HERANCA E DESEQpILiBRIO DE LIGACAO
EM SETE LOCOS ISOENZIMATICOS DE Cecropia pachystachya*

RESUMO

Seis  sistemas enzimdaticos (ACP,
G6PDH, IDH, PGI, PGM e SKDH), codificando
sete locos polimérficos (Acp-3, Gopdh-1, Idh-1,
Pgi-2, Pgm-1, Pgm-2 e Skdh-1), foram investigados
para a heranca e desequilibrio de ligagdo em
Cecropia pachystachya Trec. A heranca mendeliana
foi confirmada para todos os locos avaliados.
Desvios significativos da razdo de segregacdo
esperada 1:1 foram detectados apenas em uma
progénies de drvore heterozigética. O desequilibrio
de ligacdo foi examinado para 21 pares de locos
isoenzimaticos, nao sendo detectados desequilibrios
entre nenhum deles e, assim, estes podem ser
utilizados em subseqiientes estudos do sistema
de reproducdo, diversidade e estrutura genética de
C. pachystachya.

Palavras-chave: heranga; Cecropia pachystachya;
espécies arboreas tropicais.

1 INTRODUCAO

Cecropia pachystachya Trec. (Cecropiaceae)
¢ uma importante espécie para reflorestamentos
ambientais, por suas caracteristicas de habito pioneiro e
rdpido crescimento. A espécie é didica, polinizada
pelo vento, produz grande quantidade de sementes
dispersas por pdssaros e morcegos. C. pachystachya
tem distribui¢do ampla, indo desde o Estado do Ceara
a Santa Catarina. Sua ocorréncia € rara no interior
da mata primdria densa, mas € comum em matas
secunddrias e capoeiras novas (Lorenzi, 1992).

Em virtude do interesse crescente pela
espécie para reflorestamentos ambientais, faz-se
necessario o conhecimento detalhado do seu sistema
de reproducdo, diversidade e estrutura genética.
Tais informacdes podem ser obtidas por meio de
marcadores genéticos, como as isoenzimas.
Contudo, para que marcadores isoenzimaticos possam
ser usados como marcadores genéticos, € necessdrio
o conhecimento prévio de sua heranca (Gillet &
Hattemer, 1989; Liu & Furnier, 1993; Pastorino &
Gallo, 1998; Lewandowsky, 2000). Adicionalmente,
em estudos populacionais, na maioria das vezes,
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sdo estimadas médias entre locos ou é necessdria a
utilizacdo de locos com segregacdo independente
(sistema de reprodugdo, andlise de paternidade), de
forma que os locos devem ser primeiramente
submetidos a um estudo de desequilibrio de
ligacdo. Nesse contexto, o objetivo do presente
trabalho foi examinar a heranga e o desequilibrio
de ligacdo em sete locos isoenzimdticos detectados
em populagdes de C. pachystachya.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem das Progénies

Sementes de polinizacdo aberta foram
coletadas em 23 4rvores de duas populacdes
naturais de C. pachystachya, localizadas em
fragmentos do Estado de Sdo Paulo: Estacio
Ecolégica dos Caetetus (Latitude 22°22°S,
Longitude 49°40°W) e Reserva Florestal de Santa
Genebra (Latitude 22°49’S, Longitude 47°06°W),
ambas administradas pelo Instituto Florestal.

(**) ESALQ/USP, Departamento de Ciéncias Florestais, Av. Padua Dias, 15, 13418-900, Piracicaba, SP, Brasil. (Bolsista da FAPESP).
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De cada arvore foram analisados, via eletroforese
de isoenzimas, tecidos foliares de dez plantulas.
O gendétipo das arvores maternas foi determinado
da composi¢do genotipica de suas progénies,
usando-se o método de maxima verossimilhanga de
Brown & Allard (1970), implementado no
programa MLTR de Ritland (1998).

2.2 Eletroforese em Gel de Amido

As enzimas de C. pachystachya 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-360) e
200 microlitros da solugdo de extragdo nimero 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), combinado com 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 nimero 25 (DL-histidina,
pH 8,0) citado em Alfenas (1998, p. 123).
As enzimas reveladas foram a fosfatase 4cida
(ACP; E.C. 3.1.3.2), glucose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH; E.C. 1.1.1.49), isocitrato desidrogenase
(IDH; E.C. 1.1.1.42), fosfoglucose isomerase (PGI;
E.C. 53.19), fosfoglucomutase (PGM; E.C.
5.4.2.2) e xiquimato desidrogenase (SKDH; E.C.
1.1.1.25). A forma de revelagdo dessas isoenzimas
foi a mesma descrita em Alfenas (1998).

2.3 Analise de Segregacio

O estudo da herancga de C. pachystachya
foi realizado pelo método descrito por Gillet &
Hattemer (1989), que compara o genétipo da arvore
materna com a segregacdo de suas prog€nies de
polinizacdo aberta. As pressuposi¢des do método
sdo: a) toda progénie de uma 4rvore materna AA;
deve possuir o alelo A; da drvore mae; b) em casos
de uma arvore mée heterozigética (ex. AA;, i # j):
(i) cada individuo de uma progénie deve possuir
um dos alelos da drvore materna, A; ou Aj;
(i1) o numero esperado de progénies heterozigéticas
AA; (Nj) € igual a soma das progénies
homozigéticas AA;, Ny) e A4 (Np,
N; =N, + N, e i) o nimero esperado de progénies
heterozigéticas AA; (V) € igual ao nimero de progénies

heterozigéticas A, (N, Ny =N, com k #1, .

Rev. Inst. Flor., Sio Paulo, v. 16, n. 2, p. 111-119, dez. 2004.

A andlise genética foi realizada com 10 plantas de
cada uma das 23 progénies de polinizacdo aberta
avaliadas em C. pachystachya. Os fenétipos
observados em cada progénie de d4rvores
maternas heterozigéticas foram comparados com
o esperado pela hipdtese de segregacdo 1:1.
A hipétese foi rejeitada ou aceita com base

em um teste de qui-quadrado ( ,1’2) padrdo,

corrigido para pequenas amostras (correcdo de
Yates). Em seguida, os valores de qui-quadrado
individuais foram somados e um valor de qui-
quadrado total para a segregacdo 1:1 foi obtido

(Z,‘t’,zﬁpo,,em..l ). Simultaneamente, os fendtipos

observados de progénies de drvores heterozigéticas
de mesmo gendtipo materno foram somados e um
teste de qui-quadrado agrupado foi obtido

7

( ,1’51 agrupado )+ A hipOtese nula desse teste € a de

igual propor¢@o dos tipos de gametas nas progénies
produzidas por diferentes arvores maternas de
mesmo gendtipo heterozigoto. Posteriormente,
testou-se a hipdtese de heterogeneidade de
segregacdo entre progénies, usando-se um teste
de qui-quadrado de heterogeneidade

(z }(,f,mmgmidade ), obtido pela subtracdo do teste
de qui-quadrado agrupado ( ,1’51 Agrupado )» 4O teste

qui-quadrado total (Z)(,Z,,-,,of,mk1 ). Esses testes de

qui-quadrado  sdo aditivos de forma que

2 _ 2 2
z ZHipéresel:l - z IHererogeneidade + ll:lAgrupado » com

n, n-1 e I graus de liberdade, respectivamente
(Mather, 1963). Os locos foram designados com
letras e nimeros, € os alelos com letras, em ordem
decrescente de migragcdo do anodo para o citodo.

2.4 Analise de Desequilibrio de Ligacao

O teste de desequilibrio de ligacdo foi
realizado com base na medida composta de
desequilibrio de ligacdo de Burrows, Aii (Weir,
1979), usando o programa POPGENE versédo 1.32
(Yeh et al., 1999). A medida de desequilibrio de
ligacdo de Burrows € a mais indicada em
situagdes em que a unido de gametas pode nao
ter ocorrido de forma aleatdria e a identificacdo
dos gendtipos € incompleta (Weir & Cockerham,
1979). A hipétese de segregacdo independente
foi testada com o teste de qui-quadrado ( 12)
descrito em Weir (1979).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Padroes Isoenzimaticos

Os seis sistemas isoenzimiticos avaliados
em C. pachystachya apresentaram, pelo menos,
uma zona de atividade com variacdo. Os padrdes
de heranca desses sistemas foram:

Fosfatase dcida (ACP)

A enzima ACP apresentou trés zonas de
atividades (Acp-1, Acp-2 e Acp-3) (FIGURA 1).
A zona de migracdo mais rdpida (Acp-1) ndo
apresentou padrdo de revelagdo que permitisse a
correta interpretacdo, sendo descartada da
interpretacdo genética. A segunda (Acp-2) e a
terceira zonas (Acp-3) apresentaram padrdes que
possibilitaram a interpretacdo genética. A zona
denominada Acp-2 apresentou variagcdo e foi
interpretada  como um loco monomérico
apresentando dois alelos. A terceira zona, Acp-3,
ndo apresentou variacdo e foi interpretada como
um loco monomérfico. Em Cedrus atlantica
Manetti (Fallour et al., 2001) também foram
detectadas trés zonas de atividade na enzima ACP,
embora em outras espécies como, por exemplo,
Salix viminalis L. (Thorsén et al., 1997) apenas
uma zona de atividade tenha sido observada.

Glucose 6 Fosfato Desidrogenase (G6PDH)

A enzima G6PDH apresentou uma zona
de atividade (G6pdh-1I), interpretada como um loco
polimdrfico, apresentando trés alelos (FIGURA 1).
Um simples loco controlando essa enzima também
tem sido relatado em Larix laricina (Du Roi) K.
Koch (Ying & Morgenstern, 1990), Larix decidua
Mill. (Lewandowski & Mejnartowicz, 1990),
Pinus leucodermis Ant. (Morgante et al., 1993) e
Pinus massoniana Lamb. (Huang et al., 1994).
Observando os zimogramas nos géis de individuos
heterozigéticos, verificou-se que o fendtipo
isoenzimdtico continha duas bandas, tipico de
enzimas monoméricas.

Isocitrato Desidrogenase (IDH)

Apenas uma simples zona de atividade
enzimética foi detectada nessa enzima IDH.
Essa zona foi interpretada como um loco de expressao
dimérica, apresentando trés alelos (FIGURA 1).
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Na mesma enzima, uma zona de atividade foi
reportada em Pinus taeda L. (Adams & Joly, 1980),
Pseudotsuga menziesii var. menziesii (Mirb.) Franco
(El-Kassaby et al., 1982) e Cedrus atlantica
Menetti (Fallour et al., 2001).

Fosfoglucose Isomerase (PGI)

O sistema PGI apresentou duas zonas de
atividades, ambas com polimorfismo e denominadas
locos Pgi-1 e Pgi-2 (FIGURA 1). Contudo, a
revelacdo da zona de migragc@o mais rdpida (Pgi-1)
ndo apresentou padrdo suficiente que permitisse
sua correta interpretagdo. A segunda zona foi
interpretada como um loco polimérfico (Pgi-2)
apresentando trés alelos. A observagdo de fenétipos
de individuos heterozigéticos detectou trés bandas,
o que ¢ tipico de enzima dimérica. Duas zonas de
atividade nesse sistema tém sido detectadas em
outras espécies arbdreas (Lewandowski et al.,
1992; Pastorino & Gallo, 2001; Sousa et al., 2002).

Fosfoglucomutase (PGM)

O sistema PGM apresentou duas zonas
de atividade enzimdtica (Pgm-I e Pgm-2), ambas
polimérficas e apresentando dois alelos em cada
loco (FIGURA 2). Observando os zimogramas de
arvores heterozigéticas verifica-se a presenga de
trés bandas, indicando tratar-se de locos diméricos.
Duas zonas de atividade também foram observadas
em P. taeda (Adams & Joly, 1980), P. menziesii
var. menziesii (El-Kassaby et al., 1982) e em Acer
pseudoplatanus L. (Konnert et al., 2001).

Xiquimato Desidrogenase (SKDH)

O sistema SKDH apresentou uma zona
de atividade nos géis (Skdh-1). Essa foi interpretada
como um loco polimérfico, composto por uma
enzima de expressdo monomérica e apresentando
dois alelos (FIGURA 2). Expressdo monomérica
no sistema SKDH também foi observada em
Populus tremuloides Michx. (Liu & Furnier,
1993), Cunninghamia konishii Hay (Wang & Lin,
1998) e Araucaria angustifolia (Mart.) O. Ktze.
(Sousa et al., 2002). Em P. tremuloides (Liu &
Furnier, 1993) foi igualmente detectada uma zona
de atividade no sistema SKDH, embora em outras
espécies arbdreas tenham sido relatados dois locos
(Wang & Lin, 1998; Sousa et al., 2002).
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Fosfatase Acida (ACP)

I N . C

Acp-1 Desconsiderado
Acp-2 22 12 11
Acp-3 1111 11

Glucose 6-Fosfato Desidrogenase (G6PDH)

——— — A

Gébpdh-1 23 22 11 12 13 33

Isocitrato Desidrogenase (IDH)

Idh-1 12 33 22 11 23 13

Fosfoglucose Isomerase (PGI)

A
e — = 5
Pgi-1 Desconsiderado

Pgi-2 22 11 12 13 33 23

FIGURA 1 — Representacdo esquematica dos fendtipos observados nos zimogramas de C. pachystachya nos
sistemas ACP, G6PDH, IDH e PGI, juntamente com seus respectivos genotipos.
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Fosfoglucomutase (PGM)

Pgm-1 22 11
Pgm-2 11 12

Xiquimato Desidrogenase (SKDH)

Skdh-1 11 22

= A
B

||

12

22

12

FIGURA 2 — Representagdo esquematica dos fendtipos observados nos zimogramas de C. pachystachya nos
sistemas PGM e SKDH, juntamente com seus respectivos genotipos.

3.2 Padroes de Segregacao

Os valores do teste de qui-quadrado para
a segregacdo esperada total 1:1 (,}jlfﬁp{m,‘wl:1 )

. A 2
de heterogeneidade entre progeénies ( ¥y ogencidade )

e agrupado ( agrpado )» €M C. pachystachya

(TABELA 1), evidenciaram indicios de desvios de
segregacao mendeliana em apenas um loco.
O loco Pgm-2 apresentou desvios significativos
da razdo esperada de segregacdo total 1:1

(2 Xtipsresern = 16,74, P < 0,05) e de heterogeneidade
(X eterogencidade = 1407, P < 0,05). O teste de

heterogeneidade indica que as progénies de mesmo
gendtipo materno heterozigético estdo segregando
de forma diferente. Os desvios nos testes de
segregacdo total e de heterogeneidade foram causados
pelo desvio de segregacdo detectado em uma &rvore
heterozigética A,A, (¥ > =980, P < 0,01), onde se
observou que os descendentes eram todos
homozigotos para os dois alternativos alelos
(A; e A;) e nenhum heterozigoto foi observado.
Os desvios de segregacio observados na descendéncia
da referida drvore podem ter sido causados por erro
de amostragem, devido ao pequeno tamanho
amostral usado para o teste (10 progénies), selecdo
entre a meiose e a fertilizacdo ou forte ligacdo
entre os alelos isoenziméticos e genes deletérios.
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O ideal € que os testes de segregac@o sejam baseados
em grandes amostras (> 20 plantas por progénie),
a fim de reduzir a chance de se detectar desvios de
segregacdo devido a variacdo amostral aleatdria.
Por isso, os presentes resultados devem ser vistos com
cautela, e novos testes, baseados em grande niimero
de descendentes por arvore materna heterozigota,
sdo desejados para confirmar os presentes resultados.
A selecdo entre a fase de meiose e a fertilizagdo e a
ligacdo entre os alelos isoenzimdticos e genes
deletérios poderiam causar desvios de segregacdo
pelo favorecimento (ou desfavorecimento) de
certos alelos (selecdo) ou pela exclusao de certos
gendtipos (ligacdo). Mas no presente caso, tais
hipdteses sdo pouco provaveis de explicarem o desvio
observado, visto que um dos alelos materno deveria
estar em baixa freqiiéncia, o que ndo aconteceu, ambos
alelos maternos apresentaram freqiiéncia igual (0,5).
Uma outra explicagdo seria a presenca de forte
endogamia, que no caso de C. pachystachya poderia
ser atribuida ao cruzamento entre parentes,
considerando tratar-se de espécie didica. O cruzamento
entre parentes leva ao aumento da homozigose,
o que explicaria a detec¢do somente de progénies
homozigéticas. Contudo, quando a referida arvore
foi excluida do conjunto de dados, os testes de
segregacdo esperada total 1:1 e de heterogeneidade
ajustaram-se a hipotese de segregacdo mendeliana 1:1.
Assim, ndo se rejeita a hipotese de que esse também
esteja segregando na proporcao 1:1.
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Em suma, com base nos resultados dos
trés testes de qui-quadrado, ndo foram detectados
indicios fortes de desvios de segregacdo mendeliana
em nenhum dos sete locos avaliados e, portanto,
estes podem ser utilizados em estudos do sistema
de reproducdo, andlise de paternidade e diversidade e
estrutura genética de populacdes de C. pachystachya.

3.3 Desequilibrio de Ligacao

A estimativa da medida composta de
desequilibrio de ligacdo de Burrows (A ;) revelou

valores baixos entre todas as possiveis
combinacdes de pares de locos (méaximo -0,039) e o

teste de qui-quadrado ndo detectou associacdes
significativas em nenhum dos casos (TABELA 2).
Isto indica que os alelos dos diferentes locos
estdo segregando independentemente, e os locos
podem ser usados conjuntamente em estudos
que requeiram locos em equilibrio gamético
(estudos do sistema de reproducdo e andlise
de paternidade). A auséncia de desequilibrio
de ligacdo em C. pachystachya pode,
provavelmente, ser explicada pelo fato de tratar-se
de espécie didica. A reproducgdo obrigatéria por
cruzamentos favorece a recombinagcdo entre
locos, assim, ndo sdo esperadas fortes
associacdes entre locos.

TABELA 2 — Valores da medida composta de desequilibrio de ligagdo de Burrows (A ; )» resultados do teste

de qui-quadrado (y ) e probabilidade associada (P) para pares de locos isoenzimaticos em

C. pachystachya.

Locos A ; Ve P Locos A ; Ve P
Acp2:G6pdh-1 0,010 0,77 0,380 Idh-1:Pgi-2 -0,013 0,73 0,394
Acp2:1dh-1 0,011 0,76 0,384 Idh-1:Pgm-1 0,023 1,10 0,294
Acp2:Pgi-2 -0,008 0,74 0,461 Idh-1:Pgm-2 0,011 0,23 0,632
Acp2:Pgm-1 0,023 1,72 0,190 Idh-1:Skdh-2 -0,003 0,49 0,482
Acp2:Pgm-2 0,004 0,07 0,792 Pgi-2:Pgm-1 0,032 1,47 0,225
Acp2:Skdh-2 0,000 0,00 0,380 Pgi-2:Pgm-2 -0,010 1,05 0,305
G6pdh-1:1dh-1 -0,039 2,78 0,096 Pgi-2:Skdh-2 0,002 0,59 0,441

Go6pdh-1:Pgi-2 -0,024 2,50 0,114
Go6pdh-1:Pgm-1 0,020 0,35 0,556
Go6pdh-1:Pgm-2 0,017 0,45 0,500
G6pdh-1:Skdh-2 0,001 0,02 0,898

Pgm-1:Pgm-2 0,013 0,43 0,510
Pgm-1:Skdh-2 0,003 0,79 0,374
Pgm-2:Skdh-2 0,003 1,13 0,287

4 CONCLUSOES

Todos os locos avaliados apresentaram
heranca mendeliana simples e nenhum dos pares de
locos considerados parece estar em desequilibrio
de ligacdo, portanto os mesmos podem ser utilizados
em subseqiientes estudos genéticos populacionais
que requeiram o equilibrio gamético entre locos
(estudos do sistema de reproducdo e andlise de
paternidade), como pressuposicao bdsica.
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