HERANCA E LIGACAO EM LOCOS DE ISOENZIMAS EM Genipa americana L.*

RESUMO

A heranca e a ligagdo foram estudadas
em quatro locos polimdrficos (6pghd-1, Pgi-2,
Mdh-1 e Mdh-2) de trés sistemas isoenzimaticos de
Genipa americana, analisados por eletroforese
horizontal em gel de amido, usando tecidos
coletados de quinze progénies de polinizagdo aberta,

rocedentes ge Moji-Guacu, Estado de Sdo Paulo.
sses locos segregaram de dois a trés alelos.
A segregacdo nesses locos foi homogénea entre
arvores. Contudo, existem desvios significativos da
segregacdo esperada 1:1 para algumas arvores em
alguns locos. Desvios significativos da razdo de
segregacdo esperada 1:1 foram detectados nos
locos Mdh-2 e 6pgdh-1. Nao foram detectadas
evidéncias de ligacao entre nenhum dos pares de
locos avaliados em G. americana e esses podem
ser utilizados sem restri¢ao para estudos do sistema
de relprodugﬁo, diversidade e estrutura genética de
populagdes da espécie.

Palavras-chave: segregacdo; jenipapo; espécies
arbdreas tropicais.

1 INTRODUCAO

A técnica de eletroforese de isoenzimas
tem sido amplamente aplicada em estudos de
melhoramento (Adams & Joly, 1980) e
conservagdo genética florestal. A técnica tem
grande poder para estudos de introgrecdo, sistema
de reproducdo, diversidade e estrutura genética,
mapeamento gendmico e andlise da relacdo
filogenética entre espécies (Lewandowski, 2000).
Algumas dessas aplicagdes requerem que o modo
de heranca e a relacdo de equilibrio de ligacdo
entre as isoenzimas sejam conhecidos (Gillet &
Hattemer, 1989; Lewandowski et al., 1992; Thorsén
et al., 1997). Entretanto, para que os marcadores
bioquimicos sejam utilizados como marcadores
genéticos € necessdrio que sua heranca genética
mendeliana seja confirmada (Muona et al., 1987;
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Thorsén et al., 1997; Wang & Lin, 1998).
Tais estudos tém sido especialmente conduzidos
em coniferas (Papageorgious et al., 1993;
Lewandowski, 2000). Contudo, infelizmente, poucas
espécies arboreas folhosas tém sido submetidas a
essas andlises.

O objetivo deste trabalho foi investigar a
heranga e o desequilibrio de ligacdo em quatro
locos isoenzimdticos polimérficos revelados em
uma populagdo de Genipa americana L. (Rubiaceae)
procedente de Moji-Guagu, Estado de Sao Paulo.
G. americana é uma espécie arborea tropical
didica, polinizada por insetos e de distribuicao
ampla, que vai do México (20°N) ao Estado de Séo
Paulo (20°S). Sua madeira é de grande utilidade na
carpintaria, construgdo civil, inddstria de moéveis,
etc., e os frutos sdo comestiveis e medicinais, entre
outras utilidades da espécie (Carvalho, 1994).
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem

Os estudos da heranca e ligagdo foram
realizados a partir da coleta de sementes de
polinizacdo aberta e tecidos foliares de quinze
arvores de G. americana de uma populacio natural
localizada em floresta meséfila semidecidua de
planalto, na Estacdo Ecoldgica de Moji-Guacu,
do Instituto Florestal de Sdo Paulo.

2.2 Eletroforese de Isoenzimas

As enzimas foram extraidas de tecidos
foliares de quinze arvores adultas e vinte plantulas
de cada progénie, 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 extragdo nimero 1 de
Alfenas (1998), alterada pela auséncia de
Mercaptoetanol. A eletroforese de isoenzimas foi
a horizontal, conduzida em meio suporte de
gel de amido de milho (penetrose 30) a 13%.

As “corridas” foram realizadas em geladeira, com
temperatura de 5°C. Nos primeiros 30 minutos de
“corrida”, mantinha-se a corrente elétrica constante
a 35mA, sendo, posteriormente, elevada a 40mA
até o final do processo. A voltagem nos eletrodos
foi de 120 a 180 volts, e no gel, de seis a oito volts
nos primeiros 30 minutos, e 140 a 210 volts e oito
a dez volts, nos eletrodos e no gel, respectivamente,
no restante do tempo de “corrida”. As amostras
embebidas em papel-de-filtro eram retiradas dos
géis apdés 30 minutos de migragdo, sendo que o
tempo médio do processo de “corrida” era de
aproximadamente 8 horas e 30 minutos. Nesse
ponto, o marcador azul de bromofenol atingia de
7 cm a 8 cm de migracdo. Terminada a “corrida”,
o gel era cortado em seis fatias, com espessura em
torno de 1,0 mm, sendo que a primeira e a ultima
fatia eram descartadas. As quatro faces restantes
eram submetidas a coloracdo em enzimas
especificas. Os sistemas isoenzimditicos PGM,
PGI e 6PGDH foram revelados sempre utilizando
fatias mais nobres (as duas primeiras). A lista
das isoenzimas investigadas encontra-se na
TABELA 1.

TABELA 1 — Sistemas enzimaticos investigados para heranca em G. americana.

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

Fosfoglucomutase (PGM) E.C. 5.4.2.2 1 1
6-Fosfogluconato desidrogenase (6PGDH) E.C. 1.1.1.44 1 3
Fosfoglucose isomerase (PGI) E.C. 5.3.1.9 1 1

2 2
Malato desidrogenase (MDH) E.C. 1.1.1.37 1 2

2 2

3 1
Peroxidase (PER) E.C. 1.11.1.7 1 1

2.3 Analise de Segregacio

Nido foram realizados cruzamentos
controlados para o estudo da heranca isoenzimadtica
em G. americana. Adotou-se o método descrito por
Gillet & Hattemer (1989) que compara o gendtipo de
arvore materna com a segregacdo de suas progénies
de polinizacdo aberta. As seguintes condi¢des devem
ser satisfeitas: a) toda progénie de uma 4arvore
materna A;A; deve possuir o alelo A; da drvore mae, e
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b) em casos de uma arvore mae heterozigota (ex.
AA;, i #j): i) cada individuo de uma progénie
deve possuir um dos alelos da drvore materna, A; ou
Aj; ii) o numero de progénies heterozigotas AA;
(N;) deve ser igual a soma das progénies
homozigotas AA; (N;) e AA; (N, N i = N,+N i

e iii) o nimero de progénies heterozigotas A;A; (Ny)
deve ser igual ao nimero de progénies
heterozigotas AA, (Ny), N, =N, ,com k #1, j.

k>
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A andlise genética foi realizada da seguinte forma:
os fendtipos observados em cada progénie das
drvores maternas heterozigotas foram comparados
com o esperado pela hipdtese de segregacdo 1:1.
A hipétese foi aceita ou descartada com base em um
teste G padrdao. Posteriormente, todos os testes G
foram somados e um teste G total para a segregacdo
1:1 foi obtido (ZG ). Simultaneamente, o0s

fendtipos observados, de progé€nies de drvores
heterozigotas do mesmo gendétipo materno, foram
somados e um teste G agrupado foi obtido

( Gl:lAgrupado
propor¢do dos tipos de gametas na progénie
produzida por diferentes &4rvores maternas de
mesmo genodtipo heterozigoto. A seguir, testou-se a
hipétese de homogeneidade de segregacdo entre
progénies, usando-se um teste G de heterogeneidade

Hipotesl:1

). A hipétese nula desse teste é a de igual

( Z GHE,mgme,-dade ), obtido pela subtragdo do teste
G agrupado  (Gyyappa )» do teste G total

(ZGHipo'tesl:l ). Esses testes sdo aditivos de forma que

ZGHipo'teselzl = ZGHeterogeneidade + Gl:lAgrupado >

com n, n-1 e I grau de liberdade, respectivamente
(Souza et al., 2002). Se o teste de heterogeneidade
era significativo, progénies de drvores heterozigotas,
que apresentaram desvio da segregacdo 1:1,
foram excluidas do conjunto de dados e as
andlises foram repetidas. No presente estudo, os
locos e os alelos foram identificados por nimeros,
em ordem decrescente de migracio do anodo
para o catodo.

2.4 Analise de Desequilibrio de Ligacao

Como existem indicios de endogamia na
populacdo de G. americana aqui estudada (Sebbenn
et al., 1998), o teste de desequilibrio de ligacao foi
realizado com base na medida composta de
desequilibrio de ligacdo de Burrows (A[j, Weir,
1979), usando o programa POPGENE versao 1.32
(Yeh et al., 1999). A medida de desequilibrio de
ligacdo de Burrows é apropriada para situagdes
onde a unido de gametas ndo ocorreu de forma
aleatdria e a identificacdo dos gendtipos é incompleta
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(Weir, 1979; Weir & Cockerham, 1979). A hipétese
H, : Aij = 0 foi testada com o teste de qui-

quadrado ( ¥ %) proposto por Weir (1979).

3 RESULTADOS E DISCUSAO
3.1 Padroes Isoenzimaticos

Os sistemas PGM e PRX expressaram
somente uma simples banda monomérfica nos
géis, sugerindo a existéncia de apenas um loco
com um alelo fixado, assim ndo foi possivel
determinar seus padrdes de heranca e
desequilibrio de ligacdo. A seguir s@o descritos
os padrdes de heranga, segregacdo e desequilibrio
de ligacdo das isoenzimas polimérficas (PGI,
MDH e 6PGDH) detectadas em G. americana.

Fosfoglucose Isomerase (PGI)

O sistema PGI apresentou duas zonas
de atividades (FIGURA 1). A zona de migracio
mais rdpida apresentou uma s6 banda em todos
géis, nas condi¢cdes de laboratdrio usadas, e foi
interpretada como um loco monomorfico (Pgi-1)
com um alelo fixado. A segunda zona de
atividade (Pgi-2) apresentou polimorfismo,
segregando dois alelos. A observacdo do fendtipo
de individuos heterozigotos indicou tratar-se de
uma enzima dimérica. No sistema PGI, duas
zonas de atividade tém sido observadas em
diversos estudos com espécies arbdreas (King &
Dancik, 1983; Lewandowski et al., 1992; Wang
& Lin, 1998; Lewandowski, 2000; Pastorino &
Gallo, 2001; Hussendorfer et al., 1995).

Malato Desidrogenase (MDH)

O sistema MDH apresentou trés zonas
de atividades. As duas zonas de migra¢do mais
rapidas (Mdh-1 e Mdh-2) eram polimorficas e
segregavam dois alelos. A zona mais lenta era
monomorfica (Mdh-3). O fendtipo de 4arvores
heterozigotas apresentava trés bandas, sugerindo
que a enzima era dimérica (FIGURA 1).
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PGI MDH
Pgi-1
Mdh-1
Pgi-2 Mdh-2
_ |
Mdh-3
Pgi-1 11 11 11 Mdh-1 11 12 22
Pgi-2 11 12 22 Mdh-2 11 12 22
Mdh-3 11 11 11
6PGDH
| | ]
6pgdh-1
|
| ] I |
[ ] ]
| [
6pgdh-1 11 12 13 22 23 33

FIGURA 1 - Representagdo esquemdtica dos fendtipos observados nos zimogramas de G. americana nos
sistemas PGI, MDH e 6PGDH, juntamente com seus respectivos genotipos.

Fosfogluconato Desidrogenase (6PGDH)

O sistema 6PGDH apresentou apenas
uma zona de atividade, denominada loco 6Pgdh-1
e interpretado como um loco monomérico,
segregando trés alelos (FIGURA 1). Um loco no
sistema 6PGDH também foi observado em
P. taeda (Adams & Joly, 1980), embora outros
estudos tenham detectado duas zonas de
atividade nessa enzima (Konnert et al., 2001;
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Sousa et al., 2002; Zhelev et al., 2002). Em Pinus
massoniana Lamb., Huang et al. (1994)
observaram padrdo fenotipico de individuos
heterozigotos tipicos de enzima monomérica.
Porém, em espécies como Cunninghamia
lanceolata Hook. (Miiller-Starck & Liu, 1988),
Thuja occidentalis L. (Perry & Knowles, 1989) e
Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze. (Sousa et
al., 2002), o heterozigoto tem apresentado fendtipo
de enzima dimérica.



69

SEBBENN, A. M. Heranca e ligagdo em locos de isoenzimas em Genipa americana L.

3.2 Padroes de Segregacao

Nido foram detectados indicios de
heterogeneidade de segregacdo entre progénies de
arvores heterozigotas de mesmo gendtipo materno
para os locos avaliados. O teste G de

heterogeneidade ( z G

diferencas significativas para os locos Pgi-2, Mdh-2
e Opgdh-1, indicando que a segregacdo ¢
homogénea em progénies de diferentes drvores de
mesmo gendtipo materno (TABELA 3). O loco
Pgi-2 apresentou desvio significativo da hipdtese

de segregacdo 1:1, no teste G total (ZGHipo'teslzl )e

) ndo detectou

Heterogeneidade

agrupado (G, 4paa0 )» Mas ajuste quando a progénie

da unica arvore apresentando desvios significativos
de segregacio foi excluida da andlise (TABELA 3).

A andlise da progénie da tunica arvore
heterozigota detectada no loco Mdh-1 ndo revelou
desvios da segregacdo esperada 1:1. Contudo, é
desejdvel que esse loco tenha sua heranca
estudada com base em um nimero maior de
progénies de 4rvores heterozigdticas ou com
base em um nidmero grande de descendentes
(150 individuos) da referida arvore, para obter-se
uma conclusdo mais consistente. Nos locos
Mdh-2 e 6pgdh-1, foram detectados desvios
significativos da razdo esperada de segregacdo 1:1

nos testes G total (ZGHipo'teslzl) e agrupado

( Gl:lAgmpado
como pode ser observado pela relagdo
N, =N, + N, (TABELA 3). No entanto, quando

progénies de arvores heterozigéticas, apresentando
desvios significativos da razdo de segregacdo 1:1
(TABELA 2), foram excluidas da andlise, o loco
6pgdh-1 ajustou-se a hipdtese de segregacdo 1:1,
no teste G total, mas rejeitou a hipdtese no teste
agrupado. Assim, admite-se a possibilidade de que
ambos os locos Mdh-2 e 6pgdh-1 apresentam
desvios da razdo de segregacdo mendeliana 1:1.
Desvios de segregacdo tém sido observados em
diversos estudos da heranga isoenzimética de espécies
arboreas (Adams & Joly, 1980; Cheliak & Pitel,
1985; Konnert et al., 2001; Sousa et al., 2002).
As causas podem ser vdrias, como as isoenzimas
estarem sob controle de mais de um loco, selegao,
distor¢des meidticas, interacdes interalélicas e deriva
genética (Adams & Joly, 1980; Cheliak & Pitel,
1985). Outra causa pode ser a presenga de alelos nulos
(Gillet & Hattemer, 1989). Os desvios observados
podem incluir uma ou mais dessas causas, mas &
dificil determinar qual € a causa real. Conclusoes
mais consistentes podem ser obtidas usando maior
nimero de arvores heterozigotas ou maiores tamanhos
de progénies (50 individuos por progénies).

), devido ao excesso de homozigotos,

TABELA 2 — Arvores de G. americana mostrando desvios significativos no teste G para a razio de
segregacdo meidtica 1:1, nos locos isoenzimdticos Pgi-2, Mdh-2 e 6pgdh-1.

Gendtipo materno G Gendtipo materno G
Num. Tipo N; N; +Nj GL=1 Num. Tipo N; Ni +N; GL=1
Pgi-2 6pgdh-1
3 AA; 3 16 8,89* 3 AA; 5 14 4,26%*
Mdh-2 9 AA; 2 17 11,84%**
3 AA; 2 18 12,80%* 10 AA; 3 14 7,12%%
14 AA; 5 15 5,00 14 AA; 1 12 9,31#%*
26 AA; 2 17 11,84%** 19 AA; 2 9 4,45%
26 AA; 4 14 5,56%*

N e N; + Nj; sdo os niimeros observados dos genotipos heterozigotos e homozigotos, respectivamente.

(*) P <0,050.
(**) P <0,010.
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TABELA 3 — Teste G para hipotese de segregacao regular de marcadores isoenzimaticos em G. americana.

Loco Genotipo Nuamero Nij ‘N, + ij z (;Hipémk1 z GHeremgWidade G, Agrupado Arvores
materno ) de GL=n GL = n- 1 GL =1 com
arvores desvio de
(n) segregacao
Pgi-2 AA; 13 109:149 24,10%* 17,88 6,23% 1
b 12 106:133 14,34 11,28 3,05
Mdh-1 AJA; a 1 8:12 - - 0,81
Mdh-2 AA; a 4 9:50 33,51%* 2,11 31,39%* 3
6pdh-1 AJA; a 9 31:110 54,04%%* 4,46 51,40%%* 6
3 14:30 6,66 0,70 5,95%

Nj e N;; + N;; s@o os nimeros observados dos genotipos heterozigotos e homozigotos, respectivamente.
a) Inclui todas as arvores heterozigotas em um dado loco.
b) Exclui as drvores com distor¢do de segregacdo em um dado loco.

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

3.3 Desequilibrio de Ligacio

Nido foram detectados indicios de
desequilibrio de ligacdo para nenhum dos pares de
locos avaliados em G. americana (TABELA 4).
As estimativas da medida composta de
desequilibrio de ligagdo (A, ) foi préxima a zero
e os valores do teste de qui-quadrado ndao foram
significativos para nenhuma das seis possiveis
combinacdes entre pares de locos. Portanto,
esses locos devem estar em equilibrio de ligagcdo

e os alelos de diferentes locos segregam de forma
independente. Em espécies de polinizagdo cruzada, o
desequilibrio de ligacdo € menos provdvel de
ocorrer do que em espécies de autofecundacdo
devido a fecundacdo cruzada exercer um papel
andlogo ao da recombinacdo, resultando em
ligacdes menos efetivas (Hastings, 1990). Os
resultados obtidos pelo teste de equilibrio gamético
indicam que os locos revelados podem ser usados
em estudos do sistema de reproducdo, andlise de
paternidade, diversidade e estrutura genética de
G. americana, sem restrigoes.

TABELA 4 — Valores da medida composta de desequilibrio de ligacdo de Burrows (A i)

resultados do teste de qui-quadrado (¥°) e probabilidade associada (P)
para pares de locos isoenziméaticos em G. americana.

Va P

Locos Aij
6pgdh-1:Pgi-2 0,004
6pgdh-1:Mdh-1 -0,007
6pgdh-1:Mdh-2 0,001
Pgi-2:Mdh-1 0,003
Pgi-2:Mdh-2 -0,004
Mdh-1:Mdh-2 0,000

0,04 0,838
1,75 0,185
0,33 0,565
0,31 0,576
0,38 0,539
0,01 0,933
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4 CONCLUSOES

Os locos Mdh-2 e 6pgdh-I nio
segregaram perfeitamente de acordo com a razdo
esperada 1:1 em G. americana.

Os locos Pgi-2, Mdh-1, Mdh-2 e 6pgdh-1
ndo estdo ligados entre si e podem ser usados
conjuntamente em andlises genéticas que requeiram
locos em equilibrio de ligacdo, como estudos do
sistema de reproducdo e andlise de paternidade.
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