HERANCA E DESEQUILIBRIO DE LIGAQAO
EM LOCOS DE ISOENZIMAS DE Trema micrantha*

RESUMO

Nove sistemas enzimaticos (ACP, DIA,
EST, GDH, GOT, G6PDH, IDH, MDH e SKDH)
codificando doze locos polimorficos (Acp-1, Acp-
2, Acp-3, Dia-1, Est-1, Gdh-2, Got-1, G6pdh-1,
Idh-1, Mdh-1, Mdh-3 e Skdh-1) foram investigados
em Trema micrantha. A heranga mendeliana de
progénies de arvores heterozigotas foi confirmada
para todos os locos, pelo teste de ajuste dos padrdes de
segregacdo observados em relacdo a razdo de
segregacéao esperada 1:1. O desequilibrio de ligagao
for examinado para 55 pares de locos. Foram
detectados desequilibrios de Ilgag\éo significativos em
cinco pares de locos: Acp-1:Acp-3, Acp-1:ldh-1,
Dia-1:Mdh-1, Dia-2:Got-1 e Gdh-2:Got-1.

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

1 INTRODUCAO

Trema micrantha (L.) B. é uma espécie
arbdrea folhosa de ocorréncia ampla no continente
americano, desde 30°N (Estados Unidos) a 30°S
(Brasil). Essa espécie ocupa varios ambientes, exceto
0s mais Umidos. E a primeira espécie a se estabelecer em
areas abandonadas, continuando a existir em todos
0s estagios de sucessdo secundaria, exceto na floresta
madura (Lorenzi, 1992). Suas flores sdo hermafroditas
cripticas por existirem individuos variando de mondicos
a didicos (Torres, 1996). A polinizacdo ocorre
principalmente pelo vento, embora suas flores possam
ser visitadas por pequenos insetos (Bawa et al.,
1985). A dispersdo das sementes ocorre por zoocoria,
principalmente por aves (Carvalho, 1994). T. micrantha
tem diversos usos possiveis como na fabricacdo de
papel e celulose, artesanato, producdo de resina,
uso medicinal, etc. A espécie tem sido muito
utilizada para recuperacdo ambiental (Carvalho, 1994).
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A utilizacdo adequada de uma espécie
em programas de melhoramento, conservagéo
genética ou qualquer outro uso que implique
na manipulacdo de populagdes, requer o prévio
conhecimento de seu sistema de reproducéo,
variabilidade e estrutura genética. Tais conhecimentos
podem ser obtidos através do uso de
marcadores genéticos bioquimicos como isoenzimas.
Contudo, para que as isoenzimas possam Ser
usadas como marcadores genéticos é necessario
conhecer a sua heranga (Furnier et al., 1986; Gillet
& Hattemer, 1989; Thorsén et al., 1997,
Lewandowski, 2000), bem como o equilibrio de
ligacdo entre locos.

O objetivo deste trabalho foi investigar a
heranca e o desequilibrio de ligacdo em doze
locos isoenzimaticos detectados em populacdes de
T. micrantha. Foram usadas estruturas de progénies
de polinizacdo aberta de arvores heterozigotas para
0 estudo da heranca e desequilibrio de ligag&o.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem

Sementes de polinizacdo aberta foram
coletadas em 24 arvores de duas populacdes naturais
de T. micrantha, localizadas em dois fragmentos do
Estado de S&o Paulo: Estacdo Ecoldgica de Caetetus
(Latitude 22°22’S, Longitude 49°40°W, altitude
variando de 500 m a 600 m) e Reserva Florestal de
Santa Genebra (Latitude 22°49’S, Longitude 47°06°W,
altitude variando de 580 m a 610 m). As sementes
foram germinadas em viveiro e de cada arvore
foram analisadas, via eletroforese de isoenzimas,
tecidos foliares de dez plantulas. O genétipo das
arvores maternas foi determinado da composicéo
genotipica de suas progénies, usando o método de
maxima verossimilhanca de Brown & Allard (1970),
implementado no programa MLTR de Ritland (1998).

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 numero 1 de
Alfenas (1998, p. 96). A eletroforese foi a horizontal,
conduzida em meio suporte de gel a 13% de
concentracdo, com 2/3 de amido de milho
(penetrose 30) e 1/3 de amido de batata (Sigma).
As “corridas” foram realizadas em geladeira,
com temperatura de 5°C. O tampdo de cuba e
gel utilizado foi o ndmero 25 (DL-histidina,
pH 8,0) citado em Alfenas (1998, p. 123). A lista
das isoenzimas investigadas encontra-se na
TABELA 1.

TABELA 1 — Sistemas enzimaticos estudados em T. micrantha.

Sistemas enzimaticos (Abreviag¢des) Nimero E.C. Locos Numero de alelos
detectados detectados
Fosfatase 4cida (ACP) E.C. 3.1.3.2 A 2
B 2
C 3
Diaforase (DIA)E.C. 1.8.1.4 A 2
o-Esterase (a-EST) E.C. 3.1.1.1 A 2
Glucose desidrogenase (GDH) E.C. 1.1.1.47 A ?
B 2
Glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) E.C. 2.6.1.1 A 3
Glucose 6 fosfato desidrogenase (G6PDH) E.C. 1.1.1.49 A 2
Isocitrato desidrogenase (IDH) E.C. 1.1.1.42 A 1
Malato desidrogenase (MDH) E.C. 1.1.1.37 A 2
B 2
C 3
Xiquimato desidrogenase (SKDH) E.C. 1.1.1.25 A ?
B 3

2.3 Andlise de Segregacao

N&o foram realizados cruzamentos
controlados para o estudo da heranga isoenzimética em
T. micrantha. Por isso, adotou-se 0 método descrito por
Gillet & Hattemer (1989) que compara 0 genétipo da
arvore materna com a segregacao de suas progénies
de polinizacdo aberta. As seguintes condicdes devem
ser satisfeitas: a) toda progénie de uma &rvore
materna A;A; deve possuir o alelo A; da arvore mae, e
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b) em casos de uma arvore mée heterozigota (AiA;,
i # j): i) cada individuo de uma progénie deve
possuir um dos alelos da arvore materna, A;, A;;
if) 0 nimero de progénies heterozigotas AiA; (N;)
deve ser igual & soma das progénies
homozigotas AA; (Ni) e AA; (N, N = Ny + N,
e iii) o nimero de progénies heterozigotas AiA
(Ni) deve ser igual ao numero de progénies
heterozigotas AjAx (Nj), Ny = N, com k #1, j.
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Os fendtipos observados em cada progénie de
arvores heterozigotas foram comparados com o
esperado pela hipdtese de segregagdo 1:1. A hipdtese
de segregacdo individual de cada progénie foi
aceita ou descartada com base em um teste de qui-
quadrado ( ;(2) padrdo, com correcdo de Yates,
com um grau de liberdade. Em seguida, todos os
testes de qui-quadrado individuais foram somados,
e um teste de qui-quadrado total para a

segregacdo 1:1 foi obtido (leiipétesel-l).
Simultaneamente, os fenotipos observados de

progénies de 4arvores heterozigotas de mesmo
gendtipo materno foram somados e um teste de

qui-quadrado agrupado foi obtido ( ;(flAgmpado).

A hipétese nula desse teste é a de igual proporcao
dos tipos de gametas na progénie produzida por
diferentes arvores maternas de mesmo gendtipo
heterozigoto. A seguir, testou-se a hipotese
de heterogeneidade de segregacao entre
progénies, usando-se um teste de qui-quadrado

de heterogeneidade (D 7 2cerogenddace )»  ODLIdO
pela subtragdo do teste de qui-quadrado
agrupado ( ;(flAgrupado), do teste qui-quadrado

total (Z ;(,iipéteseﬂ). Esses testes de qui-
guadrado sdo aditivos de forma que

leiipétesel'l = Zzaeterogeneidade + ZflAgrupado ,» com
n, n-1 e 1 grau de liberdade, respectivamente
(Mather, 1963). Os locos foram designados com
letras e nimeros e os alelos com letras (a a c),
em ordem decrescente de migracdo do anodo para
0 catodo.

2.4 Analise de Desequilibrio de Ligacéo

O teste de desequilibrio de ligacdo foi
realizado com base na medida composta de
desequilibrio de ligacdo de Burrows (A;) (Weir,
1979). Essa medida é apropriada para situacoes
onde existem indicios de que a unido de gametas
ndo ocorreu de forma aleatéria e a identificacdo
dos genotipos é incompleta (Weir & Cockerham,
1979). A hipdtese nula de desequilibrio de ligacao
(A;; = 0) foi testada com o teste de qui-quadrado
(x°) descrito em Weir (1979). Essas estimativas
foram obtidas com auxilio do programa POPGENE
versdo 1.32 (Yeh et al., 1999).
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3 RESULTADOS E DISCUSAO
3.1 Padrdes das Isoenzimas

Todos os treze locos revelados nos nove
sistemas isoenzimaticos eram polimorficos,
segregando de dois a trés alelos cada. Contudo, ndo
foram detectadas arvores maternas heterozigotas na
amostra para o loco Mdh-2, de forma que n&o foi
possivel o estudo de seu padrdo de segregacéo.
As descricdes dos padrdes de heranga, segregagéo
e desequilibrio de ligagdo dos locos séo apresentadas
a sequir.

Fosfatase acida (ACP)

O sistema ACP apresentou trés zonas de
atividades enzimaéticas. As duas zonas de migracao
mais rapidas, denominadas locos Acpi-1 e Acp-2,
segregaram dois alelos cada e a zona mais lenta,
denominada Acp-3, segregou trés alelos (FIGURA 1).
A avaliacdo do fenotipo de arvores heterozigotas
revelou que estes locos sdo controlados por enzimas
de expressdo monomeérica. Trés zonas de atividade
enzimatica nessa enzima foram também detectadas
em outras espécies arbdreas folhosa, como Cedrus
atlantica Manetti (Fallour et al., 2001) e Cecropia
pachystachya Trec. (Ribas et al., 2004).

Diaforase (DIA)

O sistema DIA apresentou, claramente, duas
zonas de atividade enzimética (FIGURA 1), denominadas
locos Dia-1 e Dia-2. Contudo, a zona de migracéo mais
rapida tinha revelacdo inconstante e, por isso, foi
descartada da anélise genética. A zona mais lenta foi
interpretada como um loco polimdrfico segregando
trés alelos. A observacdo dos fenétipos de arvores
heterozigotas indicou que essa enzima € de expressdo
monomeérica. Em duas outras espécies arbdreas folhosas,
Liriodendron tulipifera L. (Parks et al., 1990) e
Eschweilera ovata (Cambess) Miers (Gusson et al., 2004),
foram observadas trés zonas de atividade nessa enzima.

Alfa-Esterase (EST)

O sistema EST apresentou uma zona
plausivel de interpretagdo (Est-1), interpretada como
um loco polimorfico, de expressdo monomeérica,
segregando dois alelos (FIGURA 1). Em Pseudotsuga
menziesii var. menziesii (Mirb.) Franco (El-Kassaby
et al., 1982) e Larix decidua Mill (Lewandowski &
Mejnartowicz, 1990) foram detectadas até trés
zonas de atividade nessa enzima.
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Fosfatase Acida (ACP)

I A ——— — I B
— e C
Acp-1 11 22 12 22 11 11
Acp-2 22 12 11 22 12 11
Acp-3 23 22 11 12 13 33
Diaforase (DIA)
A
| — B
Dia-1 Desconsiderado
Dia-2 13 33 22 11 23 13
Esterase (EST)
— — A
Est-1 12 22 11
Glutamato Desidrogenase (GDH)
A
| B
Gdh-1 11 11

Gdh-2 22 11

FIGURA 1 - Representacdo esquematica dos fenotipos observados nos zimogramas de T. micrantha nos
sistemas ACP, DIA, EST e GDH, juntamente com seus respectivos genétipos.

Glucose desidrogenase (GDH)

O sistema GDH apresentou duas zonas de
atividades (FIGURA 1). A zona mais rapida de migracdo
ndo apresentou variacdo e foi interpretada como um loco
(Gdh-1) monomérfico. A zona de migracdo mais lenta
(Gdh-2) apresentou polimorfismo e foi interpretada
como um loco dimérico, segregando dois alelos (a e b).
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Glutamato oxaloacetato transaminase (GOT)

O sistema GOT apresentou uma zona de
atividade enzimatica segregando trés alelos
(FIGURA 2). O fendtipo de individuos heterozigotos
apresentava trés bandas nos géis, indicando tratar-se
de enzima dimétrica.
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Glutamato Oxalacetato Transaminase (GOT)

= A
Got-1 22 11 12 13 3 23
Glucose 6-Fosfato Desidrogenase (G6PDH)
_— — —— A

G6pdh-1 12 22 11

Isocitrado Desidrogenase (IDH)

== A
Idh-1 22 11 12
Malato Desidrogenase (MDH)
== A
B
B — — C

Mdh-1 22 11 12 13 33 23
Mdh-2 12 22 11 22 12 11
Mdh-3 11 22 12 11 12 11

77

Xiquimato Desidrogenase (SKDH)

Skdh-1 13 33 22 11

Lo A

12 23

FIGURA 2 — Representacdo esquematica dos fendtipos observados nos zimogramas de T. micrantha nos
sistemas GOT, G6PDH, IDH, MDH e SKDH, juntamente com seus respectivos genotipos.

Glucose 6 Fosfato Desidrogenase (G6PDH)

O sistema G6PDH apresentou uma zona
de atividade enzimatica nas condi¢des de
eletroforese utilizadas (FIGURA 2). Essa zona foi
interpretada como um loco (G6pdh-1) polimdrfico,
monomérico, segregando dois alelos. Um simples loco
controlando essa enzima também tem sido relatado
em outros estudos realizados com espécies arbdreas
como Pinus leucodermis Ant. (Morgante et al.,
1993), Pinus massoniana Lamb. (Huang et al.,
1994) e E. ovata (Gusson et al., 2004).
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Isocitrato Desidrogenase (IDH)

A enzima IDH apresentou uma zona de
atividade interpretada como um loco (ldh-1)
segregando dois alelos (FIGURA 2). A observacao
de fenotipos de individuos heterozigotos indica
que esse loco é dimérico. Uma zona de atividade
também foi observada em Pinus taeda L. (Adams
& Joly, 1980), P. menziesii var. menziesii (El-
Kassaby et al., 1982) e Cedrus atlantica Stand
(Fallour et al., 2001).
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Malato Desidrogenase (MDH)

A enzima MDH apresentou trés zonas
de atividade. Todas as zonas eram polimorficas e
tipicamente de locos diméricos, com individuos
heterozigotos apresentando padrdo com trés
bandas (FIGURA 2). A zona de migracdo A
(Mdh-1) segregou trés alelos e as zonas B e C
(Mdh-2 e Mdh-3) segregaram dois alelos cada.
Trés zonas de atividade na enzima MDH foram
igualmente observadas em diversas outras
espécies arboreas (King & Dancik, 1983; Ying &
Morgenstern, 1990; Huang et al., 1994; Thorsén
et al., 1997; Konnert et al., 2001; Sousa et al.,
2002; Zhelev et al., 2002).

Xiquimato Desidrogenase (SKDH)

O sistema SKDH apresentou uma zona
(Skdh-1) de atividade nos géis (FIGURA 2).
Essa zona foi interpretada como um loco
polimérfico, composto por uma enzima de
expressdo monomérica, segregando trés alelos.
Expressdo monomérica no sistema SKDH também
foi observada em Araucaria angustifélia (Mart.)
0. Ktze. (Sousa et al., 2002) e dois locos tém sido
observados em diversos outros estudos da heranca
isoenziméatica em espécies arbdreas (Geburek &
Wang, 1990; Potenko, 2001; Sousa et al., 2002).

3.2 Padrdes de Segregacéo

Né&o foram detectados fortes indicios de
desvios da razdo de segregacdo esperada 1:1 nos
locos isoenziméticos estudados em T. micrantha
(TABELA 2). Dos doze locos avaliados, seis
(Acp-3, Dia-2, Gdh-2, Idh-1, Mdh-3 e Skdh-2)
néo apresentaram qualquer desvio significativo da
segregacdo esperada 1:1. O loco Acp-1 apresentou
desvio significativo no padréo de segregacdo para
os testes de segregacdo total ( ;(,iipdtesem) e de

heterogeneidade ( 7 feropnacade) M Progenies de

sete arvores, mas auséncia de desvios quando
duas arvores, com desvios significativos de
segregacdo 1:1, foram excluidas da andlise.
Portanto, ndo se rejeita a hipotese de que
esse loco segrega na proporgdo 1:1. Os locos
Acp-2 e G6pdh-1 apresentaram  desvios
significativos de segregacdo na analise agrupada
( ;(flAgrupado), devido ao excesso de heterozigotos,
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mesmo quando &rvores mostrando desvios
significativos de segregacdo foram excluidas da
anélise. As distorcdes de segregacao por excesso
de heterozigotos (31:25) podem ter sido causadas
por selecdo natural a favor de heterozigotos.
O loco Est-1 apresentou desvio significativo da
razdo de segregacdo 1:1 para a hipdtese total

(ZZliipétesel:l) € agrupado (ZflAgrupado)' mas
ajuste ao modelo quando as arvores mostrando
desvios foram excluidas da analise. O loco Got-1
apresentou desvios significativos da razdo de
segregacao 1:1 para a hipotese total (Y. ;(,iipétesel:l )

e agrupado ( 1} agrupado ) N@ andlise de trés arvores

heterozigotas do tipo A,A;, mas auséncia de
desvio quando duas arvores mostrando desvios de
segregacao foram excluidas, e para quatro arvores
heterozigotas do tipo A;As, de forma que se aceita
a hipétese de segregacdo 1:1. O loco Mdh-1
apresentou desvios significativos de segregacédo

na analise agrupada ( 1 agrupado): Mas auséncia de

desvios quando arvores heterozigotas, mostrando
desvios significativos, foram excluidas da analise.
Em termos gerais, confirma-se a heranga
mendeliana simples para todos os doze locos
isoenzimaticos avaliados em T. micrantha.

3.3 Desequilibrio de Ligacéo

Indicios de desequilibrio de ligacdo foram
observados nas progénies de T. micrantha
(TABELA 3). Das 55 possiveis combinagdes de
pares de locos, foram detectados valores significativos
de desequilibrio de ligacdo entre cinco pares,
envolvendo oito locos: Acp-1:Acp-3, Acp-1:ldh-1,
Dia-1:Mdh-1, Dia-1:Got-1 e Gdh-2:Got-1.
Nos demais pares de locos ndo foram detectados
indicios de desequilibrio de ligagdo e podem ser
usados, sem restricdo, no estudo do sistema de
reproducgdo, estrutura e diversidade genética de
populagdes de T. micrantha. A combinacdo dos
locos Dia-1:Mdh-1 apresentou o maior valor do
desequilibrio de ligacao, 0,040, embora este valor
ainda seja baixo. A excluséo dos locos Acp-1 e Got-1
quebram a associagdo entre quatro pares de locos
e a exclusdo do loco Dia-1 ou Mdh-1 quebra o
desequilibrio entre o ultimo par de locos em
associacdo, de forma que os demais podem ser usados
em estudos que requeiram o equilibrio de ligac&o.
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TABELA 3 - Valores da medida composta de desequilibrio gamético de Burrows (Aij ), resultados do teste

de qui-quadrado (5°) e probabilidade associada (P) para pares de locos isoenzimaticos que
apresentaram desvios significativos da hipotese de desequilibrio de ligacdo em populagdes de

T. micrantha.

Locos A, 7 P
Acp-1:Acp-3 -0,023 7,17%* 0,007
Acp-1:ldh-1 0,025 5,62* 0,018
Dia-1:Mdh-1 0,040 5,18* 0,023
Dia-2:Got-1 -0,025 5,68* 0,017
Gdh-2:Got-1 0,010 7,60** 0,006

(*) P<0,050.

(**) P < 0,010.
4 CONCLUSOES

A heranca mendeliana simples foi
confirmada para todos os doze locos avaliados em
T. micrantha.

Os pares de locos Acp-1:Acp-3, Acp-1:1dh-1,
Dia-1:Mdh-1, Dia-1:Got-1 e Gdh-1:Got-1, aparentemente,
ndo segregam de forma independente e um loco de
cada par deve ser excluido para andlises genéticas
gue requeiram locos em equilibrio de ligacao.
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