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CARACTERIZAQiO PRELIMINAR DE Amaranthus
hybridus L. E Amaranthus viridis L.
ATRAVES DE ISOENZIMAS

ANGELA MARIA MALUF'
PAULO SODERO MARTINS?

RESUMO: Através da técnica de eletroforese de
gel de amido com migragdo horizontal, pode-se
observar que para esterase, apenas o Amaranthus
hybridus tipo verde apresentou variag¢do, na
forma de presenga ou auséncia da banda na posi-
¢do 0.7. Por outro lado, para peroxidase, para
todas as espécies e Dbidtipos (A.viridis e
A.hybridus tipo verde e tipo roxo) houve varia-
¢do no padrao de bandas. Através da existéncia
de bandas comuns as duas espécies, pode-se de-
tectar evidéncias de hibridagdo e introgresséac
entre elas.

Termos para Indexacdo: eletroforese, isoenzima,
esterase, peroxidase, Amaranthus, hibridacéo,
introgresséo

PRELIMINARY CHARACTERIZATION OF Amaranthus
hybridus L. AND Amaranthus viridis L.
THROUGH ISOZYMES

ABSTRACT - Through starch gel electrophoresis
with horizontal migration, Amaranthus hybridus
green biotype was the only accession to show
variation in esterase patterns, with presence
or absence of a band in position 0.7. On the
other hand, all species and biotypes (A.viridis
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and A.hybridus green and purple biotypes)
showed variation 1in banding patterns for
peroxidase. Through the existence of common
bands to both species, one could detect
evidence for hybridization and introgression
between them.

Index Terms: electrophoresis, isozyme,
esterase, peroxidase, Amaranthus,
hybridization, introgression.

INTRODUGAO

A presenga de variabilidade genética
dentro da espécie & que torna possivel sua
adaptacdo as mudangas ambientais e permite sua
evolugdo. Esta variabilidade, existente em po-
pulagdes naturais, vem sendo atualmente estuda-
da através da extracgdo e andlise da mobilidade
de proteinas soliveis, particularmente enzimas.

Além disso, tem-se dado énfase a
identificagdo de espécies, variedades e culti-
vares de plantas através da andlise enzimatica
usando a técnica de eletroforese (DAMANIA et
alii, 1983; COLLINS et alii, 1984; ATKINSON et
alii, 1986; HUSSAIN et alii, 1986 e 1987). Tem-
se também procurado relacionar padrdes de va-
riagdo eletroforética com variacdo morfolégica
da planta (MARTINS & JAIN, 1980; RITLAND &
JAIN, 1984; SCHWAEGERLE et alii, 1986; MARCON,
1988) .

Em Amaranthus, alguns trabalhos foram
realizados usando a eletroforese para o estudo
do polimorfismo em diversas populacdes e espé-
cies. JAIN et alii (1980) observaram altos ni-
veis de polimorfismo morfolégico nos
Amaranthus cultivados da India, tanto do tipo
de folhas como de grdos, contrastando com locos
alozimdticos monomérficos. Encontraram polimor-
fismo apenas para os locos de esterase, engquan-
to que os 1locos para A&lcool desidrogenase
(ADH) , leucina aminopeptidase (LAP), fosfatase
acida (ACPH) e glutamato oxaloacetatc * 1sami-
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nase (GOT) mostraram-se monomdrficos. No entan-
to, os alelos alozimdticos fixados distinguiram
consistentemente os tipos de folhas dos de
graos.

Através da andlise de nove sistemas
enzimdticos, HAUPTLI & JAIN (1984) verificaram
que trés espécies domesticadas de Amaranthus
(A.caudatus, A.quitensis e A.retroflexus) estio
geneticamente mais préximos entre si do que com
relagcdo aos seus pretensos progenitores com
habito colonizador. 1Isto parece indicar um
Gnico evento de domesticacdo envolvendo
A.hybridus como ancestral comum, e ndo trés
eventos separados envolvendo cada uma das
espécies. Observaram também, algumas evidéncias
de introgressdo recente e/ou segregagao de
hibridos de espécies cultivadas e colonizadoras
entre A.caudatus e A.retroflexus. As populacgdes
dos amarantos graniferos do centro de origem do
Novo Mundo apresentaram padrdes de variacgéo
isoenzimdtica que sugerem que, a maior parte
das variedades locais & uma mistura de gendéti-
pos altamente homozigotos (HAUPTLI & JAIN,
1983) .

ZANGERL & BAZZAZ (1984a), encontraram
respostas diferenciais na germinagdo de semen-
tes de gendtipos de A.retroflexus homogéneos
para o loco da fosfoglucoisomerase (PGI). Quan-
do estes gendtipos foram submetidos a quatro
ciclos de seleg¢do sob diversos tratamentos de
estresse ambiental (densidade de plantas, den-
sidade de competidores e umidade do so0lo0)
ZANGERL & BAZZAZ (1984a) verificaram que, ape-
sar da divergéncia destas populagdes experimen-
tais com o estoque original, em uma ou mais
caracteristicas fisioldgicas, morfoldgicas ou
eletroforéticas, foi encontrada pequena diver-
géncia no comportamento ecoldgico.

O presente trabalho teve por objetivo
determinar os padr&es de migragdo isoenzimati-
ca, para esterase e peroxidase, em Amaranthus
viridis L. e em dois biétipos de Amaranthus



26 ANAIS ESALQ, Piracicaba-SP 48:23-39, 1991.

hybridus L. (tipo verde e tipo roxo), para de-
tectar evidéncia de cruzamento entre as espé-

cies.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboraté-
rio de Genética Ecolbégica do Departamento de
Genética da ESALQ/USP, em Piracicaba.

Foram utilizadas duas espécies de
Amaranthus L., A. viridis L. e A. hybridus L.,
sendo que esta Gltima espécie apresentava dois
biétipos distintos (planta verde e planta ro-
xa) . As coletas foram realizadas em cinco lo-
cais, sendo que no local 1, duas espécies esta-
vam associadas (A.viridis e A.hybridus tipo
verde) ; no local 2, ocorria A.viridis e os dois
biétipos de A. hybridus (tipo verde e tipo
roxo) e nos locais 3, 4 e 5, ocorria apenas o
biétipo verde de A.hybridus. As espécies, lo-
cais de coleta, época de coleta de sementes e
nimero de individuos coletados e amostrados
encontram-se na Tabela 1.

Para identificar os materiais no de-
correr do trabalho, cada um deles recebeu uma
sigla com duas letras (iniciais da espécie) e
um nGmero que se refere ao local da coleta. No
caso da espécie de A.hybridus, a sigla contém
ainda a letra v ou r, indicando o biétipo verde
ou roxo, respectivamente.

O namero de individuos amostrados foi
inferior ao nGmero de individuos coletados
devido & ocorréncia de dorméncia nas sementes,
O que provocou uma baixa germinagdo das mesmas.

Foi utilizada a técnica de eletrofo-
rese de gel de amido com migrag¢do horizontal,
para detectar o nivel de variagdo isoenzimica
existente entre os individuos das oito popu-
lagdes de Amaranthus, descritas na Tabela 1,
para dois sistemas enzimaticos, esterase e
peroxidase. Testes preliminares indicaram a
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inexisténcia de atividade enzimdtica para cata-
lase e malato desidrogenase nos materiais estu-
dados.

Para a confecgdo do gel, de espessura
de 2 mm e concentracgdo de 12%, utilizaram-se as
solugdes tampdes A e B de SCANDALIOS (1969), na
proporgdo de 1A:9B e pH 8.3. Utilizaram-se
dois tipos de amido: 2/3 de amido nacional das
Refina¢des de Milho Brasil (Penetrose 30) e 1/3
de amido importado da marca Schiapparelli.

O gel foi feito com 125 ml da solugédo
tampdo, 10 g de amido nacional e 5 g de amido
importado. Foi resfriado a temperatura ambien-
te, sendo posteriormente resfriado a 4°C, para
receber os extratos das amostras homogeneiza-
das.

A semelhanca do trabalho de HAUPTLI
& JAIN (1984), utilizaram-se pléantulas com as
duas primeiras folhas verdadeiras abertas para
extracdo. As sementes individuais de cada popu-
lagdo (Tabela 1) foram colocadas para germinar
em estufas incubadoras para BOD, a 30°C, na
presenga de luz, sobre o papel de filtro umi-
decido com &gua destilada.

Os extratos de cada uma destas pléan-
tulas foram obtidos por maceragcdo em 10 ml de
solugdo tampdo do gel. Todas as etapas do pro-
cesso, desde a homogeneizacgdo até a revelagédo
das enzimas foram feitas em ambiente ou antepa-
ro de contato frio (4°C a 8°C).

Cada extrato foi absorvido em dois
papéis filtro com dimensdes de 2 mm x 1,5 mm,
um para ser usado para revelacdao da esterase e
outro para peroxidase.

A aplicagdo das amostras no gel foi
feita cortando-o com um pente de 25 dentes. Nos
orificios, eram inseridos os papéis embebidos
das amostras.

Para as peroxidases, as amostras fo-
ram aplicadas a 5 cm da ponte do polo (-) e pa-
ra as esterases, a 3 cm da ponte do polo (-),
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pois as duas enzimas apresentaram bandas andédi-
cas.

Nas extremidades das aplicag¢des, no
1° e 25° dentes do pente, foi colocada uma gota
de azul de bromofenol para marcar a linha de
frente da migragdo, o que permitiu saber quando
interromper a corrida eletroforética e calcular
a migragdo relativa (Rm).

A migragdo (corrida eletroforética)
foi realizada em geladeira, a 4°C, em cubas ho-
rizontais préprias. A solugdo tampdo das cubas
com os eletrédios foi a solugdo tampdo A de
SCANDALIOS (1969) com pH 8.3. Foi mantida uma
distdncia uniforme de 12 cm entre as pontes
catédica e anddica. A corrida eletroforética
foi feita com uma diferenga de potencial de
1lmA/cm e 10v/cm em corrente continua. A migra-
¢cdo foi interrompida quando a linha de frente
atingiu 7 cm para peroxidase e 9 cm para este-
rase; isto aconteceu cerca de 14 horas apbs o
inicio da corrida.

Apbés a corrida eletroforética foi
feita a revelagdo, ou seja, a coloragdo do gel,
para possibilitar a andlise através dos zimo-
gramas.

O sistema das peroxidases foi reve-
lado pela técnica de BREWBAKER et alii (1968),
modificada: etanol 95% (35 ml), solug¢do tampdo
fosfato (14 ml), O-dianisidina (100 g) e H,0, 1%
(1 ml). A solugdo tampdo fosfato (pH 6 - 1 M)
foi constituida por KH,PO, (109,0 g), K,HPO,
(34,8 g) e H,0 (até 1000 ml). O pH 6 era ajus-
tado com NaOH.

No sistema das esterases a revelagao
foi feita pela técnica da SCANDALIOS (1969)
modificada: H,0 (20 ml), solugdo tampdo C (25
ml), solugdo tampdo D (5 ml), Fast Blue RR
(sal) (40 mg) e a-naftil acetato (1 ml).

A solugdo tampdo C: fosfato (pH 4.3 -

0,2 M) era constituida por NaH,PO, (27,8 g) e
H,0 (até 1000 ml). A solugdo tampdo D: fosfato
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(pH 9,2 - 0,2 M) era constituido por Na,PO,
(53,63 g) e H,0 (até 1000 ml).

O a-naftil acetato foi dissolvido em
etanol e &gua na proporgdo de 1 g de sal, 50 ml

de etanol e 50 ml de &Agua.
Os géis foram deixados em solug¢lo re-

veladora por uma hora, em temperatura ambiente,
no escuro.

Apbs a revelagdo, os géis foram lava-
dos e fixados em solugdo de adgua, alcool meti-
lico e 4&cido acético na proporg¢do de 5:5:1, por
cerca de 15 minutos. Em sequida, foram lavados
em Agua destilada, envoltos em plasticos,
identificados e guardados em geladeira por 24
horas antes de serem analisados.

A leitura do gel foi esquematizada em
papel milimetrado, anotando as bandas pela sua
migrag¢do relativa (Rm). O Rm de cada banda foi
obtido pela divisdo da disténcia migrada por
ela, pela distancia migrada pela linha de fren-
te (azul de bromofenol).

O Rm permite determinar a homologia
das bandas presentes em individuos diferentes
ou diferentes tecidos de um mesmo organismo, ou
em diferentes condi¢des ambientais, populacdes
ou periodos em que & feita a andlise.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os padrdes de migragdo relativa (Rm)
para as enzimas esterase (E,, E,, Ef e E)) e
peroxidase (P,, pP,, P;, P, Py, P, P,, Pg, € Py)
para Amaranthus hybridus tipo verde e tipo roxo
e A.viridis podem ser vistos nas Figuras 1 e 2,
respectivamente.

A Tabela 2 mostra a frequéncia, em
porcentagem de ocorréncia, dos padrdes de mi-
gragédo relativa entre os individuos de todas as
populagdes utilizadas, para a enzima esterase.
A Tabela 3 apresenta esta mesma frequéncia para
a enzima peroxidase.



31

1991.

23-39,

ANAIS ESALQ. Piracicabs-SP. 48.

- 00T - - LAt £ = Au¥
00T - - = 8 £ = AW
00T - - - £T I - AY

- - 0 o8 ot 5 - AUY

= - o1 06 o1 b - AUy

- - - 00T 5T £ = AUY

= = - 00T ot ¢ = AUY

o - - 00T 6 T - AUY

e | g by sopeIjsouy

oederndod
(3) etousnbaad "ATPUI 3P N

‘snyjuesewy =2p ssodeTndod o3To
sp sonplATpul sosiaatp eaed ("3 = *§ ‘g ‘‘m) sseasyse

exed (uwyg) eatT3zer=23 oedeabtu sp ssoaped sop erousnbsig - z elagel



23-39, 1991.

48

ANAIS ESALQ. Piracicaba-SP.

32

- - LA 9¢ 0§ = - - - LA Z-Iuvy
0% as - - - - - - = B g =AW
v 85 = = = & = = - 2T T -AY
- - - - - 0T 0Ot ot 0s ot S=AUY
= = - - - 0t 01 o1 0s o1 b=-AUY
- - - - - oe - - 08 ST £=-AUY
- - = = = 0Ot o1 0t 0s ot Z-AUY
- - - - - - - - 00T 6 1-AUY
% g L3 %3 Sg ' % ¥ lq ‘13souy oedeT
(¢) etouanbaag ‘pul N -ndod
‘snyjuesewy 2p saoderndod 0370 3P SONPTATPUT SOSIaA
-tp eaed (%3 2 %3 ‘43 '3 ’'S3 ‘"3 ‘%3 ‘%q ‘'q) eseprxoxed
exed (my) earjzereax oedeabtuw sp ssoaped sop erougnbeag - £ eraqel



ANAIS ESALQ, Piracicaba-SP. 48:23-39, 1991. 33

Observa-se pelas Figuras 1 e 2 que as
espécies A.hybridus e A.viridis apresentaram
padrdes izoenzimdticos distintos para esterase
e peroxidase, dentro de cada espécie e biétipo.

Para esterase (Figura 1) o Gnico ma-
terial que apresentou variacg¢do foi o A.hybridus
tipo verde e em apenas uma banda, ou seja, pre-
sen¢a ou auséncia da banda na posigdo 0.7. Por
outro lado, para peroxidase, para todas as es-
pécies e bidétipos houve variagdo no padréao de
bandas (Figura 2).

Esta resposta foi um pouco diferente
da observada por JAIN et alii (1980), onde os
autores trabalhando com diversos sistemas enzi-
madticos, encontraram polimorfismo apenas para
os locos da esterase.

Pela Tabela 2, pode-se observar que
a variacgdo no padrdo de bandas para esterase sé
ocorreu nas populag¢des Ahv-4 e Ahv-5, de areas
diferentes, porém relativamente préximas. As
populagdes Ahv-1, 2 e 3, provenientes de re-
gides diferentes mostraram-se monomérficas, com
o mesmo padrdo de bandas. O A.hybridus tipo ro-
X0, coletado na ESALQ na mesma Aarea de
A.viridis, embora apresente padrao diferente
para esterase em relagdo a esta Gltima, tem
duas bandas comuns entre si nas posig¢gdes 0.17
e 0.65, sendo que em A.viridis a banda na posi-
¢cdo 0.65 tem bem maior intensidade (Figura 1).

Com relacdo a peroxidase (Tabela 3),
a Gnica populagdo monomdérfica & a de A.hybridus
tipo verde coletada na Estacado Experimental de
Anhembi, Piracicaba. Uniformidade genética em
populagbes de plantas colonizadoras é& fato
relativamente comum como resultado de efeito de
fundagdo, principalmente no inicio do processo
de colonizagdo e reflete a ocorréncia de deriva
genética. As outras popula¢gdes mostraram-se
polimérficas.

Para peroxidase, as populagdes de
A.hybridus tipo roxo e A.viridis, ambas coleta-
das na mesma area, na ESALQ, compariilham as
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bandas nas posigdes 0.9 e 0.17, sendo gque para
esta Gltima banda as intensidades sdo diferen-
tes (Figura 2).

também interessante notar pela
Figura 2 que os padrdes para peroxidase P, e
A.hybridus tipo verde e P, de A.hybridus tipo
roxo, sdo semelhantes, pois a pequena diferencga
de Rm observada nas bandas anédicas ndo & sufi-
ciente para indicar locos génicos diferentes.

As respostas obtidas nas andlises por
eletroforese, apesar de serem restritas devido
ao pequeno nuimero de amostras utilizadas e pe-
queno nimero de sistemas enzimaticos testados,
mostram e existéncia de variagdo genética nas
espécies e bidtipos estudados.

Além disso, apesar das condigdes ex-
perimentais terem sido restritas, o fato das
bandas nas posigdes 0.17 e -0.21 para esterase,
serem comuns & A.hybridus tipo verde e
A.viridis, além das bandas 0.17 e 0.65 entre
A.hybridus tipo roxo e A.viridis, e a banda na
posigdo 0.17, para peroxidase, ser semelhante
em A. hybridus tipo roxo e A.viridis, pode in-
dicar um certo grau de hibridagdo e consequente
introgressdo entre as espécies. A ocorréncia de
introgressdo em Amaranthus foi observada por
COONS (1981) em diversas populagdes de
A.viridis e A.blitum. através da anadlise de
varios caracteres morfoldégicos.
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