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RESUMO

Objetivo do presente trabalho foi estabelecer métodos de analise eletroforética para tecidos vegetais
de pupunha (Bactris gasipaes H.B.K.) que permitam a interpretacdo do padrédo da isoenzima 6PGD
em géis de amido e comparar os padrbes eletroforéticos de aloenzimas de tecidos vegetais de
plantas de pupunha. Utilizou-se de uma populacdo natural de pupunha da regido de Yurimaguas
(Peru) que apresenta auséncia de espinho e esta sendo utilizada pelos agricultores brasileiros para
producdo de palmito. Através da 6PGD (2 alelos) constatou-se que a populagdo de pupunha se
encontra em equilibrio de Hardy-Weinberg. A 6PGD foi padronizada e interpretada geneticamente,
sendo descrita pela primeira vez para espécie Bactris gasipaes H.B.K.

Palavras-chaves: pupunha, Bactris gasipaes H.B.K., 6PGD, isoenzima.

SUMMARY

The objectives of this work were to establish methods for isozyme analysis in starch gel
electrophoresis for vegetable tissue of the pejibaye (Bactris gasipaes H.B.K.), to compare
electrophoretic patterns of the isozymes, using of a pejibaye native population from Yurimagua (Peru).
The Yurimagua’'s population utilized for production by the Brazilian farmers. The pejibaye population
is in Hardy-Weinberg equilibrium through analysis for 6PGD (2 alleles). The 6PGD was used for
genetic analysis and was estudied for first time in Bactris gasipaes H.B.K. especies.
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1. INTRODUCAO

No Brasil séo diversas as palmeiras que proporcionam palmitos comestiveis e as
mais comercializadas, atualmente, correspondem as do género Euterpe: a jucara (Euterpe edulis
Mart.) e o Acai (Euterpe oleracea Mart.). Estas palmeiras apresentam 6tima qualidade de palmito e
sdo exploradas através do extrativismo de popula¢cdes naturais, ja que o ciclo vegetativo é bastante

longo, de cerca de sete a oito anos, desestimulando os plantios comerciais.



A pupunha (Bactris gasipaes H.B.K.) é uma palmeira de grande interesse econémico,
pois produz palmito de alta qualidade, sendo uma espécie ja domesticada, podendo ser cultivada
como uma cultura agricola racional e rentavel, por ser planta que se reproduz vegetativamente, da
qual o palmito pode ser extraido anualmente.

O objetivo do presente trabalho foi estabelecer métodos de analise eletroforética para
tecidos vegetais de pupunha (Bactris gasipaes H.B.K.) que permitam a interpretacdo do padrdo da
isoenzima 6PGD em géis de amido e comparar os padrées eletroforéticos de aloenzimas de tecidos

vegetais de plantas de pupunha.

2. MATERIAL E METODOS

As sementes, que deram origem as progénies, foram obtidas de plantas de
cruzamento aberto, colhidas de plantas individuais, sem selegdo, nativas da regido de Yurimaguas,
Peru (5°45’' S e 76°05’ W, 182 metros de altitude). Esta populagdo de pupunha esta sendo utilizada
pelos agricultores da regido de Ribeirdo Preto e demais regifes do Estado de S&do Paulo, assim como
em outros estados brasileiros, para a produc¢do de palmito, por apresentar uma alta freqiiéncia de
plantas sem espinho.

As mudas de pupunha utilizadas para andlise foram acondicionadas em sacos
plasticos, sob condicées naturais de mata, apresentando-se bem uniformes, sendo suas folhas
coletadas no momento da maceragao.

As maceracdes dos tecidos para extragdo de proteinas foram realizadas utilizando-se
almofariz e pildo de porcelana com areia lavada. Os tecidos eram macerados com 0,3 ml de tampéo
de extracgdo: : KHpoPO4 0,1 M, EDTA 0,001 M, 0,1 % de 2-mercapto-etanol e 2% PVP, acertado para

pH 7,2. As amostras, de 144 individuos da populacdo de pupunha, foram maceradas até que se
tornassem pastosas, o mais rapido possivel, sendo transferidas para uma placa escavada
previamente resfriada. Sendo as amostras aplicadas no gel de amido utilizando-se de pedacos de
papel de filtro (0,5 x 1,5 cm).

As amostras foram aplicadas no gel de amido de batata (Sigma — S4501), na
concentracdo de 12%. Foram utilizadas formas de acrilico, sob placas de vidro, que resultaram em
géis de 18 x 8 x 0,8 cm, aos quais foram aplicadas de 8 a 12 amostras. Utilizou-se como tampéao do
gel de: tris 0,0743M, &cido citrico 0,0056M com pH 8,7. Como tampéo dos eletrodos: acido borico
0,3M, NaOH 0,06M com pH 7,8. A condic¢&o inicial da corrida foi de 21 mA e 20V e final de 21 mA e
180 V (medidas diretamente nos géis), com duracao de 3 horas e 30 minutos.

Foram utilizados para revelacdo da 6PGD de 10 ml de tampéo de Tris-HCL 0,1M com
pH 8,0, 10 mg de fosfogluconato de sodio, 2 ml de MgCly, 5 mg de NADP, 15 ml de Agar 2%, 10 mg

de MTT e 1 mg de PMS.
Utilizou-se o teste de qui-quadrado e do teste exato pela cadeia de Markov, para
verificar se o niimero observado de individuos por classe genotipica, no loco, distribuia-se de acordo

com o numero esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg, hipotese de nulidade (Hg).



O célculo do qui-quadrado foi feito através do programa FREGEN (CABELLO e
KRIEGER, 1991). O teste exato foi realizado através do programa GENEPOP (RAYMOND e
ROUSSET, 1995), que se utiliza do método da cadeia de Markov para estimar o valor exato da
probabilidade (GUO e THOMPSON, 1992).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a 6PGD foi estudado um loco, cujo produto é de uma enzima tipicamente
dimérica (Figura 1). Em uma regido mais anddica dos géis (porcdo Z) foi também observada a
presenca de outro polimorfismo néo interpretado geneticamente.

Foram encontrados, na popula¢do, individuos homozigotos para o alelo denominado
a, observados nas amostras 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9 e 10. O alelo b s6 pdde ser identificado em individuos
heterozigotos. Individuos heterozigotos com o gendétipo ab estédo representados nas amostras 1 e 6
(Figura 1).

A enzima 6PGD tem sido examinada para varias espécies de plantas, sendo
encontrada para a maioria das espécies como uma enzima dimérica codificada por dois locos,
estando os produtos de um dos locos presente no citoplasma e o outro associado com plastidios.
MORETZSOHN (1995), estudando 6PGD, através de amostras de pdlen de Elaeis guineensis, Elaeis
oleifera e seus hibridos, encontrou padrdes bastante semelhantes aos descritos para Elaeis
guineensis, tendo observado a presenca de dois locos, um monomoérfico e outro polimérfico, com dois
alelos.

Obteve-se para o loco analisado a aderéncia ao equilibrio de panmixia, tanto para o
nivel critico de 1% como de 5% de probabilidade para a distribuigdo do qui-quadrado, como para o
teste exato, pela cadeia de Markov, apresentando probabilidade superior a 1%, demonstrando que a
populacgédo estd em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para analisar se a populacdo estd em equilibrio de Hardy-Weinberg utilizou-se
também o teste exato, pois 0 mesmo € desejavel quando se tem pequeno tamanho amostral ou
guando a amostra, apesar da magnitude, apresenta muitos genoétipos, sendo que para alguns
gendtipos a freqiiéncia é zero (GUO e THOMPSON, 1992).
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FIGURA 1 — Fendtipos observados para 6PGD, em amostras

de pupunha (Bactris gasipaes H.B.K.).

4. CONCLUSOES

As aloenzimas 6PGD apresentaram bandas bem nitidas, sendo um loco polimoérfico
bem caracterizado pelo presente trabalho podendo ser utilizado como marcador genético, em plantas
de Bactris gasipaes H.B.K.

Foi observado através do marcador 6PGD que a populacdo de pupunha, sob

condig¢Bes naturais, encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg.
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