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1. INTRODUCAO

A necessidade de uma descric¢ao precisa de novos cultivares foi acentuada pela
criacao de orgaos responsaveis pelo registro e patente desse material, principal-
mente em paises da América do Norte e Europa (U.S. Plant Variety Protection Act,
Swedisch Official Committee of Cultivars).

Um dos critérios de identificacdo amplamente aceito pelos 6rgaos de registro
citados, que nosultimos anos vem sendo cada vez mais utilizado, juntamente com os
critérios morfolégicos e agrondmicos, é a caracterizacdo de cultivares com base em
padroes eletroforéticos de proteinas, entre as quais algumas enzimas.

Pela eletroforese, evidencia-se a composi¢io protéica e enzimética do homoge-
nado de um tecido animal ou vegetal. Tendo, geralmente, como suporte um gel de
amido ou poliacrilamida, as moléculas contidas no homogenado sdo submetidas a
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um campo elétrico e migram diferentemente, de acordo como ponto isoelétrico, peso
e conformacdo. As formas moleculares multiplas de uma enzima (isozimas), bem
como as protefnas nao-enzimaticas, codificadas por diferentes genes, revelam-se
ento por técnicas bioguimicas de coloragéo. As proteinas sao produtos quase direto
da acio génica. Embora muitas sofram modificacoes pos-sintese, tais modificagoes,
por via de regra, podem ser reconhecidas. Portanto, através das proteinas pode-se
estimar o grau de variabilidade genética que ha entre os individuos analisados,
utilizando-as como marcadores na identificacéo deles.

Dessa forma, tém sido caracterizados cultivares de abacaxi, batata, cravo, cana-
de-aciicar, banana (14), ervilhas (13), rosas (7), aveia (1), cevada (4), arroz (6) e feijao
(12, 3, 5), somente para citar alguns.

Das amplas aplicagoes da eletroforese salientam-se:

— garantia da condi¢éo hibrida;

— deteccao da variabilidade genética nos cultivares, assim como misturas
mecanicas;

— utilizacdo de marcadores correlacionados com caracteristicas agrondmicas im-
portantes no direcionamento mais eficiente dos cruzamentos;

_ utilizacao de marcadores no célculo do Indice de Diversidade Genética entre
linhagens, visando a condugéo dos cruzamentos, em busca de heterose;

— indicacao do potencial de adaptagao das espécies e cultivares as variadas con-
dicoes ambientes, considerando a relagao entre variabilidade protéica e varia-
bilidade genética.

Este trabalho visou a determinacao dos padroes eletroforéticos para quatro
sistemas enzimaticos e protefnas soliveis em trés cultivares progenitores e quatro
linhagens de feijao-de-vagem. Com isso, pretendia-se estimar o grau de variabili-
dade entre os cultivares e contribuir com marcadores adicionais para identificacao
mais precisa das linhagens.

2. MATERIAL E METODOS

De um estudo dialélico em feijao-de-vagem de porte determinado, envolvendo
cinco progenitores, LEAL (8) e LEAL et alii (9) obtiveram diversas linhagens.

Para o presente estudo, foram selecionados, desse material, os trés progenitores
mais destacados, bem como as quatro melhores linhagens (F10), no que se refere a
arquitetura da planta, produtividade (niimero e peso de vagens/planta), peso médio,
comprimento das vagens, sec¢do transversal das vagens e freqiiencia de cavidades
interloculares.

Progenitores estudados: ‘Bush Blue Lake 274’ (BBL 274), ‘Green Isle’ (GI) e
‘Cascade’ (CAS).

Linhagens estudadas: 6204 (BBL 274 x CAS), 6163 (GI x BBL: 274), 6185-C (GI X
BEL 274)e 6185-CA (GI x BBL. 274).

Amostras de eixo embrionario e cotilédone foram obtidas de sementes coloca-
das para germinar em placas de Petri com algodao embebido em agua, mantidas no
laboratério. Amostras de plimula e hipocétilo foram obtidas de plantas crescidas
em vasos de barro com terra adubada, em casa de vegetacao. De cada cultivar ou
linhagem foram analisados, no minimo, 10 individuos para cada sistema enzimatico.

Sistemas enzimdticos estudados: PER (Peroxidase E.C. 1.11.1.7.), FAC (Fosfatase
Acida E.C. 3.1.3.2)), EST (Esterase E.C. 3.1.1.1), LAP (Leucino Aminopeptidase E.C.
3.4.1.1) e, também, padroes de PTN (proteinas soluveis ndo-enzimaticas). Foi utilizada
eletroforese horizontal em gel de poliacrilamida preparado em placas de vidro com
dimensodes de 17,0 cm X 15,0 cm X 0,2 cm. As solu¢es tampao, assim como as técnicas
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de revelacio, estiao descritas na literatura (Quadro 1). A revelagao de EST seguiu a
técnica descrita por SCANDALIOS (15), com a adi¢ao do substrato g Naftil Acetato,
juntamente com aNaftil Acetato, nas mesmas concentracoes.

Homogeneizagdo: Em solucdo tampéao semelhante a utilizada na preparacéio do
gel (Quadro 1): a) eiXo embrionario e cotilédone: tubos de plastico da Microfuge
Beckman n.° 152, com o auxflio de um bast4o de teflon, acionado por um homogenei-
zador FANEM. Apés a homogeneizacio, as amostras foram centrifugadas a 8000 xg
por 10 minutos; b) plumula e hipocétilo: placa de acrflico escavada com o auxflio de
um bastao de vidro acionado pelo homogeneizador FANEM. O processo de homo-
geneizacao de todas as amostras foi realizado a aproximadamente 4°C.

Apo6s a homogeneizagao, papéis de filtro Whatman n.° 3 (0,2 cm x 0,4 cm) foram
embebidos no homogenado e colocados em fendas feitas com o auxflio de um pente
de aluminio. A voltagem no gel, durante a separacéo eletroforética, foi mantida ao
redor de 10 V/em e a temperatura em torno de 4°C. A frente de migracio era formada
pelo corante azul de bromofenol.

3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

De acordo com os padroes eletroforéticos (Quadros 1 e 2), os cultivares e linha-
gens foram divididos em quatro grupos. Nem todos apresentaram um conjunto
proprio de padroes eletroforéticos que pudesse distingui-los dos demais, o que pode
ser atribuido: a) ao sistema de cruzamento da espécie; b) 2 base genética restrita dos
programas de melhoramento; c¢) 4 convergéncia seletiva devida ao processo de
escolha, que propiciou uniformidade genética.

Nao foi observada variacio intracultivar.

Dos trés cultivares parentais, somente o BBL 274 apresentou padrio unico em
PTN e LAP. Os demais (GI e GAS) apresentaram os mesmos padrées para todos os
sistemas enzimaticos e protéicos nao-enzimaticos estudados (Figura 1 e Quadro 2).
Nesse sentido, deve-se observar a pouca variabilidade encontrada entre esses pro-
genitores, no que se refere a peso por planta, nimero de vagens por planta, com-
primento das vagens, peso das vagens, numero de 6vulos e cavidade interlocular (9).

Num trabalho que envolveu a caracterizacao de 27 cultivares de feijao (Pha-
seolus vulgaris L.) amplamente utilizados em programas de melhoramento no
Brasil, foi também observada pouca variabilidade, com base nos marcadores enzi-
maticos estudados (5). Entretanto, sabe-se que, se o numero de marcadores é am-
pliado pela analise de sistemas enzimaticos adicionais, possiveis diferencas genéti-
cas podem ser detectadas.

A analise densitométrica, para deteccao de varia¢oes quantitativas entre dois
cultivares (verificada pela maior ou menor intensidade de coloragciao de uma mesma
banda presente em mais de um cultivar), pode também auxiliar na distin¢ao de
um nimero maior de cultivares. Entretanto, para isso, tormam-se necesséarias a de-
terminacio e a padronizacédo do contetido protéico presente nas amostras, antes
da separacao eletroforética.

Sabe-se que a introducio de alteracées no pH e na concentracao dos géis pode
evidenciar variabilidade adicional (11). De qualquer forma, o critério de caracteriza-
¢ao por eletroforese, quando adicionado aos morfologicos e agronémicos, torna
possivel, mesmo nos casos de pouca variabilidade, a distingao de um nimero maior
de cultivares e linhagens.

4. RESUMO E CONCLUSOES

Por meio de eletroforese horizontal, em gel de poliacrilamida a 6 e 7%, trés
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QUADRO 2 - Padroes eletroforéticos dos cultivares progenitores
e linhagens de feijao-de-vagem

Padroes eletroforéticos

Cultivares e linhagens

PER FAC EST LAP PTN
BBL 274 1 Z 3 6 9
GI 1 2 > 5 7
CAS 1 2 3 3 ¥
6204 (BBL x CAS) ik 2 3 5 7
6163 (GI x BBL) 1 2 4 5 8
6185 (GI x BBL) 1 2 ) 5 8
6185 CA (GI x BBL) il 2 S 5 8

cultivares parentais e quatro linhagens de feijao-de-vagem foram analisados quanto
aos padroes de Peroxidase (PER), Esterase (EST), Fosfatase Acida (FAC), Leucino
Aminopeptidase (LAP) e Protefnas Soluveis (PTN) encontrados nos diferentes
tecidos.

Para PER e FAC, todos os cultivares e linhagens apresentaram os mesmos
padroes. Com base nas variantes eletroforéticas encontradas em PTN e LAP, os
cultivares parentais foram divididos em dois grupos: 1) BBL 274 e 2) GI e CAS.
Quanto as linhagens, com base nos padrées de PTN, LAP e EST, verificou-se a
classificacdo de trés grupos: 1) 6204; 2) 6163 e 3) 6185C e 6185CA.

O fato de nem todos os cultivares e linhagens terem apresentado um conjuntode
padroes distinto dos demais deve estar relacionado: a) com o sistemna de reprodugio
daespécie; b) com a base genética restrita dos programas de melhoramento e ¢) com
a convergéncia seletiva.

5. SUMMARY

(ELECTROPHORETIC PATTERNS IN PARENT CULTIVARS AND DERIVED
BREEDING LINES OF SNAP BEANS (Phaseolus vulgaris L.)

Three cultivars and four derived breeding lines of bush type snap beans were
analysed by acrylamide gel eletrophoresis for peroxidase (PER), esterase (EST), acid
phosphatase (APH), leucine aminopeptidase (LAP) isozymes and protein (PTN)
content in several tissues.

For PER and APH, all cultivars and breeding lines showed the same pattern.
For PTN and LAP, the parental cultivars were divided as two groups: 1) BBL 274,
and, 2) GI and CAS. For PTN, LAP and EST, the breeding lines were separated as
three groups: 1) 6204; 2) 6163; and, 3) 6185-C and 6185-CA.
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FIGURA 1 - Padroes eletroforéticos de progenitores e linhagens
de feijao-de-vagem (P. vulgaris L.),

2 3 4 5 6 7 8 9

_ A mobilidade das bandas no gel € indicada pela es-
cala a esquerda do diagrama. A espessura das bandas no diagra-
ma indica a intensidade de coloragado no gel.
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The reasons for the small difference patterns observed between parent and
breeding lines are probably due to: a) pollination system; b) narrow genetic base;
and, ¢) selection pressure.
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