HERANCA E LIGACAO EM LOCOS ISOENZIMATICOS DE
Caesalpinia echinata L. (PAU-BRASIL)"

RESUMO

Este artigo apresenta o estudo da
variagdo isoenzimatica em Caesalpinia echinata L.
(pau-brasil). Onze sistemas enzimdticos (ACP,
DIA, EST, G6PDH, GOT, LAP, MDH, PGI, PRX,
SKDH e 6PGDH) codificando dezoito locos (Acp-1,
Est-3, Dia-1, Gb6pdh-1, Got-1, Lap-1, Mdh-1,
Mdh-2, Mdh-3, Pgi-1, Pgi-2, Prx-1, Prx-2, Prx-3,
Prx-4, Skdh-1, 6pgdh-1 e 6pgdh-2) foram
investigados. Entre esses locos, Pgi-I e Got-1
foram detectados como monomorficos. Trés locos
(Mdh-2, G6pdh-1 e 6pgdh-1) ndo tiveram sua
heranca analisada devido a auséncia de prog€nies de
arvores heterozigotas na amostra. A heranga
mendeliana simples foi confirmada para dez locos
(Acp-1, Dia-1, Est-3, Lap-1, Mdh-1, Mdh-3, Prx-1,
Prx-3, Skdh-1 e 6pgdh-2). Trés locos (Pgi-2, Prx-2
e Prx-4) apresentaram  desvios  altamente
significativos (P < 0,01) para a hipdtese de
segregacdo regular 1:1.  As relagdes de
desequilibrios de ligagdes foram avaliadas em 120
pares de locos isoenzimdticos. Seis pares de locos
apresentaram ligacdo: Mdh-3:Dia-1, Mdh-3:Prx-3,
pgdh-1:Pgi-2, 6pgdh-1:Prx-1, 6pgdh-2:Prx-3 e
Pgi-2:Prx-4.

Palavras-chave: segregacao; Caesalpinia echinata;
espécies arboreas tropicais.

1 INTRODUCAO

Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae —
Caesalpinioideae) é uma espécie arbdrea endémica
brasileira tipica da floresta ombrdéfila densa.
Sua ocorréncia natural vai do Estado do Rio Grande
do Norte (05°45’S) ao Rio de Janeiro (23°S)
(Carvalho, 1994). C. echinata foi a primeira espécie
arborea brasileira a ser explorada comercialmente em
larga escala. Sua exploragdo teve grande importancia
econdmica para o pais no inicio da colonizagio,
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ABSTRACT

This article presents a study of isozyme
variation in Caesalpinia echinata L. (brazilwood).
Eleven isozyme systems (ACP, DIA, EST,
G6PDH, GOT, LAP, MDH, PGI, PRX, SKDH and
6PGDH) codifying eighteen loci (Acp-1, Est-3,
Dia-1, G6pdh-1, Got-1, Lap-1, Mdh-1, Mdh-2,
Mdh-3, Pgi-1, Pgi-2, Prx-1, Prx-2, Prx-3, Prx-4,
Skdh-1, 6pgdh-1 and 6pgdh-2) were investigated.
Among these loci, Pgi-I and Gor-I were
monomorphic. Three loct (Mdh-2, G6pdh-1 and
6pgdh-1) were not evaluated for inheritance due
the lack of families from heterozygous mother
trees in the sampling. Mendelian inheritance was
confirmed for ten allozyme loci (Acp-1, Dia-1,
Est-3, Lap-1, Mdh-1, Mdh-3, Prx-1, Prx-3, Skdh-1,
and 6pgdh-2). Three loci (Pgi-2, Prx-2 and Prx-4)
showed significant deviations (P < 0.01) from expected
segregation 1:1 hypothesis. Linka%e relationships
were examined for 120 pairs of allozyme loci.
Six pairs of loci showed linked: Mdh-3:Dia-1,
Mdh-3:Prx-3, 6pgdh-1:Pgi-2, 6pgdh-1:Prx-1,
6pgdh-2:Prx-3 and Pgi-2:Prx-4.

Key words: segregation; Caesalpinia echinata,
tropical tree species.

especialmente pela presenca de corantes em sua
madeira, que eram usados para a fabricacdo de tintura
para roupas. No entanto, sua intensiva e desordenada
exploragdo, iniciada logo apds a ocupagdo da costa
brasileira pelos colonizadores portugueses, reduziu
sua distribui¢do a pequenos remanescentes na
atualidade (Mello-Filho, 1991/1992; Cardoso et al.,
1998), levando a espécie para a lista das arbdreas
em alto risco de extin¢do (Brasil, 1992). Hoje, ha
apenas pequenas populacdes remanescentes
isoladas e, portanto, medidas para a sua conservagao
devem ser adotadas imediatamente.
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A conservacdo genética de uma espécie
requer o conhecimento de seu sistema de
reproducgdo, variabilidade e estrutura genética.
Tais estudos podem ser eficientemente realizados
com base em dados de marcadores bioquimicos,
como isoenzimas. Entretanto, para que marcadores
isoenzimdticos possam ser utilizados como
marcadores genéticos é necessdrio conhecer a
priori a sua heranca (Furnier et al., 1986; Gillet &
Hattemer, 1989; Lewandowski, 2000). Outra
informagdo genética importante no estudo do
sistema de reproducdo é o conhecimento da
relacdo de segregacdo entre locos. A avaliacdo do
sistema de reproducdo por marcadores genéticos
requer a suposicdo de equilibrio de ligacdo
(Ritland & Jain, 1981).

O objetivo deste trabalho foi investigar
a heranca e o desequilibrio de ligacdo em
locos isoenzimdticos detectados em C. echinata.
Foram usadas estruturas de progénies de
polinizacdo aberta, agrupadas por drvore materna
heterozigota para o estudo da heranga genética

das 1soenzimas.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem

O estudo foi realizado no arboreto
experimental de pau-brasil (22°15°02,4”S e
47°09°28,9”W; altitude média 650 m) implantado
na Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental do
Instituto de Botanica da Secretaria do Meio
Ambiente do Estado de Sao Paulo (22°14,8 - 15,6’S
e 47°8,8’ - 11,6'W, altitude média de 640 m), no
municipio de Mogi Guagu. A 4drea total do
arboreto é de 3.000 m? aproximadamente, tendo
sido implantado em dezembro de 1980, a partir de
mudas originadas de sementes provenientes da
Estagdo Ecoldgica de Tapacurd, Estado de
Pernambuco, dentro da zona de ocorréncia natural
da espécie (Aguiar, 1992). Contudo, ndo existem
informacdes sobre o nimero de drvores matrizes
que deu origem as sementes utilizadas no plantio
do arboreto. Inicialmente, sua implantagdo visava
testar o efeito de diferentes espagamentos sobre os
pardmetros dendrométricos da espécie. Mas,
devido ao quadro alarmante de erosio genética em
que a espécie se encontra, esse arboreto passou
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a ser visto como uma importante fonte potencial
de material para a recombinacdo e uso da sua
variabilidade genética. Atualmente, o arboreto
tem 262 4rvores com altura média de doze
metros e didmetro a altura do peito (DAP) em
torno de 17 cm.

Para a andlise genética de C. echinata,
em 1999 foram coletadas sementes de polinizagdo
aberta em 27 arvores do arboreto. As sementes
foram germinadas em substrato contendo uma
mistura igual de terra vegetal, vermiculita e acicula
de pinus peneirada. Tubetes, com capacidade
de 100 cm’, foram utilizados como recipientes.
As mudas foram mantidas nesse tipo de recipiente
durante toda a fase de estudo, recebendo,
entretanto, adubacdo mineral de manutengdo, a
cada sete dias aproximadamente. Alternava-se a
aplicacdo de nitrogénio (2 mg de N/muda) e
potéssio (3 mg de K,O/muda).

2.2 Eletroforese

Em janeiro de 2002 foram coletadas
folhas de 31 darvores adultas e de 10 plantulas
(progénies) de 27 dessas arvores. Nos adultos
procurou-se coletar folhas jovens. Nas plantulas
coletaram-se folhas do terceiro par ou superior.
O periodo de coletas foi na parte da manh3,
em dias chuvosos ou na auséncia de sol,
proporcionados pela época do ano. As amostras,
depois de identificadas e acondicionadas em sacos
de papel Kraft, foram armazenadas em geladeira a
5°C por aproximadamente 24 horas, sendo entdo
transportadas ao laboratério, onde foram submetidas as
técnicas de eletroforese de isoenzimas, segundo as
recomendacdes descritas em Soltis & Soltis
(1989), Kephart (1990) e Alfenas (1998). Dezoito
locos puderam ser interpretados em onze sistemas
enzimaticos previamente selecionados (TABELA 1).
O sistema SKDH (E.C. 1.1.1.25) demonstrou
atividade apenas nas progénies. Esse loco foi
utilizado para andlises de estrutura entre as
progénies, nao sendo utilizado, entretanto, para as
andlises de diversidade e estrutura entre adultos e
progénies. Para esse loco, os gendtipos das arvores
maternas foram determinados por meio da
composi¢do genotipica das progénies, usando o
método de maxima verossimilhanca de Brown &
Allard (1970), implementado no programa MLTR
de Ritland (2004).
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TABELA 1 — Sistemas enzimaticos estudados em C. echinata.

Enzimas (Sigla) Nimero E.C. Locos Numero de alelos
detectados detectados

Fosfatase dcida (ACP) E.C. 3.1.3.2 A 2
Diaforase (DIA) E.C. 1.8.1.4 A 3
o-Esterase (o-EST) E.C. 3.1.1.1 A 2
Fosfoglucose isomerase (PGI) E.C. 5.3.1.9 A 1

B 2
Glucose 6 fosfato desidrogenase (G6PDH) E.C. 1.1.1.49 A 2
Glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) E.C. 2.6.1.1 A 1
Leucina aminopeptidase (LAP) E.C. 3.4.11.1 A 2
Malato desidrogenase (MDH) E.C. 1.1.1.37 A 2

B 2

C 3
Peroxidase (PRX) E.C. 1.11.1.7 A 3

B 3

C 3

D 2
Xiquimato desidrogenase (SKDH) E.C. 1.1.1.25 A 2
6-Fosfogluconato desidrogenase (6PGDH) E.C. 1.1.1.44 A 3

B 3

E.C. = Enzyme Commission.

2.3 Analise de Segregacio

Para o estudo da herancga isoenzimatica
em C. echinata adotou-se o método descrito por
Gillet & Hattemer (1989), que compara o gendtipo de
drvore materna com a segregacao de suas progénies de
polinizacdo aberta. As seguintes condi¢des devem
ser satisfeitas: a) toda progénie de uma arvore
materna AA; deve possuir o alelo A; da arvore mae;
b) Em casos de uma drvore mae heterozigota
(ex. AAj, i # j): b.1) cada individuo de uma progénie
deve possuir um dos alelos da drvore materna, A;, A;;
b.2) o nimero de progénies heterozigotas A;A; (N;)
deve ser igual a soma das progé€nies homozigotas A:A;
(Ni) e AA; (Np), N; = N, + N ;; b.3) oniimero de

progénies heterozigotas A;A; (V) deve ser igual ao
nimero de progénies heterozigotas AA; (Ny),
N, =N ji» com k # 1, j . Inicialmente, os fenStipos
observados em cada progé€nie de drvores maternas
heterozigotas foram comparados com o esperado
pela hipdtese de segregacdo 1:1. A somatdria desses
testes individuais possibilita avaliar a hipétese de
segregacdo 1:1 por meio de um teste G (Weir, 1996).
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Depois, os fendtipos observados de progénies de
arvores heterozigotas de mesmo gendétipo materno
foram submetidos a um teste de homogeneidade
(GHomogeneidade)» N0 qual a hipdtese nula € a de igual
proporcdo dos tipos de gametas na progénie
produzida por diferentes drvores maternas de
mesmo gendtipo heterozigoto. No caso da ndo
rejeicdo da hipdtese de homogeneidade dos
arranjos, um teste de aderéncia a proporgdo
esperada de 1:1 foi realizado agrupando-se todos
os arranjos individuais (G:14grupado)- S€gundo Weir
(1996), estes testes sdo aditivos, de forma que
2G = ZGHonmgmeidade + ZGlzlAgmpadm com distribui¢ao
de qui-quadrado e n, n-1 e 1 graus de liberdade,
respectivamente. Se os testes de homogeneidade
resultassem estatisticamente significativos, e
considerando ainda o pequeno tamanho amostral
de cada progé€nie (média de 10 plantas por
progénie), as progénies que apresentaram desvios
de segregacdo 1:1 foram descartadas e novos
testes foram executados. Os locos foram designados
com letras e numeros, e os alelos com
nimeros, em ordem decrescente de migracao
do anodo para o cétodo.
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2.4 Desequilibrio de Ligacio

O teste de equilibrio de ligagao foi analisado
usando a medida composta de desequilibrio de ligacdo

de Burrows (Aij) (Weir, 1979). Essa medida é

apropriada para situagdes em que existem indicios
de que a unido de gametas ndo ocorreu de forma
aleatéria e a identificacio dos gendtipos &
incompleta (Weir & Cockerham, 1979). A hipétese

nula de equilibrio de ligacdo (Aij = 0) foi testada

com o teste de qui-quadrado ( ¥ %) descrito em Weir

(1979). Essas estimativas foram obtidas com auxilio do
programa POPGENE versao 1.32 (Yeh et al., 1999).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Padroes das Isoenzimas

Dos onze sistemas isoenzimaticos avaliados,
um era monomorfico (Gor-1). Os demais apresentaram
zonas de atividade enzimdtica com variagdes.
A seguir é apresentada a descri¢do dos sistemas.

Fosfatase dcida (ACP)

O sistema ACP apresentou trés zonas de
atividade enzimdtica. A zona de migracdo mais
répida (catédica), denominada loco Acp-1
apresentou duas variantes, indicando a segregacao
de dois alelos (FIGURA 1). As duas outras zonas
(Acp-2 e Acp-3) ndo apresentaram padrdo de
resolugdo que permitisse a interpretacdo genética.
A avaliagdo de fenétipos de drvores heterozigotas
revelou que esse loco é controlado por enzimas de
expressdo monomérica. Trés zonas de atividades
enzimdticas no sistema ACP também foram
reportadas em Cedrus atlantica Manetti (Fallour e?
al., 2001) e Cecropia pachystachya Trec. (Ribas et
al., 2004).

Diaforase (DIA)

O sistema enzimdtico DIA apresentou uma
zona (Dia-1) de atividade nos géis (FIGURA 1),
nas condicdes utilizadas em laboratério. A zona
Dia-1 foi interpretada como um loco polimérfico
segregando trés alelos. A observacao dos fenétipos
de arvores heterozigotas indicou que essa enzima é
de expressdo monomérica.
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a-Esterase (EST)

O sistema EST apresentou trés zonas de
atividade enzimética. Contudo, apenas a zona de
menor velocidade de migragdo apresentou-se
plausivel de interpretacdo (Est-3). Essa zona foi
interpretada como um loco polimérfico, de
expressdo monomérica, segregando dois alelos
(FIGURA 1).

Glucose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PDH)

O sistema G6PDH apresentou uma zona
de atividade (FIGURA 1). Essa zona foi interpretada
como um loco (G6pdh-1) polimérfico, monomérico,
segregando dois alelos. Um simples loco controlando
essa enzima também tem sido relatado em outros
estudos realizados com espécies arbdreas
(Morgante et al., 1993; Huang et al., 1994; Gusson
et al.,2004).

Glutamato oxaloacetato transaminase (GOT)

O sistema GOT apresentou somente uma
zona de atividade enzimética (Got-1), aparentemente
invaridvel (FIGURA 1) e interpretada como um
loco monomorfico, com um alelo fixado.

Leucina aminopeptidase (LAP)

A enzima LAP apresentou uma zona de
atividade, interpretada como um loco polimérfico
(Lap-1) segregando dois alelos (FIGURA 1).
A observacdo de fenétipos de individuos heterozigotos
indica que esse loco € monomérico.

Malato Desidrogenase (MDH)

A enzima MDH apresentou trés zonas
de atividade, todas polimoérficas e interpretdveis.
O padrdo observado em individuos heterozigotos
sugere que esses locos sdao diméricos (FIGURA 1).
As duas zonas de migracdo mais rdpida (Mdh-1,
Mdh-2) segregaram dois alelos cada, e a zona de
migracdo mais lenta (Mdh-3) segregou trés alelos.
Trés zonas de atividade nesse sistema isoenzimético
também foram observadas em outras espécies
arbéreas (Ying & Morgenstern, 1990; Huang et
al., 1994; Konnert et al., 2001; Sousa et al., 2002).
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ACP
Acp-1 11 12 22 Dia-1
G6PDH
Gépdh-1 11 12 22 Got-1
MDH
— N -
- N
B
Mdh-1 1112 22
Mdh-2 112 22
Mdh-3 11 12 13 22 23 33
PGI
T
Skdh-1
Pgi-1 11 11 11
Pgi-2 11 12 22

DIA
11 12 22
GOT
11 11 11
Prx-1
Prx-2
Prx-3
Prx-4
SKDH
11 12 22
6pgdh-1
6pgdh-2

EST
Est-3 11 12 22
LAP
Lap-1 11 12 22
PRX
-——— — —
L | N
-_— — N

11
11
11

12 13 22 23 33
12 13 22 23 33
12 13 22 23 33
12 22

11 12 13 22 23 33
11 12 13 22 23 33

FIGURA 1 — Representagdo esquematica dos fendtipos observados nos zimogramas de C. echinata em onze
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sistemas enzimaticos.
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Fosfoglucose Isomerase (PGI)

O sistema PGI apresentou duas zonas de
atividade. A zona de migracdo mais répida,
denominada Pgi-/ era monomodrfica nos géis. A zona
mais lenta (Pgi-2) era polimérfica e foi interpretada
como um loco controlado por enzimas de expressao
dimérica, segregando dois alelos (FIGURA 1).
Duas zonas de atividade nessa enzima também
foram detectadas em Taxus baccata L.
(Lewandowski et al., 1992), Couratari guianensis
e Couratari multiflora (Lepsch-Cunha, 1996) e
Abies alba Mill. (Hussendorfer et al., 1995).

Peroxidase (PRX)

O sistema PRX apresentou quatro zonas
de atividade (Prx-1, Prx-2, Prx-3 e Prx-4), todas
polimérficas (FIGURA 1). O fenétipo de arvores
heterozigotas indica que esses locos sao controlados
por enzimas de expressdao monomérica. Nos locos
Prx-1, Prx-2 e Prx-3 foram observadas as segregacoes
de trés alelos e no loco Prx-4 a segregacdo de
dois alelos.

Xiquimato Desidrogenase (SKDH)

O sistema SKDH apresentou uma zona
de atividades (Skdh-I) nas condicdes de
eletroforese usadas (FIGURA 1). Essa zona foi
interpretada como um loco polimérfico, composto
por uma enzima de expressdo monomérica,
segregando dois alelos. Expressdo monomérica no
sistema SKDH também foi observada em Populos
tremuloides (Michx.) (Liu & Furnier, 1993).

6-Fosfogluconato Desidrogenase (6PGDH)

O sistema 6PGDH apresentou duas zonas
de atividade (FIGURA 1), interpretadas como locos
polimérficos (6pgdh-1, 6pgdh-2), de expressio
monomérica, segregando trés alelos cada. Outros
estudos em espécies arboreas relatam duas zonas
de atividade na enzima 6PGDH (Ying &
Morgenstern, 1990; Konnert et al., 2001; Sousa et
al., 2002). Huang et al. (1994) estudando Pinus
massoniana Lamb. observaram no sistema
6PGDH, tal como no presesnte trabalho, padrdo
fenotipico de individuos heterozigotos tipico de
enzimas monoméricas, embora em Pseudotsuga
mengziesii var. menziesii (Mirb.) Franco (El-Kassaby
et al., 1982), Cunninghamia lanceolada Hook.
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(Miiller-Starck & Liu, 1988), Thuja occidentalis L.
(Perry & Knowles, 1989) e Araucaria angustifolia
(Bert.) O. Ktze. (Sousa et al., 2002) esse sistema
tem apresentado fen6tipo de enzima dimérica.

3.2 Padroes de Segregacao

Do conjunto de 18 locos, 2 eram
monomorficos (Pgi-1 e Got-1) e 16 polimdrficos.
Destes ultimos, em 3 (Mdh-2, Gépdh-1 e 6pgdh-1)
nido foram detectadas progénies descendentes de
arvores heterozigotas na amostra e, portanto,
ndo foi  possivel estudar os padrdes de
segregacdo. Nos demais, foram detectadas
progénies de uma a dezesseis
heterozigotas, de forma que foi possivel estudar os
padroes de segregacdo agrupando-as para cada
loco individualmente (TABELA 2).

A andlise de segregacdo de progé€nies de
arvores heterozigotas de C. echinata detectou
indicios de desvios da razao esperada 1:1 em todos
os 13 locos possiveis de andlise, exce¢do ao loco
Est-3, das progénies oriundas dos maternais A;A; e
AyA; do loco Prx-1 e A;A;, do loco 6pgdh-2
(TABELA 2). Portanto, nos doze locos restantes,
ao menos um tipo de progénie apresentou desvio
da segregacdo esperada 1:1. Entretanto, quando
s@o excluidas as progénies ndo homogéneas ou que
apresentaram desvios significativos, a maioria dos
locos analisados (dez) ndo rejeita a hipdtese de
segregacdo regular de 1:1. Percebe-se pela
TABELA 2 que, de fato, poucas prog€nies se
desviam da segregacdo mendeliana e quando
estas sdo retiradas da andlise, a relacdo 1:1 é
satisfeita. A exclusdo de progénies variou de 20%
para o loco Dia-1 a 50% para os locos Mdh-1 e
Prx-3, contudo, o pequeno nimero de maternais
heterozigotas nestes locos justifica uma exclusio
maior, ao passo que locos que tiveram um
nimero maior de arvores maes heterozigotas,
poucas progénies foram excluidas, reforcando
que estes locos ndo rejeitam a hipdtese de
segregacdo regular 1:1. Assim, por essas andlises,
os locos Acp-1, Dia-1, Est-3, Lap-1, Mdh-1,
Mdh-3, Prx-1, Prx-3, Skdh-1 e 6pgdh-2 nao
apresentam qualquer  indicio de desvios de
segregacdo e podem ser usados em futuras andlises
genéticas populacionais.

arvores
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TABELA 2 — Teste para hipétese de segregacdo regular (valor G) em marcadores isoenzimaticos de C. echinata.

*G ¥G *G
Loco gﬁgggg Situagdo n Nij ‘N, + ij Nik : N i« 11 Homogeneidade 1:1Agrupado
GL=n  GL=n-1 GL=1
Acp-1 AA, a 10 33:51 - 28,43 24,54 3,89
b 7 22:35 9,74 6,75 2,99
Dia-1 AsA; a 15 77:45 0:0  45,53%% 37,04 8,49+
b 12 54:44 0:0 18,54" 17,52¢2 1,02
Est-3 AA, a 2 6:9 - 0,79 0,19 0,60
Lap-1 AA, a 8 10:42 - 34,15% 12,98 21,17%*
b 5 9:19 7,38 3,73 3,65
Mdh-1 AA, a 4 9:23 - 22,53%% 16,19%x* 6,34
b 2 9:8 1,73 1,67 0,06
Mdh-3 AsA; a 16 74:40 3:9 63,86%*1  50,43%52 13,4353
b 12 41:39 3:9 23,019 19,8292 3,199
Pgi-2 AA, a 15 95:35 - 97,23 68,467 28,77
b 8 53:19 29,61%* 12,89% 16,71
Prx-1 AA; a 7 6:19 1:6 24,39*5! 13,32¢2 11,07%%9
b 4 6:8 0:3 6,37°" 1,92%2 4,459
AA; a 2 27 0:1 5,499! 1,16 4,339
AsA; a 3 3:15 0:0 9,93¢! 1,209 8,73%4
b 2 2:8 0:0 4,87 1,01 3,85%
Prx-2 AA; a 8 45:2 8:8 75,32:5%C 26 70%52 48,62%+53
b 2 7:1 8:2 19,211 10,29%%% 8,925
AsA; a 15 17:10 5:75  98,40%%C1 23,079 75,3363
b 4 6:5 4:14 9,20 3,204 5,989
Prx-3 AA; a 3 9:3 10:7 17,2861 13 6]%x52 3,679
b 2 6:3 3:7 3,429! 0,76%* 2,669
AA; a 8 15:21 8:16  51,03%C! 47 31%%% 3,729
b 4 10:9 3:5 9,11 8,55% 0,56%
Prx-4 AA, a 8 17:33 - 30,37 25,16%* 5.21%
b 3 6:12 2,52 0,48 2,04
Skdh-1 AA, a 4 4:26 - 2227 4,24 18,03
b 2 3:9 3,59 0,45 3,14
6pgdh-2  AA; a 1 7:3 0:0 1,659 0,00 1,65%
AsA; a 9 29:47 0:0 32,81%%G1 28 51%62 4,30
b 6 19:31 0:0 9,55 6,64 2,919

N e N; + Nj; sdo os niimeros observados de gendtipos heterozigotos e homozigotos, respectivamente.

Nj e Ny sdo os nimeros observados de gendtipos heterozigotos do tipo ik e jk, respectivamente.

n = numero de arvores maternas.

a) Inclui todas as arvores heterozigotas em um dado loco.
b) Exclui as drvores com distor¢cdo de segregacdo em um dado loco.

(*) P<0,05.
(**) P <0,01.
G1 = 2n graus de liberdade; G2 = 2n-2 graus de liberdade e G3 = 2 graus de liberdade.
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Os locos Pgi-2 e Prx-2 apresentaram
desvios altamente significativos (P < 0,01) tanto
para a hipétese de segregacdo agrupada 1:1
(Gi:1agrupado) quanto  para a total (Gy;) de
progénies de 4rvores heterozigotas. Os desvios
nesses locos seguiram significativos, mesmo
com a exclusdo das progénies ndo homogéneas.
O excesso de plantulas heterozigotas, filhas de
drvores heterozigotas, € a causa principal desses
desvios. J4 o loco Prx-4 também apresenta
desvios altamente significativos (P < 0,01) para
as hipoteses de segregacdo regular e de
homogeneidade dos arranjos gaméticos. Ao se
fazer a exclusdo das progénies significativas,
uma relacdo de satisfacdo dessas hipoteses ¢é
obtida, entretanto, dado que mais da metade
(62,5%) das progénies tem de ser excluida para
que se obtenha uma segregacdo regular, ndao ¢é
razodvel supor que esse loco tenha, para a
espécie em estudo, o modo de heranca
esperado. Ao contrdrio dos locos Pgi-2 e Prx-2,
o loco Prx-4 apresenta um excesso de
homozigotos. Segundo Gillet & Hattemer (1989),
isso pode estar sugerindo a presenga de um
alelo nulo nesse loco. Esses autores propdem
um teste, segundo o qual progénies oriundas
do maternal AA, (i # 0) teriam uma
expectativa fenotipica de Ny < N; e N, =N,
(k # 0, i). Realizou-se este teste para o loco Prx-4,
tanto para o maternal A;A, quanto para o
maternal A,A, e, nas duas situacdes, a hipitese
de existéncia de um alelo nulo atuando nesse
loco foi rejeitada (Ngp=0, N; =35, N, =0e
N;; =25 para as progé€nies cujos maternais
sdo do tipo A;Ag e No=0, N, =14, N, =0
e N;;=27 para as progé€nies de maternais A,A).
Conclui-se que esses locos ndo tém um modo
hereditario regular.

Virios estudos realizados com locos
isoenzimaticos em espécies arbdreas tém detectado
desvios de segregacdo. Por exemplo, Furnier ef al.
(1986) observaram desvios da razdo de segregacdo
esperada 1:1 nos locos Fle-1, Pgi-4 e Mdh-4 em
Pinus albicaulis Engelmann. Perry & Knowles
(1989) relatam desvios de segregagdo no loco
Mdh-1 em Thuja occidentalis L. Em Larix
laricinai (Du Roi) K. Koch., Cheliak & Pitel (1985)

Rev. Inst. Flor., Sao Paulo, v. 16, n. 2, p. 101-110, dez. 2004.

descrevem desvios de segregacdo nos locos
Go6pdh e Pgi-2 e Ying & Morgenstern (1990)
no loco Acp-1. Em A. angustifolia, Sousa et al.
(2002) detectaram desvios de segregacdo no
loco Got-b. Desvios de segregagdo em locos
isoenzimdticos também sdo descritos em outros
trabalhos (Adams & Joly, 1980; Morgante et
al., 1993). A causa tem sido atribuida ao fato
das isoenzimas poderem estar sob controle
de mais de um loco, ndo estarem sob controle
genético, selecdo, distor¢des meidticas,
interagdes interalélicas, acaso (Adams & Joly,
1980; Cheliak & Pitel, 1985) e ligacdo dos
marcadores a alelos deletérios (Strauss &
Conkle, 1986).

3.3 Desequilibrio de Ligacao

Foram observados indicios de
desequilibrio de ligacdo em locos de C. echinata
(TABELA 3). Considerando as 120 combinacdes
possiveis, entre os 16 locos polimérficos, foram
detectados valores significativos de desequilibrio
de ligacdo entre seis pares envolvendo nove
locos: Mdh-3:Dia-1, Mdh-3:Prx-3, 6pgdh-1:Pgi-2,
6pgdh-1:Prx-1, 6pgdh-2:Prx-3 e Pgi-2:Prx-4.
O maior valor de desequilibrio de ligacdo significativo
foi observado entre os locos Mdh-3:Prx-3
(A, =0,028, 7* = 4,86, P =0,027), embora este
valor ainda seja extremamente baixo. O loco Pgi-2
nio apresentou segregacdo mendeliana simples e,
por isso, serd descartado, quebrando-se, assim,
dois grupos de ligacdo observados (6pgdh-1:Pgi-2
e Pgi-2:Prx-4). Adicionalmente, sugere-se a
exclusido dos locos Prx-I, envolvido em um
grupo de ligacdo (6pgdh-1:Prx-1), e Prx-3 envolvido
em dois grupos de ligacdo (Mdh-3:Prx-3 e
6pgdh-2:Prx-3). Nos demais pares de locos ndo
foram detectados quaisquer indicios de
desequilibrio de ligacdo e podem ser usados em
subseqiientes estudos que requeiram o equilibrio
gamético, como andlises do sistema de reproducio,
calculos de parentescos, testes de paternidade e
quantificacdo da diversidade e estrutura genética

de C. echinata.
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TABELA 3 — Valores da medida composta de desequilibrio gamético de Burrows (AU ), resultados do teste de

qui-quadrado () e probabilidade associada (P) para pares de locos isoenziméticos que apresentaram
desvios significativos da hipétese de desequilibrio gamético em populagdes de C. echinata.

Locos A Ve P
ij
Mdh-3:Dia-1 0,001 6,25% 0,012
Mdh-3:Prx-3 0,028 4,86* 0,027
6pgdh-1:Pgi-2 0,005 4,20% 0,040
6pgdh-1:Prx-1 -0,004 4,48%* 0,034
6pgdh-2:Prx-3 0,027 5,34* 0,021
Pgi-2:Prx-4 0,026 4,33% 0,037
(*) P <0,05.

4 CONCLUSOES

A heranca mendeliana simples foi
confirmada para dez locos (Acp-1, Dia-1, Est-3, Lap-1,
Mdh-1, Mdh-3, Prx-1, Prx-3, Skdh-1 e 6pgdh-2)
avaliados em C. echinata. Trés locos (Pgi-2, Prx-2 e
Prx-4) apresentaram desvios altamente significativos
para a hipétese de segregacao regular 1:1.

Os pares de locos Mdh-3:Dia-1, Mdh-3:Prx-3,
6pgdh-1:Pgi-2, 6pgdh-1:Prx-1, 6pgdh-2:Prx-3 e
Pgi-2:Prx-4 encontram-se ligados ou em equilibrio
gamético, assim, um loco de cada par deve ser
excluido para estudos genéticos que requeiram
segregacdo independente entre locos.

S AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a Fundacdo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo -
FAPESP pelo financiamento do Projeto (Processo
2000/06422-4.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADAMS, W. T, JOLY, R. J. Genetics of allozymes
variants in Loblolly Pine. The Journal of Heredity,
Cary, v. 71, p. 33-40, 1980.

AGUIAR, F. F. A. Comportamento ecolégico de
Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil), cultivado em

arboreto experimental. Revista Arvore, Vigosa, v. 16,
n. 3, p. 255-261, 1992.

ALFENAS, A. C. Eletroforese de isoenzimas e
proteinas afins: fundamentos e aplicagio em

plantas e microorganismos. Vicosa: Universidade
Federal de Vicosa - UFV, 1998. 574 p.

Rev. Inst. Flor., Sio Paulo, v. 16, n. 2, p. 101-110, dez. 2004.

BRASIL. Portaria IBAMA n° 06-N, de 15 de janeiro
de 1992. Lista oficial de espécies da flora brasileira

ameacadas de extingdo. Diario Oficial da Uniao,
Brasilia, DF, v. 130, n. 16, 23 jan. 1992. Segido L

BROWN, A. H. D.; ALLARD, R. W. Estimation
of mating system in open-pollinated maize
populations using isozymes polymorphisms.
Genetics, Washington, D.C., v. 66, p. 133-145, 1970.

CARDOSO, M. A. et al. High genetic differentiation
among remnant populations of the endangered
Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae — Caesalpinoideae).
Molecular Ecology, Oxford, v. 7, p. 601-608. 1998.

CARVALHO, P. E. R. Espécies florestais brasileiras:
recomendagdes silviculturais, potencialidades e uso
de madeira. Colombo: EMBRAPA-CNPF; Brasilia,
DF: EMBRAPA-SPI, 1994. 640 p.

CHELIAK, W. M.; PITEL, J. A. Inheritance and
linkage of allozymes in Larix laricina. Silvae
Genetica, Frankfurt, v. 34, p. 142-148, 1985.

EL-KASSABY, Y.A.; YEH, F.C.; SZIKLAI O.
Inheritance of allozyme variants in Coastal Douglas-
Fir (Pseudotsuga menziesii var. menziesii). Can. J.
Genet. Cytol., Ottawa, v. 24, p. 325-335, 1982.

FALLOUR, D.; FADY, B.: LEFEVRE, F. Evidence of
variation in segregation patterns within a Cedrus
population. The J. of Heredity, Cary, v. 92, p. 260-266,2001.

FURNIER, G. R. ef al. Inheritance and linkage of
allozymes in seed tissues of whitebark pine. Can. J.
Genet. Cytol., Ottawa, v. 28, p. 601-604, 1986.

GILLET, E.; HATTEMER, H. H. Genetic analysis
of isoenzyme phenotypes using single tree progenies.
Heredity, Oxford, v. 63, p. 135-141, 1989.



110

GIUDICE-NETO, J. Del; SEBBENN, A. M.; KAGEYAMA, P. Y. Heranca e ligaciio em locos izoenzimdticos de Caesalpinia echinata L. (pau-brasil).

GUSSON, E.; SEBBENN, A. S. Heranca e desequilibrio
de ligacdo em locos isoenziméticos de Eschweilera ovata.
Rev. Inst. Flor., Sdo Paulo, v. 16, n. 2, p. 129-136, 2004.

HUANG, Q. Q. et al. Genetic control of isozyme
variation in Masson Pine, Pinus massoniana Lamb.
Silvae Genetica, Frankfurt, v. 43, p. 285-292, 1994.

HUSSENDORFER, E;; KONNERT, M.; BERGMANN, F.
Inheritance and linkage of isozymes variants of
Silver Fir (Abies alba Mill.). Forest Genetics,
Zvolen, v. 2, p. 29-40, 1995.

KEPHART, S. R. Starch gel electrophoresis of plant
isozymes: a comparative analysis of techniques. American
Journal of Botany, St. Louis, v. 77,1n. 5, p. 693-712, 1990.

KONNERT, M.; RUETZ, W.; FROMM, M. Genetic
variation in Acer pseudoplatanus L. 1. Inheritance

of isozymes variants. Forest Genetics, Zvolen, v. §,
p- 25-37, 2001.

LEPSCH-CUNHA, N. Estrutura genética e
fenologia de espécies raras de Couratari spp.
(Lecythidaceae) na Amazonia Central. 1996.
147 {. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Florestais) -
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba.

LEWANDOWSKI, A. Inheritance and linkage of
some allozymes in Pinus armandii Franch. Silvae
Genetica, Frankfurt, v. 49, p. 79-82, 2000.

.; BURCZYK, J.; MEJNARTOWICZ, L.
Inheritance and linkage of some allozymes in
Taxus baccata L. Silvae Genetica, Frankfurt, v. 41,
p- 342-347, 1992.

LIU, Z.; FURNIER, G. R. Inheritance and linkage
of allozymes and restriction fragment length
polymorphisms in Trembling Aspen. The Journal
of Heredity, Cary, v. 84, p. 419-424, 1993.

MELLO-FILHO, L. E. A Floresta Atlantica. In:
MONTEIRO, S; KAZ, L. (Coord.). Floresta
Atlantica: textos cientificos. Rio de Janeiro:
Alumbramento, 1991/1992. p. 17-21.

MORGANTE, M.; VENDRAMIN, G. G.; GIANNINL R.
Inheritance and linkage relationships of isozyme

variants of Pinus leucodermis Ant. Silvae Genetica,
Frankfurt, v. 42, p. 231-236, 1993.

MULLER-STARCK, G.; LIU, Y. Q. Genetics of
Cunninghamia lanceolata Hook. Silvae Genetica,
Frankfurt, v. 37, p. 236-243, 1988.

Rev. Inst. Flor., Sio Paulo, v. 16, n. 2, p. 101-110, dez. 2004.

PERRY, D. J.; KNOWLES, P. Inheritance and
linkage relationships of allozymes of eastern white
cedar (Thuja occidentalis) in northwestern Ontario.
Genome, Ottawa, v. 32, p. 245-250, 1989.

RIBAS, L. A , SEBBENN, A. S. Heranca e
desequilibrio de ligacdo em sete locos isoenzimaticos
de Cecropia pachystachya. Rev. Inst. Flor., Sio
Paulo, v. 16, n. 2, p. 111-119, 2004.

RITLAND, K. Multilocus mating system
program MLTR: Version 2.4. Toronto:
University of Toronto, 2002. Disponivel em:
<http://genetics.forestry.ubc.ca/ritland/programs>.
Acesso em: 30 mar. 2004.

.; JAIN, S. A model for the estimation of
outcrossing rate and gene frequencies using independent
loci. Heredity, Oxford, v. 47, p. 35-52, 1981.

SOLTIS, D. E.; SOLTIS, P. S. Isozymes in plant
biology. Portland: Dioscorides Press, 1989. 268 p.

SOUSA, V. A; HATTEMER, H. H.; ROBINSON, L. P.
Inheritance and linkage relationships of isozyme

variants of Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze.
Silvae Genetica, Frankfurt, v. 51, p. 191-196, 2002.

STRAUSS, S. H.; CONKLE, M. T. Segregation,
linkage and diversity of allozymes in knobcone pine.
Theor. Appl. Genet., Berlin, v. 72, p. 483-493, 1986.

WEIR, B. S. Inferences about linkage disequilibrium.
Biometrics, Lawrence, v. 35, p. 235-354, 1979.

. Genetic data analysis II: method for
discrete population genetic data.  Sunderland:
Sinauer Associates, 1996. 445 p.

.; COCKERHAM, C. C. Estimation of
linkage disequilibrium in randomly mating
populations. Heredity, Lund, v. 43, p. 105-111, 1979.

YEH, F. C.; YANG, R.; BOYLE, T. POPGENE
version 1.32: Microsoft Window-based freeware
for population genetics analysis.  Edmonton:
University of Alberta, 1999. Disponivel em:
<http://www.ualberta.ca/~fyeh/download.htm>.
Acesso em: 30 mar. 2004.

YING, L.; MORGENSTERN, E.K. Inheritance
and linkage relationships of some isozymes of
Larix laricina in New Brunswick, Canada. Silvae
Genetica, Frankfurt, v. 39, p. 245-251, 1990.



