HERANCA GENETICA E DESEQUILIBRIO DE LIGACAO
EM LOCOS DE ISOENZIMAS EM Esenbeckia leiocarpa*

RESUMO

Oito sistemas enziméticos (EST, IDH,
PGM, PGI, MDH, PER, 6PGDH e SKDH)
codificando nove locos foram investigados em
Esenbeckia leiocarpa. Quatro sistemas isoenzimaticos
foram monomdrficos (IDH, PGM, 6PGDH e
SKDH) e quatro polimorficos (EST, PGI, MDH e
PER). A heranca mendeliana foi confirmada para
quatro locos, pelo teste de ajuste dos padrfes de
segregacdo observados em relacdo a razdo de
segregacao esperada 1:1, em progénies de arvores
heterozigotas. O desequilibrio de ligagdo foi
examinado para dez pares de locos. Apenas um
simples par de locos parece estar em desequilibrio
de ligacao, Est-1:Prx-1.

Palavras-chave: segregacdo; guarantd; espécies
arboreas tropicais.

1 INTRODUCAO

Esenbeckia leiocarpa Engl. (guarantd) é
uma espécie arbdrea climécica de ocorréncia agregada
e caracteristica de floresta latifoliada priméria. A espécie
ndo tolera, quando jovem, insolacdo direta, razéo pela
qual ndo € encontrada em formacdes secundarias.
Sua dispersdo € restrita e descontinua, ocorrendo em
frequéncia elevada somente em poucas areas, na forma
de reboleiras, que podem se estender por centenas de
metros. Sua madeira & muito resistente e usada em obras
externas como postes, dormentes, etc., e na construgao
civil para os mais diversos fins (Lorenzi, 1992).

O conhecimento do sistema de
reproducdo, estrutura e diversidade genética
¢ de fundamental importdncia para o
delineamento de estratégias para a conservagao
e 0 melhoramento genético de espécies arbdreas.

(*) Aceito para a publicacdo em maio de 2004.
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ABSTRACT

Eight enzymes systems (EST, IDH,
PGM, PGI, MDH, PER, 6PGDH and SKDH)
coding for nine loci were investigate in Esenbeckia
leiocarpa. Four allozyme ~ systems were
monomorphic (IDH, PGM, 6PGDH and SKDH)
and four polymorphic (EST, PGI, MDH and PER).
Mendelian inheritance was confirmed for four loci
by testing the fit of band-pattern to 1:1 expected
segregation ratio in ‘progeny from heteroztygous
trees. Linkage disequilibrium was examined for ten
pair of allozymes loci. A simple pair of loci appears
to be in linkage disequilibrium, Est-1:Prx-1.
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Tais informagGes podem ser eficientemente
elucidadas com base em dados de marcadores
bioguimicos. Contudo, para que essa classe de
marcadores possa ser utilizada como marcadores
genéticos é necessario, a priori, 0 conhecimento
dos padrdes de heranga e associagéo entre alelos de
diferentes locos (Furnier et al., 1986; Gillet &
Hattemer, 1989; Lewandowski et al., 1992; Liu &
Furnier, 1993; Pastorino & Gallo, 1998;
Lewandowski, 2000).

O objetivo deste trabalho foi investigar a
heranca e o desequilibrio de ligagdo em locos
isoenziméaticos detectados em populacBes de
Esenbeckia leiocarpa Engl. O estudo foi realizado
comparando a segregacdo de progénies de
polinizacdo aberta de genétipos maternos de
arvores heterozigotas.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem das Progénies

Sementes de polinizacdo aberta foram
coletadas em 20 arvores de duas populagdes
naturais localizadas em dois fragmentos de
E. leiocarpa do Estado de S&o Paulo: EstacOes
Ecoldgicas de Caetetus (Latitude 22°22’S, Longitude
49°40’W) e lbicatd (Latitude 22°47°S, Longitude
47°50°W). De cada arvore foram genotipadas,
via eletroforese de isoenzimas, 20 sementes.
O genotipo das arvores maternas foi determinado
da composicao genotipica de suas progénies, usando
0 método de maxima verossimilhanca de Brown &
Allard (1970), implementado no programa MLTR
de Ritland (2002).

2.2 Eletroforese em Gel de Amido

As enzimas foram extraidas de tecidos
foliares de plantulas empregando-se, aproximadamente,
20 mg de tecido de limbo foliar, 10 mg de areia
lavada, 7 mg de Polivinil Pirrolidona (PVP 40),
7 mg de Polivinil Pirrolidona (PVP-60) e 200
microlitros da solucdo de extracdo nimero 1 de
Alfenas (1998), alterada pela auséncia de
Mercaptoetanol. A eletroforese foi a horizontal,
conduzida em meio suporte de gel de 2/3 de amido
de milho (penetrose 30) a 13%, combinado com
1/3 de amido de batata (Sigma). As “corridas”
foram realizadas em geladeira, com temperatura de
5°C. O tampéo de cuba e do gel utilizado foi o
Citrato Morfolina (CM pH 6,1 - Clayton &
Tretiak, 1972). A lista das isoenzimas investigadas
encontra-se na TABELA 1.

TABELA 1 - Sistemas enzimaticos estudados em E. leiocarpa.

Sistemas enzimaticos (Abreviagdes) Numero E.C.

Locos Numero de alelos
detectados detectados/loco

Fosfoglucomutase (PGM) E.C. 5.4.2.2
Fosfoglucose isomerase (PGI) E.C. 5.3.1.9
Isocitrato desidrogenase (IDH) E.C. 1.1.1.42
Malato desidrogenase (MDH) E.C. 1.1.1.37

o-Esterase (a-EST) E.C. 3.1.1.1

6-Fosfogluconato desidrogenase (6PGDH) E.C. 1.1.1.44

Peroxidase (PER) E.C. 1.11.1.7
Xiquimato desidrogenase (SKDH) E.C. 1.1.1.25
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2.3 Analise de Segregacao

O estudo da heranga isoenzimatica em
E. leiocarpa foi realizado com base no método
descrito por Gillet & Hattemer (1989) que
compara 0 gen6tipo de arvore materna com a
segregacdo de suas progénies de polinizacdo aberta.
As seguintes condicBes devem ser satisfeitas:
a) toda progénie de uma arvore materna A;A; deve
possuir o alelo A; da arvore méde, e b) em casos
de uma arvore mae heterozigota (ex. AjA;, i #j):
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i) cada individuo de uma progénie deve possuir
um dos alelos da arvore materna, A; ou A;; ii) 0
nimero de progénies heterozigotas AiA; (Ni)
deve ser igual a soma das progénies homozigotas
AA (Ni) AA (N, Ny =Ny +N;y, e iii) o
numero de progénies heterozigotas AjA¢ (Nik)
deve ser igual ao numero de progénies heterozigotas
AAc (Nw), Ny =Ny, com k=i, j. A analise

genética foi realizada com 20 plantas de cada
uma das 20 progénies de polinizacdo aberta.
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Os fenotipos observados em cada progénie das
arvores maternas heterozigotas foram comparados
com o esperado pela hipdtese de segregagdo 1:1.
As hipoteses foram aceitas ou descartadas com
base no teste G padrdo. Os fenotipos observados
em progénies das arvores heterozigotas do mesmo
genotipo materno, sem desvios no teste de
segregacdo individual, foram somados e um teste
G agrupado foi obtido (Gyyagpade )- A hipotese
nula deste teste € a de igual proporcao dos tipos de
gametas em progénie produzida por diferentes
arvores maternas de mesmo gendtipo heterozigoto.
Em seguida, testou-se a hipGtese de
homogeneidade de segregacdo entre progénies,
usando-se um teste G de heterogeneidade

(ZGHeterogeneidade ), obtido pela subtracédo do teste

de G agrupado (G ) da soma dos testes G

11Agrupado
individuais por progénies.

O teste de desequilibrio de ligacdo foi
realizado com base na medida composta de
desequilibrio de ligacdo de Burrows (A, Weir,
1979), usando o programa POPGENE versdo 1.32
(Yeh et al., 1999). A medida de desequilibrio de
ligacdo de Burrows é apropriada para situacdes
onde a unido de gametas ndo ocorreu de forma
aleatoria e a identificacdo dos gendtipos é incompleta
(Weir & Cockerham, 1979). A hipotese Ho: A;; =0
foi testada com o teste de qui-quadrado (;(2)
descrito em Weir (1979). Os locos foram designados
com letras e numeros e os alelos com ndmeros,
em ordem decrescente de migragdo do anodo para
0 catodo.

3 RESULTADOS E DISCUSAO

3.1 Locos Isoenzimaticos Monomoérficos

Nas condicOes de eletroforese utilizadas
no presente estudo os sistemas isoenzimaticos
IDH, PGM, SKDH e 6PGDH revelaram apenas
uma zona de atividade aparentemente monomorfica.
Em diversos outros estudos dos padrdes de heranca e
segregacdo de isoenzimas em espécies arbdreas
tém sido observados mais de uma zona de atividade
enzimatica e polimorfismo nesses sistemas.
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3.2 Padroes dos Locos Isoenzimaticos Polimérficos

Alfa-Esterase (a-EST): o sistema o-EST apresentou
uma simples zona de atividade denominada Est-1
(FIGURA 1). A atividade enzimética nessa zona
foi interpretada como um loco polimérfico
segregando até quatro alelos. A observacdo do
fendtipo de individuos heterozigotos indicou que
essa enzima era monomérica.

Malato Desidrogenase (MDH): o sistema MDH
apresentou quatro zonas de atividades. As zonas
A (Mdh-1), C (Mdh-3) e D (Mdh-4) foram
interpretadas como locos polimorficos, compostos
por enzimas de expressdo dimérica, segregando até
trés alelos por loco (FIGURA 1). A zona B (Mdh-2)
apresentou-se como um loco monomorfico com um
alelo fixado. Quatro zonas de atividade na enzima
MDH também foram reportadas em Pinus
massoniana Lamb. (Huang et al., 1994) e Pinus
peuca Griseb (Zhelev et al., 2002).

Fosfoglucose Isomerase (PGIl): o sistema PGI
apresentou duas zonas de atividades. A zona de
migracdo mais rapida, denominada loco Pgi-1,
apresentou baixa qualidade de resolugdo e, por
isso, foi descartada da andlise genética. A zona de
migracdo mais lenta (Pgi-2) foi interpretada como
um loco polimérfico, controlado por uma enzima
de expressdo dimérica, segregando dois alelos
(FIGURA 1). Praticamente a totalidade dos
estudos com a enzima PGI, em espécies arboreas,
tém detectado duas zonas de atividade (Huang et
al., 1994; Wang & Lin, 1998; Lewandowski, 2000;
Marchelli & Gallo, 2000; Pastorino & Gallo, 1998;
Souza et al., 2002).

Peroxidase (PER): o sistema PER apresentou
apenas uma simples zona de atividade, interpretada
como um loco polimoérfico (Per-1) de expressdo
monomérica, segregando quatro alelos (FIGURA 1).
Nesse sistema, em Pinus thunbergii Parl.
(Shiraishi, 1988) e Fagus sylvatica L. (Muller-
Starck & Starke, 1993) foram detectadas duas
zonas de atividade nessa enzima, e em Populos
tremuloides (Michx.), Pinus nigra L., Pinus
maximowiczii Henry e Pinus canadensis Moench
(Rajora & Dancik, 1992), até trés zonas.
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MDH
A I I
C I I I
D I I
Mdh-1 11 12 22 11 11 11
Mdh-2 11 11 11 11 11 11
Mdh-3 11 12 13 22 23 33
Mdh-4 11 12 13 22 23 33
PGI
.

B

—

L I
Pgi-2 11 12 22
EST

I S -

— N

A
— — .
— — .

Est-1 11 12 13 14 22 23 24 33 34 44
PRX
A I I I I

Prx-1 11 12 13 14 22 23 24 33 34 44

FIGURA 1 — Representacdo esquematica dos fendtipos observados nos zimogramas de E. leiocarpa nos
sistemas EST, PGI, MDH e PER, juntamente com seus respectivos genétipos.
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3.3 Padroes de Segregacao e Desequilibrio de Ligacdo

N&o foram detectados fortes indicios de
desvios de segregacdo nos locos isoenzimaticos
estudados em E. leiocarpa (TABELA 2). Nos locos
Est-1 e Mdh-3 ndo foram detectados desvios da
razdo de segregacdo esperada 1:1. A analise genética
de progénies de arvores heterozigotas A;A,, para 0
loco Pgi-2, rejeitou a hip6tese de segregacdo 1:1 no
teste G agrupado (G nypagers)» €MbOra o teste de

heterogeneidade (D G

segregacao foi homogénea entre as arvores. Assim,
aparentemente os alelos do loco Pgi-2 ndo estdo
segregando de acordo com a razdo esperada 1:1.

) indicou que a

Haterogeneidade

Por outro lado, o loco Mdh-4 rejeitou a hipdtese
de segregacdo no teste G de heterogeneidade

(ZGHatemgeneidade), mas ndo no teste agrupado,

portanto ndo se rejeita a hipdtese de segregacgdo
mendeliana esperada 1:1, embora exista variacdo
no padrdo de segregacdo entre progénies. No loco

Per-1, trés progénies de &rvores heterozigotas
ALA, rejeitaram a hipdtese de segregacdo 1:1 no
teste agrupado (G gpaiein). CoOntudo,  sete

progénies de arvores heterozig6ticas do tipo AAs,
ndo rejeitaram a hip6tese de segregacdo 1:1,
para ambos o0s testes de qui-quadrado. Assim,
ndo se rejeita a hipdétese de segregacdo 1:1 no
loco Per-1.

TABELA 2 — Teste para hipotese de segregacéo regular (teste G) de marcadores isoenzimaticos em E. leiocarpa.

Loco GenGtipo  NUmero Nij N, +ij N, : Njk ZGHatemgeneidade G Agrupadott Arvores_
materno de com desvio
arvores GL=n-1 GL=1 de
(n) segregacgéo
Est-1 AlA; 7 19:23 19:14 13,03£, 1,14£, 2
ALz 8 51:49 7:9 20,24£, 0,29£, 1
Mdh-3 AlA, 6 50:54 - 1,47 0,15
Mdh-4 AlA; 2 0:37 0:3 47,13*%*£, 4,16£, 2
Pgi-2 AlA, 9 50:75 - 5,54 5,03* 2
Per-1 AlA, 5 6:22 - 0,19 9,72** 3
ALz 7 35:54 7:12 6,65£, 5,42£, 1

N;j e N;i+N;j sdo os nimeros observados dos genétipos heterozigotos e homozigotos, respectivamente; Nj e
Njc sdo 0s numeros observados dos gendtipos heterozigotos do tipo ik e jk, respectivamente;
£, e £, ttm 2(n-1) e 2 graus de liberdade, respectivamente;

(*) P <0,050.
(**) P < 0,010.

Resumindo, com base nos resultados dos
testes de qui-quadrado foram detectados desvios da
razdo de segregacdo 1:1 apenas no loco Pgi-2.
Desvios de segregacdo tém sido detectados em varios
locos isoenzimaticos de espécies arboreas (Cheliak
& Pitel, 1985; Shiraishi, 1988; Konnert et al.,
2001; Sousa et al., 2002). Diversas podem ser as
causas dos desvios de segregacdo observados no
loco Pgi-2, como as isoenzimas podem estar sob
controle de mais de um loco, selecdo, distor¢des
meidticas, interagdes interalélicas, ligacdo com locos,
possuindo alelos deletérios, erro amostral, erros de
interpretacdo dos zimogramas nos géis (Cheliak &
Pitel, 1985; Strauss & Conkle, 1986) e presenca de
alelos nulos (Gillet & Hatemer, 1989).
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Dos dez possiveis pares de combinacdes
entre locos, sé foram detectados indicios significativos
de desequilibrio de ligacdo entre um par de locos:
Est-1:Per-1. A medida composta de Burrows de

desequilibrio de ligagdo (A ;) foi baixa, 0,053, embora

tenha sido significativa (> = 9,53, P = 0,002).
Isso indica que os alelos desses locos estdo
associados e ndo segregam independentemente, de
forma que um dos locos deve ser removido de
analises que requeiram locos em equilibrio
gametico, como estudos do sistema de reproducéo,
analise de paternidade e estrutura genética
populacional. Nos outros pares de locos ndo foram
observados indicios de desequilibrio de ligacéo.
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4 CONCLUSOES

O loco Pgi-2 néo segregou perfeitamente
de acordo com as leis mendelianas. Os locos
Est-1:Per-1 ndo segregam de forma independente
e é necessaria a exclusdo de um desses para
analises genéticas que requeiram locos em
equilibrio gamético.
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