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1. INTRODUCAO

A espécie Phaseolus lunatus L., conhecida como fava, feijao-fava ou feijdo-lima, é uma das
quatro espécies do género Phaseolus exploradas comercialmente (SANTOS et al., 2002). No Brasil, é
plantada especialmente nos estados da regido Nordeste (com excec¢do da Bahia), Minas Gerais e Rio
Grande do Sul (AZEVEDO et al., 2003).

Marcadores moleculares e bioquimicos tém-se mostrado de grande utilidade para a andlise
da variabilidade e relagbes genéticas em espécies vegetais (MAQUET et al., 1997). Dentre estes, séo
denominadas isoenzimas as formas mdltiplas de uma enzima com similar ou idéntica especificidade
de substrato ocorrendo em um mesmo organismo (MARKERT E MOLLER, 1959).

Dos véarios marcadores genéticos disponiveis na atualidade, as isoenzimas pela relativa
simplicidade, rapidez e baixo custo das analises em comparacdo a outros marcadores, tém gerado
uma gama enorme de informacdes protéicas na identificacdo de espécies, hibridos, populactes
naturais e cultivadas de diversos organismos vivos (TEIXEIRA et al., 2004).

Em caracterizagdo isoenzimatica, a eletroforese tem sido largamente utilizada para fins de
avaliacéo e identificacdo da diversidade genética. Esta técnica possibilita a analise indireta do DNA,
visto que as isoenzimas sdo produtos primarios da expressdo génica. Trata-se de um marcador
capaz de informar a estrutura genética de populagdes (REIS, 2006).

Embora seja de facil conducéo, a técnica eletroforética requer adaptacbes de acordo com a
espécie vegetal em estudado. Geralmente, algumas modificacdes devem ser introduzidas, visando a
obtencdo de zimogramas com resolucdo que permita a clara identificacdo dos fenétipos obtidos
(AMARAL,1994).

O presente trabalho teve como objetivo testar e padronizar os métodos do sistema PAGE
para obtencao de padrdes enzimaticos através de eletroforese em gel de poliacrilamida. Foi escolhido
o gel de poliacrilamida pois este tem um carater mais refinado, de melhor visualizacdo e apresenta

melhor separacdo das bandas isoenzimaticas.
2. MATERIAL E METODOS

Coletou-se tecido foliar fresco e macerou-se cerca de 200 mg do material do tecido com 30
pL de solucdo de extracdo descrita por Orasmo et al. (2007) em gelo e ap6és 0 maceramento as
amostras mantiveram-se em gelo. As amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 30 minutos em
centrifuga refrigerada a 4 °C.

Conduziu-e a eletroforese em gel de poliacrilamida na concentracdo de 12%. Na corrida

eletroforética foi usado o sistema gel/eletrodo tris/glina e o gel correu em geladeira a 4 °C durante



seis horas com 200 volts na fonte. O gel foi encubado em solucéo de tampéao fosfato e depois foi seco

através do método descrito por Ceron et al. (1992) e Lapenta el al. (1995).

Tabela 01 — identificacdo das amostras

Referéncia (amostras) Espécie
1,2,3,8,9e10 Feija-de-lima
4,5,6e7 Fava rajado

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se aplicar 6 horas de eletroforese, as amostras apresentaram bandas individualizadas
(Figura 1), o que facilita a caracterizagdo, possibilitando que haja o agrupamento das subamostras,
estudos populacionais e representacéo da diversidade genética.

A eletroforese em gel de poliacrilamida no sistema PAGE permitiu a visualizacdo de, pelo
menos, nove loci com bandas o- e B-esterases bem definidas para as variedades de feijao-fava
analisadas (Figura 1). Os loci Est-1, Est-2, Est-3, Est-4, Est-5, Est-6, Est-7, Est-8 e Est-9 revelaram
14 alelos que codificam formas monoméricas a- e B-esterases.

Os loci Est-2, Este-3 e Est-5 foram considerados como sendo a-esterases. O loci Est-4 foi
considerada como sendo B-esterases. E os loci Est-1, Est-6, Est-7, Est-8 e Est-9 foram considerados
com sendo o-/B-esterases (Figura 1)..

No presente estudo os padrdes eletroforéticos revelados foram diferentes entre os genétipos
analisados. Isto indica que a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida no sistema PAGE, pode
ser utilizada na distingdo de variedades em Phaseolus lunatus. Por se tratar de um experimento de
padronizacdo de protocolo, o nimero de amostras foi reduzido para se evitar o desperdicio de
amostras de um banco de germoplasma, uma vez que as amostras de um banco sédo de dificil

obtencéo ou precisam ser regeneradas para 0 uso.

4. CONCLUSAO

Foi possivel a padronizacéo do protocolo para deteccdo de isoenzimas a- e -esterases em
gel de poliacrilamida para fava.

Os padrbes de o- e B-esterases no sistema PAGE foram capazes de distinguir entre os
gendtipos de P. lunatus L.

Os padrdes eletroforéticos podem ser usados para fins de identificagdo do género e/ou
auxiliar os programas de melhoramento genético da espécie.

As isoenzimas o- e B-esterases revelaram-se polimérficas entre os genétipos analisados, no

entanto, estudos mais aprofundados podem revelar polimorfismos dentro de variedades da espécie.
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