HERANCA E DESEQUILiBRIO DE LIGACAO
EM LOCOS ISOENZIMATICOS DE Eschweilera ovata*

RESUMO

A heranca e o desequilibrio de ligacdo
entre 11 locos polimérficos de oito sistemas
isoenzimaticos foram estudados em progénies de
polinizacdo aberta de duas populacdes de
Eschweilera ovata (Bambess.) Miers (biriba) do
Estado da Bahia. A andlise da segregacdo de
Erogénies de 4rvores heterozigotas revelou simples
eranca mendeliana para onze locos (Acp-1, Dia-1,
Dia-2, Dia-3, G6pdh-1, Mdh-1, Nadh-1, Nadh-2,
Pgi-1, Pgi-2 e 6pgdh-1). A segregacdo desses
locos foi geralmente homogénea entre arvores,
embora algumas tenham apresentado desvios
significativos da segregacdo esperada 1:1.
Desvios significativos do equilibrio gamético
foram detectados entre trés pares de locos:
6pgdh-1:Pgi-2, Dia-1:Dia-2 e Dia-2:Dia-3.

Palavras-chave: segregacdo; desequilibrio de ligagao;

isoenzimas; biriba; espécies ar%éreas
tropicais.

1 INTRODUCAO

Em décadas recentes, variantes
eletroforéticos de isoenzimas tém-se tornado
marcadores genéticos muito populares em
pesquisas de genética florestal (Wang & Lin, 1998;
Lewandowski, 2000; Marchelli & Gallo, 2000).
Isoenzimas tém sido utilizadas para o mapeamento
genOmico, quantificacdo da diversidade e
diferenciacdo genética de populacdes, andlise do
sistema de reproducdo, estudos de introgressao e
relacdo filogenética entre espécies (Lewandowski,
2000). Contudo, para estes fins, marcadores
bioquimicos devem primeiro ter sua heranca
genética confirmada para utilizacdo como marcadores
genéticos (Pastorino & Gallo, 1998; Wang & Lin,
1998; Marchelli & Gallo, 2000). Estudos de
herangca mendeliana em isoenzimas tém sido
conduzidos para indimeras espécies arbodreas,
especialmente em coniferas (Papageorgiou et al., 1993;
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Pastorino & Gallo, 1998; Lewandowski, 2000).
Espécies arboreas tropicais t€m sido objeto de menor
nimero de estudos, embora o interesse por estas
espécies, na andlise do sistema de reproducdo e
estrutura genética, tenha aumentado na ultima década.

Aqui € reportado o estudo da heranca e
desequilibrio de ligacdo entre locos isoenzimdticos
de E. ovata (Lecythidaceae) ou biriba, uma espécie
arbérea tropical de valor econdmico que habita,
exclusivamente, as florestas pluvial Atlantica e
Amazonica brasileira. O objetivo € investigar se 0s
marcadores bioquimicos revelados tém heranca
mendeliana simples e se existe desequilibrio de
ligacdo entre alelos de 11 locos isoenzimdticos
revelados em E. ovata, para fins de utilizagdo em
estudos do sistema de reproducdo, diversidade e
estrutura genética. Como ndo foram realizados
cruzamentos controlados, a andlise genética &
baseada na segregacdo de progénies de polinizagcdo
aberta de drvores maternas heterozigotas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

Sementes de polinizacdo aberta foram
coletadas em 40 &rvores de duas populacdes de
E. ovata na regido de Salvador, Estado da Babhia.
Essas sementes foram posteriormente germinadas
em incubadora, sob controle de luz e temperatura.
Essas condigdes consistiram de fotoperiodo de
oito horas em temperatura alternando de 25 a 30°C.
As isoenzimas foram reveladas em tecidos foliares
de plantulas com 20 a 25 dias de idade.

2.2 Eletroforese de Isoenzimas

A eletroforese horizontal em gel de
amido foi usada para separar as enzimas
ACP, DIA, G6PDH, IDH, MDH, PGI,
6PGDH, NADHDH e SKDH (TABELA 1).

As enzimas foram extraidas 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 solug¢do de extracdo nimero 1
de Alfenas (1998), alterada pela auséncia de
Mercaptoetanol. Utilizou-se a eletroforese 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.

A zona especificando bandas de maior
taxa de migracdo foi designada como 1,
a préxima 2 e assim, sucessivamente. Dentro de
cada zona, a banda de migracdo mais rdpida
foi designada como 1, a préxima como 2 e
assim sucessivamente.

TABELA 1 - Sistemas enzimaticos investigados para heranca em E. ovata.

Sistemas enziméticos (Abreviagdes) Numero E.C. Locos Numero de alelos
detectados detectados

Fosfatase acida (ACP) 3.1.3.2 1 2
Diaforase (DIA) 1.8.1.4 1 3

2 3

3 3
Glucose 6 fosfato desidrogenase (G6PDH) 1.1.1.49 1 2
Isocitrato desidrogenase (IDH) 1.1.1.42 1 1
Malato desidrogenase (MDH) 1.1.1.37 1 3

2 2
NADH-desidrogenase (NADH) 1.6.99.3 1 2

2 3
Fosfoglucose isomerase (PGI) 5.3.1.9 1 3

2 4
6-Fosfogluconato desidrogenase (6PGDH) 1.1.1.44 1 3
Xiquimato desidrogenase (SKDH) 1.1.1.25 1 2

2.3 Analise de Segregacio

Neste trabalho ndo foram realizados
cruzamentos controlados para o estudo da heranca
isoenzimatica de E. ovata, adotando-se o método
descrito por Gillet & Hattemer (1989) que compara
drvores maternas heterozigotas com suas progénies
de polinizagdo aberta. As pressuposicdoes do
modelo de Gillet & Hattemer (1989) sdo que
toda a progénie de uma 4rvore materna AA; deve

Rev. Inst. Flor., Sio Paulo, v. 16, n. 2, p. 129-136, dez. 2004.

possuir o alelo A; da drvore mae. Em caso de uma
arvore mae heterozigota (ex. A;A;, i # j) procedeu-se
da seguinte maneira: a) cada individuo de uma
progénie deve possuir um dos alelos da drvore
materna, A;, A;; b) o nimero de progénies
heterozigotas A;A; (N;) deve ser igual a soma das
progénies homozigotas AA; (N;) e AA; (N,
N; = Ni + Nj, e ¢) o nimero de progénies
heterozigotas A;A; (N;) deve ser igual ao ndmero de
progénies heterozigotas AA; (Nj), Ny = Nj (k#1, j).
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A andlise genética foi realizada com 40 progénies,
cada uma com dez plantas de polinizacdo aberta.
Os fendtipos observados em cada progénie de
drvores maternas heterozigotas foram comparados
com o esperado pela hipdtese de segregacdo
1:1, usando um teste G (Sokal & Rohlf,
1981) com um grau de liberdade.
Posteriormente, todos os testes individuais
foram somados e um teste G total foi obtido

(ZC;ILl,,},,mesek1 ), com n graus de liberdade, sendo

n o nimero de progénies wusadas no teste.
Simultaneamente, os  fendtipos  observados
foram somados e um teste de G agrupado

para a segregacdo 1:1 foi obtido (G4mm0 )s

com um grau de liberdade. A hipdtese nula
desse teste € a de igual propor¢do dos tipos de
gametas na progénie produzida por diferentes
adrvores maternas de gendtipo heterozigoto.
Em seguida, testou-se a hipdtese de
heterogeneidade de segregacdo entre progénies,
usando-se um teste G de heterogeneidade

(ZGHe,mgeneidade ), obtido pela subtracdo do teste G

agrupado  (Gyyapnpas )»  do  teste G total

(ZG Hipéteser1 )- ESses testes s@o aditivos de forma

que ZGHipo'tesel:l = ZGHeterogeneidade + Gl:lAgrupado 4
com n, n-1 e I grau de liberdade, respectivamente
(Sousa et. al., 2002).

2.4 Analise de Desequilibrio de Ligacao

O teste de desequilibrio de ligacdo foi
realizado com base na medida composta de

desequilibrio de ligagdo de Burrows (A, Weir,

[j b
1979) e no coeficiente de correlacao, T s calculado
de A i (Weir, 1979), devido a possibilidade dos

cruzamentos nado terem ocorrido de forma aleatdria
e, conseqiientemente, existir endogamia nas
progénies. Essa medida é aquela apropriada para
situacdes onde a unido de gametas ndo ocorreu de
forma aleatéria e a identificacdo dos genétipos é
incompleta (Weir & Cockerham, 1979). O teste de
desequilibrio foi realizado usando o programa
POPGENE versdao 1.32 (Yeh et al., 1999).

A hipétese Hy: Aj = 0 foi avaliada com o teste de

[}

qui-quadrado ( ¢*) proposto por Weir (1979).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Heranca e Padrao das Isoenzimas

Oito das 28 enzimas testadas em E. ovata
puderam ser resolvidas suficientemente para o
estudo da heranca. A enzima Isocitrato desidrogenase
(IDH) apresentou uma simples zona invaridvel,
interpretada como um loco (Idh-1) monomorfico.
A heranca e os padrdes de segregacdo das
demais isoenzimas reveladas em E. ovata sdo
descritos a seguir.

a) Fosfatase dcida (ACP)

O sistema ACP apresentou duas zonas de
atividades. A zona de migrac¢do mais rapida (Acp-2)
apresentou baixa qualidade de resolucdo e,
por isso, foi descartada da andlise genética.
A zona de migra¢do mais lenta, denominada Acp-
1, foi interpretada como uma enzima de expressao
monomérica, visto que a observacido de gendtipos
heterozigotos nos zimogramas revelava duas
bandas (FIGURA 1).

b) Diaforase (DIA)

O sistema DIA apresentou trés zonas de
atividade (Dia-1, Dia-2 e Dia-3) (FIGURA 1).
Essas zonas foram interpretadas como locos
polimoérficos de expressdes monoméricas, segregando
trés alelos em cada loco (FIGURA 1). Trés zonas
de atividade também foram observadas nessa
enzima em Liriodendron tulipifera L. (Parks et
al., 1990).

¢) Glucose 6 Fosfato Desidrogenase (G6PDH)

Uma simples zona de atividade (G6pdh-1)
foi observada na enzima G6PDH. Esse loco foi
interpretado como polimérfico, segregando dois
alelos (FIGURA 1). Um simples loco controlando
essa enzima também foi relatado em Pinus
thunbergii  Parl  (Shiraishi, 1988), Pinus
leucodermis Ant. (Morgante et al., 1993) e Pinus
massoniana Lamb (Huang et al., 1994).
Observando os zimogramas nos géis de individuos
heterozigotos, verificou-se que o fendtipo
isoenzimdtico apresentava duas bandas, tipico de
enzimas monoméricas.
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FIGURA 1 — Representacido esquematica da interpretagdo de bandas dos sistemas enzimadticos analisados
para E.

ovata.
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d) Malato Desidrogenase (MDH)

Duas zonas de atividade foram observadas
no sistema MDH, sendo ambas polimérficas e
interpretadas como locos (Mdh-1 e Mdh-2), compostos
por enzimas de expressdo monomérica, segregando
dois alelos na zona de migragcdo mais lenta (Mdh-1)
e trés alelos na zona mais rdpida (FIGURA 1).
Duas zonas de atividade na enzima MDH também
foi reportado em Cunninghamia lanceolata Hook.
(Geburek & Wang, 1990), embora em Thuja
occidentalis L. (Perry & Knowles, 1989), Picea
sitchensis (Bong.) Carr. (Chaisurisri & FEl-Kassaby,
1993) e Acer pseudoplatanus L. (Konnert et al., 2001)
tenham sido observadas trés zonas de atividade.

e) NADH-desidrogenase (NADHDH)

Foram observadas duas zonas de atividade
na enzima NADHDH (Nadh-1 e Nadh-2), sendo
ambas passiveis de interpretacio (FIGURA 1).
Em ambos os locos foram detectados a segregacio
de trés alelos. O fenétipo de individuos heterozigotos
apontou essa enzima como sendo monomérica.

f) Fosfoglucose Isomerase (PGI)

Duas zonas de atividades foram observadas
na enzima PGI (FIGURA 1). Em ambas as zonas,
o fendtipo de individuos heterozigotos apresentou trés
bandas, o que € tipico de enzimas diméricas. A zona de
migracdo mais rdpida (anddica), denominada Pgi-1,
revelou a segregacdo de trés alelos, e a zona mais
lenta (Pgi-2) revelou a segregacdo de quatro alelos.
A grande maioria dos estudos tem detectado duas
zonas de atividade nessa enzima (Lewandowski et
al., 1992; Papageorgiou et al., 1993; Wang & Lin,
1998; Lewandowski, 2000).

g) Xiquimato Desidrogenase (SKDH)

O sistema SKDH apresentou apenas uma
zona de atividade (Skdh-1) nos géis. Essa zona
foi interpretada como um loco polimérfico,
composto por uma enzima de expressdo monomérica,
com gendtipo heterozigoto apresentando duas
bandas e segregando dois alelos (FIGURA 1).
Expressdao monomérica no sistema SKDH também
foi observada em A. angustifolia (Sousa et al., 2002).
Dois locos no sistema SKDH tém sido detectados em
diversos outros estudos da heranca isoenzimdtica em
espécies arboreas (Geburek & Wang, 1990; Potenko,
2001; Sousa et al., 2002), embora existam relatos de
apenas uma zona de atividade (Liu & Furnier, 1993).
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h) Fosfogluconato Desidrogenase (6-PGDH)

Uma simples zona (6pgh-1) foi detectada
na enzima 6PGDH. A observagdo de fenétipos de
individuos heterozigotos indica que essa enzima
tem expressdo dimérica e segrega trés alelos
(FIGURA 1). Um simples loco no sistema 6PGDH
também foi relatado em P. taeda (Adams & Joly,
1980), embora em muitos estudos dois locos
tenham sido reportados nessa enzima (Cheliak &
Pitel, 1985; Potenko, 2001; Sousa et al., 2002).

3.2 Segregacio

O loco Idh-1 era monomoérfico e o Mdh-2
ndo apresentou nenhum gendtipo materno
heterozigoto, assim ndo foi possivel estudar seus
padroes de segregacdo. A andlise genética de
progénies de drvores heterozigotas de trés (Dia-2,
Mdh-1 e Nadh-2) dos 11 locos polimérficos
restantes e passiveis de andlise ndo rejeitou
a hipdtese de segregacdo 1:1 (TABELA 2).
Nos locos Acp-3, Dia-1, Dia-3, G6pdh-1 e Nadh-1
foram detectados desvios de segregacdo em pelo
menos um dos trés testes G, mas auséncia de
desvios quando progénies, mostrando desvios,
foram excluidas das andlises. O mesmo ocorreu em
progénies de arvores heterozigotas do tipo AA; do
loco Pgi-1 e de arvores A;A; no loco Pgi-2,
sendo encontrados desvios significativos em dois
dos trés testes G, mas auséncia de desvios
quando as drvores, mostrando desvios
significativos, foram excluidas da andlise. O loco
6pghd-1 apresentou desvios significativos no

teste agrupado (G, 00 )» €M progénies de

arvores heterozigotas do tipo A;A; e no teste

total de segregacdo (ZG ) e teste

Hipotesel:l

agrupado (G, Agrupado )» €M progeénies de  arvores

heterozigotas do tipo A;A; mas auséncia de
desvios quando as drvores, mostrando desvios
significativos, foram excluidas da anélise.
Assim, ndo se rejeita a hipotese de segregacdo 1:1
para esse loco.

Em suma, nio existem indicios para
rejeitar a hipétese esperada da segregacdo 1:1 em
nenhum dos locos aqui estudados em E. ovata, e
todos podem ser utilizados em estudos genéticos
populacionais, sistema de reprodugdo e andlise de
paternidade com a espécie.
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3.3 Desequilibrio de Ligacio

O teste de desequilibrio de ligacdo foi
realizado usando apenas os onze locos polimérficos,
com base na medida composta de desequilibrio de
ligacdo de Burrows. Foram detectados fracos indicios
de desequilibrio de ligacdo nos locos avaliados em
E. ovata. Sao apresentados na TABELA 3 apenas
os resultados para os locos com desvios
significativos, visando economizar espaco. Dos 55
pares possiveis de combinacdo de locos, apenas trés
pares (6pgdh-1:Pgi-2; Dia-1:Dia-2 e Dia-2:Dia-3)
apresentaram desvios significativos a 95% de
probabilidade da hipétese de segregacio independente
ou equilibrio de ligacdo. Isso representa 5,4%
dos pares de locos possiveis de comparacio.
Nos demais pares de locos ndo foram detectados
indicios de desequilibrio de ligacdo, e é possivel
afirmar que os alelos de diferentes locos ndo estao
associados e segregam independentemente.

Em relagcdo aos locos com desequilibrio
de ligacdo, ressalta-se que, embora os desvios sdo
significativos, as ligacdes sdo aparentemente
fracas, como pode ser observado pelos baixos valores
de A ; (TABELA 3). A exclusdo de um dos locos dos
pares 6pgdh-1:Pgi-2; Dia-1:Dia-2 e Dia-2:Dia-3,
quebra qualquer associacdo alélica entre esses, de
forma que possam ser usados em subseqiientes
andlises do sistema de reprodugdo, diversidade e
estrutura genética de populacdes de E. ovata.

O desequilibrio de ligagc@o entre os pares
de locos aqui detectados ndo foi reportado até o
presente, em nenhum outro estudo com espécies
arbéreas. Como a utilizacdo de locos em
desequilibrio de ligacdo no estudo do sistema de
reproducio e estrutura genética produz estimativas
ndo independentes de pardmetros genéticos, um
loco de cada par ligado deverd preferencialmente
ser excluido das futuras andlises.

TABELA 3 — Valores da medida composta de Burrows para o desequilibrio de ligacdo (Aij ), resultados do

teste de qui-quadrado (¥ e probabilidade associada (P) para pares de locos isoenzimdticos

que apresentaram desvios significativos da hipétese de desequilibrio de ligagdo em E. ovata.

L A 2 P
0OCOS AU Z
6pgdh-1:Pgi-2 20,029 4.61% 0,032
Dia-1:Dia-2 -0,042 5,39+ 0,020
Dia-2:Dia-3 0,028 3,92+ 0,048
(*) P < 0,05.

4 CONCLUSOES

Nao foram detectados desvios significativos
de segregagdo nos onze locos analisados, podendo-se
aceitar que se encontram sob controle genético e
segregam de acordo com a razao 1:1.

Foram detectados desvios significativos
da hipétese de equilibrio de liga¢do entre os pares
de locos 6pgdh-1:Pgi-2; Dia-1:Dia-2 e Dia-2:Dia-3.
Um loco de cada par deve, preferencialmente, ser
excluido das andlises genéticas que requerem locos
em equilibrio de ligacao.
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