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Caracterizagao Isozimatica de Acessos de Bidens pilosaL.'
Oliveira, José Emilio 2.2, Casali, Vicente W. D.?
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RESUMO: Foi estudada a variabilidade isozimalica de sete acessos de picao (Bidens pilosa L.,
Asleraceae), obtidos nas altitudes de 5, 210, 475, GE5, 890, 1.005e 1.160 m (acessos A, B, C, D, E.F
e G, respectivamente), Os frutos desses acessos foram cultivados na altitude de 665 m, sendo
esludadas as plantas obtidas. Para as folhas e raizes (plantas com 21 dias), testaram-se sete sistemas
isozimalicos, obtendo Irés sislemas monomdriicos: isocilrato desidrogenase (IDH), leucina
aminopeptidase (LAP) e chiquimato desidrogenase (SKDH); trés polimorficos: fosfatase dcida (ACP),
esterase (EST) e peroxidase (PO); @ um sem resolugao satisfatéria; malato desidrogenase (MDH),
sendo obtida a melhor resolugao para as folhas nos sete sistemas. A analise conjunta dos sistemas
ACP, EST e PO permitiu separar individualmente os acessos A, B, D e G. Observou-se que nos
acessos extremos (A e G) as vaniagbes foram mais marcantes. O elevade numero de bandas
isozimalicas comuns a todos os acessos (27 das 35 bandas reveladas) pode ler favorecido a adaplagac
de B. pilosa a diversas altitudes.
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ABSTRACT: Isozyme Characterization of Accesses of Bidens pilosa L. It were studied the
variabilities of isozymes of seven accesses of beggarticks (Bidens pilosa L., Asteraceae) obtained al
5, 210, 475, 665, BAO, 1.005 and 1.160 m altitudes (accesses A, B, C, D, E, F and G, respectively).
These accessas fruits were grown at 665 m altitude, and the obtained plants were studied, Forleaves
and rools (21 days after emergence) it were tested the isozyme systems. From those systems three
were monomorphic: isocitrate dehydrogenase (IDH), leucine aminopeptidase (LAP) and shikimate
dehydrogenase (SKDH); three were polymorphic: acid phosphalase (ACP), esterase (EST) and
peroxidase (PO}. and one without a satislactory resolution, that is, the malate dehydrogenase (MDH),
A better resolution occurred for leaves in all systems. The analysis of the systems ACP. EST and PO
together, allowed for separaling individually the accesses A, B, D and G. It was observed that variation
ware more remarkable in the extreme accesses (A and G). The high number of the isozyme bands
which were common to all accesses (27 from 35 revealed bands) may have lavoured B. pilesa
adaplation to those diverse altitudes.

Key Words: Bidens pilosa, beggarticks, isozyme, polymorphism, altitude.

INTRODUGAO

Bidens pilosa L. (Asteraceae), conhecida
popularmente como picao ou picao-preto, possui
ocorréncia espontdnea onde ha intervencéo do
homem, devido a dispersao de seus frutos se
processar grudada a seus pélos cu vestes. Este
fato, possivelmente, levou esta espécie a habitar
diversas altitudes (desde o nivel do mar até aci-
ma de 3.000m de allitude) e seus dominios se
estenderem pelas regides tropicais e subtropicais
do globo (Strang et al., 1980; Lorenzi, 1982,
Bastidas et al., 1989).

Por onde ocorre possui emprego
medicinal, com uso inlerno e externo.
Internamente, as folhas, na forma de suco e cha,
sao usadas nos casos de ictericia e hepatite, ainda
na forma de cha sao usadas para inflamagdes da
garganta e diabeles. Externamente, em forma de
banho sa@o usadas para casos de hepatite, ja o
emplastro serve para aliviar inflamagdes,
abscessos e furinculos. Apresenta ainda
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propriedades estimulante, antiescorbutica,
sialagoga, odontalgica (principalmente a raiz),
desobstruente, antidisentérica, vermifuga,
vulnerdria, diurética e antileucorréica. Embora
lodas as partes da planta sejam empregadas, e
sobre as folhas que foi encontrado o maior ndmero
de referéncias para uso terapéutico (Strang et al.,
1980; Vasques et al., 1986). Diversas propriedades
loram testadas e comprovadas, como por exemplo,
a agédo colerética (Yomura et al., 1988).

O fato de B. pilosa L. ocorrer em diversas
altitudes pode indicar que esta espécie apresenta
vanabilidade em nivel bioquimico e/ou molecular.
No entanlo, para se detectar esta variabilidade é
necessario gue haja disponibilidade de marcadores
(Sakiyama, 1993). Existem varias técnicas de
detecgao destas variagoes, sendo a eletroforese
a mais simples. As polencialidades de se usarem
as isozimas decorrem também da capacidade
dessa 1écnica de detectar diferengas genéticas
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proximas ao nivel molecular do DNA (Peirce &
Brewbaker, 1973). Desta forma, algumas
informagdes basicas sobre a diversidade genetica
entre os acessos desta espécie podem ser obtidas
utilizando os marcadores isozimaticos.

A origem geografica das plantas
medicinais é de consideravel importancia devido
as variagoes sazonais e climaticas (Deans &
Svoboda, 1990). A adaptacao em diversas altitudes
poderia proporcionar variagdo quanto a sua
constituicdo genética e atividade fisiologica.
Possivelmente esta variabilidade determine
diferengas na produgdo de compostos medicinais.

O estudo das variagoes eletroforéticas de
enzimas tem sido de grande utilidade em
investigagdes de plantas silvestres. Quando
comparado a outros caracteres tradicionais, 0os
fendtipos isozimaticos apresentam as seguintes
vantagens adicionais (Alfenas et al.,, 1991):
permitem a andlise de varios locos
simultaneamente; permitem a identificagéo dos
heterozigotos, com o© comportamento
codominantes dos alelos nos locos; quantificam a
variabilidade genética em um nivel mais proximo
do DNA, pois constituem um produto direto da
agdo génica. A aplicagdo contribui com
informagdes para os mais diferentes aspectos,
coma por exemplo: a diferenciagao geografica de
populagbes dentro de espécies (Diggle et al.,
1998), a relagéo entre varnabilidade isozimatica e
caracteristicas de interesse (Lebot & Levesgue,
1996).

A andlise eletroforética de isozimas
consiste na separagao de moléculas enzimaticas,
por sua carga elétrica, tamanho e forma, pela
migragao em um meio suporte utilizando tampdes

adequados. Na anadlise isozimatica uliliza-se 0
extrato bruto de diversos lecidos, tais como, folha,
raiz, fruto, elc., que sao macerados a baixa
temperatura (Alfenas et al., 1991).

De acordo com o levantamento
bibliogréfico realizado, observou-se que o uso de
marcadores isozimaticos no estudo de plantas
medicinais é recente e lem sido pouco explorado
(Carapetian et al., 1994; Lebot & Levesque, 1996;
Pramanik & Raychaudhuri, 1997).

Pelas potencialidades como medicinais
que t&ém algumas plantas que nao sao cultivadas,
como B. pilosa, faz-se necessario realizar estudos
que permitam o uso racional no futuro. Portanto,
este trabalho tem como objetivo caracterizar, por
meio de isozimas, sete acessos de Bidens pilosa
oriundos de altitudes diferentes.

MATERIAL E METODO

Os aquénios de B. pilosa foram obtidos
de plantas que ocorriam naturaimente em sete
altitudes diferentes, desde o nivel do mar ate
1160m, a intervalos de aproximadamente 200 m
de altitude (Tabela 1). Para o trabalho, cada altitude
foi representada por aquénios de uma unica planta
(acesso). Estes aquénios foram coletados em
agosto-setembro/95. Os acessos foram
identificados por ordem alfabética crescente de
acordo com as altitudes. As exsicatas de cada
acesso foram identificadas por Selma Maria
Sarmento Verardo, do Departamento de Botanica
da Universidade Federal de Juiz de Fora e se
encontram depositadas, sob os nimeros CESJ
28699-28701 e 28704-28709, no Herbério (CESJ)
da mesma instituigao.

TABELA 1 - Local, habitar e altitude de coleta dos sete acessos de Bidens pilosa L. 19395

Identidade dos Acessos Local de Coleta

Habitat de Coleta Altitude (Metros)

A Sao Gongalo (RJ) Terreno baldio o

B Leopoldina (MG) Milharal 210

C Ponte Nova (MG) Horta 475

D Vigosa (MG) Milharal E65

E Canad (MG) Cafezal 890

F Oure Preto (MG) Quintal 1.005
G Barbacena (MG) Jardim 1.160

O experimento foi instalado na area
externa & Casa de Vegetagao situada no Campus
da Universidade Federal de Vigosa (UFV), em
ambiente ensolarado estando todos os acessos
nas mesmas condigdes, A semeadura dos
aquénios de cada acesso foi realizada dia
11.12.1995, em recipientes plasticos de 300 mL,
utilizando como substrato sclo, areia e esterco,
na proporgao 3:1:1, sendo estudadas as plantas
obtidas. Apds 21 dias do plantio, retiraram-se
cerca de 100mg de folhas e raizes das regides
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apicais das plantas de cada acesso, que foram
imediatamente maceradas em almofarnz, iniciando
as andlises no Laboratério de Melhoramento de
Hortaligas, do Departamento de Fitotecnia da UFV.
Para a corrida eletroforética utilizou-se duas
plantas de cada acesso por gel e, num total de
cinco géis, cada acesso foi representado por dez
plantas. O extrato foi absorvido em “wicks” (tiras
de papel cromatografico Whatman 3M, medindo
1,4 x 0,3 cm) e aplicados nos géis. Realizou-se,
em temperatura de 4°C, uma pré-corrida de 30
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minutos, a 150 V, apds esse periodo, retirgu-se
o0s “wicks" e retomou-se a eletroforese, agora em
300V, permanecendo assim até o final da corrida.
Empregou-se a eletroforese horizontal conduzida
em géis de amido hidrolisado (Sigma) e de milho,
a 12%. No preparo dos géis foram utilizados 42 g
de amido e 350 mL de solugao-tampéo (descrita
na Tabela 2), sendo o tempo de cozimento de
guatro minutos para amido hidrolisado e cinco
minutos para o amido de milho. Foram analisados
0s sisternas isozimaticos fosfatase acida (ACP),
esterase (EST), peroxidase (PO), isocitrato
desidrogenase (IDH), leucina aminopeplidase
(LAP), chiguimato desidrogenase (SKDH) e malato
desidrogenase (MDH). Os sistermas tampao gel/
eletrodo utilizados loram os propostos por Shaw
& Prasad (1970), Brown (1378) e Soltis el al. (1983)
e se encontram na Tabela 2, Terminada a corrida.
os geis foram fatiados e coloridos. O procedimento
de ccloragdo de IDH, LAP e SKDH foi 0 método
proposto por Soltis et al. {(1983); de ACP loi o de
Hildebrant et al. (1980); e de EST foi o de Amaral
Junior et al. (1994). Modificagbes protocolares
foram introduzidas visando obter resolugéo
satistatéria em MDH e PO. A solugao
para coloragdo de MDH foi obtida pela adigao de
15mg de NAD+, 1mg de PMS, 15mg de MTT, 5mL
de Na-L malato a 0,1M (pH 7,0}, 2,5mL de NaCN
01M, 7,5mL de tampao Tris-HCI 0,5M (pH
resolugdo salisfatdria em MDH e PO. A solugao
para coloragao de MDH foi abtida pela adi¢ao de
15mg de NAD+, 1mg de PMS, 15mg de MTT,
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7.1) e 35ml de agua destilada. A coloragao para
PO constituiu-se de 50mL de 3-amino-8-elil-
carbazole, 2,5mL de Dimetillormamida {DMF),
95mL de tampéo acetato de sdodio 0,05 M (pH 5),
2mlL de CaCl, 0,1 M e 2mL de H,0O, em 3%. Para
revelagao dos sistemmas ACP, EST, IDH, LAFR,
SKDH e MDH, foi colocada a cuba com os géis
em uma estufa a 37°C, no escuro, engquanto para
os sistema PO o gel foi submetido a 4°C, em
refrigerador, até a revelagéo das bandas, que
ocorria em uma hora, aproximadamente. Apos a
revelagao, procederam-se ao descare da solugao,
a lavagem dos géis em Agua correnle e, em
seguida, a sua fixagao em solugao de glicerina
10%, por cerca de 12 horas, em refrigarador, a
aproximadamente 4°C. Apds adquirirem
consisténcia, os géis foram secos pelo “meétodo
do baslidor”, descrito por Alfenas at al. (1991),
Para a elaboragdo dos zimogramas denominou-
se a banda de maior migragao como banda1ea
regido de maior migragac como regiao a (uma
regiao nao necessariamente corresponde a um
loco). Para a mobilidade relativa (Mr), a banda de
maior migrag¢ao recebeu o valor 1,0; para as
demais, seguiu-se a equivaléncia até a ongem,
1endo aesta o valor zero. O conjunto de bandas de
diferentes mobilidades eletroloréticas, em suas
posigdes, para os respeclivos acessos foi
denominado de padrao.

TABELA 2 - Solugdes-tampéo ulilizadas no preparo do gel para eletroforese dos acessos de Bidens pilosa

L. Vigosa-MG, 1985

Tampéo do Betrodo Tampao do Gel Erwima _ Resolucio (') Referéraa
Fdha Raz

Tris {0,136M) 16,369 Sdugctarpaododefrodo 6670ML ACP + +  SHAW & PRASAD (1970)
Adido citrico (0,043M) 904g  Aguadestilada 10000t IDH + .
Agua destilach 1.000,00mL MOH -

pH7,0 pH7,0
Aado banco (0.3M 1856g  Addo bdrico (0.0GM 1869 ACP i SHAW & PRASAD (1970)
NaOH (0.012M) 200g  NaOH (0012w 0489 EST -
Aga destilada 1.00000mL  Agua destilada 100000 LAP -

pH8o pHBS
Aado bnco (0,3M) 18559  Tns(0.015M 184g ACP + = SOLTIS atd. (1953)
NaOH (0, 1M) 400g  Addo oitico (0,004M) 0699 EST + +
Aga destilaca 1,000 Aga destilada 10000m. AP + +

pHB6 pH78
Aado aitiico (0,400M) Hstidna-HO (0.005M) 1069 IDH = SOLTIS eta. (1963
Tris-HQ (1,0M) Ttdepara  L-hisidna-HQ (1,0M MDH =

Titule NaOH (1,0M) SOH 4

- pH7.0 pH7.0
Aado aitrico (0,05M) NaOH (0.1M) 400g ACP + - BROWN (1978)
Tris (0, 1900 Agdo borco (0,3M 18559 EST + =
Agadedilada (qsp) 280000mL  Agadedtiada(gsp) 1.0000mL  LAP +

pHE 13 pHE7 PO +

(*) Resolugdo: + = atividade e resolugdo boa, + = atividade aceitavel e resolugao regular e — = atividade

aceitavel, mas resolugao baixa.
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RESULTADO E DISCUSSAO

Os sistemas-tampdo mais adequados
para os tecidos testados de B. pilosa foram os
descritos por Soltis et al. (1983) e Brown (1978).
Verificou-se que as bandas reveladas no sistema
descrito por Brown (1978) apresentaram menor
mobilidade, mantendo-se mais unidas, em
comparagdo com as reveladas por Soltis et al.
(1983).

Nos sistemas isozimaticos testados
detectou-se apenas atividade anodal. As folhas
jovens da por¢do apical apresentaram, em geral,
bandas mais nitidas que as raizes. No tecido
radicular foram formados padrdes e grupos
semelhantes aos das folhas, na maioria dos
sistemas revelados. No entanto, em EST, o padrao
€ 0s grupos formados pelo tecido radicular
diferiram da folha, por isso foram representados
05 dois padrOes para esse sistema.

Nos sistemnas isozimaticos ACP e IDH, a
melhor resolugao foi obtida com geéis de amido de
milho (Maizena). Este meio-suporte & mais barato
que o amido hidrolisado e ja havia sido ulilizado,
com resultados satisfatorios, na investigagao de
polimorfismos isozimaticos em moranga
(Cucurbita maximalL.) (Amaral Junior et al., 1994).
Nos demais sisternas, 0 amido hidrolisado (Sigma)
foi o melhor suporte. As resolugées obtidas em
cada sistema encontram-se na Tabela 2.

A avaliagéo dos fendtipos isozimaticos foi
realizada por meio de zimogramas, com a
representagdo de bandas em fungao das
distancias de migragdo, espessura e intensidade.
Os padroes obtidos encontram-se indicados como
I, I ou lll, dispostos na base do zimograma.
Bandas que apresentavam mobilidades
eletroforéticas proximas foram, em alguns casos
(EST, LAP e SKDH), designadas como regides
para facilitar a analise do zimograma.

O sistema malato desidrogenase (MDH),
apesar de mostrar atividade, ndo apresentou
resolugdo salisfatéria, sendo por isso
desconsiderado neste trabalho. Dentre as enzimas
analisadas, ACP, EST e PO apresentaram
polimorfismo, enquanto IDH, LAP e SKDH
mostraram-se monomorficos nas condigoes
testadas. A enzima LAP apresentou boa resolugao
em dois sistemas e para os dois tecidos testados
(Tabela 2).

A sistema ACP apresentou boa resolugao
para os tecidos foliares e radiculares, com melhor
resolugdo para as folhas. Na FIGURA 1, pode-se
notar a presenga de trés padrées, revelando 10
bandas, com mesma espessura, conforme visto
no padrao |. Segundo Alfenas et al. (1991), a ACP
pode apresentar atividade na forma monomeérica
e/ou dimérica. Comparando o padrao | com o llI,
pode-se nolar a presenga da banda 1 de maior
migragéo presente apenas no padrac |. Em todos

ACP EST (folha) EST (raiz) PO (folha)
Mr Mr
Sl Y (+) (+)
21D — 1.0 s -lnegiﬁn 1,04 = I=.!Regifm 104 o
Acp-1 - a =l a -
R =L . 08" Regido 08] ™ 0.8.
—— = | Acp-2 e o] Y - Reiiﬁo
0.6 0 0,64
_— = e | ACp-3 564 06 = o
_—— = | Acp-4
04] = = = |Acp-5 04 0.4 0.4,
0.2. 0,24 0,2 0,24
0t oo 0 o - ) DEDE 3 B sk
- I 1 m ey &8 ey ¥ W o

FIGURA 1 - Padrées de bandeamento da ACP, EST e PO, obtidos por eletrolorese em gel de
amido, do tecido foliar e radicular de sete acessos de Bidens pilosa L., com a
respecliva mobilidade relativa (Mr). Vigosa-MG, 1995.
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os padroes foi encontrada a banda 2, que possula
mesma intensidade que a banda 1, indicando ser
esta enzima monomérica e estar em heterozigose
no padrao | e em homozigose nos demais, para o
loco Acp-1. Este padrdo presenga/auséncia de
bandas também péde ser notado no loco Acp-3,
nas bandas 5 e 6, sendo estas de mesma
intensidade de coloragdo e de espessura.
Adotando a atividade enzimatica na forma
monomérica para ACP e observando a auséncia
da banda 5 apenas no padrao lll, pode-se
considerar que o loco Acp-3 estava em
homozigose no padrao Ill e em heterozigose nos
padroes | e ll, que apresentavam as bandas 5 e 6.
0Os demais locos foram monomérficos com duas
bandas cada, caracterizando-se, desse modo, a
heterozigose em todos os locos desses acessos,
Este elevado numero de bandas seria esperado
na especie em foco, por ser polipléide (Matsumoto

23

& Marin-Morales, 1996). O compocrtamento
monomérico desta enzima fol detectado também
por Irwin & Abbott (1992), estudando um hibrido
natural tetrapléide de Senecio vulgaris e S
squalidus (Asteraceae).

Na Tabela 3, se encontram distribuidos
0s acessos nos trés padroes. Os padrdes | €
lIforam obtidos nos acessos A e G, extremamente
contrastantes quanto as altitudes de coleta,
respectivamente ao nivel do mar e a 1.160 m. O
padrao |l esteve presente nos demais acessos.

A ocorréncia e a manutengao de multiplas
formas moleculares em populagdes naturais
permitiram a especulagao de relativa homeaostasia
e heteroses (Peirce & Brewbaker, 1973). A sele¢ao
natural pode ser esperada em niveis, locos e
populagbes diferentes. A vantagem do heterozigoto
pode manter a variabilidade genética (Gottlieb,
1971)

TABELA 3 - Grupos formados pelos sete acessos de Bidens pilosa L. que revelaram mesmo padrao nos
sistemas isozimaticos polimorficos, ACP, EST e PO, na andlise de tecidos foliar e radicular.

Vigosa-MG, 1995.

Sistema isozimatico Padrao Acessos

| A

ACPF (folha) I B.C,D.EF
1 G

EST (folha) I A C,DEFG
] B

EST (raiz) I B,C,E FG
I A D

PO (folha) | A.B.C,D.E.F
] G

O sistema EST expressou-se em todos 0s
tecidos, com atividade enzimatica na raiz bem
menor, em decarréncia de gque a coloragdo das
bandas apresentou-se mais clara quando
comparada com a das folhas (Tabela 2). Cinco
bandas foram observadas nas folhas e seis nas
ralzes (FIGURA 1). Os padrbes obtidos das folhas
agruparam acessos distintos das raizes (Tabela
3). Em ambos os tecidos foram reveladas duas
regides (ae b). A regiac b apresentou-se invariavel
para ledos 0s acessos, e a regiao a exibiu
pelimorfismo, possibilitando dois padroes para
ambos o0s tecidos, com grupos distintos.

O tecido foliar apresentou na regiao a a
diferenciagédo de dois padrées (FIGURA 1), com
os respectivos acessos (Tabela 3). Essa regiao
foi composta de duas bandas, que diferiram em
razao da espessura e coloragdo. O padrao |
apresentou a primeira banda com menor
espessura e coloragao que a segunda; no padrao
Il, observou-se o inverso. Os padroes permitem
separar 0o acesso B dos demais, como visto na
Tabela 3. A regido b foi invaridvel em todos os

acessos, revelando trés bandas de igual espessura.
As bandas 3 e 4 apresentaram coloragao mais
intensa que a banda 5.

No tecido radicular, a regido aapreseniou
polimorfismo de presenga/auséncia de bandas
(FIGURA 1). Nessa regidao, a banda 1 se
encontrava presente somente no padrao | e a
banda 3, no padrdo Il. A intermediaria (banda 2)
eslava presente nos dois padrdes. Todas as bandas
da regido a tinham coloragdo e espessura
semelhantes. A regido b foi invariavel para todos
0s acessos, revelando trés bandas mais espessas
do que a regido a e a banda intermediaria com
maior coloragao.

Essa variagao ocorreu nas isozimas em
razdo do grau de ploidia, revelando-se no gel com
maior numero de bandas ou com aumento da
intensidade e da espessura delas causado pela
dose dos alelos presentes (Gottlieb, 1982). Em
espécies polipldides como trigo e centeio, foi
possivel detectar algumas bandas de eslerase de
coloragéo e espessura diferenciadas, mas com
mesma mobilidade (Salinas & Benito, 1985).
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Bidens pilosa, como citado por Matsumoto &
Marin-Morales (1996), possui diferentes graus de
ploidia,

A resolugdo da PO foi apenas regular nos
tecidos foliares do apice caulinar (Tabela 2). Foi
obtida apenas uma regidao, com duas bandas
caracterizando dois padrdes (FIGURA 1). O
padréo | reuniu a maioria dos acessos (Tabela 3)
e apresentou apenas a banda de maior migragéo
{(banda 1). O padrao |l representou acesso
individual (acesso G) e apenas a banda de menor
migragao (banda 2). Pode ser suposto que os dois
padrées estdo em homozigose, tratando-se de
alelos diferentes, em decorréncia das diferentes
migragdes. Os padrdes obtidos (bandas rapidas/
bandas lentas) e o pequeno numero de bandas

IDH (folha ¢ raiz)

M

TN (+) o

1.0 PR 1.0 o
— —

0.8 0.8 i

0.64 0.6

0.4 0.4

0,24 0.24

=) (=)

LAP (folha e raiz)

i Regido b

foram semelhantes aos encontrados por Amaral

Junior et al. (1994), para tecidos foliares de
moranga. Apesar disso, ndo se descartou a
possibilidade de ndo separagdo das bandas
observadas em cada padrao, uma vez que a
enzima peroxidase é formada por um complexo
enzimatico (Scandalios, 1969).

Os sistemas enzimaticos ACP, EST e PO
sao muito utilizados como marcadores, gragas ao
seu frequente polimorfismo, e por compreenderem
complexos multienzimaticos, com atuagao em
diversas rotas metabdlicas (Alfenas et al., 1991).

Nos sistemas monomérficos IDH, LAP e
SKDH detectou-se, respectivamente, trés, quatro
e cinco bandas (FIGURA 2).

SKDH (folha)

Mr
(+)
1.0
Regido a = | Regiio a
0,84
—
0_6.. — Rt:liob
T
0.4
0.2
o L.

FIGURA 2 - Padrdes de bandeamento da IDH, LAP e SKDH, obtidos por eletroforese em gel de amido, do tecido foliar e
radicular de sete acessos de Bidens pilosa L., com a respectiva mobilidade relativa (Mr). Vigosa-MG, 1995,

O sistema IDH apresentou a banda
intermediaria com maior espessura e coloragao
que as demais. Nesse sistema houve a mesma
mobilidade relativa (Mr) para folha e raiz,
entretanto esta ultima apresentou maior atividade
enzimatica.

Para esse sistema, pode-se supor, com
grande possibilidade de acerto, a presenga de um
loco em heterozigose. Essa afirmagédo pode ser
corroborada pelo fato desta enzima em milho ser
codificada por dois locos génicos nao ligados,
cujos produtos interagem e formam enzimas
hibridas intra e interlocos (Goodman et al., 1980).
Também, em cultivares de soja (Glycine max
Merrill), esta enzima foi codificada por genes
duplicados (Gottlieb, 1982). Ademais, ©

comporiamento semelhante para os sete acessos
pode ser devido ao fato de a enzima isocitrato
desidrogenase estar ligada ao ciclo de Krebs, que
exerce fungao primordial no metabolismo vegetal,
e a respiragao celular (Taiz & Zeiger, 1991); a
selecao ndo se processa sobre mecanismos vitais
da planta, para assegurar-lhe a sobrevivéncia.
Diferentes padrbes isozimaticos foram obtidos por
Lefévre & Charrier (1993) em mandioca (Manihot
esculenta Crantz), e o polimorfismo encontrado
no loco Idh-B foi atribuido & heterogeneidade de
germinagao das sementes de mandioca (30 a 90%
de germinagdo). A diferenga na germinagao
possivelmente se relacionou ao processo
respiratério do qual essa enzima participou.
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Oliveira et al. (1996) avaliaram a faxa de
germinagao dos acessos de B. pilosa utilizados
neste estudo e obtiveram alta taxa de germinagéo
(74 a 99%). O padrao monomorfico desta enzima
ocorreu lambém em acessos de acgafroa
{Carthamus tinctorius L., Asteraceae) de diversas
origens geograficas (Carapetian et al., 1994).

O sistema LAP apreseniou boa resolugéo
nos tecidos foliares e radiculares e, sob idénticas
condigées, apresentaram a mesma mobilidade e
guatro bandas monomorficas de mesma
espessura, mas com coloragbes diferentes,
possibilitando a divisao em duas regiGes: a regiao
a, com irés bandas equidistanies de mesma
intensidade de coloragdo; e a regiao b, com
apenas uma banda de coloragao menos intensa
que a das demais (FIGURA 2).

O sisterna SKDH revelou duas reqibes
(FIGURA 2). Na regiao a ocorreram duas bandas
de coloragao e espessura mais acentuadas que
as da regiao b. com a banda 1 mais espessa que
a banda 2. Na regiao b, as trés bandas
apresentaram espessura e coloragdo iguais,
mostrando-se equidistantes. Essa caracterislica
monomorfica da SKDH pode ser adaptativa, por
esta enzima estar envolvida no metabolismo
secundario (rota do chiquimato) e na sintese de
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compostos de delesa da planta (Taiz & Zeiger,
1991.

A andlise dos sistemas isozimaticos
polimorficos (Tabela 4) permitiu a separagao dos
sele acessos em quatro padrdes individuais:
padrdes A (Sac Gongalo - RJ), B (Leopoldina -
MG), D (Vigosa - MG) e G (Barbacena - MG). Os
acessos de altlitudes exitremas (A e G)
apresentlaram as variagbes mais marcantes, sendo
o acesso G o mais diferente, caracterizado
individualmente pelos sistemas ACP e PO.

Considerando finalmente todas as
isozimas, foram reveladas 35 bandas nos seis
sistemas evidenciando que em apenas oito bandas
houve polimorfismo (Tabela 5). A permanénc:a
da maioria das bandas monomarficas parece
indicar a variabilidade genética que caraclernzana
a grande adaptacdo dessa espécie as diversas
altitudes. Além disso, caracterizaria a ampla
capacidade de resposta aoc ambiente, sendo esta
atribuida & producao de compostos quimicos pelo
metabolismo secundario. Esses compostos sdo de
interesse medicinal para o homem, o que pode
evidenciar o seu uso generalizado por onde ocorre.
Tais compostos, como o 6leo essencial, serao
posteriormente analisados para estes acessos.

TABELA 4 - Resumo dos sistermnas enzimaticos polimarficos testados em sete acessos, de diferentes
altitudes, de Bidens pilosa L. Vigosa-MG, 1995

ACESS0S Padrbes
ACP EST-Folha EST-Raiz PO

| 1l 1] | Il | 1l | 1]
A X X x X
B X X X X
c X X X X
o X X X X
E X X X X
F X X X X
G X X X ®

TABELA 5 - Resumo dos sistemas enzimaticos testados em sete acessos de Bidens pilosa L. de diferentes

altitudes. Vigosa-MG, 1995

Sistemas Numero de Bandis Grupos Distintos
Tolais Polimarficas
ACP 10 2 3
EST-felha 5 2 2
EST-raiz 6 2 2
PO 2 2 2
IDH 3 0 0
LAP 4 0 0
SKDH b 0 0
Total 35 8 9
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