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‘ Glossario I

A — Siglas

1) M étodos e conceitos de Biologia M olecular

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism): polimorfismo do
tamanho dosfragmentos (de DNA) obtidos por amplificacéo, comprimers
arbitrarios, seguida de hidrélise com enzimas de restricdo padrao
(arbitrérios em relacdo ao genoma que € sondado). Distingue-se dos
PCR-RFL Ps porgue nestes os primers ndo sdo arbitrarios e os enzimas de
restri¢éo sdo desenhados expressamente paraas sequéncias amplificadas.

cpDNA, mtDNA, rDNA: componentes do DNA duma célula que
correspondem, respectivamente, ao cromossoma plastidial, ao
cromossoma mitocondrial e ao que € transcrito paraproduzir o RNA dos
ribossomas (regido organizadora do nucléolo).

ISSR (Inter Smple Sequence Repeat): caso especial de RAPD em que
0S primers sdo semi-arbitrérios (complementares a SSRS).

ITS (Internal Transcribed Spacer): segmentos intermédios, dos loci
rDNA que séo transcritos em RNA 45S, abrangendo desde o final do
segmento 18S até ao inicio do segmento 5,8S (ITS1) e do final do
segmento 5,8S até ao inicio do segmento 26S (1TS2).

PCR (Polymerase Chain Reaction): reaccéo em cadeia catalisada por
uma polimerase, que permite a amplificagdo, em progresséo exponencial,
duma sequéncia nucl eotidica delimitada por dois primers. E frequente ser
combinado com outras metodologias, por exemplo PCR-RFLP (cf.
RFLP).

Primer: oligonucledtido de iniciacdo para reacgbes catalisadas por
polimerases de DNA. No contexto da PCR, permite seleccionar as
sequéncias-alvo a serem amplificadas.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA): DNA polimorfico
obtido por amplificagdo (usando PCR) a partir de primers arbitrarios.

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorhism): polimorfismo do
tamanho dos fragmentos (de DNA) obtidos por hidrélise com enzimasde
restricao. PCR-RFL P especificaque o DNA hidrolisado sdo sequénciasde
DNA amplificadas por PCR, mas as especificagbes dos primers e dos
enzimas distinguem-no de AFLP.

SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions): segmentos
cromossomicos polimorficos sel eccionados entre uma coleccéo de RAPDs
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e paraosquais se passaafazer aamplificacdo com primers expressamente
desenhados.

SNP (Sngle Nucleotide Polymorphism): polimorfisno devido a
mutacao pontual (substituicdo dum par nucleotidico do DNA por outro,
assim alterando a sequéncia de bases nucleotidicas numa das posi¢oes).

SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism): polimorfismo de
conformag&o, por emparel hamento intramolecular duma cadeia simples
de DNA, evidenciado através de diferencas de migracdo por el ectroforese
num gel de poliacrilamida.

SSR (Smple Sequence Repeat): repetico de sequéncia simples,
também conhecido como micro-satélite, localizada ou num cromossoma
do nucleo (NSSR) ou no dos plastos (cpSSR).

2) Conceitose parametr osde Genética das Populacoes

H.: proporcao esperada de heterozigoticos num locus, de acordo com
adistribuicdo de Hardy-Weinberg de frequéncias genotipicas.

AJ v: numero efectivo de alelos/ diversidade do fundo genético, serve
como medida do grau de polimorfismo num locus (matematicamente,
oinversodel—-H,).

V (ou vy,,): diversidade gametica hipoteética, medida para o nimero
potencial de gendtipos diferentes, na fase gamética.

F. coeficiente de fixagdo, que pode ser entendido como medida do
desvio das frequéncias dos heterozigoticos em relacéo a H,, ou como
medida da correl agdo genética entre dois gametas tirados ao acaso numa
populacdo. De ambas as maneiras, 0 valor pode ser positivo ou negativo,
em funcéo dum défice ou excesso, respectivamente, de heterozigoéticos.
Define-se, complementarmente, um indice panmictico P =1 —F.

N.: tamanho efectivo duma populacéo real, corresponde ao tamanho
duma populacdo “ideal” (que, aparte ser finita, € a do modelo de Hardy-
Weinberg) com o mesmo valor do coeficiente de fixagdo F.

F;: vaor da correlagdo genética entre os gametas produzidos pelos
individuos (1) da populagéo total (T), ou sgja, coeficiente de fixacdo para
a populacdo como um todo.

F,s valor da correlacdo genética entre os gametas produzidos pelos
individuos (1) dumasubpopulacdo (S), ou sgja, coeficientedefixagdo para
cada subpopulacdo dentro da populagéo. Se ndo houver subdivisdo de
cada subpopulagdo, F,4 é inversamente proporcional ao N, nas
subpopul acoes.

Fs;: componente de F ;- devida a divergéncia entre subpopul agdes, por
sua vez resultante da deriva genética em cada uma delas (N, finito).
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Enquanto P, = 1 — F g representa o decréscimo do indice panmictico da
populagdo devido ao N, finito das subpopulagdes, o valor deP = 1 - F;
também depende, segundo o diagrama de caminhos (paths) | —>S—>T
(e assumindo independéncia entre os trogos do caminho), do valor Pg; =
1-Fg,taque(l1-F;) =(1-FJ1—-Fg).

G4, 0: medidas de divergéncia entre popul agdes, andlogas a Fg; mas
baseadas apenas nas frequéncias dos genes.

Bottleneck: efeito de gargalo, constri¢do temporaria a transmissao da
diversidade genética existente por reducéo do N ; essareducéo traduz-se
numa maior incidéncia da deriva genética, donde se produz uma
divergéncia das frequéncias genéticas dumas popul agdes para as outras,
sem implicar pressdes selectivas, que persiste mesmo apos a recuperacaéo
de valores de N, mais elevados e até com fluxos genéticos
uniformizadores.

m: taxa de migracdo, ou proporc¢ao de genes no fundo genético duma
populacdo que sdo substituidos pelos provenientes doutras populacdes.
Quando o fluxo genético entre duas populaces € bidireccional, as
frequéncias genéticas em ambas convergem entre si.

®_.: medida anédloga a F4;, baseada na divergéncia entre familias (F)
em relacdo a populacdo total (T): em particular no caso de &rvores, € uma
medida da divergéncia entre as subpopulactes de gametas masculinos,
agrupadas por familia materna, que as antecederam.

| ou indice de Moran: medida de autocorrelacdo espacial, para
definicdo da tendéncia de agrupamento topogréfico de individuos
aparentados geneticamente.

Fitness: valor normalizado dacontribui¢cdo dum determinado gendtipo,
através dos gametas que produz, para o fundo genético da populagéo. A
suatraducdo literal, adaptacao, constitui um dos factores determinantes
do fitness. O conceito de fitness, assim definido paraindividuos e paraa
reproducdo sexuada, também € usado, com sentido analogo, para
popul acdes e/ou para clones.

Hitch-hike: propagagéo dos efeitos de processos evolutivos (geralmente
seleccdo), sobre um gene, aos genes que com ele tém a possibilidade de
recombinacdo limitada (nomeadamente por ligacdo cromossdmica
bastante proxima).
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‘ Apéndice I: mapas e fotos I

A — Cartas militares

Nesta secgao apresentam-se as localizagdes aproximadas dos povoamentos e individuos

estudados, sobre a area relevante da respectiva carta militar (1:25000 no original).

1) Povoamentos mistos
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2) Hibridos

Outeiro (SM1-2) — carta 471
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Cabecao (CAB) — carta 395

Vale de El-Rei (VR) — carta 409
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Alcarou de Baixo (ALC) — carta 423
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3) Sobreiros de cortica preguenta
Apenas se indica a da Herdade de Montinho, Nossa Senhora de Machede

Montinho — carta 449
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B — Topografia aproximada das drvores marcadas

MITRA
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2) Feijoas

Feijoas do Ramos
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3) Alfaiates
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4) Montinho
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C — Fotografias

1) Plantas jovens

Azinheiras

2) Hibridos
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SM3

L E T

SM4 e seu enquadramento

SES MRM
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3) Entrecasco (Montinho)

Entrecasco normal Entrecasco preguento
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Apeéndice II: estudos diversos

A — Filogenia dos Quercus, simplificada

Baseada na figura 4 de Manos et al. [2001], com remogao das

hierarquias nao-significativas e restrita ao género Quercus, a figura 6.1

representa o parentesco provavel, baseado em sequéncias do DNA, entre

diversas espécies mencionadas no presente trabalho.

Q. lamellosa
Q. myrsinifolia
Q. salicina

Q. glavca

% Q. austroglauca

Q. merrillii

Q. argentata

Q. valdinervosa

Q. laevis

Q. falcata

Q. palustris
JSs—a. agrifolia

Q. kelloggii

Q. rubra
Q. sadleriana
Q. dumosa
Q. virginiana
Q. robur
Q. laeta
Q. alba
Q. lobata
Q. denfata |
Q. cedrosensis:
Q. chrysolepis
L' Q. vaccinifolia
. tomentella
. palmeri

. phillyrecides
. franchetti

Db Do

. cocciferoides
. calliprinos

. coccifera

. ilex

. acutissima

. variabilis

. Ceris

. Suber

DDLOLDDDD LD =

Figura 6.1 — Topologia
filogenética do género Quercus
(dendrograma de consenso
estrito) [Manos et al. 2001].
O grupo de referéncia
(outgroup) mais préximo € o
que inclui Castanea (figura
2.2). A extensao de cada
segmento nao representa
quantita-tivamente a distancia
entre os taxones. As letras
designam alguns clades: H —
subgénero Cyclobalanopsis (os
restantes clades, J-K—L-M,
constituem o subgénero
Quercus, parafilé-tico neste
esquema); ] — sec¢do Lobate;
K — seccao Quercus s.s.; L —
seccdo Protobalanus (espécies
ndo resolvidas); M — secgéo
Cerris; N — subseccdo
Brachylipedes (que inclui Q.
pseudosemicarpifolia, Q.
senescens, Q. rhoderiana, Q.
guajavifolia, Q. longispica, Q.
angleriana, Q. spinosa, Q.
monimotricha ¢ Q. pannosa);
O — subseccgdo Cerris. Nao se
incluem os autores adoptados
para cada tédxone, que podem
ser consultados no apéndice

do original.
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B — Proporcao de substituicoes de aminoacidos
com mudanca de carga eléctrica

Os aminoacidos com carga eléctrica sao R, K e H (carga positiva), e
D e E (carga negativa). Qualquer substitui¢ao envolvendo perda, ganho
ou inversao de carga eléctrica terd de envolver um destes, e sao
principalmente essas substituicdes as que sdo detectaveis nas
electroforeses em amido. Ha 162 substituigdes desse tipo (43% num total
de 380), sendo em nimero de 12 as que produzem uma inversao de carga
e tém por isso o dobro do efeito na migragao através do gel.

As matrizes BLOSUM permitem estimar a probabilidade g;/e; de
substituicdo dum aminoacido i por um aminoacido j, cada matriz
respeitando a uma determinada percentagem de homologia entre
proteinas (isto €, diferentes graus de divergéncia filogenética). Como cada
elemento s; da matriz é 2log,(qy/e;), obtém-se os valores das
probabilidades pela operagao inversa, ou seja,

9 _ 2:':'/{
e.

Para calcular a proporcao de substituicoes com alteracao da carga,
obtiveram-se as médias harmonicas dos quocientes g;/¢;; para o conjunto
de todas as substituicOes e para as que envolvem alteragdo de carga,
multiplicadas pelas respectivas frequéncias (tabela 6.1)

Tabela 6.1 — Estimativa da proporg¢ao de substituigdes que envolvem mudancga de carga.
Note-se que o facto duma substituigdo implicar mudanca de carga torna-a apenas um
pouco menos provavel (B) do que para as substituicdes em geral (A). A matriz BLOSUM

62 refere-se a blocos de sequéncias de aminodcidos homdlogos a pelo menos 62%, a
BLOSUM 90 idem a 90%, e a BLOSUM 100 a sequéncias idénticas.

BLOSUM 62 BLOSUM 90 BLOSUM 100

q”/e” global = A 0,5401 0,3744 0,1593
qi‘-/e‘--‘ mudanca de carga = B 0,5158 0,3457 0,1405
162B/380A 40,7% 39,4% 37,6%

Os calculos resumidos na tabela 6.1 sugerem que a probabilidade se
encontra préximo dos 40%, ligeiramente menos se se tratar de tempos de
divergéncia muito recentes.

Fonte utilizada para as matrizes:
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/blast/matrices/
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Referéncia adicional:
http://helix.biology.mcmaster.ca/721/distance/node10.html

C — Coeficiente de fixacao esperado (F__, tabela

4.32)

Considerando um locus de n alelos, definem-se 3 distribuicbes de

esp’

frequéncia para os gametas femininos (x',, X, ..., X',), masculinos (X,, X,,
..., X,) e dipldides deles resultantes (x,, X,, ..., X,).

Em panmixia, x, = 2 (X, + X\), de modo que pode definir-se Ax, = X,
-x = — (X;—x).

A proporgao de homozigéticos resultantes da conjugagao é 1 — H, =
2 x'X =X (x,— Ax) (x; + Ax) = Z, (x;)> — Z, (Ax,)*. Notando que existe
um desvio Z,(Ax,)? de sinal negativo em relagdo a expectativa de Hardy-
Weinberg, o coeficiente de fixagao a esperar F , ¢ negativo, podendo
calcular-se resolvendo a seguinte equagao:

I (x)° - I (Ax)® = X (x)° + [Z x(1 —x)]F,

donde
> (ax))’
Fspz_ n1=_
> x(1-x))
D — Simulacao das linhagens derivadas dos
hibridos

Considere-se um hibrido entre sobreiro e azinheira, F,, cuja fertilidade
com pdlen de sobreiro, azinheira e de F, (incluindo ser autopolinizado)
se traduz numa distribuicdo na descendéncia (F,) de pS, retrocruzados
com sobreiro (linhagem XS), pA, retrocruzados com azinheira (linhagem
XA), e pX, com F, (incluindo selfing, linhagem XX), pS, + pA, + pX, =
1.

Os individuos XS contém em média 75% de genoma nuclear de
sobreiro e 25% do de azinheira. Assumindo que estas percentagens sao
iguais, respectivamente, a pS, e pA, (isto €, as probabilidades de
produzirem descendéncia retrocruzando com sobreiro ou azinheira), e
que pX, = 0 (assumindo que a fertilidade com pélen de F, é desprezével
quando o conteddo médio em genoma de sobreiro ou azinheira é
diferente de 50%), entdo resultam na F; desta linhagem 75% de
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individuos XSS e 25% XSA, com 87,5% e 37,5% de genoma nuclear de
sobreiro, respectivamente. Usando raciocinio anédlogo deduzem-se, na F;
descendente dos XA, 75% XAA com 37,5% em média de genoma nuclear
de sobreiro e 25% com 87,5%. No caso dos XX, assume-se pS, = pS,,
PA; = pA,; e pX, = pX;.

Se se considerar que todas as linhagens sao igualmente férteis, produz-
se na geragdo F, um niimero 2" de combinagdes diferentes nas linhagens
dos XS, idem nas dos XA, e 2"'—1 nas linhagens dos XX. Por exemplo na
F,, e considerando pS, = pA, = ¥2(1 — pX,), pX, = 10% (cf. tabela 4.18)

a distribuigdo de linhagens é a seguinte:

linhagem XSSS  XSSA XSAS XSAA XASS XASA XAAS XAAA XXSS XXSA XXAS XXAA XXXS XXXA  XXXX
% genoma Sb 93,8 43,8 68,8 188 81,3 31,3 563 63 875 37,5 62,5 12,5 750 250 50,0
frequéncia (%) 29,5 42 42 70 70 42 42 295 34 1,1 1,1 34 05 05 01

Nota-se que as linhagens mais frequentes sdo também as que contém
os valores mais extremos de percentagem de genoma de sobreiro. A
distribui¢do na F ¢ ilustrada na figura 6.2.

Linhagens descendentes de hibridos

XRAAA X555%8

a
=}
E3

frequéncia

o
#

0%

2 9 16 22 328 24 41 47 B2 B8 86 72 TE 24 91 87
% genoma de sobreiro

Figura 6.2 — Resultados da simulagdo na F,, conforme o modelo

que é exposto no texto.

E natural que, pela variacdo do contetdo em genoma nuclear de
sobreiro dentro de cada linhagem, uma proporgao das classes extremas
inclua azinheiras e sobreiros “puros”, mas a questao que mais deve
interessar no contexto do presente estudo é: quantas geragdes sao
necessarias para aparecerem “azinheiras” e “sobreiros” a partir duma F,?
Na figura 6.3 responde-se para diferentes valores arbitrarios de

percentagem de genoma nuclear de sobreiro.
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% "sobreiros"
4 critérins: 95, 90, 30 & 70%
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Figura 6.3 — Frequéncia de individuos com uma
percentagem de genoma de sobreiro superior a um
determinado critério arbitrario de definicdo do que é
aparentemente “sobreiro”. Note-se que, pela simetria
das distribuicdes (cf. figura 6.2), o resultado ¢ idéntico

para a frequéncia de “azinheiras”.

E — Estudos sobre o pdlen dos hibridos

1) Fenologia da floracao

Durante a época de floragao de 2003, foi feito o acompanhamento da
floragao das seguintes arvores:

Sobreiros (de floragao precoce): M01, M09, M14, M27, M32, M35,
M40, M50, M61

Azinheiras (de floracao tardia): M55, M60, M64; (precoce): M04,
M15, M41, M51, M58

Hibridos: ALC, CAB, MRM, SES, SM1, SM2, SM4, TES, VR

TES refere-se a Herdade de Testos, Sao Pedro da Gafanhoeira
(Arraiolos), uma arvore jovem de casca fina, localizada a latitude
38°44.1'N e longitude 8°04.0'W (Apéndice I, seccao A2). Nao existe
confirmagao por marcadores isoenzimaticos se se trata de facto dum
hibrido, mas os caracteres morfoldgicos sao totalmente concordantes (cf.
“Revisao bibliogréfica” parte 111, sec¢ao C).

Na tabela 6.2 apresentam-se as observagdes realizadas, e na figura 6.4
um resumo das datas médias de passagem por cada fase em cada grupo,
excepto para o caso duma azinheira excepcionalmente tardia, M64. Os
hibridos situam-se quase equidistantemente entre as azinheiras tardias
(IT) e os sobreiros precoces, mas individualmente ha também uma grande
dispersdo, nomeadamente com a precocidade de SES. E de supor que a
floracao masculina de TES e VR a atingir a fase F, tenha sido nula ou
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quase.

Tabela 6.2 — Fases fenoldgicas (floragdo masculina) observadas em azinheiras, hibridos

e sobreiros, durante a época de floragdo da Primavera de 2003 (4 de Abril a 16 de Maio).

A subdivisao das azinheiras entre precoces ¢ tardias foi feita a priori, com base em

observagdes precedentes do projecto PAMAF 8153 em 1998 e 2000 [M. C. Varela,

comunicagao pessoal].

Arvore  04-Abr  11-Abr 16-Abr 24-Abr  30-Abr  08-Mai  16-Mai
M4 F F/F,/G — G — — —
M15 Ge G — G — — —
f‘ozc'ezre' M41 FIF,  F/F/G - G — — -
M51 F, F/F, — F, — — _
M58 FIF,)  (F)F,/G — G _ _ _
M55 D E — F/F, — G+ —
Az. tardias  M60 E F — F,/G — G+ —
Mé4 nada nada — C/D — F/F, He
SES D/E F F/F, (F))G — — —
SM1 nada (D/E)  C/D(E/F)  D/E(F) — (F /F,) —
SM2 C D D/E E/F — (F/F,)G —
SM4 nada — — — — F./G —
Hibridos MRM nada — D — E/F — G
VR nada — (D/E) F (F) — —
CAB C/D — F F(Fy) F) — -
ALC nada D F G
TES C E F (F)
M1 nada E F, G
M9 nada E/F(F,) F/F, G
M14 nada E(F) ( F))G G
M27 nada D F,/G G
Sobreiros M32 nada E/F(F,) G
M35 nada D G
M40 nada E G
M50 nada D F(F,) (F,)G
M61 nado E F(Fy) Fa
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Figura 6.4 — Fenologia da floragdo, representada pelas datas
médias de cada fase, calculadas entre os diferentes individuos de
cada grupo considerado na tabela 6.2, excluida a M64 (azinheira
ID).

2) Dimensoées do graos de polen de hibridos

Uma parte da amostragem mencionada na sec¢ao anterior serviu para
recolher amostras de pdlen com vista a determinacao das dimensoes dos
graos de pdlen dos hibridos. Para tal, recolheram-se ramos amentiferos
em fase Fm, (ou transitando de Fm para Fm,), cuja haste era mergulhada
dentro de recipientes com 4gua, protegidos da agitacdo do ar, e apds
alguns dias o pdlen sacudido sobre papel branco e recolhido dentro de
tubos de 1,5 mL, mantidos a —20 °C até posteriores manipulacdes [M. C.
Varela, comunicacao pessoal].

As preparacOes de graos de pdlen para microscopia seguiram um
procedimento que é considerado em taxonomia particularmente adequado

para medigOes rigorosas [Rodford et al. 1974].

Materiais utilizados

Glicerina gelatinada: embebicao de 4 g de gelatina em pd com agua fria

dentro duma placa de Petri, primeiro espalhando o pd progressivamente
sobre a 4gua e depois mantendo durante a noite a 4 °C; transferéncia da
papa compacta resultante para um gobelet para derreter em banho-maria
a 60 °C, adicionando-se depois 6 mL de glicerol a 87% e 110 mg de fenol
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(cristais), misturando-se, e filtrando-se através de gaze para um frasco
escuro. A solugdo € guardada a temperatura ambiente, gelificada e
protegida da luz, derretendo-se em banho-maria cada vez que fosse
necessario. Verde de metilo e floxina B: solu¢des saturadas em etanol a

50%, mantidas em tubo de 1,5 mL a temperatura ambiente e protegidos
da luz. Meio de montagem: 1 mL de glicerina gelatinada (derretida) com
50 uL de verde de metilo ¢ 40 uL de floxina B.

Montagem das preparacgoes

i) Colocar uma pequena quantidade de pdlen (nao muito pequena!) no
centro da lamina;

ii) Juntar 1 gota de alcool a 70% e deixar evaporar parcialmente
(repetir com mais gotas se necessario)

iii) Limpar anel de 6leos eluidos em algodao embebido em alcool

iv) Adicionar 1 gota (30 a 40 uL) de meio de montagem e mexer
dentro dela o pdlen (manter a lamina quente!)

v) Cobrir com a lamela ¢ aquecer brevemente

As preparagOes estao boas para observar s6 ao fim de 3 dias, com a

exina corada de verde esmeralda e o restante material de carmim (figura
6.5).

Observacao e medicgoes

Os graos de pdlen dos Quercus sao, na perspectiva polar,
angulaperturados ou goniotremas, com um perfil equatorial triangular.
Noutras perspectivas, o perfil é circular ou eliptico (figura 6.5). As
medicdes fizeram-se sobre perfis de tipo circular ou eliptico, estes Gltimos
no eixo menor. Prepararam-se 2 laminas por individuo, medindo-se 30
graos de pdélen em cada uma com ampliagaio de 1000X e ocular
micrométrica calibrada, num microscépio Olympus BX50.

Também se notaram em todas as preparagdes o que parece serem
restos de graos de pdlen apenas com a exina (corada de verde), sem
contetdo citoplasmico (figura 6.5 a). A percentagem de graos de pdlen
“intactos” foi determinada num campo Optico de cada preparacao,
excepto na primeira de ALC por nesta haver tdo pouco material

disponivel.

Resultados

A figura 6.5 ilustra a morfologia dos graos de pdlen de 3 hibridos.
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Figura 6.5 — Imagens de graos de pdlen de hibridos. a) Panordmica duma

preparagdo (de CAB), ampliacdo original 100X, observando-se varias figuras
apenas com a coloragao verde da exina (algumas sdo assinaladas com asteriscos).
b) Dois exemplos (de SES), um em perspectiva equatorial com perfil eliptico, outro
em perspectiva polar, ilustrando o perfil triangular, ampliacdo original 600X
(imersao). ¢) Composi¢do de imagens de diferentes preparacdes de SES, ALC e
CAB, ampliagdo original 600X (imersao). Barras de calibragdo, 200 pm (a) e 20
pm (b, c¢). Fotos obtidas com cédmara digital Olympus DP70 acoplada ao
microscépio, com correcgdo de exposigdo e cor usando o software Olympus DP-

Soft, versdao 3.2, em ambiente Windows XP.

Na tabela 6.3 detalham-se as medigdes realizadas.
Tabela 6.3 — Estatisticas (valores minimo e maximo, média, desvio-padrao da amostra)

obtidas das medigdes feitas aos graos de pdlen de 2 sobreiros, 2 azinheiras e 3 hibridos.
O valor de probabilidade (P) refere-se ao teste ¢t de Student visando verificar se as médias

nas duas preparagdes do mesmo pélen sdo heterogéneas (*, P < 0,05).

sobreiros azinheiras hibridos

M09 Mé1 M51 M58 ALC CAB SES
min—max. 22-36 22-35 21-25 21-28 18-31 20-30 20-32

Hm Hm dm dm Hm Hm Hm
média 27,4 um 27,4 um 23,5 um 23,8 um 24,5 um 24,0 um 25,4 um
Prez-es]\/._p. 3,1 um 3,7 um 1,1 um 1,8 um 3,6 um 2,6 um 2,9 um
min—max. 24-34 22-35 19-26 21-26 19-30 20-28 20-35

Hm Hm dm dm Hm Hm Hm
p mé<2iio 28,9 um 29,2 um 23,3 um 23,1 um 22,6 um 23,3 um 25,9 um

rep.

desv.-p. 2,7 um 2,9 um 1,4 um 1,5 um 2,4 um 1,8 um 3,8 um
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sobreiros azinheiras hibridos
M09 Mé61 M51 M58 ALC CAB SES
P 0,046 * 0,035* 0,474 0,099 0,025* 0,239 0,568
min—mdx. 22-36 22-35 19-26 21-28 18-31 20-30 20-35
um um um um um um um
COH]@PHO 28,1 um 28,3 um 23,4 um 23,4 um 23,6 um 23,6 um 25,6 um
desv.-p. 3,0 um 3,4 um 1,2 um 1,6 um 3,2 um 2,3 um 3,3 um

Através do teste t de comparagdo entre médias, verificou-se
homogeneidade entre as amostras de sobreiro (P = 0,75), e entre as de
azinheira (P = 0,90), e ainda entre ALC e CAB (P = 0,90), mas o valor
médio de SES ¢ heterogéneo em relacdo ao dos outros 2 hibridos
(ANOVA simples, F,,,; = 9,62, P = 0,01%). Conforme € j4 conhecido
dos palinologistas [Brandao 1996], os graos de pdlen de azinheira sao
mais pequenos que os de sobreiro, e também de dimensdes mais
homogéneas, ¢ os dos hibridos assemelham-se mais aos de azinheira,

embora com maior variagao (figura 6.6).

Graos de polen

Coloragéo verde de metilo-floxina E

f-f-ryrmr e
E |4
=
@ A
T 25t T -
E +
=

20

61 g 56 51 ALC CAB SES
arvore
Figura 6.6 — Dimensdes dos graos de pdlen,

ilustrando os valores médios * desvio-padrdo para

cada arvore (60 observagdes cada).

As contagens de graos de pdlen “intactos” em cada preparacado veio a
revelar um contraste entre os hibridos e as restantes arvores, pois
enquanto nestas a percentagem ficou acima dos 90%, naqueles nunca foi
além dos 71% (tabela 6.4). O padrao observado parece excluir qualquer
hipétese de artefacto relacionado com as manipulagoes feitas, antes

sugerindo uma maior taxa de abortamento dos graos de pdlen nos
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hibridos [Rushton 1993].

Tabela 6.4 — Determinagdo da percentagem de graos de pdlen “intactos”, isto ¢, com
a exina (verde de metilo) e o citoplasma (carmim) presentes, em cada preparagao. n. r.,

néo realizada.

Arvore 61 9 58 51 ALC CAB SES

Preparaca 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

o

“intactos” 171 279 342 115 151 79 261 186 n.r. 49 126 156 140 250

total 178 304 360 121 159 88 289 191 n.r. 80 195 240 197 395

% 96 92 95 95 95 90 90 97 n.r. 6] 65 65 71 63
F — Nomenclatura botanica para a azinheira

ibero-magrebina (variante ‘rotundifolia’)

Ha na realidade duas questOes a considerar: qual o bindmio lineano
correcto, isto €, se a distingao em relagao ao tipo de Q. ilex L. (variante
‘ilex’) € ao nivel da espécie ou ao nivel infra-especifico; e, na segunda

possibilidade, qual o epiteto infra-especifico correcto.

1) Binomio especifico

Referéncias nomenclaturais mais relevantes [Rothmaler 1941,
Vasconcelos & Franco 1954, Franco 1990]:

Quercus ilex L. 1753

Quercus rotundifolia Lam. 1785

Quercus ballota Desf. 1790

Abstraindo dos caracteres foliares, a distingao entre a variante ‘ilex’ e
a ‘rotundifolia’ s existe ao nivel do perianto masculino [Franco 1990]:
angulo na extremidade dos l6bulos (ovado-agudos vs. ovado-obtusos,
respectivamente) e vilosidade na antese, esta apenas em ‘ilex’ e sem ser
constante. No entanto, Rothmaler [1941] acrescenta diferengas na copa
(«ramos por fim pendentes» na ‘rotundifolia’) e nos estigmas («muito
mais largos»).

A espécie mais proxima para a qual foi possivel obter uma descricao
detalhada, por um mesmo autor [Franco 1990], é Q. coccifera (figura
6.1): usando o mesmo método, a distingao entre ‘ilex’ e Q. coccifera (os
estados de caracter citados sao deste Gltimo) verifica-se: na casca (lisa),
no tomento dos rebentos (ralo e precocemente caduco), nas gemas (1-2
mm, glabrescentes), nos amentos masculinos (podem ser abaixo de 3 cm

e o raquis € glabrescente), no perianto masculino (I6bulos ciliados), nas
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anteras (papilosas e mais curtas que os filetes), nos estigmas
(nao-claviformes), na maturacdo do aquénio (pode ser bienal), no
pedianculo frutifero (pode ser abaixo de 8 mm, glabro) e nas escamas da
cipula (ovado-lanceoladas, prolongadas em ponta rigida e picante,
reflexas).

Apesar de ser mais adequado comparar com espécies ainda mais
préximas da variante ‘ilex’, designadamente Q. baloot Griff. [Schwarz
1936], a comparagao com Q. coccifera parece justificar considerarem-se
as variantes ‘ilex’ e ‘rotundifolia’ da mesma espécie, adoptando-se para
ambas o bindmio mais antigo (Q. ilex L.). Caso contrario, adopta-se Q.
rotundifolia Lam., ¢ o nome dos hibridos de sobreiro e desta azinheira
chamam-se Q. X mixta Vill. ex Colm. (1888).

Um dos conceitos aceites para subespécie [Lawrence 1951, pag. 54]
¢ perfeitamente conforme a este caso: «variante morfoldgica principal de
uma espécie com distribuicdo geografica prépria, distinta das areas
ocupadas por outras subespécies da mesma espécie». De facto, a distingao
entre as variantes ‘ilex’ e ‘rotundifolia’ reside em caracteres morfoldgicos
(essencialmente as folhas) e na distribuicao geogréafica [De Candolle
1864, Rothmaler 1941, Vasconcelos & Franco 1954, Franco 1990]. Por
outro lado, as diferentes exigéncias climéticas de ‘ilex’ e ‘rotundifolia’
correspondem a distingao entre ecétipos, que € um nivel biossistematico
infra-especifico [Lawrence 1951].

A listagem de Govaerts & Frodin [1998] adopta Q. rotundifolia Lam.
como valido, presumivelmente em concordancia com Schwarz [1936], o
que implica a separacao em duas espécies mas, face aos argumentos
acima, ela nao é seguida no presente trabalho. Pelo menos uma
publicacdo de Schwarz evidencia a tendéncia deste autor para elevar o
nivel taxondmico dos taxones dentro dos Quercus (também discutida na
“Revisao bibliografica”, parte I, sec¢ao Al, a propdsito dos subgéneros):
das seis espécies novas por ele propostas em 1935 [Schwarz 1935], duas
(Q. estremadurensis, Q. bornmuelleriana) distinguem-se ao nivel de
subespécie dentro doutras espécies, outras duas (Q. esculiformis, Q.
sintenisiana) sao meros sindnimos, e outra (Q. cerridolepis) nao ¢
reconhecida, mas sem estar esclarecida a sua sinonimia [Govaerts &
Frodin 1998].

2) Epiteto infraspecifico
Considerando a distingao ao nivel de subespécie, a variante ‘ilex’ € a
autonima e designa-se Q. ilex L. subsp. ilex. Quanto a variante

‘rotundifolia’, as referéncias nomenclaturais mais relevantes sao [Morais
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1940, Vasconcelos & Franco 1954, Franco 1990, Govaerts & Frodin
1998]:

Q. ilex var. ballota (Desf.) Camb 1827

Q. ballota var. rotundifolia (Lam.) Webb 1838

Q. ilex var. rotundifolia (Lam.) Trab. 1905

Q. ilex subsp. ballota (Desf.) Samp. 1909

Q. ilex subsp. rotundifolia (Lam.) Schw. ex Tab. Morais 1940

De acordo com o Cédigo Internacional de Nomenclatura Botanica de
St. Louis, 1999, o epiteto infra-especifico mais antigo para a espécie
respectiva € o que € valido (art® 11.4), e recomenda-se que o epiteto a
atribuir a uma subespécie nao auténima seja o de uma das variedades a
ela subordinadas (recomendacao 26A.2); além disso, o autor sera aquele
que fez a descrigao ou diagnose que validaram esse epiteto (artigo 46.4),
e a reclassificagdo sem alteracdo do nivel taxondmico nao pode alterar
essa autoria (artigo 49). A referéncia de 1827 esta incluida numa
enumeracgao de espécies das ilhas Baleares feita por Jacques Cambessedes,
e ¢ interessante porque as duas variantes estdo presentes nestas ilhas
[Rothmaler 1941], mas nao foi possivel verificar se inclui uma diagnose
ou descrigdo, ou como justifica a distingdo a nivel infra-especifico
(observacdes de hibridismo?). Considerando que lhe é equivalente a
designagao feita por De Candolle em 1864, associada a uma correcta
distingao morfoldgica e geogréfica [Vasconcelos & Franco 1954], deduz-
se que o trindmio a adoptar-se seja Q. ilex subsp. ballota (Desf.) Camb.,
ou quando muito terminada com Camb. ex A. DC. (apesar de De
Candolle nao fazer referéncia a Cambessedes); porém, neste caso,
levantar-se-ia a questdo da prioridade da designagao Q. ilex subsp.
rotundifolia (Lam.) Webb..

Arecomendacdo 24B.2 do mesmo Cddigo (retengao do epiteto final da
espécie quando um taxone passa desse nivel para o de subespécie) teria
de aplicar-se em 1827 e nao actualmente.

Conclui-se assim que nem a designagdo adoptada na Flora Iberica (a
de 1909), nem a adoptada por Vasconcelos & Franco e pela Flora
Europaea (a de 1940, em ambos os casos ignorando a referéncia “Schwz.
ex”), teriam prioridade; além disso, verifica-se que ambas tém bases
surpreendentemente frageis: na Flora Iberica justifica-se que a designagao
original de “raca” seria assimilavel a de subespécie [Franco 1990], porém
ela foi originalmente atribuida as azinheiras de bolota doce [Sampaio
1909], o que entretanto ficou claro ser apenas uma variante ao nivel da

forma, existente tanto em ‘ilex’ como em ‘rotundifolia’ [Morais 1940,
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Vasconcelos & Franco 1954]; além disso, a autoria de 1864 (se nao a de
1827), actualizada para subespécie, teria prioridade. Assim, a designagao
adoptada na Flora Iberica parece ilegitima.

Quanto a designagdo de 1940, ¢ um mistério por que razao Taborda
Morais (que precedentemente utilizava Q. ilex var. ballota (Desf.)
[Morais 1936]), atribui a Schwarz a autoria pois indirectamente se deduz
que este se mantinha nessa altura com a distin¢ao Q. rotundifolia Lam.
[Rothmaler 1941]. Talvez por isso seja corrente a autoria estar com
Schwz. ex Tab. Morais [Govaerts & Frodin 1998], mas mesmo essa nao
¢ validada, porque a primeira descrigao e diagnose sob este nome, e ainda
discussao detalhada do problema taxondmico, € feita por Vasconcelos e
Franco em 1954,

3) Conclusao

E evidente que a designacdo Quercus ilex subsp. rotundifolia (Lam.)
Schw. ex Tab. Morais s6 se mantém por inércia. O definitivo
esclarecimento da nomenclatura correcta teré de ser feito pela verificagao
da prioridade da designacdo de 1827 e, em caso negativo, da de 1838. Se
ambas nao tiverem validade, e dentro da premissa que se trata duma
distingao a nivel subespecifico em relacao ao tipo de Q. ilex, entao a
designagao Quercus ilex subsp. ballota (Lam.) A. DC. é seguramente a
que deve ser adoptada. Contudo, e na persisténcia de incertezas, ¢ visto
que se trata duma designacdo nao adoptada, parece o mais sensato
manter-se a designacdo de 1940, se bem que esta inércia nao seja
toleravel a prazo.

Um especial agradecimento pelas produtivas discussdes mantidas com a Dr? Carla
Cruz (Departamento de Biologia, Universidade de Lisboa), Prof* Ana Isabel Correia e
Dr? Alexandra Escudeiro (Museu e Jardim Botdnico da Universidade de Lisboa).
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' Ressalvando-se a possibilidade disso ter ja sido feito nas referéncias de 1838 € 1905, mas

segundo parece sdo duma época em que a distingdo apenas se baseava no sabor das bolotas

[Rothmaler 1941], incorrecta portanto.
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Apéndice III: protocolos, tinas de

electroforese e formulario

A — Protocolos

1) Preparacao de extractos enzimaticos

a) Pesar 400 mg de folhas apds retirar os peciolos, limpas e na medida
do possivel sem parasitas, defeitos ou areas necrosadas, e coloca-las num
almofariz. Caso se utilizem sementes, corta-se uma calote de poucos
milimetros da extremidade mais larga (a que se insere na capsula do
fruto, implicando apenas a porcao distal dos cotilédones) e secciona-se
em laminas finas para facilitar a maceragao’.

b) Verter aproximadamente 25 mL de azoto liquido sobre as folhas e
macera-las até evaporar-se 0 azoto e repetir (sugestao: usar uma colher
de 50 mL para retirar o azoto liquido da garrafa e repartir em duas
metades por dois almofarizes, apenas um contendo as folhas; para a
repeticao é suficiente transferir o azoto ainda existente no segundo
almofariz). E importante reduzir as folhas a pé (figura 3.2 a),
principalmente no caso das azinheiras jovens, cujas folhas sao muito
fibrosas.

c) Com a ajuda de uma espatula e usando um funil, transferir o pé para
um tubo de 2 mL e pipetar 1 mL de meio de extraccdo (usando de
preferéncia uma pipeta de Pasteur de plastico (por exemplo Brand
BRAA747755), agitando o conteitddo com o tubo fechado de modo a
assegurar que todo o pé fica embebido pelo liquido. Colocar o tubo no
banho de gelo.

d) A cada tubo contendo um macerado de folhas embebido em meio
de extracgao, realizar uma homogenizagao durante 10 segundos (com um
homogenizador de laminas, por exemplo o modelo X120 da marca CAT,

Staufen, Alemanha, munido com a sonda T6), a velocidade maxima e

> Embora néo se tenha investigado sobre o efeito da inclusdo do tegumento da semente na

obtengao de resultados, o facto de ser tecido materno levou a priori a precaugéo de retira-lo
sistematicamente da amostra de cotilédones, o que nao deixava de atrasar um pouco o ritmo do

processamento das amostras.
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imerso no banho de gelo. Apesar desta imersao, mais tempo implica
acumulagéo de calor que pode inactivar enzimas; por isso, para facilitar
a homogenizagao é muito importante ter conseguido pulverizar as folhas
completamente no passo b (maceragao em azoto liquido), assim como é
recomendavel fazer uma pré-homogenizacdo a velocidade reduzida,
geralmente com a duragdo de 10 a 20 segundos (figura 3.2 b, c).

e) Centrifugar os tubos com os homogenatos durante 10 minutos a
5000 g e retirar 100 wL. de sobrenadante (de cor amarelo dourado a
verde, segundo a proporgao de cloroplastos em suspensao, figura 3.2 c;
no caso dos extractos de cotilédones e de folhas albinas, sdo quase
transparentes) para um tubo de plastico de 0,5 mL contendo 5 uL do
cocktail de inibidores a 20X (ou 10 uL do cocktail a 10X) e misturar
bem. Devem processar-se no maximo 6 amostras por centrifugagao para
que nenhuma espere demasiado tempo até esta transferéncia ser
completada. Além disso, verificou-se que este ritmo permite 2 pessoas
alternarem eficientemente na utilizacado dos mesmos equipamentos, isto
¢, uma esta a realizar os passos a—c enquanto a outra estd nos d—e),
duplicando o namero de amostras que se podem processar para 0 mesmo
periodo de tempo.

f) Guardar os extractos a -20 °C (podem esperar uma ou duas horas
no banho de gelo enquanto outras amostras estao a ser processadas), s6
devendo sair desta temperatura o tempo estritamente necessario para

aplicagao nos géis (protocolo 3).

2) Dissolucao do amido e sua aplicacao no molde do
gel

a) Preparar previamente o molde do gel: sobre vidro temperado de 4
mm de espessura com 24,6 cm X 20,6 cm, fixar com molas de escritério
4 barras de acrilico com 1,9 cm de largura e 1,2 cm de altura, tal que se
defina, sem fugas, um paralelipipedo com 20,8 cm (largura, lado maior)
X 16,8 cm (eixo da corrente, lado menor) X 1,2 cm disponivel para ser
ocupado pelo amido dissolvido e formar-se o gel.

b) Suspender o amido homogeneamente em cerca de 1/3 (90 a 100
mL) do tampao de gel dentro de um frasco Kitasato de 1 L, enquanto se
fervem os restantes 2/3 do tampao num forno de micro-ondas.

c) Verter a solugao fervente sobre a suspensao de amido, para formar
a solucao viscosa que se homogeneiza rapidamente agitando o frasco com
a mao (figura 6.6 a).

d) Colocar a solugao sobre um bico de Bunsen, agitando-se cada 10

segundos aproximadamente, até que (normalmente em menos de 1
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minuto) se formam grandes bolhas de géas a subirem pela superficie
interna do frasco (figura 6.6 b).

e) Desgaseificar a solucao (figura 6.6 c¢), vedando a boca do frasco
com uma rolha e ligando-o pela abertura lateral a uma linha de vacuo
(tromba de agua de preferéncia, ou entdo uma bomba de vacuo
suficientemente potente). A ebulicao aumenta substancialmente de inicio,
por isso tem de evitar-se que atinja a saida para a linha de vicuo —
eventualmente serd necessario afrouxar ligeiramente a sucgao. Ao fim de
cerca de meio minuto de desgaseificagdo a ebulicdo ja deve ter-se
reduzido, e ndo convém que se prolongue demasiado este passo,
especialmente porque pode alterar a viscosidade da solucao [May 1991].

f) Na altura de verter para o molde do gel retira-se o tubo de unido a
linha de vacuo (de modo nenhum se deve desligar o vacuo enquanto esta
ligado ao frasco, por perigo de refluxo a partir da linha de vacuo) e verte-
se para o molde, que deve estar ligeiramente inclinado para facilitar o

espalhamento da solucao (figura 6.6 d).

3) Colocacao das amostras no gel

1. Retiram-se as barras de acrilico e coloca-se o gel, orientado com o
lado maior paralelo ao plano dos olhos (figura 3.3 a).

2. Com fio de pesca, separar do vidro os cerca de 3 a 6 cm de gel mais
préximos (figura 3.3 a).

3. Sem retirar o fio de baixo do gel, fixar firmemente um dos lados do
fio e produzir uma fenda paralela ao lado maior do gel levantando o fio
do outro lado com um movimento relativamente rapido (figura 3.3 b).

4. Deslizar a por¢ao mais pequena do gel de modo a abrir a fenda em
cerca de 2 mm (figura 3.3 ¢).

5. Colocar o gel sobre os acumuladores de frio a serem utilizados
durante a electroforese para efectuarem a refrigeracdo. Retirar as
amostras (cada uma contendo um extracto a analisar) do congelador para
um banho de gelo, ordenando-as em grupos de 10.

6. Transferir uma por¢ao de cada amostra para a fenda aberta no gel,
colocando na posicao respectiva, em contacto com a por¢ao maior do gel,
um aplicador de papel Whatman n°® 1 com aproximadamente 1 cm X 0,3
cm depois de embebido na amostra correspondente; apenas cerca de 2/3
da altura do aplicador sao embebidos [May 1991], e o excesso de liquido
¢ removido com papel absorvente; manipula-se o aplicador com uma
pinga microcirargica.

7. Ao fim de cerca de 5—-10 minutos, fecha-se a fenda e procede-se a

montagem do dispositivo de electroforese.
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B — Montagem das tinas com os eléctrodos

tira de 260 mm x 5 mm de chapa de ago inox

L.’."/‘.".’."/."."."/“."."."/.’../'.../‘.../‘.../.../
.
. > .
45 mm 5 mm 210 mm

macarrao retractil

recorte

/ colagem?

d fio

arra ~ 27
g macarrao retractil

\. colagem”

macarrao retractil

A A
Figura 6.7 — Montagem das tinas com os eléctrodos a partir de caixas de plastico e tiras
de ago inoxiddvel. a) Dobragem da tira de ago e proteccdo com macarrdo retractil
(isolador). b) Posicionamento do eléctrodo na tina, com indicagdo dos pontos de
colagem (cola de silicone) e recorte do rebordo da tina para expor a extremidade do
eléctrodo. c¢) Planta da tina. d) Pormenor da tina vista pelo lado de dentro, mostrando

a ligagao a fonte de voltagem através duma garra que contacta com o eléctrodo.



C — Formulario

1) Solucoes

Mantiveram-se as solugdes descritas na tabela 6.4, para mais rapida preparacao das solucdes de trabalho:

Tabela 6.4 — Solugdes prontas a usar.
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Solucao

Acetato de sédio 0,1 M
pH 5,0 (AcNa)

Acido bérico 0,5 M

Acido citrico T M

AEBSF 10 mM

BSA 50 mg/mL

CaCl, 1M

DTT 1M

E-64 1 mM

EDTA 0,5 M pH 8,0

Fosfato bdsico 0,2 M

Fosfato dcido 1 M

Volume®

TL

2L

250 mL

5mlL

10 mL

50 mL

10 mL AcNa

2,8 mL

100 mL

250 mL

Medicées

8,822 g de acetato de sédio (tri-hidrato, Merck
106267)

61,83 g de dcido bérico (Merck 100165)

52,535 g de acido L-citrico (mono-hidrato, Merck
100244 ou Sigma C-7129)

300 mg de AEBSF (Calbiochem 101500)

500 mg de albumina de soro de bovino, fraccgo V
(Sigma A-7906)

10,95 g CaCl,-6H,0 (Merck 2072)

1,5425 g de ditiotreitol (Promega V315A)

1 mg de E-64 (o conteddo dum tubo, no caso do
reagente da Calbiochem 324890)

18,61 g de EDTA (sal dissédico de tetra-acetato de
etilenodiamina di-hidrato, BDH 28025)

28,392 g Na,HPO, (J. T. Baker 0306)

34,498 g NaH,PO,-H,O (J. T. Baker 0303)

L b
Comentdrios

Dissolver em 800 mL de dgua, titular pH com aproximadamente 2 mL
4cido acético glacial e aferir volume final com dgua

Conservacdo a 4 °C em volumes de 500 uL

Conservacdo a —20 °C em volumes de 1 mL

Fortemente higroscépico

Dissolugdo em acetato de sédio 0,1 M pH 5,0, conservacéo a —20
°C em volumes de 1 mL

A dissolucéo é bastante dificil e procedeu-se do seguinte modo: o E-
64 suspenso na dgua era transferido para um tubo de 4 mlL, onde se
usava o homogenizador para efectuar a dissolucdo. Conservacéo a

—20 °C em volumes de 400 uL

Feita a suspensdo em 80 mlL de dgua, com agitacdo, titula-se para
pH 8,0 com aproximadamente 15 mL NaOH 5 N, para dissolver,
aferindo o volume final com é&gua
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Solucédo

Fosfato T M pH 6,0

Fosfato 0,1 M pH 7,0

Fosfato 0,1 M pH 7,5

H,O, 3%

HCI1 N

lodoacetato 100 mM
KIO, T M

Lactato 0,5 M pH 7,0
LOH 1M

MgCl, 1 M

DL-Malato 0,5 M
L-Malato 0,3 M pH 7,0

MTT 10 mg/mL

NAD 20 mg/mL
NaOH 0,5 N
NaOH 5 N

PMS 2 mg/mL

Tio-sulfato de sédio 0,1 M

Volume®

250 mL

250 mL

250 mL

100 mL
250 mL

15 mL

100 mL

250 mL
100 mL

50 mL

50 mL
250 mL
100 mL
50 mL

250 mL

Medicées

34,498 g NaH,PO,-H,0 (. T. Baker 0303)

72,1 ml fosfato bdsico 0,2 M + 10,6 mL fosfato dcido
T™M

105 ml fosfato basico 0,2 M + 5 ml fosfato écido 1
M

10 mL H,O, a 30% (Aldrich 21676-3)

21,55 mL de é4cido cloridrico concentrado (37%)
288 mg de dcido iodoacético (Sigma 1-1014)
16,6 g iodeto de Potdssio (May & Baker)

11 mL 4cido DL-lactico 85% (Sigma L-1250)
41,96 g de hidréxido de litio (Sigma L-4256)

20,331 g de cloreto de magnésio (hexa-hidrato, BDH
29096)

16,75 g 4cido DL-mdlico (Sigma M-0875)
4,02 g 4cido L-mélico (Sigma M-1000)

500 mg de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-2H-tetrazélio (Merck 111714)

1 g NAD (Sigma N-7004)

5 g de hidroxido de sédio

20 g de hidréxido de sédio

100 mg de metosulfato de fenazina (Sigma P-9625)

6,205 g de tio-sulfato de sédio (Sigma S-8503)

i b
Comentérios

Dissolver em 220 ml de dgua, fitular pH com aproximadamente 18
mL de NaOH 5 N, aferir volume final com dgua

Quantidades exactas para o volume pretendido [Sambrook et al.
1989], nGo é necessdrio corrigir

Dilui-se para 240 mL e corrige-se pH com aproximadamente 2,5 mL
NaOH 0,5 N

Conservacao a 4 °C
Fumos intoxicantes

Conservacédo a —20 °C em volumes de 1,5 mL

Fortemente higroscépico

Juntar 27,5 g NaHCOj (Sigma S-8875), pH final neutro [May 1991]
Juntar 6,6 g NaHCO,, pH final neutro

Solucéo quase saturada. Conservacéo a —20 °C em volumes de 1
mL. Depois de descongelado, pode apresentar precipitado, mas
dissolve-se bem na solucdo de revelacdo.

Conservacdo a —20 °C em volumes de 1 mL.

Fortemente exotérmica

Conservacédo a =20 °C em volumes de 1 mL [Worsfold et al. 1977]
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Solucéo Volume® Medicoes

Tris 2 M 250 mL 60,57 g de Tris base (tris-etanolamina hidroxilo Merck
108382)

Tris 1 M pH 8 250 mL 30,285 g de Tris base

Tris 1 M pH 8,5 250 mL 30,285 g de Tris base

Tris T M ¢/ Mg pH 9,0 100 mL 50 mLTris2M + 5 mLMgCl, T M

i b
Comentérios

Dissolver em 230 mL de dgua, fitular pH com aproximadamente 9,5
mL de HCl concentrado (37%), aferir volume final com dgua

Dissolver em 230 mL de dgua, fitular pH com aproximadamente 8 mL
de HCl concentrado (37%), aferir volume final com dgua

Dilui-se para 90 mL e corrige-se pH com aproximadamente 2,5 mlL

HCI1 N

* Dissolugao em agua excepto onde especificado
® Conservagdo a temperatura ambiente excepto onde especificado
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2) Meio de extraccao de enzimas

Para 100 mL:

Pesar 388 mg de L-histidina (Sigma H-8000), 456 mg de Acido N-
(2-acetamido)-2-aminoetanosulfonico (ACES, Merck 115226), 4,952
g de ascorbato de sédio (Sigma A-7631) e 12,5 g de
polivinilpirrolidona (Sigma PVP40T ou PVP40), dissolvendo-os em
48 mL de 4gua com uma espatula. Misturar bem estes 4 solidos antes
de juntar a agua, e adicionar a dgua progressivamente a medida que
a “pasta” de PVP40 se vai hidratando. A dissolucao ¢ ligeiramente
exotérmica e o liquido acumula muitas bolhas de gas.

Juntar 25 mL de etilenoglicol (Sigma E-9129), 8 mL de sulféxido
de metilo (DMSO, Aldrich 47230-1), 2 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0,
500 uL de DTT 1 M, e 4 mL de BSA a 50 mg/mL.

Numa proveta graduada, perfazer os 100 mL com A&gua
(geralmente € necessario um volume inferior a 1 mL). Registar o valor
do pH (deve estar perto do valor 6,5, mas ocasionalmente pode
chegar a 6,7). Guardar a —20 °C.

3) Cocktails de inibidores de proteases

Férmula A (a mais frequentemente utilizada), 20X:

Para 500 uL (cerca de 100 amostras), adicionar 100 pL AEBSF a
10 mM + 100 uL E-64 a 1 mM + 100 pL iodoacetato a 100 mM +
200 uL EDTA a 0,5 M pH 8,0. Uma vez preparado, este cocktail é
utilizavel no prazo de poucos dias se mantido sempre a 4 °C.

Utilizam-se 5 uL por cada 95 uL de extracto, tal que as concentragdes

dos inibidores no extracto sao:

AEBSF. ........... 100 uM
E-64............... 10 uM
lodoacetato. ... ....... 1 mM
EDTA. ............. 10 mM

Férmula B, 10x:

Hidratagdo da férmula de uso genérico da Sigma, fornecida na
forma de p¢ liofilizado (Sigma P-2714, lote 28H5855), conforme as
indicacdes do fabricante. Usando uma seringa hipodérmica, injectar
10 mL de agua no frasco com o liofilizado. Completada a dissolucao,
distribuir por volumes de 250 pL, congelando a —20 °C. Uma vez
descongelado para utilizagao, conserva-se a 4 °C durante alguns dias.
As concentracgdes dos inibidores no extracto sao, segundo o folheto

que acompanha este produto:

AEBSF. ............. 2 mM
E-64............... 14 uM
Bestatina. . ......... 130 uM
Leupeptina. .......... 1 uM
Aprotinina. . .. ....... 0,3 uM
EDTA. .............. 1 mM
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275

Tabela 6.5 — Preparagao das solugdes de revelacao, ordenadas pelo acrénimo adoptado para cada actividade enzimética. Na segunda coluna consideram-se 2 tipos: imersao

(em geral 100 mL de solugdo para 2 geis) ou camada de agarose (20 mL de solugdo para 2 geis). Cada solugdo comega pela pesagem dos componentes sélidos, adicionados

ao recipiente pela ordem indicada, a que se juntam os componentes liquidos, também pela ordem indicada. A G6PD é de Leuconostoc mesenteroides (Sigma G-8404), que

permite a utilizacdo de NAD em vez de NADP nas incubagdes, que se torna bastante mais barata. Os 10 mL de agarose consistem de 160 mg de agarose tipo I-A (Sigma A-

0169), dissolvida em 10 mL de 4gua no forno de micro-ondas, deixando-se arrefecer para aproximadamente 50 °C antes de adicionar a restante solugao de revelagao.

Actividades que nunca foram observadas tém resultado com ponto de interrogacao. A referéncia do fornecedor sé é incluida para a 12 ocorréncia de cada reagente.

Activ. Tipo

ODH ImersGo
AAT ImersGo
ACP Imers@o
ACP-F Imerséo
ADH Imerséo
AKP Imerséo
ALD Agarose

Sélidos

72 mg d4cido a-cetoglutérico (Sigma K-
1750) + 544 mg L-Asp (Sigma A-9256) +
50 mg piridoxal fosfato (Sigma P-9255) +
100 mg Fast Blue BB (Sigma F-0250)

100 mg dcido a-naftil fosfato (sigma N-
7000) + 10 mg Fast Garnet sal GBC
(90%, Sigma F-8761)

50 mg metilumbeliferil-fosfato (Sigma M-
8883)

100 mg dcido a-naftil fosfato + 10 mg
Fast Garnet sal GBC

75 mg fructose 1,6-difosfato (Sigma 752-1)
+ 25 mg arsenato de sédio (Sigma A-
6756)

Liquidos

10 mL Tris 1 M pH 8,5 + 88 mL dgua + 1 mL MTT
+ 1 mLPMS

10 mL Tris 1 M pH 8,5 + 80 mL dgua + 50 pL
EDTA 0,5M pH 8,0 + NaOH 0,5 N para pH 8,0
+ dgua

50 mL AcNa 0,1 M pH 5,0 + 50 mL égua

50 mL AcNa 0,1 M pH 5,0

10 mLTris 1 M pH 8,5 + 86 mL dgua + 1 mL MTT
+ 1 mLPMS + 2 mL etanol (Merck 100983)

10 mL Tris T M pH 8,5 + 90 mL dgua

1 mLTris TIMpH 8,5 + T mLNAD + 6 mL 4gua +
1 mLMTT + 40 U GAPD (Sigma G-0763) + 1 mL
PMS+ 10 mL agarose

Incubacao

Escuro, t.a., 2
horas

Escuro, t.a.,
durante a noite

t.a., durante a
noite

Escuro, t.a., 30-60

min.

Escuro, t.a., 2
horas

t.a., durante a
noite

Escuro, 37 °C, 2
horas, e t.a.
durante a noite

Resultado

bandas azul-escuro sobre
fundo branco

Bandas azul-esverdeado
sobre fundo laranja

bandas grend sobre fundo
alaranjado

Fluorescente

bandas azul-escuro sobre
fundo branco

2

bandas azul
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Activ.

CAT

DIA

EST

EST-F

FBP

G2D

G6PD

GAPD

GDH

Tipo

Imerséo

Imersdo

Imerséo

Imersdo

Imersdo

Imerséo

Imerséo

Imerséo

Agarose

Sélidos

1 a 2 mg DCPI (2,6-diclorofenolindofenal,
Sigma D-1878) + 25 mg NADH (Merck
124644)

A: 40 mg a-naftil acetato (Sigma N-8505)
+ 40 mg a-naftil butirato (Sigma N-8000)
B: 100 mg Fast Blue BB

60 mg metilumbeliferil-acetato (Sigma M-
0883)

40 mg fructose 1,6-difosfato + 50 mg
arsenato de sédio

100 mg d4cido DL-glicérico (Sigma G-
7274)

100 mg fructose 6-fosfato (Sigma F-3627
ou Calbiochem 344342) + 10 mg NADP
(Merck 124547)

55 mg fructose 1,6-difosfato + 150 mg
arsenato de sédio

120 mg d4cido L-glutdmico (Fluka 49450)
+ 60 mg ADP (Sigma A-2754)

Liquidos

10 ml fosfato 0,1 M pH 7,0 + 7 mL tio-sulfato 0,1
M+ 5 mLH,0,3% + 78 mL dgua

10 mLtris 1 M pH 8,5 + 89 mL dgua + 1 mL MTT

solucao A: dissolver sélido em 1 mL acetona (J. T.
Baker 8002) a 0 °C e conservar no gelo; sol. B: 10
ml fosfato 1 M pH 6,0 + 90 mL dgua e dissolver
sélido. Misturar A + B

10 ml fosfato 1 M pH 6,0 + 90 mL 4gua

10 mLTris 1 M pH 8,5 + 87 mL dgua + 1 mlL
NAD + 1 mLMTT + 100 yL MgCl, T M + 100 U
PGI (Sigma P-5381) + 60 U G6PD + 1 mL PMS

10 mL Tris TM pH 8,5 + 87 mL dgua + 1T mL NAD
+ 1 mLMTT + 1 mL PMS

10 mL Tris TM pH 8,5 + 87,5 mL 4gua + 0,5 mL
MgCl, TM + 1 mLMTT + 50 U PGI + 1 mL PMS

10 mL Tris 1 M pH 8,5 + 87 mL dgua + 1 mlL
NAD + T mL MTT + 50 yL ALD (Sigma A-9562) +
1 mL PMS

2 mLtris 1 M pH 8,5 + 4 mL dgua + 20 yL EDTA
0,5M pH 8,0 + NaOH 5 N (acertar pH para 8,0)
+ ~1 mLdégua + 1 mLNAD + 0,5 mL MTT + 1
mL PMS 4+ 10 mL agarose

Incubacéo

t.a. 5-15 minutos

Escuro, t.a., até 2
horas

t.a. durante a noite

Escuro, t.a., 30-45

min.

Escuro, 37 °C, 2
horas, e t.a.
durante a noite

Escuro, t.a., 2
horas

Escuro, 37 °C, 2
horas

Escuro, 37 °C, 2
horas, e t.a.
durante a noite

Escuro, 37 °C, 2
horas, e t.a.
durante a noite

Resultado

Descartar a solucéo e
juntar KI 0,1 M; ao fim de
15-30 minutos, bandas
brancas sobre fundo
negro-azulado; parar com
dgua

bandas carmim sobre
fundo azul, tornando-se
azul sobre fundo claro
apds diferenciagéo

bandas cinzento-escuro
sobre fundo avermelhado

Fluorescente

bandas azul-escuro sobre
fundo branco

bandas azul

bandas azul

bandas azul-escuro sobre
fundo azul-claro
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Activ.

GPT

GsR

HXK

IDH

LAP

LDH

MDH

ME

PEP

PER

Tipo

Imerséo

Agarose

ImersGo

Agarose

Imerséo

ImersGo

ImersGo

Imersdo

Agarose

ImersGo

Sélidos

20 mg NADH + 360 mg DL-Ala (Sigma A-
7502) + 38 mg dcido a-cetoglutdrico

50 mg glutationa oxidada (GSSG, Sigma
G-4376) + 5 mg NADPH (Merck 124540)
+ 1-2 mg DCPI

90 mg D-glucose (J. T. Baker 0114) + 10
mg NADP + 50 mg ATP (Merck 101432)

75 mg dcido DL-isocitrico (Sigma 1-1252)
+ 10 mg NADP

20 mg L-leucil-B-naftilamida (Sigma L-
0376) + 10 mg Fast Garnet sal GBC
(90%)

20 mg NADP

50 mg L-Gly-Leu (Sigma G-2002) + 20 mg
PER (Sigma P-8125) + 16 mg o-dianisidina
(Sigma D-3252) + 20 mg a.a.-oxidase
(Sigma V-7000)

50 mg 3-amino-9-carbazole (Sigma A-
5754)

Liquidos

19 mL dgua + < 0,5 mL Tris 2 M (titular para pH
7,6) + 2 gotas LDH (Sigma L-2500)

T mLTris T MpH 8,5+ 8 mLdégua + T mLMTT +
10 mL agarose

10 mLTris 1 M pH 8,5 + 88 mL dgua + 100 pL
MgCl, TM 4+ 1 mLMTT + 60 U G6PD + 1 mlL
PMS

T mLTris 1 MpH 8,5 + 6,5mLdgua + 0,5 mL
MgCl, TM + 1T mLMTT + 1 mLPMS + 10 mL
agarose

100 mL Tris 0,05 M pH 7,0 (fitulando o de pH 8,0
com HCI TN)

10 mL DL-lactato 0,5 M pH 7,0 + TO0 mL Tris T M
pH 8,5+ 1 mLNAD + 77 mL dgua + 1 mL MTT
+ 1 mL PMS

10 mL tris 1 M pH 8,5 + 5 mL malato 0,5 M + 82
mL dgua + 1 mLNAD + 1 mL MTT + 1 mL PMS

10 mL écido L-mélico 0,3 M pH 7,0 + 10 mL tris 1
M pH 8,5 + 82 mL dgua + 2 mLMgCl, T M + 1
mL MTT + 1 mL PMS

2mLTris T MpH 8,5+ 8 mLdgua + 10 mL
agarose

solucéo A: dissolver sélido em 1,25 mL N,N'-
dimetilformamida (Sigma D-4254); sol. B: 12 mL
AcNa 0,1 M pH 5,0 + 84,5 mL 4gua + 2 mL H,O,
3% + 200 pL CaCl, 1T M. Misturar A + B

Incubacéo

Escuro, t.a., 1-2
horas

Escuro, 37 °C, 2
horas

Escuro, t.a., 2
horas

t.a., durante a
noite

Escuro, 37 °C, 2

horas

Escuro, t.a., até 2
horas

Escuro, t.a., até 2
horas

t.a., até 2 horas

Resultado

Fluorescéncia negativa

bandas azul-claro sobre
fundo branco

bandas azul-escuro sobre
fundo branco

bandas carmim sobre
fundo laranja

bandas azul

bandas azul-escuro sobre
fundo branco

2

bandas vermelho ou
vermelho-acastanhado
sobre fundo claro
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PFK

PGD

PGI

PGK

PGM

SKD

SOD

XDH

Activ.

Tipo

Imerséo

Agarose

Agarose

Imerséo

Agarose

Agarose

Agarose

Imersdo

Sélidos

10 mg ATP + 50 mg fructose 6-fosfato +
50 mg arsenato de sédio

20 mg d4cido 6-fosfoglucénico (Sigma P-
7627) + 8 mg NADP

40 mg fructose 6-fosfato

10 mg dacido 3-fosfoglicérico (Sigma G-
6251) + 10 mg NADH + 10 mg ATP

100 mg a-D-glucose-1-fosfato (Sigma G-
1259 [Spencer et al. 1964, May 1991])

10 mg dcido chiquimico (Sigma S-5375) +

8 mg NADP

20 mg Nitro Blue Tetrazolium (Sigma N-
6876)

60 mg hipoxantina (Sigma H-9377)

Liquidos

10 mL Tris 1 M pH 8,5 + 89 mL dgua + 1 mlL
NAD + 500 U TPI (Sigma T-2391) + 40 U ALD +
40 U GAPD + 50 pL MgCl, 1 M

1 mLTris T MpH8,5+ 7 mLdégua + 100 pL
MgCly, TM 4+ 1 mLMTT + 1 mLPMS + 10 mL
agarose

2mLTris 1T Mc/MgpH 9 + 5mlLdgua + T mlL
NAD + 1 mLMTT + 50 U G6PD + 1 mL PMS +
10 mL agarose

5mLTris T M pH 8,5 + 45 mL dgua + 25 uL
MgCl, T M + 50 U GAPD

T mLTris T MpH 8,5+ 6,5 mLdgua + T mL NAD
+ 0,5 mLMTT + 60 U G6PD + 1 mLPMS + 10
mL agarose

1 mLTris TMpHB8,0+ 7 mLdagua + 100 L
MgCly, TM 4+ 1 mLMTT + 1 mLPMS + 10 mL
agarose

2mLTris T MpH8,5+ 1 mLNAD + 4 mL dgua +
3 mLPMS 4+ 10 mL agarose

10 mLTris 1 M pH 8,5 + 88 mL dgua + 1 mL MTT
+ 1 mLPMS

Incubacéo

Escuro, t.a., 30-60

min.

Escuro, t.a.,
durante a noite

Escuro, 37 °C, 1-2
horas

Escuro, t.a., 1-2
horas

Escuro, 37 °C, 2
horas

Escuro, 37 °C, 2
horas, e t.a.
durante a noite

t.a., durante a
noite, protegido da
evaporacdo

Escuro, 37 °C, 2
horas, e t.a.
durante a noite

Resultado

Fluorescente

bandas azul-escuro sobre
fundo claro

bandas azul-escuro sobre
fundo claro

Fluorescéncia negativa

bandas azul-escuro sobre
fundo branco

bandas azul-escuro sobre
fundo claro

Foto-oxidacdo do PMS
excepto onde houver
actividade (contraste
negativo, bandas
amareladas sobre fundo
arroxeado). NAD
facultativo (mas menos

bandas)

2
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Apéndice IV: resumo das familias

analisadas e exemplos de SQL

A — Plantas jovens analisadas

Referéncia Alfaiates Feijoas do Ramos Mitra Hibridos

Lote n® Famila n° Familia n®  Familia n® Familia n®
Rc 228 AQ02 6 FOI 4 MOI1 24 SES 19
Rh1 234 AQ03 6 FO4 10 MO02 6 SMI 43
Rh2 147 AO04 10 FO5 10 M04 6 SM2 48

FAIR 42 A0S 6 F06 6 MO05 9

A08 34 FO8 11 M11 6

AQ09 32 FO9 10 M12 13

All 9 F10 6 M13 31

Al12 26 F12 6 M15 6

Al4 10 F16 6 M16 6

Al19 6 F18 6 M19 8

A20 83 F21 13 M21 2

A21 43 F23 14 M22 6

A23 6 F25 6 M24 6

A26 6 F26 6 M25 10

A27 6 F27 46 M26 6

A29 39 F28 26 M32 24

A30 39 F29 9 M34 6

A31 29 F31 6 M37 24

A33 13 F32 10 M42 6

A34 46 F34 26 M44 6

A36 37 F37 6 M46 9

A37 9 F39 6 M49 6

A38 35 F40 9 M53 6

A39 13 F45 6 M55 13

A40 6 F47 6 M57 9

F51 7 M58 9

F52 6 M59 6

Mé60 50

Mé61 5

Mé62 9

Mé63 6

Mé4 13
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B — Ficheiros SQL e sua utilizacao

1) Determinacao do numero de plantas jovens analisadas

Este SQL deu origem a tabela da seccao anterior.

familias.sql

SELECT ORIGEM, COUNT( freq ). «....... campos a utilizar: origem,
freq

FROM "zimogramas.DB" Zimogramas. ..... base de dados

WHERE INDIVIDUOS = 'plantula’ . ..... filtro selector: plantulas

croup By orIGEM Critério de agrupamento para contagens

orpER BY ORIGEM Critério de ordenamento para apresentagao
2) Definicao de sobreiros, azinheiras e ambiguos

global-Shb.sql
SELECT ORIGEM, INDIVIDUOS, EXTRACCAO, AMOSTRA, DIA, MDH, PER,
PGI, EST, GSR, PGM, PGD
FROM "zimogramas.DB" Zimogramas
WHERE (DIA LIKE 'Sb%')
OR (MDH LIKE 'Sb%')
OR (GSR LIKE 'Sb%')
OR (PGM LIKE 'd'")
GROUP BY ORIGEM, INDIVIDUOS, EXTRACCAO, AMOSTRA, DIA, MDH,
PER, PGI, EST, GSR, PGM, PGD

Pelo menos um dos critérios (DIA, MDH, GsR ou PGM) ¢ de sobreiro

(comparador LIKE)

global-Az.sql
SELECT ORIGEM, INDIVIDUOS, EXTRACCAO, AMOSTRA, DIA, MDH, PER,
PGI, EST, GSR, PGM, PGD
FROM "zimogramas.DB" Zimogramas
WHERE (DIA LIKE 'AzS%'")

OR (MDH LIKE 'Az%')

OR (PGI LIKE 'Az%' OR PGI LIKE '+%')
OR (EST LIKE '1%"')

OR (GSR LIKE 'Az%')

OR PGM BETWEEN 'a' AND 'cz'
OR (PGD LIKE '%b')
GROUP BY ORIGEM, INDIVIDUOS, EXTRACCAO, AMOSTRA, DIA, MDH, PER,
PGI, EST, GSR, PGM, PGD

Idem, no caso de PGM definido como um intervalo (sETweEN)

ambiguos-Sh.sql
SELECT ORIGEM, INDIVIDUOS, EXTRACCAO, AMOSTRA, DIA, MDH, PER,
PGI, EST, GSR, PGM, PGD
FROM "Sb.DB" Sb
WHERE (DIA NOT LIKE 'Sb%')
OR (MDH NOT LIKE 'Sb%')
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OR (GSR NOT LIKE 'Sb%')
OR (PGM NOT LIKE 'd'")
OR (PGI = 'Az'")

OR (PGI = '+")

Desta vez a partir do output do SQL global-Sb.sql (Sb.DB), obtém-se uma
tabela aparte com pelo menos um critério ambiguo em relag@o a sobreiro. A
subtraccao do novo output a Sb.DB permite ficar apenas com sobreiros

“puros”.

3) Distribuicao de frequéncias de fenétipos enzimaticos

FenotiposPGM.sql
SELECT ORIGEM, INDIVIDUOS, PGM, COUNT( FREQUENCIA )

FROM "Azinheiras.DB" Azinheiras
WHERE PGM IS NOT NULL
GROUP BY ORIGEM, INDIViDUOS, PGM

ORDER BY INDIVIDUOS
Exemplo de obtengao, a partir de azinheiras “puras” (Azinheiras.DB ja sem

os respectivos “ambiguos”, cf. secgao anterior), a distribui¢do de frequéncia

dos diversos fenétipos de PGM.
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