ANALISE GENETICA DE FENOTIPOS ISOENZIMATICOS
E DESEQUILIBRIO DE LIGACAO EM Myracrodruon urundeuva Fr. All.'

RESUMO

A heranca e o desequilibrio de ligacdo
foram estudadas em seis locos polimorficos (Got-1,
Got-2, Lap-1, 6pgdh-1, Pgi-2 e Pgm-1) de cinco
sistemas isoenzimaticos (GOT, LAP, PGI, 6PGD e
PGM) revelados em 55 progénies de polinizagio
aberta de duas populagdes de Myracrodruon
urundeuva Fr. All. (aroeira) do Estado de Sao
Paulo. A relagio de ligacio entre locos foi estudada
pela medida composta de desequilibrio de ligacdo
de Burrows. A segregacdo para os locos foi
geralmente homogénea entre drvores. No loco Got-1
oi detectado desvio da razdo de segre%agﬁo esperada

1:1. Evidéncias de desequilibrio de ligagdo foram

observadas entre os locos: Lap-1:Pgi-2.

Palavras-chave: segregacdo; heranca; desequilibrio
de ligacdo; isoenzimas; aroeira;
espécies arboreas tropicais.

1 INTRODUCAO

A andlise de isoenzimas € uma ferramenta
util para caracterizar a estrutura de populacdes e
acessar relacdes evolutivas em nivel de espécies.
A interpretacdo de medidas de variacdo, fluxo
génico, mutacdo e outros pardmetros genéticos
requerem que modelos de heranca e relacdo de
ligacdo entre locos sejam determinados (Morgante
etal., 1993).

As espécies florestais mais pesquisadas, sob o
aspecto genético, sdo as coniferas. Porém, mesmo
para essas espécies a quantidade de informacdes
sobre ligacdo génica ainda é muito pequena.
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ABSTRACT

Inheritance and linkage disequilibrium
were studied in six polymorphic enzyme loci
(Got-1, Got-2, Lap-1, 6pgdh-1, Pgi-2 and Pgm-1)
from five isozymes systems (GOT, LAP, PGI,
6PGD e PGM) in 55 open-pollinated families of
two Myracrodruon urundeuva Fr. All. (aroeira)
populations of Sao Paulo State. Burrows
comdposite measure of linkage disequilibrium was
used to study linkage relationship between loci.
Gene segregation of loci was generally
homogeneous among trees. Got-I locus showed
significant departure from the expected 1:1
segregation ratio. Linkage disequilibrium evidence
was detected between a pair of loci: Lap-1:Pgi-2.
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Ressalta-se, no entanto, que as associagdes entre
locos nao sao facilmente mantidas, tal como ocorre
para a maioria das espécies em que predomina a
fecundacdo cruzada. Também ¢é raro, em espécies
florestais, o desequilibrio gamético entre pares
de locos ndo ligados. Essa auséncia freqiiente de
desequilibrio de ligacdo, que ocorre nas espécies
florestais, torna impossivel que se encontre
associacdes entre locos marcadores especificos e
locos que controlam caracteres quantitativos.
Desse modo, a selecdo indireta por marcador genético
bioquimico (isoenzimas) ndo deve ser eficiente.
Tais colocacdes foram feitas por Torggler et al. (1995)
em extensa revisdo bibliografica sobre o assunto.
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Myracrodruon urundeuva Fr. All. (aroeira)
¢ uma espécie arboérea tropical didica de ampla
distribuicdo no Brasil, ocorrendo também na
Argentina, Bolivia e Paraguai. Seu habitat é a
floresta estacional semidecidual, a floresta estacional
decidual, o cerrado, o cerraddo, a caatinga, o chaco
sul-mato-grossense € o pantanal mato-grossense.
A espécie tem ampla utilidade. Sua madeira é
utilizada para diversos fins como vigamento de
pontes, postes, dormentes, moirdes, etc. A planta é
utilizada como ornamental, apicola, forrageira e
para reflorestamentos ambientais (Carvalho, 1994).

O objetivo deste trabalho foi investigar a
heranga e o desequilibrio de ligacdo entre seis
locos polimérficos, revelados em cinco sistemas
isoenzimaticos, de duas populacdes naturais de
M. urundeuva.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem

Sementes de polinizacdo aberta foram
coletadas em 25 a 30 arvores de duas populacdes
naturais de M. urundeuva: Estacdo Ecolégica
do Instituto Florestal em Paulo de Faria — SP
(Latitude 19°55’S, Longitude 49°31°'W), e
Selviria— MS (Latitude 20°19’S, Longitude 49°31°W).

De cada arvore matriz foram analisados, via
eletroforese de isoenzimas, tecidos foliares de 20
plantulas. O gendtipo das arvores maternas foi
estimado a partir da composi¢do genotipica de
suas progénies, usando o método de mdxima
verossimilhanca de Brown & Allard (1970),
implementado no programa MLTR de Ritland (1998).

2.2 Eletroforese de Isoenzimas

As enzimas foram extraidas dos tecidos
foliares das plantulas, empregando-se aproximadamente
20 mg de tecido de limbo foliar, 10 mg de areia
lavada, 7 mg de Polivinil Polipirrolidona e 200 puL.
da solucdo de extragdo nimero 1 (Alfenas, 1998).
A eletroforese foi a horizontal, conduzida em meio
suporte de gel de amido de milho (penetrose 30).
Os extratos de cada amostra eram embebidos em
pedacos de papel filtro (Whatman n° 3), tendo
1,0 cm de comprimento por 0,6 cm de largura,
sendo colocados em seguida no gel. O tampao do
eletrodo foi o acido citrico 0,04 M, sendo titulado
com citrato morfolina [N-(3-amino-propil)-morfolina]
até atingir pH 6,10, e o do gel o mesmo tampao,
mas diluido na proporcdo de 1:20. As demais
condig¢des de corrida sdo semelhantes as descritas
por Lacerda et al. (2001) para a aroeira. As isoenzimas
reveladas encontram-se esquematizadas na
TABELA 1.

TABELA 1 - Sistemas enzimaticos investigados para heranca em M. urundeuva.

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

Aspartato aminotransferase (AAT) [= Glutamato oxaloacetato
trasaminase (GOT)]. LU.B. L-Aspartato: 2-oxoglutarato
aminotransferase. E.C. 2.6.1.1 A 2

B 2
Leucina aminopeptidase (LAP) E.C. 3.4.11.1 A 3
Fosfogluco isomerase (PGI) E.C. 5.3.1.9 A 1

B 3
Fosfoglucomutase (PGM) E.C. 5.4.2.2 A 1

B 2
6-Fosfogluconato desidrogenase (6PGDH) E.C. 1.1.1.44 A 2
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2.3 Analise de Segregacio

No presente estudo nao foram realizados
cruzamentos controlados para a avaliagdo da
herangca isoenzimdtica de M. urundeuva. Assim,
adotou-se o método descrito por Gillet &
Hattemer (1989), que compara 4rvores maternas
heterozigotas com a segregacdo de suas progénies
de polinizagdo aberta. As pressuposicdoes do
modelo de Gillet & Hattemer (1989) s@o que toda a
progénie de uma drvore materna A;A; deve possuir
o alelo A; da arvore mde. Em casos de uma
arvore made heterozigota (ex. AjA;, i # j) tem-se as
situagdes: a) cada individuo de uma progénie deve
possuir um dos alelos da drvore materna, A; ou
Aj; b) o numero de progénies heterozigotas AA;
(N;) deve ser igual a soma das progénies
homozigotas AA; (N;) e AA; (Nj), Nj= N;+Nj, e
¢) o nimero de progénies heterozigotas AA; (Ny)
deve ser igual ao nimero de progénies
heterozigotas AA; (Ni), Nix = Nj (k #1, j). A andlise
genética foi realizada com 20 plantulas por
progénie, coletadas de 55 arvores matrizes, seguindo a
andlise de segregacdo proposta por Mather (1963).
Os fendtipos observados em cada progénie de
arvores maternas heterozigotas foram comparados com
o esperado pela hipétese de segregacio 1:1,
usando um teste de qui-quadrado (y?) padrdo
(com correcio de Yates), com um grau de
liberdade. Em seguida, os fenétipos observados
foram somados e um teste de qui-quadrado
agrupado para a segregacdo 1:1 foi obtido
(Xt agrupado)» €OM um grau de liberdade. A hipdtese
nula desse teste € a de igual propor¢ado dos tipos de
gametas na progénie produzida por diferentes drvores
maternas de gendtipo heterozigoto. Simultaneamente,
todos os testes de qui-quadrado individuais foram
somados, subtraindo-se em seguida desse total o
valor de qui-quadrado agrupado, obtendo-se um
teste de qui-quadrado de heterogeneidade
(Z ;{fh,mgmi g0 ) de segregacdo entre progénies.
Este dltimo teste de qui-quadrado teve n-1 grau
de liberdade (Mather, 1963). Nesse estudo,
designaram-se os locos com letras e nimeros e os
alelos com ndmeros, em ordem decrescente de
migragdo do anodo para o citodo.
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2.4 Desequilibrio de Ligacio

O teste de ligacdo foi analisado,
utilizando-se a medida composta de desequilibrio

de ligacao de Burrows (A .., Weir, 1979). A hip6tese

[j ”

nula de equilibrio de ligagdo (A, = 0) foi testada

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

Weir (1979). As estimativas de desequilibrio de
ligacdo foram obtidas com auxilio do programa
POPGENE versao 1.32 (Yeh & Yang, 1999).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Padroes das Isoenzimas

Todos os seis locos, revelados nos cinco
sistemas isoenzimdticos, foram polimédrficos e
segregaram de dois a trés alelos cada. Nesses também
foram detectadas arvores matrizes heterozigotas
em todos os locos, assim, foi possivel a avaliacdo
de sua heranga e segregacdo. As descricdes dos
padroes de heranca, segregacdo e desequilibrio de
ligacdo dos locos sdo apresentadas a seguir.

Glutamato oxaloacetato transaminase (GOT)

O sistema GOT apresentou duas zonas
de atividade (Got-1 e Got-2) enzimatica
(FIGURA 1), segregando dois alelos em cada
zona. A observacdo de fendtipos de individuos
heterozigotos evidenciava a presenca de trés
bandas nos géis, o que indica tratar-se de um loco
controlado por uma enzima dimérica.

Leucina aminopeptidase (LAP)

A enzima LAP apresentou uma zona de
atividade (FIGURA 1), interpretada como um
loco (Lap-1) polimérfico, segregando trés alelos.
A observagio de fen6tipos de individuos heterozigotos
indica que esse loco é monomérico, com
individuos heterozigotos apresentando duas bandas
nos géis.
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GOT LAP
— — | |
A A
|
— — | ] |
| |
. —_— —
|
Got-1 11 12 11 Lap-1 11 12 22 23 33
Got-2 11 12 11
PGI 6PGDH
A
A — —
|
B
Pgi-1 11 12 11 6pgdh-1 11 12 22
Pgi-2 11 12 22
PGM
A
|
Pgm-1 11 12 22

FIGURA 1 - Representacdo esquemadtica dos fendtipos observados nos zimogramas de M. urundeuva nos
sistemas GOT, LAP, PGI, 6PGDH e PGM, juntamente com seus respectivos gendtipos.
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6-Fosfogluconato desidrogenase (6PGDH)

O sistema 6PGDH apresentou uma zona
de atividade (FIGURA 1). Essa zona foi
interpretada como um loco polimérfico (6pgdh-1),
de expressdo monomérica, segregando dois alelos
cada. Um estudo em Pinus massoniana Lamb.
(Huang et al., 1994) também observou padrdo
fenotipico de individuos heterozigotos tipico de
enzimas monoméricas, embora muitos outros
tenham observado este sistema como dimérico
(El-Kassaby et al., 1982; Miiller-Starck & Liu,
1988; Perry & Knowles, 1989; Sousa et al., 2002).

Fosfogluco isomerase (PGI)

O sistema PGI apresentou duas zonas de
atividades. A zona de migragdo mais rdpida (Pgi-
1) era monomodrfica e, por isso, foi excluida da
andlise genética. A zona mais lenta (Pgi-2) era
polimérfica e foi interpretada como um loco
controlado por enzimas de expressdo dimérica,
segregando dois alelos (FIGURA 1).

Fosfoglucomutase (PGM)

O sistema PGM apresentou duas zonas
de atividade enzimdtica (FIGURA 1). A zona de
migracdo mais anddica (Pgm-1) era polimoérfica e
segregou dois alelos. A observagdo de fenétipos de
individuos heterozigotos indica que esse loco é
controlado por uma enzima dimérica. A segunda
zona, mais catédica (Pgm-2), ndo apresentou
padrdo de resolucdo nas condi¢des de eletroforese
utilizada que permitisse sua correta interpretacao.

3.2 Padroes de Segregacao

Foram detectados indicios significativos
de heterogeneidade no padrdo de segregacdo entre
progénies de drvores heterozigotas de mesmo genétipo
nos locos Got-1, Lap-1, Pgi-2 e Pgm-1 (TABELA 2).
Contudo, quando progénies revelando desvios
significativos foram excluidas das andlises, nenhum
desses locos revelou heterogeneidade de segregacao.
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O teste de qui-quadrado agrupado revelou desvio
da razdo de segregacdo esperada 1:1 para o loco
Got-1, mesmo quando progénies de &rvores
heterozigotas, apresentando desvios significativos,
foram excluidas da andlise. Isso indica que esse
loco pode ndo estar sob controle genético ou pode
estar ocorrendo selecdo, distor¢do meidtica,
interagdes interalélicas, erros de interpretacdes dos
zimogramas, ou simplesmente o fendmeno ocorreu
por acaso (Adams & Joly, 1980; Cheliak & Pitel,
1985). Outra causa poderia ser a ligacdo dos
marcadores a alelos deletérios, o que poderia
levar a desvios de segregacdo pela eliminacdo
de alelos ligados a alelos deletérios (Strauss &
Conkle, 1986). Virios estudos realizados com
espécies arbdreas relatam desvios da razdo de
segregacdo (Adams & Joly, 1980; Cheliak & Pitel,
1985; Perry & Knowles, 1989; Morgante et al., 1993;
Sousa et al., 2002). No sistema GOT, desvios de
segregacdo tém sido observados no loco Got-2,
como em Araucaria angustifolia (Mart.) O.K.
(Sousa et al., 2002) e Cedrus atlantica Manetti
(Fallour et al., 2001).

3.3 Desequilibrio Gamético

Foram detectados poucos indicios de
desequilibrio de ligacdo nas progénies de
M. urundewva (TABELA 3). Das 15 possiveis
combinacdes entre pares de locos, sé foram
detectados indicios significativos de desequilibrio
gamético entre o par Lap-1:Pgi-2 (AU =0,010,
){2 = 3,98, P = 0,046). Nos demais pares de
combinacdes entre locos nao foram detectados
indicios de ligacdo, e pode-se afirmar que os alelos
de diferentes locos ndo estdo associados e
segregam independentemente. Em relacdo ao
par de locos aparentemente ligado, Lap-1:Pgi-2,
os resultados indicam que embora os alelos ndo
segreguem independentemente, a ligacdo é fraca
(Alj =0,010) e, por isso, a manutencio desses
locos deve ter pouca influéncia na estimativa
de pardmetros genéticos, sem a exclusdo de
algum desses. O desequilibrio de liga¢do entre os
locos Lap-1:Pgi-2 ndo é reportado em nenhum
outro estudo com espécies arbdreas.
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TABELA 3 — Valores da medida composta de desequilibrio de ligacdo de Burrows (A ; )» resultados do teste

de qui-quadrado ( ¥*) e probabilidade associada (P) para pares de locos isoenzimaticos

em M. urundeuva.

Locos AU 12 P
Got-1:Got-2 0,000 0,09 0,770
Got-1:Lap-1 -0,008 1,96 0,161
Got-1:Pgi-2 0,002 0,20 0,654

Got-1:6pgdh-1 -0,000 0,00 0,969
Got-1:Pgm-1 0,003 0,34 0,562
Got-2:Lap-1 0,006 2,39 0,122
Got-2:Pgi-2 0,001 1,32 0,250

Got-2:6pgdh-1 0,004 0,02 0,881
Got-2:Pgm-1 0,004 0,58 0,447
Lap-1:Pgi-2 0,010 3,98* 0,046

Lap-1:6pgdh-1 -0,000 0,01 0,907
Lap-1:Pgm-1 -0,004 0,64 0,424

Pgi-2:6pgdh-1 -0,004 1,25 0,263
Pgi-2:Pgm-1 0,001 0,62 0,432

6pgdh-1:Pgm-1 0,001 0,14 0,708

(*) P <0,05.

4 CONCLUSOES

Em M. urundeuva, aparentemente, o loco
isoenzimatico Got-I nao segrega na razdo de
segregacdo mendeliana 1:1.

Os pares de locos Lap-1:Pgi-2 aparentemente
ndo segregam de forma independente, estando
possivelmente em equilibrio gamético ou ligados.
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