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A prospeccdo efectuada em 270 searas de Portugal
continental permitiu elaborar mapas de distribuicdo de Avena
strigosa Schreber, A. barbata Pott ex Link s.l., A. fatua L., A.
sterilis L. subsp. sterilis, A. sterilis subsp. ludoviciana
(Durieu) Nyman, A. sativa L. subsp. macrantha (Hackel)
Rocha Afonso, A. byzantina C. Koch e A. x haussknechtii
Nevesky. A contagem do nimero de cromossomas da A. x
haussknechtii mostrou 2n = 42. A electroforese em gel de
poliacrilamida de folhas de carboxilesterase, fosfatases acidas
e glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) permitiu
separar A. sativa, A. sterilis subsp. sterilis e A x
haussknechtii por apresentarem perfis isoenziméaticos
diferentes entre s com bandas caracteristicas. Os aspectos
morfol 6gicos e bioquimicos da A. x haussknechtii mostraram-
se intermédios entre a A. sativa e A. sterilis. Este hibrido
natural  também  apresentou  maior  polimorfismo
i soenzimati co.
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The maps of distribution of Avena strigosa Schreber, A.
barbata Pott ex Link sl., A. fatua L., A. sterilis L. subsp.
sterilis, A. sterilis L. subsp. ludoviciana (Durieu) Nyman, A.
sativa L. subsp. macrantha (Hackel) Rocha Afonso, A.
byzantina C. Koch and A. x haussknechtii Nevesky in
continental Portugal were made searching 270 crop fields.
The chromosome number of A. x haussknechtii is 2n = 42.
The results obtained by the use of polycrylamide gel
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electrophoresis (PAGE) of A. sativa, A. sterilis subsp. sterilis
and A. x haussknechtii of three foliar enzimatic systems: acid
phosphatase, esterase and glutamate oxaloacetate transami-
nase are presented. The observation of the zymogrammes for
each individual and diagrammes obtained from the analysis
of isoenzyme banding patterns have shown great differences
between the three taxa. A. x haussknechtii shows an
intermediate pattern distribution of isoenzyme banding
between Avena sativa and A. sterilis reforcing it is a natural
hybrid between these two taxa.

Keywords: Avena, A. barbata, A. fatua, A. X haussknechtii, A.
ludoviciana, A. sativa, A. sterilis, A. strigosa, distribution,
electrophoresis, carboxilesterase, acid fosfatase, glutamate
oxal oacetate transaminase.

INTRODUCAO

Em Portugal reconhecem-se os seguintes taxones do género Avena L. A.
longiglumis Durieu (2n = 14), Avena strigosa Schreber (2n = 14), A. barbata
Pott ex Link subsp. barbata (2n = 28), A. barbata subsp. lusitanica (Tab.
Morais) Romero Zarco (2n = 14), A. fatua L. (2n = 42), A. sterilis L. subsp.
sterilis (2n = 42), A. sterilis L. subsp. ludoviciana (Durieu) Nyman (2n = 42),
Avena sativa L. subsp. macrantha (Hackel) Rocha Afonso (2n = 42), A
byzantina C. Koch (2n = 42) e A. x haussknechtii Nevesky (FRANCO &
ROCHA AFONSO 1998). A. sativa, A. byzantina, A. strigosa sdo cultivadas ou
foram até ha alguns anos atrés, enquanto as restantes surgem como ruderais ou
infestantes das searas.

COSTA (1988), baseando-se em caracteres morfolégicos de sementes
maduras, assinalou, no continente portugués, para A. sterilis subsp. sterilis seis
tipos morfolégicos correspondentes a trés variedades [var. calvescens Trab. &
Thell, var. maxima Pérez Lara e var. setosissima Malzew], para A. sterilis subsp.
ludoviciana seis tipos morfol dgicos respeitantes a trés variedades [var. sterilis,
var. glabrescens (Dur.) Mazew e var. psilanthera (Thell.) Maazew] e para A.
fatua sete tipos morfolégicos para igual nimero de variedades [var. pilosissima
Gray, var. glabrata Peterm., var. intermedia (Lestib.) Leg. & Court., subsp.
septentrionalis Malzew var. valdipilosa, var. pilosa Syme, var. cinerea Prant e
var. superba Prant]. Assim, as observagfes morfol 6gicas mostraram a existéncia
de uma variagdo fenotipica destas infestantes das searas.

Contudo os métodos morfolégicos usam fendtipos relativamente distantes da
informacdo genética e influenciaveis pelo ambiente e estado de desenvolvimento
daplanta. As enzimas, por seu turno, sdo produtos quase directos dos genes, nao
sendo, em principio afectadas por condi¢cdes externas. A ampla distribuicdo
geogréfica e ecoldgica, assim como a variabilidade dos caracteres morfol égicos
pode manifestar a possibilidade de existéncia de vérias formas genéticas
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(MALAZEW 1930, TABORDA DE MORAIS 1936, 1939, THURSTON 1957,
MAILLET 1980, GARCIA-BAUDIN et al. 1981). Em estudos sobre popul ages
de plantas do género Avena, foi destacado a circunstancia da variabilidade obtida
a partir de “marcadores bioguimicos’ ser superior a obtida com recurso a
“marcadores morfologicos’(MARSHALL & ALLARD 1969, 1970). A
electroforese de proteinas e enzimas tem sido utilizada com frequéncia no estudo
do grau de diversidade genética entre espécies de um mesmo género e o
estabelecimento de uma relagdo evolutiva entre elas (ALMGARD &
CLAPHAM 1975, DARMENCY 1982). Em Espanha, CADAHIA & GARCIA-
BAUDIN (1978) e CADAHIA et al. (1980), obtiveram, através de electroforese,
diferenciac@o de proteinas totais e de isoenzimas de A. fatua, A. sterilis subsp.
sterilis e A. sterilis subsp. ludoviciana. As aveias hexapléides (2n = 42) sdo
plantas autogamicas (JAIN & MARSHALL 1974, AUJAS & DARMENCY,
1984), mas ndo exclusivamente, pois foi verificada uma percentagem de
adogamia (THURSTON 1957) que podia chegar aos 6% em A. sativa (JENSEN
1961) e aos 12% em popul agbes naturais de A fatua IMAM & ALLARD 1965).
Existe pois a possibilidade, ainda que remota, de hibridos interespecificos entre
espécies hexaplGides, como foi observado entre A. sativa e A. sterilis numa taxa
de 3a11% (SHORTER et al. 1978), entre A. sativa e A. fatua com umataxa 2 a
10 % (BAUM, 1969) e entre A. sterilis e A. fatua numataxa 1 a 5% (SHORTER
et al. 1978). Como evidenciaram numerosos trabalhos citados por CABRAL
(1990), a electroforese de isoenzimas constitui um instrumento analitico de
grande €ficécia, funcionando aguelas como excelentes marcadores em estudos
sisteméticos e de identificacdo e caracterizacdo de gendtipos, servindo de
precioso apoio a caracterizagdo morfoldgica em que as interacgdes sdo do tipo
dominante/recessivo, obrigando a cruzamentos-testes a fim de poder distinguir
0s varios gendtipos através da observacdo da descendéncia, contrariamente ao
que sucede com as isoenzimas, que estando sob o controlo de aelos
codominantes, vao permitir distinguir individuos homozigéticos em qualquer
geracdo, dada a identidade entre gendtipo e fendtipo. Os modelos
electroforéticos de isoenzimas tém sido utilizados com sucesso na identificacdo
de hibridos sexuais (GATES & BOULTER 1979; SCHIAVO et al. 1980,
TANKSLEY & JONES 1981).

Neste trabaho, apresenta-se, em primeiro lugar, a distribuicdo dos diversos
téxones e o grau de infestacdo nos campos cerealiferos de Portugal continental e
procura-se a caracterizagdo do polimorfismo de isoenzimas foliares numa popula
¢80 mista A. sativa, A. sterilis subp. sterilis e respectivo hibrido A. x haussknechtii.
A contagem do niimero de cromossomas deste hibrido também foi efectuada

MATERIAL E METODOS

A prospeccdo de campo efectuou-se entre 1982 e 1987 em 270 searas (155 de
trigo, 45 de aveia, 22 cevada hexastica, 9 de cevada distica, 13 de centeio, 3 de
triticale, 1 de tremoceiro e 21 pousios) de todo pais, com excepgao dos Distritos
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de Viana do Castelo e Viseu, cuja localizagdo se encontra em COSTA et al.
(1988). Em cada local, numa &rea de cerca de 200m?, recolhiam-se ao acaso 40
inflorescéncias, que foram guardadas individualmente para medicdo das glumas
e da lema, contagem do nimero de flores, necessérias a identificagéo efectuada
através das chaves dicotémicas de ROCHA AFONSO (1980). Consideraram-se
trés graus de infestacdo: ocasional (até 10 espiguetas por 100 m?), frequente a
importante (10-50 espiguetas por 100 m? e muito importante (mais de 50
espiguetas por 100 m?).

Semearam-se no Outono 1986 na Tapada da Ajuda, 100 cariopses de A. x
haussknechtii colhidas em 10/5/1985 numa seara de aveia instalada na Terra
Grande situada, também, na Tapada da Ajuda. Em 1991, voltou-se a efectuar
uma nova sementeira.

Contaram-se os cromossomas de A. sativa, A. sterilis subsp. sterilis e A. x
haussknechtii em esfregagos de raizes obtidas a partir de cariopses germinadas
em caixas de Petri atemperatura de 25°C e um fotoperiodo de 14 hdediae 10 h
de noite numa cAmara climatizada, durante 3-4 dias. As sementes foram colhidas
na seara acima referida na Tapada da Ajuda. Quando as raizes atingiram 1cm de
comprimento foram cortadas e colocadas em agua a 4°C durante 24 h no sentido
de maximizar as células em c-metafase, sendo posteriormente fixadas em etanol
acético para posterior determinacdo do nimero de cromossomas em células
metafasicas. O método de Feulgen e Rossenbeck foi usado para a visualizagdo
dos cromossomas ao microscopio éptico.

Como CADAHIA et al. (1980) e VECCHIO et al. (1982) obtiveram bons
resultados com folhas de Avena spp., optou-se por este materia para a
electroforese. Assim semearam-se cariopses de Avena sativa, A. sterilis subsp.
sterilis e A. x haussknechtii na Tapada da Ajuda, que cresceram numa camara de
vegetacdo climatizada a temperatura constante 27° C e um fotoperiodo de 16 h
dia/ 8 noite até as 6-7 folhas expandidas. Cortaram-se os limbos das folhas fres-
cas pertencentes a plantas no mesmo estado vegetativo. Maceraram-se e homo-
geinizaram-se 250 mg de folhas frescas com 1 ml do meio de extraccéo e 100
mg de polivinilpirrolidona insoliivel, seguindo-se uma centrifugacdo durante 15
minutos a 14000 r.p.m. para utilizagdo do sobrenadante para migracéo
electroforética. Estas operagcbes de extraccdo, desde a maceragdo até a
centrifugacdo, decorreram no frio a umatemperatura entre 0° e 4° C. A electrofo-
rese de isoenzimas foliares em gel de poliacrilamida, segundo a técnica
descontinua de ORNSTEIN (1964) e DAVIS (1964), modificada por
LAEMMLI (1970) foi efectuada com um sistema electroforético vertical com
recurso a um banho termorregulador e com refrigeragdo. A migracéo electrofo-
rética realizou-se sob condi¢des nativas com a temperatura variando O e 4° C
utilizando uma diluicdo de 11% de um tampéo tris-glicinaa pH 8. A quantidade
de sobrenadante utilizada para cada amostra na migracéo foi de 50 pl. Cada
migracdo electroforética durou cerca de 3 h 30 m, aplicando-se uma intensidade
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de corrente eléctrica de 150 mA. A visualizagcdo da frente de migracdo obteve-se
através da adicéo ao tampédo de migracéo de 1 ul do corante de referéncia azul de
bromofenol. Os sistemas isoenzimaticos utilizados foram: carboxilesterase,
fosfatase acida e glutamato oxal oacetato transaminase (GOT). A carboxilesterase
foi revelada pela técnica proposta por MARKERT & HUNTER (1959). A
revelacdo da fosfatase acida realizou-se segundo o método de SCANDALIOS
(1969). Para a revelagdo da GOT utilizou-se a técnica proposta por
SCHWARTZ et al. (1963). Os géis foram medidos por inspeccdo visual,
complementada pela leitura num densitdmetro. Os valores de Rf foram
calculados para cada banda usando aférmulade MITTAL et al. (1987).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relagdo a prospeccdo efectuada e as medicles da lema e gluma constatou-
se que na Provincia Cantabro-Atlantica (Regido Eurosiberiana) (COSTA et al.
1999) as espécies do género Avena ndo ocorreram em searas, Com a excepgao da
A. barbata s.|. encontrada ocasionalmente (mapas 1, 2, 3, 4, 5, 6). Ndo se
observou A. longiglumis e A. byzantina em searas e pousios.

A. sterilis subsp. sterilis foi o taxone mais representado com uma frequéncia
de 68% nas searas, ndo tendo ocorrido na Terra Fria, e que surgiu com elevados
graus de infestacdo especialmente no sul do pais; foi a Unica espécie assinalada
no SE de Portuga (mapa 1). Estes resultados estdo de acordo com os de
GARCIA-BAUDIN & SALTO (1979) para Espanha; contudo DORDIO (1970)
observou este tdxone na Beira Alta.

A. sterilis subsp. ludoviciana apareceu quase sempre ocasionalmente, e s6
raramente com grau elevado de infestacdo, em quase todo o pais com a excepcao
do interior do Alentejo com uma frequéncia de 11 % (mapa 2). DORDIO (1970)
s6 tinha anotado este tdxone na Estremadura, Beira Litoral e Douro Litoral. Em
Franca, BARRALIS (1961) constatou a distribuicdo atlantica da A. sterilis
subsp. ludoviciana e mediterranica para A. sterilis subsp. sterilis, o que esta de
acordo com esta prospeccao.

Em muitos dos locais apareciam popul agdes das duas subespécies de A. sterilis
(gréfico 1), contudo no Oeste (Cheleiros, S.Jodo das Lampas, Carreiros) e Serra
do Caldeirdo (Vale da Rosa e A do Gueno) em algumas estacdes era impossivel
separé-las (grafico 2), admitindo-se a existéncia de uma forma intermédia
SCHULER (1986) também observou estes tipos de individuos em Marrocos e
Sul de Franca.

A. fatua apareceu muito localizada (Terra Fria, Oeste e vale do Tejo e
Mondego), normalmente causadora de elevados prejuizos, com uma frequéncia
de 12 % (mapa 3). A importancia desta espécie no litoral do Oeste evaledo Tejo
e Mondego e auséncia na Terra Quente Transmontana podem estar relacionadas
com as observagdes de CHANCELHOR (1976) e BARRALIS (1965) de este
téxone ter germinagdo primaveril, entre Fevereiro e Margo, tendo acontecido, no
ano da prospeccéo, no Oeste e na Leziriado Tejo uma Primavera chuvosa.
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Mapa 1 — Distribui¢do e importéncia de A. Mapa 2 — Distribui¢do e importancia de A.
strerilis subsp. sterilis; % ocasional, @ strerilis subsp. ludoviciana: % ocasional, @
frequente aimportante, Yrmuito importante  frequente aimportante, smuito importante
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Mapa 3 — Distribuicdo e importancia de A. Mapa 4— Distribuicdo e importancia de A
fatua: *ocasional, @ frequente a barbata sl.: ocasiona, @ frequente a
importante, ¥rmuito importante importante
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Mapa 5- Distribuicéo e importdnciade A.  Mapa 6— Distribui¢cdo e importancia de A. x
sativa O e de A strigosa.: % ocasional, @ haussknechtii: %ocasional, @ frequente a
frequente aimportante importante
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Gréafico 1 — Frequéncia da dimensdo da Gréfico 2 — Frequéncia da dimenséo da
lemade um local com populagdes de A. lemade trés locais com populages bem
strerilis subsp. sterilise A. sterilis subsp. definidas de A. sterilis subsp. ludoviciana,
ludoviciana intermédia e A. strerilis subsp. sterilis

A. barbata s.l. € uma espécie essencialmente ruderal, ndo sendo por isso de
estranhar a sua baixa frequéncia nos campos ceraliferos, 4%, e geralmente com o
grau de ocasional (mapa4).

A. sativa (0,2 % frequéncia) e A. strigosa (1,3 % frequéncia) também sb
ocorreram esporadicamente (mapa 5).

A. x haussknechtii surgiu ocasionalmente em todo pais com uma frequéncia de
3,3%, especiamente em searas de aveia, tendo sido também colhida em trigo,
cevada e pousio (mapa 6). TABORDA DE MORAIS (1936) também observou
este hibrido nos Herbérios portugueses. VALDES et al. (1987) consideraram-no
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raro na campina de Huelva e BAUM (1977) assinalou-o para Franga, Alemanha,
URSS, Iré0, India e Portugal .

A. X haussknechtii é caracterizada pelas lemas sem callus, flores ndo
articuladas, alemada 12 flor com pélos e arista geniculada e a da 22 flor glabrae
mutica. Os resultados obtidos da sementeira deste hibrido encontram-se no
Quadro 1.

Quadro 1 - Frequéncia relativa dos diversos tipos de espiguetas obtidas por sementeira de
individuos de A. x haussknechtii, em 1986 e 1991

Caracteristicas das espiguetas Frequéncias relativas (%)
1986 1991
iguais as A. x haussknechtii 188 214
idénticas a A. sativa 165 16,3
idénticas a A. sterilis 151 143
sem callus, 2 flores com pélos e com 2 aristas 1,9 0,0
sem callus, 2 flores com pélos e com 1 arista 6,7 51
sem callus, 2 flores com pélos e sem aristas 2,6 41
sem callus, 1 flor com pélos e sem aristas 324 337
com callus, 1 flor com pélos e com 1 arista 37 41
com callus, 1 flor com pélos e sem aristas 0,6 0,0
com callus, 2 flores com pélos e com 1 arista 0,9 1,0
com callus, pélos sb no callus e 1 arista 0,8 0,0

Em ambas ocasides obteve-se uma segregacdo na F2 em que os progenitores
sd0 A. sativa e A. sterilis subsp. sterilis. Verificou-se em 1986 que, praticamente,
ndo houve dorméncia e que todas as cariopses da mesma espigueta germinaram.

O ndmero de cromossomas observados nas raizes de A. x haussknechtii foi de
2n=42, nimero igual ao da Avena sativa e A. sterilis subsp. sterilis.

Em relagdo as caracteristicas bioguimicas encontraram-se para 0 conjunto dos
trés tdxones um tota de 40 bandas isoenziméticas diferentes, sendo as
carboxilesterases as que apresentaram maior polimorfismo. Revelaram-se 21
bandas isoenziméticas para a carboxilesterase, 11 para a fosfatase &cida e 8 para
a glutamato oxaloacetato transaminase (GOT).

A interpretacdo dos géis para cada individuo e para os trés sistemas
enziméticos utilizados permitiu a construcado dos diagramas sintéticos das figuras
1, 2 e 3. Poucas bandas so comuns a todos os individuos.

Da observacdo dos diagramas verificou-se a existéncia de trés bandas
monomorficas isoenziméticas das carboxilesterase correspondentes aos valores
de Rf 0,41, 0,63 e 0,67 e de duas bandas da fosfatase acida cujos valores de Rf
sd0 0,03 e 0,08.



DISTRIBUICAO E DIFERENCIACAO ISOENZIMATICA DO GENERO AVENA 381

A. sativa A, x haussinechti A, storifis
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Figura 1 — Diagrama teorico do sistema enzimético da carboxilestarase. M bandas comuns
atodos os individuos.
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Figura 2 — Diagrama tedrico do sistema enzimético da fosfatase écida. M bandas comuns
atodos os individuos.
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Figura 3 — Diagrama tedrico do sistema enzimético da glutamato oxaloacetato
transaminase (GOT).

Existem também vérias bandas comuns a dois tdxones. Assim, duas bandas
isoenziméticas comuns entre Avena sativa e A. x haussknechtii (ICMI), aRf 0,73
para a carboxilasterase e a Rf 0,29 para GOT; entre A. sterilis e A. x
haussknechtii encontrou-se uma para a fosfatase acida, a Rf 0,21 e seis bandas
para carboxilesterase, correspondentes aos valores de Rf 0,36; 0,71; 0,76; 0,81;
091 e 0,93. Entre a A. sativa e A. sterilis s ocorreram trés bandas comuns nas
carboxilesterase correspondentes aos valores de Rf 0,24, 0,31 e 0,33.

O zimograma de um hibrido pode resultar da soma dos pertencentes aos
progenitores ou pode incluir uma banda hibrida e algumas bandas dos
progenitores podem desaparecer (MOORE & COLLINS 1983). Existem muitas
bandas caracteristicas de apenas um taxone. Podemos afirmar que € possivel
distinguir estes trés taxones através de qualquer dos sistemas enzimaticos
testados, pois todos eles apresentam perfis isoenzimaticos que lhe sdo
caracteristicos.

Para se conhecer o grau de uniformidade e estabilidade existente quantificou-
se o0 nivel de polimorfismo de cada taxone através do indice de polimorfismo
(P) pela formula de MARSHALL & ALLARD (1970) para cada sistema
enzimdtico. Este indice relaciona a frequéncia relativa de cada banda com o
nimero total de bandas por sistema enzimético e taxone. E susceptivel de variar
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entre 0 e 0,25 tendo em consideragdo a proporcdo das bandas monomorficas e
polimérficas e o grau de polimorfismo de cada uma das bandas variaveis. A
fosfatase &cida e GOT apresentam um indice de polimorfismo nulo (Quadro 2).
Os individuos de A. x haussknechtii apresentam de longe o nivel de
polimorfismo mais elevado (Quadro 2). A. sterilis subsp. sterilis também
apresentou valores diferentes de zero para o indice de polimorfismo no sistema
enzimatico carboxilesterase, mostrando alguma heterogeneidade (Quadro 2).
Avena sativa apresenta-se completamente homégenea para qualquer dos
sistemas enziméticos estudados (Quadro 2).

Quadro 2 - Valores do indice de polimorfismo para cada tdxone e para cada sistema
enzimético

Sistema enzimético A. sativaA. x haussknechtii A. sterilis

Carboxilesterases 0,000 0,116 0,032
Fosfatase &cida 0,000 0,000 0,000
GOT 0,000 0,000 0,000

Os aspectos morfoldgicos e bioguimicos de A. x haussknechtii mostraram-se
intermédios entre a A. sativa e a A. sterilis subsp. sterilis. Cada um dos sistemas
enziméticos utilizados permite reconhecer e confirmar a diferenciacdo
morfoldgica, ja que os perfis isoenzimaticos sdo diferentes entre si e incluem
bandas que Ihe sdo caracteristicas e como tal ndo estdo presentes nos perfis
obtidos para os restantes taxones. Atendendo aos valores encontrados para 0s
indices de polimorfismo, a A. x haussknechtii € a que apresenta maior
heterogeneidade. Estes resultados permitem concluir que a A. x haussknechtii é
um hibrido natural entre A. sativa e A. sterilis subsp. sterilis. Este hibrido que
apresenta interesse agrondémico por produzir maior nimero de sementes do que a
aveia, sofre uma degeneragdo na F2. BAUM (1977), levando isto em
consideracdo, denominou-0 Avena sativa x sterilis F1, evitando usar qualquer
epiteto especifico.
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