8) também parecem apresentar esta banda, entretanto
nestas linhagens ela aparece na raiz, difusa e sobreposta a
banda principal do alelo rapido do loco EST7 (EST?I). Um
teste de progénie na linhagem confirmou que este padrédo se

mantém nos individuos-irmédos.

O loco EST7 é& polimérfico, apresentando dois
alelos (EST?1 e EST?Z) gue sao representados por duas bandas
alfa principais, cada uma com sua secundaria. Os MR6% das
bandas principal e secundaria de EST7! sao, respectivamente,
0,59 e 0,67, enguanto gue os MR6% da bandas de EST7° sao
0,52 e 0,59. O individuo da linhagem HW3164(5) foi o flnico
no qual ndo foi possivel se identificar qual alelo estava
presente, pois o gel se apresentou com as bandas muito
difusas e ndo foi possivel realizar uma repeticao pela falta
de sementes. EST7 & o UGnico loce ativo nos trés tecidos
analisados, sendo que a banda do endosperma muitas vezes se
apresenta fraca e/ou difusa. Alguns poucos individuos néo

apresentaram atividade ou apresentaram as bandas difusas ou




no coledéptilo ou na raiz. A freqiiéncia dos dois alelos nas
populagdes variou consideravelmente. EST71 apresentou uma
freqiiéncia de 100% na populagdao 8, 69% na populagcdao 6 e 48%
na populagdo 5. Em todos os testes de progénie realizados
EST7 ndo demonstrou qualquer tipo de alteragdo do padrao

dentro de uma mesma linhagenm.

O individuo da linhagem SCM1017(5) apresentou uma
banda alfa de MR6%=0,45 (ver Figura 8), restrita ao
coledptilo e endosperma que ndo foi encontrada em nenhuma
outra linhagem. Nao foi possivel realizar um teste de

progénie devido a falta de sementes.

O 1loco EST11 é& polimbérfico, representado por
bandas alfa e restrito ao endosperma e raiz. As bandas
possuem velocidades de migragdo diferentes nos dois tecidos,
0 que sugere gque ocorra uma modificagdo pos-sintese das
proteinas deste loco em um destes tecidos. H& dois alelos
presentes denominados EsT11l e EsT112. No endosperma a banda
principal de EsT111 possui um MR6%=0,26 com a presenga de
uma a duas secundarias de MR6%=0,35 e MR6%=0,43. Na raiz a
banda principal possui um MR6%=0,23, podendo aparecer uma
secundaria de MR6%=0,30 (ver Figuras 9 e 10). Ja o alelo
EST112 possul no endosperma uma banda principal de MR6%=0,12
e de uma a trés secundarias de MR6%=0,20, MR6%=0,27 e
MR6%=0,33. Na raiz a banda principal possui um MR6%=0,11 e
normalmente h& uma secundaria de MR6%=0,18 (ver Figuras 9 e

10) . O numero de secundarias presentes variou em decorréncia
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da intensidade dos padroes. EST11l teve uma freqiiéncia
pequena nas trés populagdes, variando de 3% na populagdo 5 a
15% na populagdo 8, ndo tendo sido detectado na populagédo 6.
Ndo foi detectada qualquer tipo de alteragdao no padrdo de

EST11 dentro de uma mesma linhagem.

O 1loco EST8 ndo apresentou polimorfismo, sendo
representado por uma banda alfa de MR6%=0,26 (ver Figura 9)
restrita ao coledptilo. Entretanto o individuo SCM1042(6)
(ver Figuras 8 e 9) apresentou uma banda alfa de MR6%=0,26
na raiz, o que talvez indique que este loco também esteja
ativo neste tecido. EST8 ndo esta ativo em todas as
linhagens e também ndo apresentou variag¢des dentro da mesma

linhagem.

O loco EST9 é representado por uma banda alfa de
MR6%=0,18 que, aparentemente, restringe-se ao colebptilo,
mas que talvez sobreponha-se as secundarias de EST112 na
raiz e endosperma. O individuo da linhagem HW3130(8) (ver
Figura 8), o qual possui o alelo ESTlll, possui uma banda
muito fraca com os mesmos MR de EST9, sugerindo que EST9
esteja ativo no endosperma, embora em menor intensidade.
Entretanto, nos individuos das outras linhagens que possuen
o alelo EsT11l nao conseguimos detectar esta banda. EST9
parece possuir polimorfismo, porém de dificil deteccao,
apresentando bandas aparentemente diferentes com alturas
muito semelhantes, difusas e/ou muito fracas. Somente com

alteracdes nas condigdes de migragdo e coloragdo seria
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possivel uma avaliagdo do aparente polimorfismo existente.
Por isso o loco EST9 foi representado na Figura 8 como
monomdérfico. Nao foram observadas variag¢des neste loco

dentro da mesma linhagen.

O loco EST10 é representado por uma banda alfa de
MR6%=0,12, ndo apresenta polimorfismo estrutural e, assim
como EST9, aparentemente restringe-se ao coledptilo, com a
possibilidade de haver uma sobreposigdo de EST10 com as
bandas principais de EST11 na raiz e endosperma. O individuo
da linhagem HW3130(8), assim como para EST9, apresentou, no
endosperma, uma banda muito fraca com os mesmos MR de EST10.
Também neste caso nenhum outro individuo com o alelo EST11l

apresentou a banda.

Logo abaixo da banda de EST10 foi encontrado nos
coledptilos dos individuos da 1linhagens HW3099(6) e
SCM1112(8) uma banda alfa de MR6%=0,06 (ver Figura 8). A fim
de verificar se este padrdo correspondia a um heterozigoto
foi feito um teste de progénie com a linhagem SCM1112(8) (ja
mencionado, ver Figura 11), o qual mostrou que diferentes
individuos da linhagem apresentavam diferentes padrdes na
zona da banda de EST10, ndo correspondendo a nenhum tipo de
segregacdo mendeliana. Assim como para este loco, também os
padrdes de ativagdo e desativagcdao génica observados para os
locos EST2, EST3, EST4 e EST5 ndo podem ser explicados nem
por segregag¢do génica, nem por diferencas ontogenéticas. Uma

possivel explicagdo seria a atuagcdao de elementos de
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transposigao, que sabidamente podem causar alteracgdes

regulatérias e mutagdes em alta freqliéncia.

Os locos EST9 e EST10 possuem diferentes
regulagdes do seu grau de atividade em cada linhagem.
Comparando-se a intensidade das bandas destes dois 1locos
pode-se notar individuos que apresentam a banda de EST9 mais
intensa (HW3191(6), ver Figura 8), individuos gue apresentam
a banda de EST10 mais intensa (HW3176(6), ver Figura 8) e
individuos que apresentam as bandas com intensidades
semelhantes (HW3105(6), ver Figura 8). Esse padrao de
atividade permaneceu constante em todos os testes de
progénie realizados, entretanto, no teste de progénie da
linhagem HW3171(6) (ja mencionado) um individuo que estava
coberto por fungos apresentou o padrao EST9/EST10 alterado,
além de nao apresentar as bandas de EST2 e EST3 detectadas
em todos os outros individuos da linhagem. Conseqglientemente
pode-se sugerir que a infecg¢do por fungos foi a responséavel
pelas alteragdes regulatdrias observadas no individuo,
talvez ativando o mesmo mecanismo causador das diferencas

regulatdérias observadas na linhagem SCM1112(8).

Nos teste de progénie e individuos analisados de
todas as 1linhagens ndo foi encontrado qualquer indicio de
que algum dos padroes descritos corresponda a um

heterozigoto para locos estruturais.
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gliéencia alélica detectada no total da populagao e o provavel controle genético das isoenzi
mas. As bandas principais sao representadas por linhas cheias e as bandas secundarias, por
linhas tracejadas llgadas a principal. Devido a sobrep051gao, total ou parcial, de alguns
locos, a fregliencia alellca dos locos EST 8 e EST 10 & dada acima do trago indicador de
suas p051goes. A esquerda é dada a migragao relativa (MR) de cada banda nas duas condigoes
de mlgragao em que a analise foi feita, e a atividade predominante de cada uma (a= alfa-es
terasica; b= beta-esterasica; a/b= alfa-beta-esterasica), baseada na sua coloragao Aqums
bandas especificas possuem a atividade indicada a sua direita. Também & representado o pa-
drao do controle (C): coledptilos de plantulas da cultivar MN599 de H.vulgare.

99



ATIV.

FREQ. ALELICA

MR
8% -6% DETECTADA(%) ALELOS LOCOS

1,12 1,19 - s

ty08 Yo m — — — . ) e emme ——) - — — — — - ——a _30/30%100 p—"

.08 I = — —EsT 2

i jios - —_ — —_ _ - s -— - T30 3V —— gSTY — EST4

0,98 0,98 -7 — — — ——- —_ _26/30s 87 —EsT S

0,98 0.98 z___ ==

oi%a oist " = = = | == w— | == —_— — _ — _25/30= 83 —EsTS

0,71 0,72 =~ =—

0,68 0,66 - cmm

0. 58 0.8 =

0,86 0,39 ° _— e e Dot & R —_—— — —14/29= 48 —e¢st 7! ~———

0,52 0,59 - emmm g EST 7

0,49 0,52 - — —_— —_— p— —_— o —— - - _— _ — i 20 BB ——EAT T —_—

0,44 0,45 - R —

o8 Vo e —

B 8F B, 58 S s

0,26 0,27 - — —_— —_— —_— —_— — S
1

g::; g:f% < — — — o W e e R o W il ses P 35 /30s 80 —este -=31

Qi QE- — e e — = = — = — =0 et —ure o

¢ c r e c r » c r e [3 3 € 3 3 e 3 T €
SCM 1017 (5) SCM1032 (5) HW 3163 (5) HW 3048 (5) SCM 1029 (5) HW3160 (5)

Figura 8 (continuagdo): Padrdes isoenzimaticos das esterases (EST) de H.euclaston.
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Figura 8 (continuacdo): Padrdes isoenzimaticos das esterases (EST) de H.euclaston.
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(Detalhes na legenda da Figura na pag. 66).
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Figura 8 (continuagao): PadrOes isoenzimaticos das esterases (EST) de H.euclaston.

B. Linhagens da populagao 6. (Detalhes na legenda da Figura na pag. 66).
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Figura 8 (continuacao): Padroes isoenzimaticos das esterases (EST) de H.euclaston.

B. Linhagens da populagao 6. (Detalhes na legenda da Figura na pag. 66).
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Figura 8 (continuagao): Padroes isoenzimaticos das esterases
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LOCOS

— EST1

— EST 2
— EST3

s— E£STY

—— ET®

1
1
el

—— EST 9 -+

— EST2

(EST)

EST 7

B |

'
s
!

'y
o_—tesTi1

de H.euclaston.

(Detalhes na legenda da Figura na pag. 66).
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Figura 8 (continuacao): Padrdes isoenzimaticos das esterases (EST) de H.euclaston.

C. Linhagens da populagao 8. (Detalhes na legenda da Figura na pag. 66).
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(Detalhes na legenda da Figura na pag. 66).
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(Detalhes na legenda da Figura na pag. 66).
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Figura 9: Padroes isoenzimaticos das esterases (EST) dos coledptilos
(c), raizes (r) e endospermas (e) de sete linhagens de H.euclaston.
As linhagens utilizadas, listadas da esquerda para a direita, sao:
HW3175(6) , HW3158(5), SCM1057(6), HW3087(5), SCM1042(6), HW3083(5),
HW3102(6) . A esquerda e a direita estao indicados o controle genéti
co das bandas em que o mesmo € claro. AplicagOes controle (Cn): co-
ledptilos de plantulas da cultivar MN599 de H.vulgare. Concentragao
do gel: 6%.
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Figura 10: Padroes isoenzimaticos das esterases (EST) dos coledptilos
(c), raizes (r) e endospermas (e) de sete linhagens de H.euclaston.
As linhagens utilizadas, listadas da esquerda para a direita, sao:
SCM1105(8), SCM1052(6), SCM1126(8), HW3191(6), HW3297(8), HW3176(6)
e HW3282(8). A esquerda e a direita estao indicados o controle gené-
tico das bandas em que o mesmo & claro. Aplicagoes controle (Cn): co

ledptilos de plantulas da cultivar MN599 de H.vulgare. Concentracgao
do gel: 8%.
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Figura 11: PadrOes isoenzimiticos das esterases (EST) dos coledptilos
de oito individuos da linhagem SCM1112(8). Sao indicados a direita
os locos que apresentam varlagoes entre os individuos dessa linhagem.
0 padrao do primeiro individuo analisado, para uma possivel compara-=
gao, pode ser visto na figura 8. Comprovadamente as diferencas nao
sao de origem ontogenetlca (ver texto). Aplicagoes controle (Cn): co
ledptilos de plantulas da linhagem HW3258(8). Concentracgao do oel: 6%.
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3.7 80D (EC 1.15.1.:1)

Para o sistema das Superodoxido Dismutases (SOD)
foram detectadas um total de 18 bandas, sendo 9 anddicas e 9
catdédicas. Na Figura 12 estdo representados os padrodes
isoenzimaticos dos individuos analisados de cada linhagem
separados por populagdo. E informado também a migracdo
relativa (MR) de cada banda, a freqliéncia alélica detectada
por populagdo, e os alelos e locos cujo controle genético é

claro.

Algumas bandas apareceram com mails freqiéncia emn
géis cuja coloragdo se mostrou mais intensa, sugerindo que a
técnica de coloragdo pode ter subestimado a presengca ou
intensidade destas bandas em alguns individuos. Uma série de
outras bandas nao foram consideradas na analise por se
mostrarem muito difusa e/ou aparecerem em poucos géis. Uma
andalise satisfatéria destas bandas somente seria possivel
com alteragdes nas condigdes de migragdo e na técnica de

coloracao.

Analisando as bandas cujo controle genético é
claro foram determinados nove locos, codificando 13 bandas
principais e 3 secundarias. Pelo menos dois 1locos séao
polimérifocos, havendo divida sobre um terceiro. Os padrodes
dos dois tecidos analisados (coledptilo e raiz) apresentam
nitidas diferengas. O endosperma foi analisado em vVarios

individuos, tendo apresentado atividade em poucas linhagens.
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Além disso, como as bandas que aparecem no endosperma foram
as mesmas apresentadas pelos outros tecidos, ele foi
excluido da analise. Como controle foram utilizadas as

raizes de plantulas da cultivar MN599 de Hordeum vulgare.

O loco SOD1 é representado pela banda mais anddica
(MR6%=1,00, ver Figura 12), a qual & aparentemente idéntica
a apresentada pelo controle. SOD1 ndo foi detectado em todas
as linhagens, é monomdérfico e, apesar de em alguns
individuos ter aparecido também na 1raiz, normalmente

restringe-se ao coledbptilo.

As bandas anddicas de MR6%=0,52 (banda principal)
e MR6%=0,62 (banda secundaria) pertencem ao loco SOD3 (ver
Figura 12), o qual é& monomdérfico e restrito ao coledptilo. O
loco SOD4, que é representado pela banda de MR6%=0,35 (ver
Figura 12), possui as mesmas caracteristicas. Estes dois
locos foram encontrados ativos em todos os individuos

analisados.

O loco SOD5 codifica a banda anddica de MR6%=0,20
(ver Figura 12), a qual & monomdérfica e restrita a raiz. Em

alguns individuos a banda ndao foi detectada.

O loco SOD6 é representado pela banda catédica de
MR6%=-0,17, presente no coledptilo e raiz. A primeira vista
parece haver uma diferenca de migracdo entre as bandas dos
dois tecidos (ver Figuras 13 e 14), entretanto, apa-

rentemente, esta impressdo deve-se somente a intensidade de
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cada uma. No coledptilo a banda de SOD6 aparece mais intensa
do que na raiz e pode-se constatar que o crescimento da
banda em fun¢do da atividade apresentada, se da em diregéao
ao catodo. Conseqglientemente esta diferenca se deve ao modo
de formacdo das bandas durante a coloragdo, e nao devido a
diferengcas de migracao. SOD6 é, quase com certeza,
polimdérfico. Porém, como as bandas migraram muito pouco em
relagcdo ao ponto de aplicagdo e possuem um formato
expandido, tornou-se muito dificil a identificagdo dos
possivelis alelos. Por este motivo SOD6 foi representado como
monomdérfico (ver Figura 12). Somente com alteragdes nas
condicdes de migragdo seria possivel uma anadlise precisa
desse aparente polimorfismo. SOD6 apresentou-se ativo em
todas as plantulas analisadas, apesar de nao apresentar a

banda da raiz em alguns poucos individuos.

O loco SOD7 é responsavel pela banda de MR6%=-
0,40. Este loco é& monomérfico, estd ativo na grande maioria
dos individuos analisados, normalmente restrito a raiz.
Entretanto trés linhagens, HW3134(8), HW3158(5) e HW3087(5),
entretanto, apresentaram uma banda de MR6%=-0,53 no
coledptilo (ver Figura 12), ao invés da banda comum de
MR6%=-0,40 apresentada na raiz. Supondo-se que esta banda
também seja um produto de SOD7, a hipdétese da intensidade da
banda ter sido responsavel pela diferenca entre as bandas
dos dois tecidos pode ser descartada, pois o individuo da

linhagem HW3134(8) apresentou a banda do coleéptilo mais
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fraca que a da raiz, e nos outros dois individuos a
. intensidade das bandas é equivalente nos dois tecidos. Pode-
se considerar a possibilidade de ocorrer uma modificacgdo
pds-sintese nas enzimas de SOD7 no coledptilo dos individuos
destas linhagens; mas pode também corresponder a um outro
loco ativo nesses individuos. Certamente ndo deve tratar-se
de uma difereng¢a regulatdria ontogenética, pois esses trés
individuos estdo dentro dos 1limites de tamanho e idade
analisados, inclusive correspondendo aos de outras pléantulas

que nao apresentaram esta banda.

O loco SOD8 é polimérfico, apresentando quatro
alelos representados por bandas catddicas (ver Figura 13).
Os MR6% das bandas de cada alelo sao -0,79, -0,83, -0,89 e
-0,98 (ver Figura 12). Entretanto ndo foi possivel uma
avaliagdo precisa com relagao a qual alelo esta presente em
cada individuo. A diferenca de migragdo entre as bandas é
muito pequena em relagdo ao seu formato e intensidade. Além
disso as MR obtidas nos varios géis mostraram uma variacao
continua, sobrepondo-se entre um alelo e outro (as MR
indicadas foram calculadas levando-se em conta somente os
individuos em que se tinha certeza sobre qual alelo estava
presente). Esta variagdo nas MR pode indicar que na verdade
existam outros alelos com velocidade de migracao
intermedidria aos ja detectados. Por estas razdes foi
indicado o provavel alelo em cada individuo analisado (ver

Figura 12), mas este loco ndo foi incluido nos calculos de
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variabilidade génica, excetuando-se o P (proporg¢ao de locos
polimérficos). A banda de SOD8 foi detectada em todos os
coledbdptilos analisados e em um grande numero de raizes foram
encontradas bandas mais fracas que aparentemenete também sao
produtos de SOD8, pois normalmente acompanham a migragdo da
banda do coledéptilo. Entretanto nos individuos SCM1042(6),
HW3172(6) e HW3087(5) as bandas do coledptilo e raiz
apresentaram alturas diferentes (ver Figura 12), o que
poderia sugerir tratar-se de 1locos diferentes. Porém é
dificil de imaginar que um outro loco também possua quatro
diferentes alelos com as mesmas velocidades de migracgdo dos
alelos de SOD8. Outra hipotese remota seria uma modificagéo
pbés-sintese das isoenzimas de SOD8 em um dos tecidos somente
nestes trés individuos. Também pode-se sugerir que elementos
de transposigdo possam estar causando alterag¢gdes em um dos
tecidos. Neste caso a transposigdo teria se dado pdés-meiose,

em uma fase limitrofe da separac¢do das linhagens celulares

embrionarias dos dois tecidos.

Alguns individuos apresentaram uma banda de

MR6%=-1, 06, aparentemente monomérfica. Como ela nao
apresenta qualquer <caracteristica de secundaria, deve
constituir wum loco independente. Entretanto, como foi

observada em poucos individuos, ndao foi estudado o seu

controle genético.

O loco SOD9 é representado pela banda de

MR6%=-1,22, & monomdrfico e normalmente se encontra ativo em
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ambos os tecidos. A banda da raiz €& quase sempre mais
intensa e é detectada em praticamente todos os individuos
enquanto que a banda do colebéptilo, além de mais fraca, nem
sempre aparece (ver Figura 12). Esta variagdo em relagao a
presenga ou ndo da banda no coledptilo também é verificada
dentro da mesma linhagem. Um teste de progénie da linhagem
SCM1113(8) mostrou quatro individuos-irmdos com a banda e
trés sem a banda no coledptilo, embora sempre presente na
raiz. No teste de progénie da 1linhagem EKS3H(8) foram
encontradas alteragdes semelhantes, porém, além da banda de
SOD9, a banda de SOD8 também apresentou variag¢des. A banda
de SOD9, que ndo havia sido detectada no coledptilo do
primeiro individuo analisado (ver Figura 12), esteve
presente na maioria dos colebdptilos analisados no teste de
progénie, porém com grandes alteragdes de intensidade. A
banda de SOD8 também apresentou alteragdes de intensidade
que nao foram acompanhadas pelo restante do padrao. Assin,

em ambos o0s casos a causa dessas alteragdes talvez seja

representada por elementos de transposicgéao.

O 1loco SOD2 é& polimérfico, apresentando dois
alelos restritos a raiz. Os padrdes de ambos os alelos
possuem, além da banda principal, uma banda secundaria mais
lenta (ver Figura 14). As MR6% dos produtos alélicos de
sop2l sido 0,92 e 0,75, e de soD2%, 0,75 e 0,62 (ver Figura
12). A secundaria de sop21 possui a mesma velocidade de

migracdo da banda principal de SoD22 nos géis a 6%, mas
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diferem nos géis a 7% (ver Figura 12). Nas populagdes 5 e 8
soD22 mostrou-se mais freqliente (61% e 85%, respectivamente)
enquanto que na populagao 6 sop21 apresentou a freqiiéncia
mais alta (87%). Nao foi possivel identificar qual o alelo
presente nos individuos HW3102(6), HW3159(5) e SCM1028(5).
Este 1ltimo devido a falta de atividade da raiz para o
sistema, enquanto que os dois primeiros ndo apresentaram as
raizes com tamanho suficiente para detecg¢do da atividade

enzimatica.

Nao foi encontrado em nenhum dos padroes

analisados qualquer indicio da existéncia de heterozigotos.
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Figura 12: Padroes isoenzimaticos das superoxido dismutases (SOD) dos coledptilos (c) e raizes (r) de
H.euclaston. A. Linhagens da populagado 5. A direita sdo indicados a freqliéncia alélica detectada  na
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por linhas cheias e as secundarias por linhas tracejadas ligadas a principal. A esquerda & dada a mi-
gracdo relativa (MR) de cada banda nas duas condigbes de migragao em que a analise foi feita. Também
& representado o padrao do controle (Cr): raizes da cultivar MN599 de H.vulgare.
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Figura 12 (continuagao): Padroes isoenzimaticos das superoxido dismutases (SOD) de H.euclaston.

A. Linhagens da populagao 5. (Detalhes na legenda da Figura na pag. 93).
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Figura 12 (continuagao): Padroes isoenzimaticos das superoxido dismutases (SOD) de H.euclaston.

A. Linhagens da populagao 5. (Detalhes na legenda da Figura na pag. 93).
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B. Linhagens da populacao 6. (Detalhes na legenda da Figura na pag. 93).
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Figura 12 (continuagao): Padroes isoenzimaticos das superdoxido dismutases (SOD) de H.euclaston.

B. Linhagens da populagao 6. (Detalhes na legenda da Figura na pag. 93).
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Figura 12 (continuagao): Padroes isoenzimiticos das superdxido dismutases (SOD)
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(Detalhes na legenda da Figura na pag. 93).
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Figura 12 (continuagao): Padroes iscenzimaticos das superoxido dismutases (SOD) de H.euclaston.

C. Linhagens da populagac 8. (Detalhes na legenda da Figura na pag. 93).
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C. Linhagens da populagao 8.

(Detalhes na legenda da Figura na pag. 93).
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Figura 12 (continuagao): PadrOes isoenzimaticos das superdxido dismutases (SOD) de H.euclaston.

C. Linhagens da populagao 8. (Detalhes na legenda da Figura na pag. 93).
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Figura 13: Padroes isoenzimaticos das superoxido dismutases (SOD) dos
coledptilos (c) e raizes (r) de sete linhagens de H.euclaston. As 1li-
nhagens utilizadas, listadas da esquerda para a direita, sao:

HW3164(5), HW3134(8), HW3089(5), HW3258(8), HW3179(6), SCM1112(8) e
HW3172(6) . A direita e a esquerda estao indicados o controle genético .
das bandas em que o mesmo & claro. Aplicagoes controle (Cn): raizes

de plantulas da cultivar MN599 de H.vulgare. Concentracao do gel: 6%.
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Figura 14: Padroes isoenzimaticos das superdoxido dismutases (SOD) dos
coledptilos (c) e raizes (r) de sete linhagens de H.euclaston. As li-
nhagens utilizadas, listadas da esquerda para a direita, sao: SCM.
1623(5) , SCML045 (6):, HW3156:(5 )., HW3L 774 6):, HN3086(5), HW3099(6) e
SCM1021(5). A direita & indicado o controle genético das bandas em que
o mesmo & claro. Aplicagoes controle (Cn): raizes de plantulas da cul
tivar MN599 de H.vulgare. Concentracao do gel: 7%.
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3.8 Variabilidade populacional
3.8.1 Variabilidade intrapopulacional

Considerando os 26 locos estruturais cujo controle
genético pode ser @estabelecido no presente trabalho,
avaliamos a variabilidade génica das trés populagdes de
Hordeum euclaston. As freqliéncias alélicas destes 26 locos
estdo listadas na Tabela VI. O loco SOD8, um loco claramente
polimérfico (ver texto sobre SOD), foi incluido nesta
tabela, entretanto como ndo se pode estabelecer com precisao
gqual o alelo presente em varios individuos, ndo indicamos na

tabela a freqiiéncia de cada alelo.

Como pode ser visto nesta tabela, dos 26 locos
estruturais estabelecidos, apenas 6 apresentaram dois ou
mais alelos, O que representa apenas 23% dos locos

analisados.

A variabilidade intrapopulacional foi estimada por

trés medidas:

w
Il

nimero médio de alelos por loco;

o)
Il

proporcao de locos polimbérficos;

H = grau de heterozigose média esperada por indi-

viduo.

Os resultados dessas andlises sao apresentados na

Tabela VII.



Tabela VI:

no calculo dos indices de variabilidade.
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Locos com controle genético definido utilizados

Loco Alelos Pop.5 (%) Pop.6 (%) Pop.8 (%)
MDH1 30/30=100 32/32=100 33/33=100
MDH2 MDH2 1 0/30=0 1/32=3 3/33=9
MDH2 2 30/30=100 31/32=97 30/33=91
GOT1 30/30=100 32/32=100 33/33=100
GOT?2 Ggor2l 19/19=100 19/20=95 22/22=100
GOoT2% 0/19=0 1/20=5 0/22=0
* 1/30=3 1/32=3 0/33=0
GOT3 30/30=100 32/32=100 33/33=100
GOT4 30/30=100 32/32=100 33/33=100
SoD1 30/30=100 32/32=100 33/33=100
SOD2 sop21t 11/28=39 27/31=87 5/33=15
SOD22 17/28=61 4/31=13 28/33=85
SOD3 30/30=100 32/32=100 33/33=100
SOD4 30/30=100 32/32=100 33/33=100
SOD5 29/29=100 31/31=100 33/33=100
SOD6 30/30=100 32/32=100 33/33=100
SOD7 29/29=100 32/32=100 33/33=100
SOD8 sopgl - - -
sopg? - - -
sopg3 ~. - -
sopg? - - -
SOD9 30/30=100 32/32=100 33/33=100
EST1 30/30=100 32/32=100 33/33=100
EST2 30/30=100 32/32=100 33/33=100
EST3 30/30=100 32/32=100 33/33=100
EST4 30/30=100 32/32=100 33/33=100
ESTS 30/30=100 32/32=100 33/33=100
EST6 30/30=100 32/32=100 33/33=100
EST7 EST72 14/29=48 22/32=69 33/33=100
EST72 15/29=52 10/32=31 0/33=0
ESTS8 30/30=100 32/32=100 33/33=100
EST9 30/30=100 32/32=100 33/33=100
EST10 30/30=100 32/32=100 33/33=100
EST11 - EsT11l 1/30=3 0/32=0 5/33=15
EST112 29/30=97 32/32=100 28/33=85
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Tabela VII: Medidas de variabilidade génica nas trés
populagdes de H. euclaston baseada nas freqiliéncia alélicas
dos locos estruturais.

POPULAGOES
5 6 8 Média
A 1,12 .08 1,312 1,38
P 0,15 0,19 0 ;18 0,16
H 0,0412 0,0324 0,0272 0,0336

Para o calculo de P foi incluido o loco SOD8, mas
para A e H, nao. H. euclaston apresenta um nGmero médio de
1,13 alelos por 1loco, por populacdo. A média de 1locos
polimérficos (Pmdio) & de 16%. O grau de heterozigose média
esperada (Hmdio) estimada para as trés populaccgdes é de 0,03.
As diferengas entre as trés populagdes foi muito pequena

para as trés medidas de variabilidade génica.
3.8.2 Divergéncia interpopulacional

A divergéncia genética entre as trés populagdes de
Hordeum euclaston foi calculada pela distdncia genética (D)
de NEI (1972), baseado na identidade de genes de diferentes

populagdes, sendo D = -LoggIl, e I é a identidade normalizada

de genes de duas populacgdes.

Os calculos da identidade e divergéncia genética
sdo apresentados na Tabela VIII, onde também sdo dados os
indices médios de cada populacdo em relacdo aos demais e o

indice médio da espécie como um todo.
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Tabela VIII: Identidade e divergéncia genética entre as trés
populacdes de H. euclaston. Parte superior da tabela: I =
Indice de similaridade genética de NEI (1972). Parte
inferior: D = distdncia genética de NEI (1972).

I
POP 5 6 8 Médio
Pop.
5 = 00,9859 0,9821 0,9840
6 0,0142 o 0,9736 0,9798
8 0,0181 0,0268 = 0,9779
D _T,ISP=O'9806
Médio 00,0162 0,0205 Q,0225 i
Pop. Dsp=0,0197

0 indice médio de similaridade & muito alto,
Isp=0,98, o gque significa que as populagdes comparadas duas

a duas, apresentam em média 98% de identidade em seus genes.
3.9 Variagdes regulatérias dentro da linhagem

Levando-se em consideragdo a hipbétese da atividade
de elementos de transposig¢do nas linhagens SCM1112(8),
SCM1113(8), EKS3H(8) e HW3173(6) foli feito um estudo do
comportamento‘ destas 1linhagens nos diferentes sistemas
isocenzimaticos. Caso a transposigdo ocoresse para sitios ao
acaso no genoma, provavelmente todos os sistemas
apresentariam variagdes semelhantes. Devido a falta de
sementes somente foi realizada esta comparagdo para as
linhagens SCM1112(8) e EKS3H(8). A linhagem SCM1112(8), a
qual havia apresentado alteragdes regulatérias (ver Figura

11) , ndo apresentou qualquer tipo de alteracdo em MDH, SOD e
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GOT. Também a linhagem EKS3H(8), a gual apresentou
alteragdes regulatérias em SOD, ndo apresentou alteracgdes em
EST. Nao foi possivel comparar com os sistemas MDH e GOT por
problemas de estocagem. Conseqglientemente pode-se sugerir
-que, caso realmente hajam elementos de transposigdo
envolvidos nas alteragdes regulatérias dentro da mesma
linhagem, eles transponham para determinados sitios
preferenciais, provavelmente homélogos em seqiliéncia. Os
elementos presentes nestas duas linhagens, portanto,
possuiriam sitios preferenciais diferentes, ou seja,
constituem-se em transposons de familias diferentes. Deve-se
considerar, também, que a freqiiéncia de alteracdes
regulatérias (e presumivelmente também a de transposigdes)
detectada em EST entre os individuos de SCM1112(8), e em SOD
entre os individuos de EKS3H(8), é muito alta para ser
acompanhada por todo o genoma e ainda ser mantida a

viabilidade do individuo.
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4. DISCUSSAO

4.1 Modo de reprodugao

=

Como ja citado na introdugdo, o sistema de
cruzamento & um dos fatores determinates da evolugdao de
plantas superiores. Segundo STEBBINS (1957) pode-se dividir

os tipos de sistemas em:

- auto-incompativeis, equipados para polinizagdo

cruzada e com anteras grandes;

- auto-compativeis, equipados para polinizacédo
cruzada, com anteras grandes ou médias e eventualmente

autofecundados;

- regularmente autofecundados com anteras peque-

nas, apresentando raros eventeos de fecundag¢ao cruzada.

Mas de uma forma geral pode-se dividir os tipos de
sistemas de cruzamento simplesmente em fecundag¢do cruzada e
autofecundagao, caracteristicos, em regra geral,
respectivamente, de espécies perenes e anuais (STEBBINS,

1957; MORISHIMA & BARBIER, 1990).
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Hordeum euclaston & uma espécie anual (von
BOTHMER, 1982; von BOTHMER, 1985; EGGERS & BOLDRINI, 1988),
cuja maior caracteristica detectada neste trabalho foi nao
ter apresentado qualquer indicio da presenga de
heterozigotos e, portanto, de fecundagdo cruzada. Este fato
sugere ser esta uma espécie de autofecundag¢do, possivelmente
cleistégama, com uma taxa de fecundagdo cruzada, se
existente, muito pequena. Embora seja considerada anual,
algumas plantas de H. euclaston mantidas em casa de
vegetagdo permaneceram vivas durante um segundo ano (M. DA
S. LAUXEN, comunicacdo pessoal), sugerindo a existéncia de

linhagens bianuais.

A autofecundagdo, como sistema de reprodugéao
predominante, possuli uma série de conseqgiiéncias tedricas,
gque incluem aumento da homozigose, substituigdes alélicas
mais rapidas (menor nimero de locos polimdérficos e alelos),
aumento do nuimero de associag¢bes multilocos, otimizagdo do
efeito de fundagdo, diversidade entre colénias, pequeno
fluxo de pdlen (néb necessariamente de fluxo génico),
formacao drastica de "microespécies", restricédo da
recombinagdo e uma grande economia reprodutiva (JAIN, 1976).
A autofecundagdo também parece aumentar a tendéncia para uma
selecdo grupal (GOVINDARAJU, 1988b). Entretanto deve-se
ressaltar que a autofecundagdo ndao é& sinénimo de pequena
variabilidade genética, existindo espécies de autofecundacdo

altamente polimérficas (ALLARD e cols., 1968).
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No género Hordeum h& varias espécies em gque a
autofecundagdo & o sistema de reproducdo predominante. H.
spontaneum, a espécie precursora da cevada cultivada (H.

vulgare), apresenta uma taxa de fecundagdoc cruzada de

somente 1,6%, com pegquenas variagdes aparentemente
decorrentes de diferencas ambientais (BROWN e cols., 1978).

Outra espécie, H. jubatum (tetrapldide), também apresenta
pequenas taxas de fecundagdo cruzada, gue variam entre 1% e
3% (BABBEL & WAIN, 1977). Estas taxas de fecundagdo cruzada,
mesmo que pequenas,. parecem representar uma maneira das
espécies evitarem a perda de variabilidade genética e,
conseqgiientemente, de flexibilidade, ou mesmo de promover o
surgimento de novas combinacdes possivelmente mais
favorareis (STEBBINS, 1957; ALLARD e cols., 1968; JAIN,
1976; BABBEL & WAIN, 1977). Ha, também, outros mecanismos de
manutengdo de variabilidade. A heterozigosidade fixada,
observada em espécies polipldides pelo estudo de isoenzimas,
como ocorre em H. jubatum, ajuda a manter uma alta
versatilidade bioquimica (BABBEL & WAIN, 1977). Muitas
espécies, como Bromus mollis e H. vulgare, parecen
apresentar niveis de fluxo génico maiores que os
inicialmente imaginados, comparaveis aos de coniferas
polinizadas pelo vento (GOVINDARAJU, 1989). H. vulgare,
embora cultivado predominantemente de  autofecundacéao,
apresenta uma migragdo de pdlen de mais de 60 metros (WAGNER
& ALLARD, 1991), fato que ajuda a explicar seu grande fluxo

génico e que, caso seja verificado também em populagdes



1E3

naturais, reforga a 1idéia da importédncia das taxas de

fecundagdo cruzada na manutencgdo da variabilidade genética.

Como ja foi dito, H. euclaston ndo apresentou uma
taxa de fecundagdo cruzada detectavel sem, aparentemente,
ter perdido sua capacidade adaptiva e/ou flexibilidade, pois
encontra-se distribuida por uma ampla série de habitats (ver
introducgdo). Situac¢do mais ou menos semelhante & encontrada
na espécie Relbunium hypocarpium gque, apesar de ser
cleistégama, €& perene. Nesta espécie foi determinado que a
autofecundacdo €& o sistema de cruzamento usual (CAVALLI-
MOLINA e cols., 1989), sendo a taxa de fecundacgao cruzada
muito baixa (FREITAS, 1989). A espécie apresenta uma ampla
distribuigéao geografica, ocupando habitats distintos
(EHRENDORFER, 1955; CAVALLI-MOLINA & WINGE, 1988) . E
razoavel imaginar, portanto, que ambas as espécies possuam
mecanismos genéticos alternativos que permitam a manutengao

da capacidade adaptativa em um ambiente heterogéneo.

Um dos efeitos da autofecundagdo, como ja foi
mencionado, & a diminuigdo do grau de fecundagido efetiva.
Entretanto, mesmo com a grande maioria dos seus locos
aparentemente em homozigose e a aparente inexisténcia de
fecundagdo cruzada, H. euclaston apresenta um grande namero
de quiasmas nas células em meiose (M. DA S. LAUXEN,
comunicagdo pessoal). Nao é& possivel afirmar que tal fato

seja somente uma heranga evolutiva, podendo, de alguma
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forma, estar relacionado com a estrutura genética da

espécie.

4.2 Sistemas isoenzimdticos e variablidade gené-

tica
4.2.1 Malato desidrogenases

As isoenzimas do sistema das malato desidrogenases
(MDH) sdo responsaveis pela catdlise da reagdo reversivel de
conversdo do malato em oxalacetato, sendo uma das enzimas do
ciclo de Krebs. Também transporta equivalentes reduzidos
através das membranas mitocondriais, parece participar da
fixagdo do CO; em plantas superiores (fotossintese em C4) e
h& indicios de que possua uma fungdo no ciclo do glioxilato
(SCANDALIOS, 1974; McMILLIN & SCANDALIOS, 1983; KEPHART,
1990). Fregiientemente séo diméricas, apresentando
normalmente trés 1locos em espécies de plantas, com
localizagdes subcelulares correspondendo ao citosol,
mitocéndrias e microcorpos (KEPHART, 1990). As MDH poden,
entretanto, variar grandemente quanto a estrutura e nGmero
de locos de acordo com a espécie. PARKS e cols. (1990) citam

como usual o aparecimento de mais de trés locos.

WENDEL & WEEDEN (1989) afirmam que as isoenzimas
de MDH sdo freqglientemente muito complexas em plantas.
Entretanto este ndo foi o caso para Hordeum euclaston. O
controle genético das bandas foi facilmente determinado,

apresentando aparentemente trés locos. 0] loco  MDH1



115

apresentou-se monomérfico, com um padréao idéntico ao
apresentado pelo controle do presente trabalho (cultivar
MN599 de H. vulgare), possuindo uma banda secundaria um
pouco mais lenta. O loco MDH1l, em cultivares recentes de H.
vulgare, também nao apresenta variacgao, entretanto
cultivares mais primitivas e a espécie H. spontaneum
apresentam dois alelos para o loco (BROWN & MUNDAY, 1982;

BROWN, 1983).

O loco MDH2, ao contrario do primeiro, é
polimérfico em H. euclaston. Entretanto o alelo menos comum
apareceu em baixissimas freqiiéncias e em somente duas
populag¢des. Para H. vulgare ndo ha polimorfismo em MDH2,
enquanto que em H. spontaneum estdo presentes trés alelos

(BROWN & MUNDAY, 1982; BROWN, 1983).

0 padrdo do loco MDH2 do controle utilizado em
nosso trabalho corresponde a 3 bandas, uma principal e duas
secundarias, sendo uma secundaria mais lenta e outra mais
rapida que a principal. Este padrdo é idéntico ao
apresentado pelo alelo raro, MDH21, de H. euclaston. 0 alelo
comum, MDH22, ao contrdario, & um pouco mais lento e néo
apresenta secundarias. A ocorréncia de bandas secundarias
decorrentes de modificagdes pbés-sintese da enzima
originalmente formada pelo loéo estrutural é& um fendmeno
bastante comum. Essas alterag¢des quimicas secundarias, que
podem levar a formagdo de uma ou varias bandas, podem surgir

"in vivo", dentro das células, ou "in wvitro", durante a
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estocagem ou manipulagdo do material (HOPKINSON, 1974). A
causa do surgimento dessas isoenzimas secundarias séo
muitas: desaminagdo de residuos de glutamina ou asparagina
na superficie das enzimas, clivagem dos polipeptideos por
proteases, acetilagdo, metilagdo, sializagdo, fosforilacao,
reagdo dos grupos sulfidrilas com o glutation oxidado,
adigdo de cadeias de carboidratos, a polimerizagdo de
proteinas e mudangas no arranjo tridimensional da enzima
(SINHA & HOPKINSON, 1969} HOPKINSON & HARRIS, 1969;
HOPKINSON, 1970, 1974; HARRIS & HOPKINSON, 1977; DREYFUS e
cols. , 1978; LEBHERZ, 1983). No caso especifico de
isoenzimas de MDH e outras desidrogenases que requerem NAD
ou NADP como coenzima, é comum o© surgimento de bandas
secundarias devido a saturagdo com a coenzima (HARRIS &

HOPKINSON, 1977).

A situagdo mais comumente encontrada & gque todos
os produtos alélicos de um mesmo loco respondam
similarmente, ou seja, se o produto de um alelo tem a
propriedade de formar isoenzimas secundarias, os demais
também tém. Entretanto situacg¢des distintas como a encontrada
em H. euclaston onde apenas o produto de um alelo forma
banda secundaria e outro ndo, ja fol descrito para a erva-
mate (Ilex paraguariensis) 'por WOLLHEIM (1991), que
verificou que de um total de quatro alelos encontrados em um
loco de esterase (EST2), um deles ndo possuia a secundaria

caracteristica dos outros. Entretanto deve-se considerar que
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os padrdes apresentados pelos dois possiveis alelos de H.
euclaston sdo muito distintos, podendo-se imaginar, apesar
de ndo haverem indicios diretos, gue talvez eles representem
locos diferentes. Em GOT (ver resultados) ha uma situacgdo em
que, aparentemente, diferencas regulatérias sao as
responsdvels por variagdes entre o padrdo comum do loco GOT2
e um padrdo nmuito semelhante ao do controle (cultivar MN599
de H. vulgare). Desta maneira pode-se pensar, inclusive, que
talvez o padrdo de trés bandas representem mais de um loco,
os quais sdo ativados juntos (assim como nos locos EST2 e
EST3,. ver resultados). Entretanto, BROWN & MUNDAY (1982)
consideram MDH2 na cevada como um loco, mapeado no

cromossomo 3.

O terceiro loco de MDH foi encontrado em poucas
linhagens de H. eucléston e & normalmente muito fraco.
Apesar de ter aparecido um pouco mais forte no controle do
presente trabalho, ele ndo aparece citado por BROWN & MUNDAY
(1982) e BROWN (1983), nem na cevada nem em H. spontaneum.
Talvez esta diferenga deva-se a uma maior sensibilidade dos

métodos utilizados neste trabalho.

A variagdo apresentada por MDH indiscutivelmente
foi pequena, principalmente se comparada com espécies ae
fecundag¢do cruzada, como as do género Populus (ver Tabela
IX). Uma das razdes deste alto grau de monomorfismo
indiscutivelmente & a autofecundacdo aparentemente

obrigatdria na espécie, apesar de que outras espécies com
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baixa taxa de fecundagdo cruzada, como o trigo dipldide
(Triticum monococum var. boeoticum) e H. spontaneum, também
apresentam um grau de variabilidade relativamente maior (ver
Tabela IX). Também pode ajudar a explicar o baixo grau de
polimorfismo das MDH, para a maioria das espécies, o fato
desse sistema utilizar como substrato uma substéancia
naturalmente encontrada na célula, O gue normalmente
determina o aparecimento de um menor nimero de isoenzimas do
que sistemas que utilizam substratos artificiais (JOHNSON,
1973, 1974; GOTTLIEB, 1982), ou substratos fisiolégicos
miltiplos que refletem a diversidade do ambiente (GILLESPPIE
& LANGLEY, 1974).

TABELA IX: Comparagao da variabilidade em MDH entre H. euclaston e
outras espécies de plantas.

Ne N2 Lo- NeAlelos

Organismo de cos Po- dos Locos

Locos limorf. Polimérf.
Rimu (Gimnosperma) 2 1 2 a
Sorghum bicolor 3 2 4 b
Bertholetia excelsa (noz brasileira) 4 3 7 o
Populus nigra 6 2 4 d
Populus deltoides 5 3 8 d
Populus maximowizii 5 2 6 d
Uva do monte 2 I 3 e
Triticum monococum var. boeoticum 2 2 5 £
Liriodendron sp. 5 2 - g
Beta vulgaris (beterraba) 5 o = h
Cuphea laminuligera - 6 bandas monomérficas i
Cuphea lutea - 3 bandas monomérficas i
Hordeum vulgare (cultivares recentes) 2 0 0 3
Hordeum vulgare (cultivares antigas) 2 1 2 i |
Hordeum spontaneum 2 2 6 il
Hordeum euclaston 2* 1 2

Referéncias: a-HAWKINS & SWEET (1989); b-MORDEN e cols. (1989); c-BUCKLEY e cols. (1988); d-RAJORA
(1989); e-VORSA e cols. (1988); f-SMITH-HUERTA e cols. (1989); g-PARKS e cols. (1990); h-VAN GEYT e
cols. (1990); i-KRUEGER & KNAPP (1990) j-BROWN & MUNDAY (1982); BROWN (1983).

* - 0 terceiro loco apareceu em poucos individuos, ndo sendo utilizado nesta comparagdo.
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4.2.2 Glutamato oxalacetato transaminases

As glutamato oxalacetato transaminases (GOT) ,
também referidas como aspartato amino transferases, estédo
envolvidas no metabolismo de aminoacidos dentro da célula.
Freqgiientemente possuem, em plantas, uma estrutura dimérica,
com um ndmero de locos que normalmente varia entre dois e
guatro. As localizagdes subcelulares das GOT s&o as
mitocédndrias, plastideos, citosol e microcorpos (KEPHART,

1990) .

As 1isoenzimas de GOT em Hordeum euclaston sao
controladas por um naimero minimo de gquatro locos, onde
aparentemente somente um é& polimérfico. O controle utilizado
no presente trabalho (cultivar MN599 de H. vulgare), por sua
vez, apresentou cinco bandas, conforme é também indicado por
BROWN (1983). Outros trabalhos, entretanto, relatam outros
padrdes isoenzimaticos. UPADHYA & YEE (1968) referem seis
bandas monomérficas, ALMGARD & LANDEGREN (1974) dquatro
bandas monomérficas e KAHLER e cols. (1981) sete isoenzimas,
divididas em duas 2zonas, uma das gquais controlada por um
loco polimdérfico. Uma das razdes destas diferencas pode ser
uma intensa regulagdo ontogenética de GOT em H. vulgare,
pois todos os trabalhos utilizaram individuos em estadios

diferentes. Em H. euclaston, entretanto, ndo fol detectado

qualquer tipo de alteragdo de origem ontogenética dentro dos -

limites de wvariagdo dos <comprimentos de <coledptilo

utilizados (pardmetro ontogenético utilizado). O controle
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também ndo apresentou variagdo dentro desses limites, porém,
em um teste realizado observou-se que o padraoc diferia em

raizes de plantulas muito novas.

0 loco GOT1l, monomdérfico em H. euclaston, & também
descrito como monomérfico em H. vulgare (BROWN, 1983), e
pela comparacgdo com o controle do presente trabalho o alelo

parece ser O mesmo.

0 loco GOT2 representa, possivelmente o Gnico loco
polimérfico de H. euclaston. Entretanto somente uma linhagem
(SCM1042(6)) apresentou o alelo GOT22, apesar de que, devido
aos problemas com a estocagem (ver resultados), o nimero de
individuos analisados para este loco diminuiu
consideravelmente. Dois individuos analisados no presente
trabalho (HW3080(5) e HW3173(6)) apresentaram, ao invés de
uma banda produzida por um dos alelos de GOT2, um padrdo de
duas bandas muito semelhante ao apresentado pelo controle.
Em pelo menos uma destas linhagens este padrd@o parece ter
surgido devido a alteragdes regulatdérias (ver resultados),
sugerindo gque provavelmente haja uma maior homologia dos
genes de GOT das duas espécies do gque a observada numa

comparacdo de zimogramas.

Diferengas regulatérias entre espécies
relacionadas sdo esperadas. Trabalhos realizados indicam que
o processo de formacgao de novas espécies requer

principalmente mudangas ao nivel dos mecanismos de regulacgéao
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génico e nos sistemas poligenéticos coadaptados (HUBBY &
THROCKMORTON, 1968; SOULE, 1973; WILSON e cols., 1974;
CORDEIRO, 1974). Assim, pode-se esperar que grande parte dos
genes estruturais estejam realmente presentes na maioria das
espécies, mas ativados em momentos diferentes do
desenvolvimento. Essa situagdo foi sugerida para espécies do
género Relbunium por CAVALLI (1976), que descreve gue bandas
isoenzimaticas, as quais aparentemente distinguem espécies
em plantas adultas, na realidade ocorrem em ambas espécies

ativas em momentos ontogenéticos diferentes.

A mesma linhagem que apresentou o alelo GoT22
também ndo apresentou uma banda (MR7%=1,15) que considerava-
se inicialmente como secundaria de GOT3 (ver resultados).

Trés possiveis causas podem ser consideradas:

a - A existéncia em GOT3 de um alelo que ndo forma
a secundaria, conforme foi observado em MDH de H. euclaston
e por WOLLHEIM (1991) em esterases de erva-mate, apesar de
no caso de GOT a possivel banda principal manter a mesma

migragdo relativa.

b - A existéncia de polimorfismo em um loco modi-

ficador.

c - A existéncia de outro loco para a banda, pos-
suindo esta linhagem um alelo nulo ou alteragdes

regulatodrias.



122

A ocorréncia de genes modificadores causando
alteracdo pods-sintese do produto de genes estruturais séo
bem documentados na literatura tanto em animais (COCHRANE &
RICHMOND, 1979; FINNERTY & JOHNSON, 1979; JOHNSON e cols.,
1981) como também em vegetais (MAcCDONALD & BREWBAKER, 1974;

TYSON e cels., 19278; RICK e eols., 1979).

Alelos nulos correspondem a alelos que determinam
a sintese de uma cadeia polipeptidica que perdeu total ou
parcialmente sua fungdce enzimdtica a ponto de ndo ser
detectada no zimograma. Alelos nulos tém sido descritos para
varios sistemas enzimaticos em varios organismos,
normalmente em freqiiéncia baixa. GOTTLIEB (1973) descreve,
para duas espécies de Stephanomeria, apenas um alelo nulo
para um total de 24 alelos determinados para dez locos
polimérficos. Em espécies de Lycopersicon também foram
verificados alelos nulos, gque embora sejam um nGmero
razoavelmente alto, sempre aparecem como variantes raras, a
maioria ocorrendo em apenas uma populacdo (RICK & FOBES,

1975; RICK e cols., 1977).

Apesar dos padrdes de GOT terem normalmente
permanecido altamente constantes, excetuando-se as
alteragdes por estocagem, uma outra linhagem (HW3080(5))
também apresentou duas alteracgdes em relagdo ao padrédo
comum. Um individuo ndo apresentou a banda de GOT1 além de
apresentar o padrdo de duas bandas em GOT2. Em GOT1l pode-se

pensar na existéncia de um alelo nulo, apesar de nao ter
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sido detectado wvariacgcao neste loco tanto para H. vulgare
como para H. spontaneum (BROWN, 1983) « Uma possivel
explicagdo para ambas as variagdes seriam alteracgdes

regulatérias.

A baixa variabilidade genética encontrada em GOT,
assim como para MDH, pode ser explicada pela autofecundacgao
aparentemente obrigatéria e pelo tipo de substrato
utilizado. O sistema parece freqiientemente ndo apresentar
grandes variagdes, mesmo entre espécies de fecundagao
cruzada como as do género Populus (ver Tabela X).
Entretanto, comparando-se H. euclaston com populacgodes
naturais de espécies préximas como Arrhenatherum elatinus
(graminea perene) e H. spontaneum pode-se notar um menor
grau de polimorfismo (ver Tabela X), principalmente se for
considerado que somente uma linhagem apresentou o alelo cuja

banda diferia do padrdo comum.

Deve-se fazer a ressalva, entretanto, que apesar
do baixo grau de variabilidade genética, diferencgas
regulatérias parecem ser Tresponsaveis por uma maior
variabilidade do padrdo. Inclusive, se for feito uma
comparagdo entre as duas linhagens que apresentaram mais de
uma alteragdo em relagdo ao padrdo comum, pode-se sugerir a
possibilidade da existéncia de wuma relagdo entre as

diferengas regulatdérias (e suas possiveis causas) e a
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TABELA X: Comparagao da variabilidade em GOT entre H. euclaston e outras

espécies de plantas.

Ne N2 Lo- NeAlelos
Organismo de cos Po- dos Locos

Locos limorf. Polimérf.
Triticum monococum var. boeoticum 2 0 0 a
Populus nigra 4 0 0 b
Populus deltoides 4 0] 0 b
Populus maximowizii 3 1 2 b
Bertholetia excelsa (noz brasileira) 2 1 2 c
Sorghum bicolor 3 il 3 d
Cuphea laminuligera 1 i 2 e
Cuphea lutea - 2 bandas monomérficas e
Rimu (Gimnosperma) 2 1 2 £
Picea mariana (espruce negro) 2 2 6 g
Daucus carota L. ssp. sativus 3 3 6 h
Arrehenatherum elatinus = 2 12 i
Hordeum vulgare (cultivares recentes) 3 1 2 3
Hordeum vulgare (cultivares antigas) 3 1 2 J
Hordeum spontaneum 3 2 4 j
Hordeum euclaston 4 1 2

Referéncias: a-SMITH-HUERTA e cols. (1989); b-RAJORA (1989); c-BUCKLEY e cols. (1988); d-MORDEN e
cols. (1989); e-KRUEGER & KNAPP (1990); f-HAWKINS & SWEET (1989); g-BOYLE e cols. (1990); h-WESTPHAL
& WRICKE (1989); i-DUCOUSSO e cols. (1990); j-BROWN & MUNDAY (1982); BROWN (1983).

variabilidade genética existente, tépico o qual voltara a

ser abordado mais adiante.
4.2.3 Esterases

As esterases (EST) sdo as enzimas responsaveis
pela hidrélise de ligagdes éster. Apresentam, normalmente,
uma estrutura monomérica ou dimérica e entre dois a sete
locos em plantas superiores. A sua localizagdo subcelular

normalmente restringe-se ao citosol (KEPHART, 1990). As
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esterases s@o um dos sistemas isoenzimdticos mais variaveis
em plantas, tanto quanto ao numero de locos e alelos gue as
controlam gquanto aos diferentes padrdes isoenzimaticos
observados em diferentes 6érgdos e tecidos. Uma possivel
relagdo entre essa diversidade bioquimica de alelos em cada
loco & a variagéb fisioldégica parece depender da fungdo
bioguimica da enzima e de sua fungdo no metabolismo (KOEHN e
cols., 1983; REBORDINOS & VEGA, 1990). Enzimas que utilizam
substratos originados do meio ambiente estdo sujeitas a uma
consideravel variacgdo no tipo e concentracdao de substratos.
Uma das "solugdes" para esta variagdo parece ser a agdo de
miltiplas formas de enzimas apresentando diferentes
afinidades ao substrato (JOHNSON, 1974). Essa também pode
ser a explicagdo para o fato de que algumas enzimas com
atividade esterdsica possam também hidrolisar ligagdes néo-
éster (REBORDINOS & VEGA, 1990). Entretanto, apesar dessa
aparente inespecificidade geral do sistema, algumas
esterases indubitavelmente, ao menos em Drosophila, possuem

fungbes metabdlicas internas mais restritas (JOHNSON, 1974).

Para Hordeum euclaston foram definidos onze locos,
responsaveis por treze bandas principais e nove bandas
secundarias. Em H. vulgare e H. spontaneum sdo indmeros os
trabalhos que relatam zimogramas de esterases, havendo uma
consideravel variagdo no numero de bandas apresentado
(UPADHYA & YEE, 1968; KAHLER & ALLARD, 1970; WIER e cols.,

1972; NIELSEN & FRYDENBERG, 1972; FEDAK & RAJHATHY, 1972;
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BASSIRI, 1976; HVID & NIELSEN, 1977; BROWN e cols., 1978;
NEVO e cols., 1979; KAHLER & ALLARD, 1981; BROWN & MUNDAY,
1982; BEKELE, 1983; BROWN, 1983; A. F. MARIS, comunicagao
pessoal). Nestes trabalhos foram definidos um maximo de dez
locos, sendo que nas cultivares brasileiras, entre elas a
utilizada como controle no presente trabalho (MN599), foram
definidos pelo menos oito. Entretanto, a maioria dos autores
ndoc inclui, na sua andlise, bandas fracas de dificil
detecgdo, o que significa que esses valores s8o uma
subestimativa do namero real de locos existentes. Alguns
trabalhos relatam diferengas tissulares e variagdes
ontogenéticas no grau de atividade de algumas isoenzimas.
Segundo BROWN & MUNDAY (1982) e BROWN (1983) todos os dez
locos se mostraram polimérficos, alguns com um alto namero
de alelos, principalmente em H. spontaneum. H. euclaston
também apresentou variagdes tissulares significativas.
Entretanto o grau de polimorfismo para locos estruturais foi
muito baixo e ndo foi detectado gqualquer indicio de
alteragdo ontogenética do padrdo dentro da faixa de idade e
tamanho do coleéptilo estudada. Comparando-se
especificamente com populagdes naturais de H. spontaneum
(NEVO e cols., 1979) pode-se notar que, apesar de ambas
apresentarem, em virtude da autofecundag¢do, um grande namero
de homozigotos, a variabilidade’genética de H. euclaston é
muito menor. Em H. spontaneum o nimero de alelos pode chegar

a quinze em um mesmo loco de esterase (BROWN e cols., 1978),
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enquanto que em H. euclaston ambos os locos polimérficos

mostraram apenas dois alelos.

Uma possivel explicagdo para tdo grande diferenga
entre espécies relacionadas e com o mesmo sistema de
reprodugdo talvez seja devida a diferengas na taxa de
fecundagdo cruzada, dque & muitissimo pequena, ou mesmo
inexistente em H. euclaston, enquanto que em H. spontaneum é
de 1,6% (BROWN e cols., 1978). Deve-se também considerar,
entretanto, que a amostra analisada para H. spontaneum foi
maior (BROWN e cols., 1978; NEVO e cols., 1979) que a para
H. euclaston, e que talvez esta seja uma das causas da
discrepdncia dos graus de variabilidade apresentados pelas
duas espécies em esterase. As sementes de H. euclaston, por
outro lado, forma coletadas em uma Area de alta densidade da
espécie (EGGERS & BOLDRINI, 1988), o que, em principio,
determina um maior grau de variabilidade para estes
individuos do que para os de popula¢des menores e marginais,
conforme foi observado em H. jubatum (SHUMAKER & BABBLE,
1980), outra espécie de autofecundag¢do, sendo, portanto, em
principio bastante representativas da variabilidade genética
da espécie. BROWN e cols. (1978), entretanto, afirmam,
baseados em estudos com H. spontaneum, da existéncia de
evidéncias de que, em plantas, um grande nimero de alelos
tendem a ser localmente comuns, porém raros no geral da
espécie. E muito provavel que o estudo de um maior nimero de

populagdes de H. euclaston revele uma variabilidade genética
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maior do que a detectada no presente trabalho. Entretanto
certamente ndo da mesma magnitude gque uma comparagdo com H.
spontaneum possa fazer imaginar, pois as populagbes de H.
spontaneum mais polimérficos, para esterase, apresentaram um
grau de polimorfismo muito maior do que as estudadas em H.

euclaston, teoricamente as mais polimdrficas do Rio Grande

do Sul.

Comparando-se os padrdes de H. euclaston estudados
com o do controle (coledptilo de H. vulgare, cultivar
MN599) nao foi encontrado nenhuma banda homéloga.

Entretanto, HVID & NIELSEN (1977) relatam a existéncia de
uma banda catédica em folhas de H. vulgare, que também foi
detectada, porém ndo incluida, na analise de A. F. MARIS
(comunicagdo pessocal). Esta banda talvez seja homdloga a uma
banda encontrada no endosperma de H. euclaston, a qual por
apresentar-se normalmente difusa e/ou muito fraca nos
individuos em gque aparece ndo foi estudada. Isto néo
significa que muitos dos locos presentes nas duas espécies
ndo sejam homélogos. Inclusive, cultivares brasileiras de H.
vulgare (entre elas a MN599) apresentaram um loco com
modificagbes pdés-sintese semelhantes as do loco EST11 (A. F.

MARIS, comunicagdo pessoal), sugerindo homologia entre esses

locos.

Apesar do pequeno grau de polimorfismo genético, o
namero de padrdes isoenzimdticos apresentados por H.

euclaston foi muito grande, praticamente um por individuo.
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Este fato parece ser explicado por diferengas regulatérias

entre as linhagens (ver item 4.4 da discussédo).
4.2.4 Superdxido dismutases

As enzimas do sistema das superdéxido dismutases
(SOD) sdo responsaveis pela inativagdo dos radicais
superdxido presentes na célula, os quais, por serem uma das
fontes de radicais hidroxila, sdo altamente tdéxicos. As SOD
sdao comumente encontradas sob as formas dimérica e
tetramérica. Ha& trés formas diferentes de SOD, denominadas
pelos metais encontrados em seus sitios ativos, que sé&o:
ferro (FeSOD), manganés (MnSOD) e cobre-zinco (Cu-ZnSOD). As
trés formas catalisam a mesma reagdo, sendo a maior
diferenga entre elas a localizagdao subcelular. A MnSOD é
encontrada em mitocéndrias e peroxissomos, a FeSOD no
estroma dos cloroplastos e a Cu-ZnSOD nos cloroplastos,
citosol e glioxissomos (FRIDOVICH, 1974; DE JESUS, 1989;

KEPHART, 1990).

A SOD é normalmente uma enzima muito estavel
(FRIDOVICH, 1974; ACEVEDO & SCANDALIOS, 1990), fato que é
amplamente confirmado em H. euclaston. Individuos estocados
por varios meses a -16 °C ndao mostraram qualquer tipo de
variacdo no grau de atividade enzimatica. H. euclaston nao
apresentou qualquer indicio de alteragdo ontogenética dentro
dos estreitos limites de variagdo do tamanho do coleéptilo

(parametro ontogenético utilizado) desta andlise, no que é
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acompanhado pelo milho (Zea mays), © qual além‘disso nao
apresentou diferenciagdo tissular (ACEVEDO & SCANDALIOS,
1989). H. euclaston, entretanto, apresentou varios 1locos
locos restritos a apenas um dos tecidos analisados

(coledptilo e raiz).

Em uma comparagdo com o controle (H. vulgare,
cultivar MN599) pode-se notar que, em principio, somente
para o loco SOD1 é encontrada homologia com o seu alelo.
Entretanto ha& uma banda, ndo estudada, junto ao ponto de
aplicagdo que também é compartilhada pelos zimogramas de

ambas as espécies.

Segundo KEPHART (1990), o numero de locos de SOD
mais comumente encontrado em plantas superiores varia de um
a dois. Em varias espécies estudadas dos géneros Populus e
Liriodendron realmente o namero de locos variou entre um e
dois (RAJORA e cols., 1991; PARKS e cols., 1990), porém
comparando-se outras espécies parece haver uma grande
variagdo neste namero. Em milho foram determinados cinco
locos (CANNON & SCANDALIOS, 1989), em Potamogeton pectinatus
o numero de bandas varia entre 3 e 8 (VAN WIJK e cols.,
1988) e em espécies de Citrus entre 8 e 10 (ALMANSA e cols.,
1989). Em H. euclaston foram determinados nove locos, cujo
namero de bandas por padréao e’ por tecido tende a variar
entre 5 e 9, num total de 18 bandas. Deve-se lembrar que

este alto nimero de isoenzimas tavez possa estar incluindo
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peroxidases, visto que algumas peroxidases podem ter

atividade de superdxido dismutases (RAJORA e cols., 1991).

O grau de polimorfismo de SOD, como nos outros
sistemas, ndo foi muito alto. Somente dois locos (SOD2 e
SOD8) mostraram-se claramente polimdérficos. SOD6
provavelmente também seja polimérfico, entretanto nas
condigdes utilizadas ndo foli ©possivel obter-se uma
confirmacédo. SoDs8 &, indiscutivelmente, ¢ loco mais
polimdérfico de H. euclaston. Foi detectada a presenga _de
pelo menos quatro alelos que ndo puderam ser distinguidos em
todos os individuos. Uma provavel causa dessa dificuldade na
distingdo €& a existéncia de outros alelos cuja migragado é
intermedidria aos 7ja detectados. Caso isto seja confirmado,
SOD8 sera mais polimérfico que a maioria dos locos de SOD de
muitas espécies de fecundagdo cruzada, como as do género
Populus, gque apresentaram um maximo de quatro alelos por
loco em SOD (RAJORA e cols., 1991). Uma explicagédo
satisfatoéria para tdo alto grau de polimorfismo em uma
espécie de autofecundagdo aparentemente obrigatéria como H.
euclaston e com um baixo grau de polimorfismo nos demais
locos estudados, & dificil de ser encontrada. Uma hipbtese
seria a existéncia de uma taxa de mutacdo muito alta para
SOD8, talvez relacionada com a localizagdo subcelular e/ou
tipo de enzima (MnSOD, FeSOD ou Cu-ZnSOD), e uma taxa de
selegdo ou muito fraca, que permite a manutengdo de todos os

alelos, ou que os diferentes alelos confiram melhor
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adaptacdo a distintos micro-ambientes. Deve-se lconsiderar
também gue SOD8 e SOD9 apresentaram diferengas regulatérias,
as quais, assim como as de GOT2, ndo podem ser aparentemente
explicadas por segregagdo mendeliana classica. Uma possivel
relagdao entre a variabilidade genética em SOD8 e GOT2 e as

diferengas regulatérias ndo pode, portanto, ser descartada.

Alguns individuos de H. euclaston mostraram
consideréaveis diferencas no nimero de isoenzimas
apresentadas em SOD, semelhante ao que foi encontrado_em
Potamogeton pectinatus, onde o nimero de bandas variou entre
3 e 8 por populagdo (VAN WIJK e cols., 1988). Entretanto em
P. pectinatus o numero de bandas ndo variou dentro de uma
mesma populagdo (a reprodugdo é& predominantemente vegeta-
tiva; VAN WIJK e cols., 1988), enquanto que em H. euclaston
variou significantemente, indicando que esta espécie possui
uma maior fregqiiéncia de alteragdes regulatérias e/ou, entdo,

um maior fluxo génico entre as populagdes.
4.3 Variabilidade populacional

A variabilidade intrapopulacional de Hordeum
euclaston fol estimada, para os vinte e seis 1locos
estruturais cujo controle genético foi definido, através de
trés medidas: A (ndmero médio de alelos por 1loco), P
(proporgdo de locos polimérficos) e H (grau de heterozigose
média esperada por individuo). O loco SOD8 ndo foi utilizado

nos calculos de A e H.
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Os resultados obtidos para estes trés parametros
foram menores gque a média encontrada para espécies de
autofecundagdo, ficando, entretanto, dentro dos limites de
variagdo (ver Tabela XI). Embora a autofecundacdo seja, em
principio, uma das causas determinantes do baixo grau de
polimorfismo apresentado dentro das populagdes, deve-se
lembrar gque espécies albégamas, como Antennaria densifolia
(A=1,13; P=0,07; H=0,021; BAYER, 1989), podem possulr um
grau de polimorfismo ainda menor, e que outras espécies
autdégamas, ou mesmo espécies de fecundagdo assexual, como
Populus tremuloides (A=2,3; P=0,92; H=0,42; CHELIAK &
DANCIK, 1982), podem possuir um grau bem maior de
polimorfismo. Conseqglientemente pode-se concluir gque outros
fatores, além do sistema de reprodugdo, podem contribuir
para o grau de variabilidade observado, como efeito de
fundac¢do, taxa de mutagdo, taxa e tipo de selegdo, deriva
genética, migragdo, entre outros. Para H. euclaston parece
ser de grande importancia a aparente inexisténcia de
fecundagdo cruzada, pois em comparagdo a H. spontaneum
(A=1,48; P=0,30; H=0,098; NEVO e cols., 1979) a taxa de
fecundagdo cruzada existente nesta espécie, apesar de
pequena, parece ser suficiente para manter um polimorfismo
significantemente maior que o de H. euclaston.
Semelhantemente algumas espéciés de reprodugdo assexual como
Populus tremuloides, Trifolium repens e Spartina patens
possuem altos graus de variagdo mantidos, aparentemente, por

reprodugdes sexuais ocasionais (ELLSTRAND & ROOSE, 1987).
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Tabela XI1: Variabilidade genética estimada para isoenzimas em populac¢des de plantas em relacdo ao
tipo de reprodugdo (dados de CAVALLI-MOLINA, 1984; reorganizados a partir de HAMRICK, 1979).

Grupos N¢ Pops. N? Locos A P H I
Autdgamas:

média 22,59 15,86 1.3 0,26 0,075 0,930
limites 1-106 4-32 1,00-1,97 0,00-0,97 0,000-0,290 0,715-1,000
n 27 28 20 25 23 17
Aldgamas:

média 8,60 9,92 2,26 0,68 0,230 0,921
limites 1-31 3-27 1,00-4,55 0,00-1,00 0,000-0,446 0,648-1,000
n 25 25 25 24 22 16

H. euclaston 3 25-26 1,13 0,16 0,034 0,981

n = numero de espécies estudadas

Apesar do nivel de variabilidade genética intra-
populacional poder variar nas espécies autdgamas, parece que
a principal diferenca reside na proporg¢do de heterozigotos,
que é substancialmente superior entre as albgamas. Em H.
euclaston, observamos auséncia total de heterozigotos nas

trés populagdes analisadas.

HAMRICK e cols. (1979) afirmam que a longevidade é
outro fator Que influencia o nivel de variabilidade genética
e que espécies com menor tempo de vida freglientemente
possuem menor variabilidade eletroforética). Levando-se em
conta o tempo de vida das plantas pode-se notar que os
valores de A, P e H de H. euclaston se aproximam mais das
médias das espécies bianuais do que das médias das espécies
anuais (ver tabela XII), apesar de ser consideravelmente

menor do gue ambas. Uma possivel relacdo disto com o fato de
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algumas linhagens serem bianuais (M. DA 8. LAUXEN,
comunicagdo pessoal), apesar de improvavel, ndo pode ser

descartada.

Analisando ambas as varidveis, tipo de reproducgédo
e tempo médio de vida, WOLFF (1991) comparou trés espécies
do género Plantago: P. major (anual ou bianual e autdgama),
P. coronopus (anual ou bianual e de reprodugdo sexual mista)
e P. lanceolata (perene e de fecundagdo cruzada). P. major
apresentou o menor grau de variabilidade engquanto que P.
lanceolata apresentou o maior. P. coronopus apresentou um
grau de variabilidade intermedidria, o gual segundo o autor
aparentemente ndo foi influenciado pelo seu curto ciclo de
vida. Pode-se concluir, portanto, que o sistema de
reprodugdo & mais relevante ao se analisar graus de
variabilidade do que a duracgdo do ciclo de vida. MORISHIMA &
BARBIER (1990), estudando espécies selvagens de arroz e seus
sistemas de reprodugdo, mostram que esses dols paradmetros
tendem a ocorrer associados e que, em grande parte por esta
combinagdo, o tempo médio de vida parece influenciar o grau

de variabilidade genética existente.

Espécies de autofecundagdo teoricamente tendem a
possuir um maior grau de distanciamento genético entre as
populagbes, o gqual pode ser decorrente tanto de sua origem
evolutiva, como de adaptagdes locais, deriva genética e
graus de 1isolamento. Esta tendéncia & observada, por

exemplo, em trés espécies do género Plantago, onde P. major,
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Tabela XI11: Variabilidade genética estimada para isoenzimas em populagdes de plantas em relacdo a

sua longevidade (HAMRICK, 1979).

Grupos N% Pops. Nf Locos A P H 1

.Arvores e arbustos lenhosos:

média 8,40 9,60 2,56 0,75 0,354 0,929
Limites 1-31 2-27 1,33-4,55 0,40-1,00 0,144-0,446 0,717-0,979
n 12 12 " " 9 8

Ervas perenes:

média 13,10 3,70 1,44 0,26 0,116 0,947
limites 1-63 2-27 1,00-2,82 0,00-0,94 0,000-0,336 0,853-1,000
n 15 23 15 21 14 13
Bianuais:

média 21,80 18,40 1.35 0,22 0,079 0,970
limites 3-106 7-21 1,00-2,12 0,00-0,71 0,000-0,222 0,920-1,000
n 13 13 11 13 1 12
Anuais:

média 17,30 12,50 1,80 0,46 0,154 0,916
limites 1-149 252 1,00-3,75 0,00-1,00 0,000-0,414 0,648-0,992
n 43 49 39 I 39 20

H. euclaston 3 25-26 1,13 0,16 0,034 0,981

n = numero de espécies estudadas

autbébgama, possui o maior grau de diferenciagdo entre
populagdes, P. coronopus, de reprodugdo mista, apresentou um
grau intermedidrio e P. lanceolata, de fecundacdo cruzada,
apresentou o menor grau (WOLFF, 1991). Entretanto, existem
variagdes muito grandes no grau de diferenciagéao
interpopulacional entre espécies e, como pode ser observado
na tabela XI, a média de I (identidade genética) entre
populagdes de espécies autdégamas & praticamente a mesma que
a das aldgamas. Como exemplo de situagdes que ndo seguem o

esperado tedrico desta situagdo pode-se citar duas espécies
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do género Hedysarum, onde H. capitatum, de fecundagao
cruzada, possui uma divergéncia interpopulacional maior
(D=0,023; e portanto um I menor) do que o de H.
euspinosissimum (D=0,007), de autofecundado predominante
(BAATOUT e cols., 1990).

Os resultados obtidos para H. euclaston mostram um
alto grau de semelhanga entre as populagdes (Isp=0,98).
Mesmo com uma distdncia aproximada de 140 km entre as
populagdes 5 e 8 esta semelhanga ndo se altera. Possiveis
explicagdes para um grau tdo elevado de identidade genética
entre populagdes relativamente distantes e com um fluxo
génico reduzido pela aparente inexisténcia de migracdo de

pélen (cleistogamia) sdo muitas:

a - A espécie pode ter desenvolvido adaptagdes
para dispersdo de sementes mediada por animais a 1longas
distadncias, como & observado em outras espécies altamente
autofecundadas de  Hordeum (STEBBINS, 1974; LEVIN &
WILSON,1976). Este fluxo génico alto pode estar associado a

uma selec¢do mais frouxa para os locos analisados.

b - As populagdes podem ter uma origem evlutiva
comum e colonizado o ambiente a um tempo insuficiente para
uma maior diferenciagdo genética, conforme foi levantado
para a auséncia de diferengas genéticas entre cinco
populagdes do caracol Chondrina clienta, separadas por

distancias de aproximadamente 100 km (BAUER & KLEMM, 1989).
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c - As trés populagdes analisadas pertencem a
mesma regido fisiogeografica e, portanto, podem estar
sujeitas as mesmas pressdes seletivas, de tal modo que os
alelos mantidos sdo praticamente os mesmos nas trés

populacgdes.

Deve-se considerar, entretanto, que a
variabilidade genética detectada foi muito pequena e gque
este pode ter sido um fator fundamental para a baixa
divergéncia verificada entre as populagdes. A maior parte da
variabilidade iscenzimatica (fenotipica) foi devida a
diferencas regulatérias, cujas variagdes entre as populagdes
ndo foram analisadas. A ativag¢do dos locos EST3 e EST4, por
exemplo, variou consideravelmente entre as populagdes (ver
resultados), fato que talvez signifique que uma divergéncia
populacional estimada a partir da variabilidade
isoenzimdtica total, e ndoc somente a de locos estruturais,

resulte em um valor expressivamente maior.
4.4 Diferengas regulatérias

Foram encontradas diferengas tissulares com
relagdo ao namero, intensidade e velocidade de migragdo das
bandas de H. euclaston (ver resultados). Diferengas nas
intensidades relativas das bandas isoenzimaticas de tecido
para tecido (ou estdgio para estdgio) sdo uma evidéncia de
diferengas em reguladores tecido (ou estdgio) especificos,

ndo se excluindo explicagdes baseadas nas propriedades das
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enzimas (por exemplo, estabilidade diferencial tecido
especifica; DICKINSON, 1983). Promotores miltiplos também
conferem diferengas tanto qualitativas como quantitativas a
expressdo dos genes. Diferengas ontogenéticas em ADH (&lcool
desidrogenase) de Drosophila melanogaster e teciduais em AMI
(amilase) de camundongo sdo comprovadamente devidas a
presenga de dois promotores distintos (SCHIBLER & SIERRA,
1987) . Padrdes tecido especificos também podem ser
explicados por regulagdo-cis, a gqual também parece

relacionar-se a promotores miltiplos (DICKINSON, 1983).

Como pode ser comprovado no estudo dos sistemas
enzimaticos, foram encontradas diferengas regulatérias entre
determinados individuos de Hordeum euclaston. Alguns locos
estdo ativos em algumas linhagens e ndo nas restantes, como
pode ser facilmente visualizado na Figura 10, cujo gel de
EST possui somente uma linhagem com as bandas beta-
esterdsicas de MR6%=0,86, MR6%=0,82 e MR6%=0,77 presentes.
Em um teste de progénie desta linhagem comprovou-se gue
todos os individuos apresentavam este(s) loco(s) ativo(s).
Situagdo semelhante foi também encontrada para outras
bandas, inclusive as que representam os locos EST2, EST3 e

ESTS8.

A espécie Relbunium hypocarpium, também de autofe-
cundagdo, com uma taxa de fecundagdo cruzada extremamente
pequena, apresentou diferengcas entre suas linhagens

semelhantes as encontradas neste trabalho, as quais
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comprovadamente sdo conseqiliéncias de diferengas regulatérias
ontogenéticas (MOTTA, 1981; SCHIENGOLD, = 1985; FREITAS,
1989). SCHIENGOLD (1985), estudando esterases de R.
hypocarpium ao 1longo da ontogenia chega a levantar a
possibilidade de cada linhagem possuir uma linha prépria de
desenvolvimento. A espécie de reprodugao assexual,
Potamogeton pectinatus, também apresenta variagdes marcantes
no nimero de isoenzimas nos padrdes de SOD entre diferentes
populagdes (WIJK, 1988). Essas observagdes parecem sugerir
que a ativagdo diferencial de locos em individuos de uma
mesma espécie possa ser uma situagdo comum em plantas cujo
sistema de reprodugdo limite o fluxo génico entre os
individuos, proporcionando que cada linhagem siga linhas

evolutivas independentes.

Além das diferengas entre linhagens foram também
encontradas diferengas regulatdérias dentro da mesma linha-
gem. Pelo menos gquatro linhagens apresentaram alterac¢des no
padr@o entre plantulas-irmdas gque ndo podem ser explicadas
por segregag¢do mendeliana classica. As diferengas encontra-

das entre individuos-irmidos foram:

- presenga de duas bandas ausentes na plantula-ir-
md8 da mesma linhagem ao invés da banda mais comum detectada
na grande maioria dos individuos da espécie, verificada na
linhagem HW3173(6) para o sistema de GOT (ver Figura 6 e

resultados de GOT);
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- presencga/auséncia de uma banda num tecido espe-
cifico, como para o loco SOD9 na linhagem SCM1113(8) (ver

resultados de SOD);

- variagdes na intensidade das bandas de locos es-
pecificos ndo acompanhados pelo resto do padrao, podendo
inclusive incluir a auséncia de certas bandas, conforme
verificado na linhagem EKS3H(8) para os locos SOD8 e SOD9
(ver resultados de SOD) e na linhagem SCM1112(8) para os
locos EST2, EST3, EST4, EST5 e EST10 (ver Figura 11 e

resultados de EST);

- diferencas na migracdo de bandas em tecidos
diferentes do mesmo individuo, quando normalmente a mesma
banda ocorre nos dois tecidos, como verificado na linhagem

EKS3H(8) para o loco SOD8 (ver resultados de SOD).

Em todos os casos essas diferengas nao podem ser
atribuidas a regulagdo ontogenética, wuma vez que as
plantulas-irmas de todas as linhagens analisadas
apresentaram diferengas muito pequenas quanto ao tamanho do
coledptilo e idade. Muitas vezes foi verificado coincidéncia
nesses dois paradmetros ontogenéticos entre plantulas-irmas
com padrdes distintos. Além disso as variagdes de idade e
tamanho do coledéptilo nessas linhagens foram menores que as
apresentadas por outras pléntulas analisadas em outros
testes de progénie que ndo mostraram diferengas em seus

padrodes isoenziméticos. Também nao acreditamos na
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possibilidade de estar ocorrendo segregagdao em genes
reguladores e/ou modificadores responsaveis pela ativagao x
desativacdo de locos especificos e/ou alteragdes pds-sintese
dos produtos génicos primarios, respectivamente, desde que
ndo foi observado nenhuma evidéncia de segregagdo em genes
estruturais que, a principio, seriam mais faceis de serem

detectados e analisados.

Estda sendo proposta como uma possivel explicagao
comum a estes quatro casos a presenca de elementos de
transposigéo, cuja atividade representaria a causa das
alteracodes regulatoérias verificadas dentro da mesma

linhagem.

Os elementos de transposigdo (transposons) séao
seqiliéncias de DNA, muito semelhantes a virus, que possuem a
capacidade de modificar a sua localizagdo dentro do genoma.
A transposigdo desses elementos pode causar uma alta
freqgiiéncia de mutagdes instaveis, as quais podem ser
revertidas também em alta freqiiéncia. Essas mutagdes parecem
possuir varias causas, que incluem alteragdes no médulo de
leitura, redugdo da atividade e estabilidade das proteinas,
além de poderem funcionar como introns, podendo alterar o
RNA mensageiro. A excisdo dos transposons nem sempre resulta
na reversdao da mutagado caﬁsada pela insercdo, pois
normalmente a saida do elemento & acompanhada por pequenas

mutagdes e duplicagdes junto ao sitio de excisdo. Também sio

verificadas alteragdes cromossémicas estruturais, que
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incluem inversdes, duplicacgdes, delegdes, translocagdes e
até mesmo a indugdo de ciclos quebra-fusdo de pontes
cromossdémicas. Os transposons podem, além disso, assumir
algum tipo de fungdo regulatdria no controle da expressdo de
.determinados locos, reprimindo ou desreprimindo genes. Os
transposons fazem parte do DNA repetitivo e moderadamente
repetitivo, e parecem representar pelo menos 10% do genoma
de eucariotos superiores (STROMMER, 1982; McCLINTOCK, 1984;
SUTTON e cols., 1984; WALBOT & CULLIS, 1985; DORING &
STARLINGER, 1986; CHEN e cols., 1986; COEN & CARPENTER,
1986; SAEDLER e cols., 1987; ALBERTS e cols., 1989; WESSLER,

1991a,b).

Também & necessario considerar gue nem sempre as
transposig¢des ocorrem ao acaso no genoma. A insercgdo de
elementos Ds (de milho) parecem ser influenciados por
determinadas seqliéncias homdlogas (SUTTON e cols., 1984),

como ja& & evidenciado para alguns transposons de bactéria.

Na tentativa de relacionar uma maior fregqiliéncia de
sementes invidveis em certas linhagens com um aumento na
taxa de transposigdo, analisamos a taxa de germinagdo de
cada linhagem e a ocorréncia de diferengas regulatérias.
Pode-se notar gque das quatro linhagens com diferengas
regulatérias, trés sdo téo viéveis guanto a maioria das
outras, enquanto que a linhagem EKS3H(8) possui uma taxa de
germinagdo bem menor que a média da populagdo e da espécie

(ver germinacdo de Hordeum euclaston, Tabela TEL) -
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Infelizmente ndo foi possivel mostrar uma relégéo mais
direta entre estas diferengas regulatdérias e a viabilidade
das 1linhagens, pois sementes inviaveis ndo podem ser
analisadas e teste de progénie de outras linhagens com baixa
taxa de germinagdo ndo foram realizadas pela falta de
sementes e individuos viadveis. Entretanto deve-se mencionar
gque um teste piloto de uma populagdo de H. euclaston
(populagdo 1), coletada em uma regido diferente (Lagoa
Vermelha; ver Figura 1) das trés utilizadas neste trabalho,
demonstrou que, aparentemente, esta populagdo nao possula
sementes férteis. Mesmo submetidas as mesmas condigdes de
estocagem e germinagdo utilizadas nas populagdes analisadas
neste trabalho nenhuma semente germinou. Nem mesmo as
sementes plantadas em casa de vegetagdo e no telado
germinaram (S. L. S. KAZMIERCZAK, comunicagdoc pessoal).
Este fato pode sugerir que o ambiente original das plantas-
mde possa ser o responsavel por um aumento na freqiiéncia de
transposigdes, induzindo alterag¢des nas sementes que levem a

inviabilidade.

Ha& varios indicios de ativagdo de elementos de
transposigdo em plantas por diferentes <condigdes de
estresse. O elemento Ac2, em milho, parece ser temperatura
sensivel, respondendo ao aumento de temperatura com um
aumento na freqgiiéncia de transposig¢des (OSTERMAN, 1991).
Transposons parecem estar envolvidos na variag¢do somaclonal

observada em plantas geradas por cultura de tecidos (LARKIN
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& SCOWCROFT, 1981), tendo sido encontrados presumiveis
ativagdes de transposons em plantas regeneradas e sua

progénie (LEE & PHILLIPS, 1988).

A inativacéao dos transposons parece ser
conseqiiéncia da metilagdo. E possivel que haja, portanto,
uma relagdo entre estresse, demetilagdo e ativacadao de
elementos de transposi¢do (DORING & STARLINGER, 1986). E
possivel, também, que diferentes condicdes de estresse
causem a ativacdo de diferentes transposons (McCLINTOCK,

1984) .

Admitindo-se um possivel estresse submetido a
populagdo 1 de H. euclaston, deve-se considerar que o solo
da regidao dos Campos de Cima da Serra (Lagoa Vermelha) é&
dcido, rico em aluminio e pobre em nutrientes, bem ao
contriario da regido da Campanha (regido proveniente das
populag¢des estudadas), rico em nutrientes, menos acido e com

baixas concentragdes de aluminio (S. C. LEITE, comunicagdo

pessoal).

Caso esta possivel transposicdo de elementos
sugerida pelas andlises eletroforéticas esteja envolvida na
viabilidade das sementes de H. euclaston deve-se ressaltar
que outras familias de transposons, que causem alteracdes
maiores no genoma, possam ser as responsaveis (ou
parcialmente responsdveis) pela inviabilidade das sementes,

pois os possiveis transposons presentes em EKS3H(8) e
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SCM1112(8) foram obviamente encontrados em individuos
vidveis. Apesar de considerarmos que a ndo germinagdo das
sementes da populapdo 1 possa ser devida a inviabilidade
causada pela pela indugdo de transposigdes por estresse
ambiental, ndo se pode descartar outras possibilidades, como
a das sementes ndo terem sido coletadas totalmente maduras
ou, talvez induzidas pelo estresse, as mesmas apresentarem
dorméncia. Em Chrysothamus nauseosus foi verificado que a
dorméncia é& condicional e temperatura-dependente (MEYER e

cels., 1989).

-

A infecgdo de plantas é outra situagdo de estresse
que pode ocasionar um aumento de transposigdo. Em plantas de
milho, a infecgdo com os virus do mosaico estriado da cevada
e mosaico estriado do trigo comprovadamente ativam dois
diferentes tipos de transposons (McCLINTOCK, 1984; DORING &
STARLINGER, 1986; SHAPIRO, 1987). Analogamente, MAUCH e
cols. (1991) descobriram gque um alelo aparentemente
defectivo do gene da glutationa-S-transferase, pertencente a
um loco gque. parece ser ativado em infecgdes do fungo
Erysiphe graminis em trigo (Triticum aestivum), possui
seqliéncias tipo transposon na regido promotora. Em H.
euclaston fol encontrado um individuo gque apresentou
alteragdes regulatdrias aparentementes consequentes de uma
infecgdo por fungos. Em um teste de progénie da linhagem
HW3171(6), em EST, todos os individuos-irm3os analisados

mostraram o mesmo padrao, excetuando um (fungado), o qual
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apresentou alteragdes regulatérias nos locos EST2, EST3,
EST9 e EST10. Excluindo o 1loco EST9, todos os locos
restantes também apresentaram diferencas regulatérias na
linhagem SCM1112(8). Essas alterag¢des podem refletir a
ativagdo x desativagdo direta de 1locos causados pela
infecgdo ou, pode-se supor que essas diferengas regulatérias
apresentadas pelo individuo infectado sejam decorrentes da

ativagdo de transposons.

A respeito das alteragdes encontradas em SOD ha um
aspecto diferente com relacdo ao loco SOD8. Como mencionado
anteriormente, foram encontradas diferencas de atividade na
linhagem EKS3H(8) e um grau de polimorfismo muito alto
quando comparado aos demais locos de H. euclaston. Além
disso trés individuos de linhagens distintas apresentaram
diferencas de migragdo entre as bandas do colebéptilo e da
raiz (ver resultados de SOD). Pode-se notar, inclusive, que
nestes individuos as bandas dos dois tecidos possuen
migragdes que correspondem a alelos diferentes. Caso haja
algum envolvimento de elementos de transposigdo com este
loco & possivel, portanto que algumas diferencas entre os
alelos deva-se a insercdo ou excisdo de elementos de

transposigdo no loco SODS8.

Os transposons comprovadamente sdo capazes de
aumentar a variabilidade genética. Em Antirrhinum majus
foram encontrados diferentes alelos para locos responsaveis

por caracteristicas morfoldgicas da flor derivados da
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excisdo imprecisa de elementos de transposigdo em linhagens
autopolinizadas (COEN & CARPENTER, 1986). Diferentes formas
proteicas sdo geradas pelo "splicing" alternativo em exons
de genes de milho, fato que parece indicar que determinados
transposons podem funcionar como introns méveis (WESSLER,
1991a,b). DORING & STARLINGER (1986) afirmam, inclusive, que
as alteracgdoes decorrentes ée elementos de transposigdo podem

estar envolvidas diretamente na evolugdo proteica do milho.

Esta hipoétese poderia explicar o alto grau de
pelimorfismo apresentado por SOD8 comparado com os outros
locos polimérficos. Fato semelhante pode ter acontecido com
a linhagem SCM1042(6) em GOT, a qual apresentou um alelo um
pouco mais lento que o comum no loco GOT2 (ver Figura 7).
Este 1loco sabidamente apresenta alteragdes regulatérias
possivelmente causadas por transposigdo, e esta mesma
linhagem ndo apresentou uma banda cuja auséncia também
talvez seja explicada por alteracgdes regulatérias

decorrentes de transposicgdo (ver resultados de GOT).

Assim, a transposig¢do, caso confirmada, seria um
mecanismo de aumento da variabilidade na espécie H.
euclaston. Além disso, caso também confirmada a
especificidade dos sitios de insergdo dos elementos e da
influéncia do ambiente na sua étiva¢éo, pode-se sugerir que
este aumento de variabilidade (tanto alélica como
fenotipica) decorrente da transposicdo seja uma resposta a

estresses ambientais sofridos pela planta. Com relagdo ao
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fato dos possiveis transposons restringirem a sua agdo a
sistemas enzimaticos especificos, pode-se também inferir que
esta resposta ndo seja devida somente a mutagdes aleatdrias,
mas também relativamente dirigidas como mecanismo de
regulagdo da expressdo génica. Em levedura foram encontfados
14 locos reguladores da atividade do retrotransposon Ty,
relacionados a muitas fungdes diferentes, como esporulagao,
reprodugdo e viabilidade (SHAPIRO, 1987). Também com relagdo
ao fato dos possiveis transposons nao transporem
aleatoriamente, pode-se concluir que os genes das isoenzimas
que apresentam alteragdes regulatdrias possuem homologia
pelo menos nos sitios de insergdo, sugerinde, inclusive, que
estes genes possam ter uma origem comum. E tentador
imaginar, também, lembrando-se que uma das conseqiiéncias da
transposigdo sdo duplicagdes génicas, uma possivel relagédo

entre transposigdo e a origem das isoenzimas.

Deve-se ressaltar, porém, que o que foi encontrado
neste trabalho foram alterag¢des regulatdérias que ndo podemn
ser explicadas por segregagdao mendeliana, principalmente
considerando a ndo existéncia de segregagdo nos genes
estruturais analisados. Para explicar estes resultados
obtidos & 1levantada a hipdtese de serem conseqgiiéncia da
atuagdo de elementos de transposigdo. Ndo h& condigdes de
comprovar a existéncia dos transposons com as técnicas
utilizadas, mas pode-se sugerir que, gqualquer que seja o

mecanismo gque regule estas alteragdes regulatérias, ele
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possui uma estreita relagdo com o sistema de reprodugdo da
espécie, incrementando consideravelmente a sua variabilidade

fenotipica, pelo menos em termos de isoenzimas.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Hordeum euclaston & uma graminea anual, dipléide
(2n=14), nativa do Rio Grande do Sul gque apresenta uma
grande variabilidade morfoldégica e distribui-se em uma ampla
série de habitats. A variabilidade genética desta espécie
foi avaliada em trés populagbes naturais da regido da
Campanha, Estado do Rio Grande do Sul, para quatro sistemas
isoenzimdticos: esterases (EST), superdoxido dismutases
(SoD), malato desidrogenases (MDH) e glutamato oxalacetato
transaminases (GOT). O método de andlise utilizado foi a

eletroforese horizontal em gel de poliacrilamida.

A variabilidade genética intrapopulacional foi
estimada a - partir do nGmero de alelos por 1loco (A),
proporgao de locos polimdérficos (P) e heterozigose média
esperada por individuo. As divergéncias e similaridades

interpopulacionais foram calculadas a partir de NEI (1972).

Os resultados obtidos podem ser sumariados como

segue:
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- A média geral de germinagdo da espécie, em
placas de petri, foi de 82,5%, com limites por plants de
33,0% e 100,0%, sem grandes diferencgas entre as populacgdes.
Quanto a velocidade de germinagdo o inicio da germinagéo

- ocorreu em média no 102 dia apdés a semeadura, com limites de

4 a 51 dias por sementes.

- Foram realizados 46 testes de progénie, nos
quais nao foi detectada segregagdao para nenhum loco
estrutural das isoenzimas analisadas. Também ndo foi
detectado nenhum padrdo que pudesse corresponder a um
heterozigoto nos 95 individuos das trés ©populagdes
analisadas. Estes resultados indicam um sistema de
reprodugao predominantemente por autofecundacao,
provavelmente por cleistogamia, e uma taxa de fecundagdo

cruzada, se existente, muito pequena.

- Para o sistema MDH foi detectado um total de
sete bandas controladas, possivelmente, por trés locos.
Somente o loco MDH2 é& polimérfico, apresentando dois alelos,
sendo que o mais raro apresenta um padr&o idéntico ao do
controle (H. vulgare), com duas secundarias, engquanto o

alelo mais fregiiente apresenta apenas a banda principal.

- Para o sistema GOT foram detectadas oito bandas
controladas por, pelo menos, quatro locos. Somente o loco
GOT2 & polimérfico, com o alelo raro ocorrendo em somente

uma linhagem. Também foram encontrados dois individuos com
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um padrao com duas bandas em lugar das bandas do loco GOTZ,

aparentemente originados por alteragdes regulatoédrias.

Para o sistema SOD foram detectadas 18 bandas,
sendo nove catdédicas. Foram definidos nove locos, dois
deles, com certeza, polimdérficos: SOD2, com dois alelos e
atividade restrita A& raiz, e SOD8, com pelo menos gquatro
alelos e atividade no coledéptilo e raiz. SOD8 e SOD9
apresentaram diferengas regulatérias dentro da mesma

linhagem e no mesmo estddio ontogenético.

- Para o sistema EST foram detectadas 38 bandas,
sendo nove com atividade beta-esterédsica, 27 com atividade
alfa-esterdsica e duas bandas com ambas as atividades. Foram
definidos 11 locos, sendo dois polimérficos: EST7, com dois
alelos e atividade no coledptilo, raiz e endosperma, e
EST11, com dois alelos e atividade restrita a raiz e
endosperma. As bandas de EST11 apresentaram uma modificacgao
pés-sintese que alterou as suas mobilidades em um dos
tecidos analisados. Foram detectadas diferencgas regulatérias
dentro de uma mesma linhagem para os locos EST2, EST3, EST4,

EST5, EST9 e EST10.

- Foram detectadas diferengas na ativagdo de
bandas isoenzimdticas entre linhagens. Essas diferengas séo
possivelmente devidas a diferengas regulatérias entre as

linhagens que causam a ativagdo ou desativacdo dos genes
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estruturais que codificam as isoenzimas num determinado

estadio do desenvolvimento.

- Também foram observadas diferengas nos padrodes
isoenzimdticos entre individuos-irmdos de quatro linhagens.
Como estas diferengas ndo podem ser explicadas nem por
diferengas ontogenéticas entre os individuos analisados, nem
por segregagdo em genes reguladores ou modificadores,
sugere-se a possibilidade das mesmas serem causadas pela

ativagdo de elementos de transposigao.

- As médias da espécie para os trés pardmetros de
variabilidade intrapopulacional foram: A = 1,113, P = 0,16 e
H = 0,03. Foram utilizados 26 locos para o calculo de P,
excluindo-se o loco SOD8 nos célculos do A e H. As trés
populagdes analisadas foram muitos similares, apresentando
uma divergéncia genética média de 0,02 (com uma identidade

correspondente de 0,98).
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6. SUMMARY AND CONCLUSIONS

Hordeum euclaston is an annual, diploid (2n=14)
species, wild in Rio Grande do Sul, that shows a great
morphologic variability and is distributed in a large number
of habitats. The genetic wvariability of this species was
estimated in three natural populations from Campanha region,
state of Rio Grande do Sul, for four enzymatic systems:
esterases (EST) , superoxide dismutases (SOD) , malate
dehydrogenases (MDH) , and glutamate oxalacetate
transaminases (GOT). The analysis method used was horizontal

electrophoresis on poliacrilamide gels.

The intrapopulation genetic variability was
estimated from the number of alleles per locus (A),
proportion of polymorphic loci (P) and theoretical mean
heterozygosity per individual (H). The interpopulation
divergences and similarities were calculated according to

NEI (1972).

The results obtained can be summarized as follows:
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- The species germination mean, in Petry Dishes,
was 82.5%, with limits per plant of 33.0% and 100.0%, with
no significative differences among the populations. In
relation to the germination speed, the germination beginning
occurred, on average, on the 10th day after the sowing, with

limits per seed of 4 and 51 days.

- Forty-six progeny tests were carried out with no
detection of seggregation to any structural locus of the
isoenzyme systems analysed. The patterns of the 95
individuals from the three populations analysed did not show
any clue about the existence of heterozygous. These results
indicate a reproductive system predominantly autogamous,
probably by cleistogamy, and a crossed fecundation rate, if

not absent, too low.

- For the MDH system a total of seven bands was
detected, controlled possibly by three loci. Only the locus
MDH2 is polymorphic, with two alleles. The least common
shows a pattern identical to the controle (H. vulgare), with
two secondaries, while the most frequent allele shows just

the main band.

- For the GOT system eigth bands were detected,
controlled by, at least, four loci. Only the locus GOT2 is
polymorphic, with the least common allele occurring in just

one strain. Two individuals also showed a pattern with two
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bands, instead of the GOT2 bands , apparently originated by

regulatory alterations.

- For the SOD system a total of 18 bands was
detected, being nine cathodic. Nine loci were defined, with
two polymorphic: SOD2, with two alleles and activity
restricted to the root, and SOD8, with at least four alleles
and activity in both tissues (coleoptile and root). SOD8 and
SOD9 showed regulatory differences among the same strain and

at the same ontogenetic stage.

- For the EST system a total of 38 band was
detected, nine with beta-esterase activiy, 27 with alpha-
esterase activiy, and two with both activies. Eleven loci
were definide, being two of them polymorphic: EST7, with two
alleles and activity in all tissues (coleoptile, root and
endosperm); and EST11, with two alleles and activity
restricted to the root and endosperm. EST11 also showed a
post syntesis modification that alters the mobility of its
bands in one of the analysed tissues. Regulatory differences
were detected in the same strain in six loci: EST2, EST3,

EST4, ESTS5, EST9. amd EST10.

- Activation differences of isoenzymatic bands
were detected among strains. These diferences are possibly
originated by regulatory differences among the strains that
cause activation or repression of structural genes that

transcribe the iscenzymes at a given developmental stage.
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- Differences in the isoenzymatic patterns among
"sister-seedlings" of four strains were also detected. Since
these differences cannot be explained neither as ontogenetic
differences nor by segregation of regulator or modifier
genes, we suggest the possibility of they be caused by the

activation of transposition elements.

- The species means values for the three
intrapopulational genetic variability parameters were: A =
1.13, P = 0.16, and H = 0.03. Twenty-six loci were used to
calculate P, excluding the 1locus SOD8 in the A and H
calculations. The three populations analysed were very
similar, showing a genetic divergence mean of 0.02 (with a

correspondent identity mean of 0.98).
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