HERANCA E LIGACAO EM ISOENZIMAS DE Tabebuia cassinoides*

RESUMO

A heranca e a ligacdo foram estudadas
em oito sistemas isoenzimdticos revelados em
21 progénies de polinizacdo aberta de Tabebuia
cassinoides (Lam.) D.C. (caixeta) amostradas em
populagdes do Estado de Sdo Paulo. Doze zonas
enzimaticas foram consistentemente identificadas,
sendo todas polimérficas. A segregacdo dos locos
foi homogénea entre as 4arvores e ndo foram
detectados fortes indicios de desvio de segregacdo
mendeliana. O loco 6pgdh-1 apresentou desvios
significativos da razdo de segregacao esperada 1:1,
mas o tamanho amostral utilizado indica a
necessidade de reavaliacdo desse padrio, usando
maior nimero de drvores heterozigotas. Evidéncias
de ligacdo foram detectadas entre trés pares de
locos: Pgi-2:1dh-1, Pgm-1:Per-1 e Per-2:Est-1.

Palavras-chave: heranga; isoenzimas; Tabebuia
cassinoides; espécies arboreas
tropicais.

1 INTRODUCAO

Tabebuia cassinoides (Lam.) D.C.
(Bignoniaceae) ou caixeta ¢ uma espécie arbdrea
pioneira, geralmente de pequeno porte (maximo 20 m
de altura e 100 cm de didmetro a altura do peito - DAP).
O tronco € irregular, geralmente tortuoso e apresenta
raizes aéreas na base (Carvalho, 1994). Segundo
Carvalho (1994), a espécie distribui-se entre as
latitudes 8°S (PE) e 26°S (SC), na faixa litoranea
brasileira. 7. cassinoides ocorre em terrenos
permanentemente alagados ou encharcados, formando
em alguns locais, agrupamentos densos, as vezes quase
puros. A freqiiéncia € irregular e descontinua, uma
vez que tem ocorréncia localizada restrita aos locais
brejosos proximos ao litoral. A espécie € exclusiva
da Floresta Ombréfila Densa (Floresta Atlantica),
nas formacgdes Terras Baixas e Baixo-Montana e
nas FormacgOes Pioneiras de influéncia pluvial.
Ocorre, também, na restinga. Nessas formacdes,
ocupa os estratos superior e intermedidrio.
A brotacdo € intensa apds o corte, permitindo que a
espécie possa ser manejada pelo sistema de talhadia.
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Sua madeira é muito utilizada como matéria-prima
para artesanato, devido a leveza e maleabilidade
(Carvalho, 1994). T. cassinoides é explorada pelo
homem hé mais de 50 anos, e hoje muitas de suas
populacdes j4 desapareceram ou se apresentam
abandonadas devido a baixa produtividade.

A estrutura genética de populagdes,
o sistema de reprodugdo e os efeitos da selecdo t€ém
sido extensivamente estudados em populacdes
naturais de espécies arbdreas usando andlises de
isoenzimas (Roberds & Brotschol, 1985). Dessas
aplicacdes, o estudo da estrutura genética e do
sistema de reproducdo requerem que o modo de
heranca e a relagdo de ligacdo entre as isoenzimas
sejam conhecidos (Furnier et al., 1986; Gillet &
Hattemer, 1989; Lewandowski et al., 1992;
Thorsén et al., 1997), a fim de se obter estimativas
confidveis dos pardmetros estimados. O objetivo
do presente trabalho € estudar a heranca e a relacdo
de ligacdo entre 12 locos isoenzimdticos revelados
em populacdes de 7. cassinoides do Estado de
Sdo Paulo.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostragem

O trabalho foi realizado a partir da coleta de
sementes de polinizacdo aberta em 10 e 11 arvores em
duas ocorréncias naturais de 7. cassinoides no municipio
de Iguape—SP. Uma populagio estd localizada na Estacdo
Ecoldgica de Juréia-Itatins do Instituto Florestal de Sao
Paulo, e outra na propriedade particular Fazenda Cindomel.
Adicionalmente as sementes, foram amostrados tecidos
foliares das 4rvores adultas onde eram coletadas as
sementes. De cada arvore matriz foram avaliadas,
por eletroforese de isoenzimas, dez plantulas.

2.2 Eletroforese de Isoenzimas

A eletroforese de isoenzimas foi a
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. As corridas foram
realizadas em geladeira com temperatura de 5°C,
mantendo-se a corrente constante em 35 mA nos
eletrodos. As enzimas foram extraidas de tecidos
foliares de arvores adultas e plantulas com um ano
de idade, 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 pl de solugdo de extracdo
ndmero trés de Soltis & Soltis (1989) para tecidos com
alta concentra¢do de compostos secunddrios. O tampao
do eletrodo e do gel utilizado foi o Histidina, pH 6,6
(Alfenas, 1998). As isoenzimas reveladas foram:
Alfa-esterase (0-EST-E.C. 3.1.1.1), Fosfoglucomutase
(PGM-E.C. 2.7.5.1), 6-Fosfogluconato desidrogenase
(6PGDH-E.C. 1.1.1.44), Fosfoglucose isomerase
(PGI-E.C. 5.3.1.9), Isocitrato desidrogenase
(IDH-E.C. 1.1.1.42), Malato desidrogenase
(MDH-E.C. 1.1.1.37), Peroxidase (PER-E.C. 1.11.1.7)
e Xiquimato desidrogenase (SKDH-E.C. 1.1.1.25).
O protocolo de revelacdo das isoenzimas é o
mesmo apresentado por Alfenas (1998).

2.3 Analise de Segregacio

O estudo da heranga isoenzimdtica de
T. cassinoides foi realizado com base no método
descrito por Gillet & Hattemer (1989), que
compara o gendtipo de 4arvore materna com a
segregacao de suas progénies de polinizag@o aberta.
As seguintes condicdes devem ser satisfeitas:
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a) toda progénie de uma 4rvore materna A;A; deve
possuir o alelo A; da drvore mae; b) em casos de
uma éarvore-mae heterozigota (A;A;, i # j): i) cada
individuo de uma progénie deve possuir um dos
alelos da arvore materna, A;, Aj; i) o nimero de
progénies heterozigotas A,A; (N;) deve ser igual a
soma das progénies homozigotas AA; (N;) e AjA;
(Np), N; =N, + N, e iii) o nimero de progénies
heterozigotas AA; (Vi) deve ser igual ao nimero
de progénies heterozigotas Ay (Nj), N, =N,
com k #1,j. Os fenétipos observados em cada

progénie de arvores 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 de G total foi obtido (Z(;Hip(mgh1 ), com n

graus de liberdade, sendo n o nimero de progénies
usadas no teste. Simultaneamente, os fendtipos
observados foram somados e um teste G agrupado
para a segregacdo 1:1 foi obtido (G

1:1Agrupado )’ com

um grau de liberdade. A hipdtese de heterogeneidade
de segregacdo entre progénies foi realizada utilizando-se
um teste G de heterogeneidade (z G
obtido pela subtragio do teste G agrupado

(GlzlAgmpado )’ do teste G total (ZGHipétesel:l )
Esses testes sdo aditivos, assim

ZGHipéresel:l = ZGHererogeneidade + Gl:lAgrupado , com

n, n-1 e 1 grau de liberdade, respectivamente
(Sousa et. al., 2002). Se os testes resultavam
significativos, progé€nies de drvores heterozigotas
que apresentaram desvios da segregacdo 1:1 eram
excluidas do conjunto de dados e as andlises eram
repetidas. Os locos foram designados com letras e
ndameros, € os alelos com ndmeros em ordem
decrescente de migragcdo do anodo para o citodo.

Heterogeneidade )’

2.4 Ligacao

O teste de equilibrio de liga¢do foi
analisado usando-se a medida composta de

desequilibrio de ligacdo de Burrows, Alj (Weir,
1979). Essa medida € apropriada para situacdes em
que existam indicios de que a unido de gametas ndo

ocorreu de forma aleatéria e a identificacdo dos
gendtipos € incompleta (Weir & Cockerham, 1979).
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A hipétese nula de equilibrio de ligacao (Alj =0)

foi testada com o teste de qui-quadrado ( 12)

descrito em Weir (1979). Essas estimativas foram
obtidas com auxilio do programa POPGENE
versdo 1.32 (Yeh et al., 1999).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os oito sistemas isoenzimdticos avaliados
em 7. cassinoides revelaram 12 zonas de atividade
enzimdtica passiveis de interpretacdo genética. Os
esquemas demonstrando a forma de interpretacdo das
isoenzimas e os respectivos locos sdo apresentados na
FIGURA 1. Todos os 12 locos eram polimérficos,
segregando de dois a quatro alelos por loco. A seguir
sdo descritos os padrdes de heranca, segregacao e
desequilibrio de liga¢do nas isoenzimas estudadas.

3.1 Padroes Isoenzimaticos
a) Fosfoglucose Isomerase (PGI)

O sistema PGI apresentou duas zonas de
atividades (Pgi-1 e Pgi-2) com variagdo (FIGURA 1).
A 7zona de migracdo mais rdpida (Pgi-/) ndo
apresentou padrdo de resolucdo que permitisse a
interpretacdo genética e por isso foi descartada da
andlise. A segunda zona, denominada loco Pgi-2,
apresentou variacdo e foi interpretada como um loco
polimérfico segregando trés alelos. A observacdo de
fendtipos de individuos heterozigotos nos géis indicou
que esse loco € controlado por uma enzima dimérica
(heterozigotos com trés bandas). Duas zonas de
atividade na enzima PGI t&m sido detectadas em
diversos estudos com espécies arbéreas, como em
Picea glauca (Moench) Voss (King & Dancik, 1983),
Taxus baccata L. (Lewandowski et al., 1992),
Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze. (Sousa et al.,
2002), Genipa americana L. (Sebbenn, 2004) e
Caesalpinia echinata Lam. (Giudice-Neto et al., 2004).

b) Fosfoglucomutase (PGM)

O sistema PGM apresentou duas zonas
de atividade enzimdtica (Pgm-I e Pgm-2), ambas
polimédrficas e segregando trés alelos em cada
loco (FIGURA 1). Observando os zimogramas de
drvores heterozigotas verifica-se a presenca de trés
bandas, indicando tratar-se de locos diméricos. Duas
zonas de atividade também foram observadas em
Pinus taeda L. (Adams & Joly, 1980),
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Pseudotsuga menziesii var. menziesii (Mirb.) Franco
(El-Kassaby et al., 1982) e Acer pseudoplatanus L.
(Konnert et al., 2001), entre outras espécies.

c) Alfa-Esterase (0-EST)

Este sistema apresentou duas zonas de
atividade, Est-1 e Est-2, ambas polimérficas (FIGURA 2),
segregando quatro e trés alelos, respectivamente.
Observando os fendtipos de drvores heterozigotas
verifica-se tratar de locos controlados por enzimas
monoméricas. Duas zonas de atividade nessa
enzima também foram reportadas para espécies
como Larix laricina (Du Roi) K. Koch. (Ying &
Morgenstern, 1990) e Cecropia pachystachya
Trec. (Ribas & Sebbenn, 2004).

d) Isocitrato Desidrogenase (IDH)

O sistema IDH apresentou apenas uma
zona de atividade (FIGURA 1). Essa zona (Idh-1)
foi interpretada como um loco de expressdao
dimérica, visto que os individuos heterozigotos
apresentavam trés bandas. Nesse sistema, uma zona de
atividade também tem sido reportada em outras
espécies arbéreas como P. taeda (Adams & Joly, 1980)
e P. menziesii var. menziesii (El-Kassaby et al., 1982).

e) Malato Desidrogenase (MDH)

O sistema MDH apresentou trés zonas de
atividade enzimdtica. A zona de migracdo mais rapida
ndo apresentou padrdo de resolucdo que permitisse a
interpretacdo genética. As outras duas zonas foram
interpretadas como locos polimérficos (Mdh-1 e Mdh-2),
controlados por enzimas diméricas, segregando trés
alelos cada (FIGURA 1). Em espécies arbdreas, o sistema
MDH tem apresentado de duas a trés zonas de atividade
(Adams & Joly, 1980; King & Dancik, 1983; Ying &
Morgenstern, 1990; Thorsén et al., 1997; Konnert
et al.,2001; Sousa et al., 2002; Zhelev et al., 2002).

f) Peroxidase (PER)

O sistema PER apresentou duas zonas
(Per-1 e Per-2) de atividade enzimética passiveis de
interpretacdo (FIGURA 1). Os fenétipos de individuos
heterozigéticos apresentaram duas bandas, padrdao
tipico de enzimas monoméricas. Foi observada a
segregacdo de dois alelos em cada loco. Duas zonas
de atividade também foram observadas nessa
enzima em Pinus thunbergii Parl. (Shiraishi, 1988),
Fagus sylvatica L. Miiller-Starck & Starke, 1993) e
Populos tremuloides Michx. (Liu & Furnier, 1993).
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PGI
IDH
| | ] — —
_ I I
| | ] |
|
Idh-1 11 12 22
| ] ]
Pgi-2 11 12 13 22 23 33
PGM
Pgm-1 11 12 13 22 23 33
Pgm-2 11 12 13 22 23 33
MDH PER
Per-1 11 12 22
Per-2 11 12 22
Mdh-2 11 12 13 22 23 33
Mdh-3 11 12 13 22 23 33

FIGURA 1 — Representacdo esquemadtica dos fendtipos observados nos zimogramas de 7. cassinoides nos
sistemas PGI, PGM, MDH, IDH e PER, juntamente com seus respectivos genétipos.
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EST
| | | ]
] ] | |
| ] | |
| | ]
|
] ] ]
| ] |
] ] |
Est-1 11 2 13 14 22 23 24 33 34 44
Est-2 11 2 13 22 23 33
6PGDH
6pgdh-1 11 11 11 11 11 11
6pgdh-2 11 2 13 22 23 33
SKDH
Skdh-1 11 12 13 22 23 33

FIGURA 2 — Representacdo esquemdtica dos fendtipos observados nos zimogramas de 7. cassinoides nos
sistemas EST, 6PGDH e SKDH, juntamente com seus respectivos gendtipos.
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g) Xiquimato Desidrogenase (SKDH)

O sistema SKDH apresentou uma zona
de atividade (Skdh-I) mnas condicoes de
eletroforese utilizadas (FIGURA 2). Essa zona foi
interpretada como um loco polimérfico controlado
por uma enzima monomérica (heterozigoto
apresentando duas bandas nos géis e segregando
trés alelos). Em Populos tremuloides Michx., Liu
& Furnier (1993) também detectaram somente uma
zona de atividade nesse sistema.

h) Fosfogluconato Desidrogenase (6PGDH)

O sistema 6-PGDH apresentou duas zonas
de atividade nos géis (FIGURA 2). O loco de
migracdo mais rapida (6-Pgdh-1) ndo apresentou
variagdo e foi interpretado como um loco monomérfico
com um alelo fixado. O loco de migracdo mais lenta
nos géis (6-Pgdh-2) era varidvel e segregou até trés
alelos. Os fendtipos de individuos heterozigotos
apresentavam trés bandas indicando tratar-se de
enzima dimera. Diversos outros estudos com espécies
arbéreas t€m observado duas zonas de atividade nessa
enzima (Ying & Morgenstern, 1990; Konnert et al.,
2001; Sousa et al., 2002; Zhelev et al., 2002).

3.2 Padroes de Segregacao

O teste de segregacdo mendeliana em
locos isoenzimdticos de T. cassinoides foi realizado
agrupando progénies de arvores heterozigotas de
mesmo gendtipo materno, devido ao pequeno
tamanho amostral (dez plantulas tomadas de cada
progénie) (TABELA 1). Os sistemas PGM e IDH
nio puderam ter seus padrdes de heranga avaliados
devido a auséncia de progé€nies de darvores
heterozigotas na amostra. Nos demais sistemas
isoenzimaticos foram detectados locos contendo
progénies de arvores heterozigotas e os padrdes de
segregacdo detectados puderam ser avaliados.
Os locos Est-1, Est-2, Mdh-2 e Skdh-1 ndo apresentaram
qualquer indicio de desvios de segregacdo, tanto no

teste G total (Z(;Hip(md1 ), de heterogeneidade
(ZGHetmgeneida 4 )» como no teste da hipétese de

segregacdo agrupada 1:1 (G 4,004, )» @SSiM, pode-se

considerar que esses locos estdo sob controle genético
de locos codominantes. Os locos Pgi-2, Mdh-3,
Per-1, Per-2 e 6pgdh-1 apresentaram desvios de
segregacdo esperada 1:1 (locos codominantes),
em pelo menos um dos trés testes realizados.
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Contudo, quando foram excluidas as progénies de
arvores heterozigotas que apresentavam desvios da
segregacdo individual esperada 1:1, os locos Pgi-2,
Mdh-3 e Per-1 ajustaram-se as proporgoes
esperadas em todos os testes. O loco Per-2
apresentou indicios de desvios de segregacdo no

teste agrupado (G ), mesmo ap0s a exclusio

1:1 Agrupado
das progénies mostrando desvios de segregacdao no
teste individual. O desvio foi causado pelo excesso
de homozigotos (25 heterozigotos: 44 homozigotos),
sugerindo a possibilidade da existéncia de um alelo
nulo nesse loco ou variagdes amostrais aleatérios.

O loco 6pgdh-1 apresentou desvios de
segregacdo significativos a 99% de probabilidade
no teste total ( ) G Hipétesetn ) © de heterogeneidade
(ZGHe,mgmidade ). Porém, ndo foi possivel
excluir progénies desse loco, porque todas as trés
apresentaram desvios da segregacdo esperada 1:1.
Como neste caso s6 foram avaliadas trés progénies,
resultando em um baixo tamanho amostral
(30 progénies), para confirmar o desvio observado
seria interessante a reavaliagdo dos padrdes de
segregacdo desse loco usando um nimero maior de
progénies. Isto permitiria concluir, com mais
precisdo, sobre os reais padrdoes de segregacdo
nesse loco e sua heranca genética. Distor¢des de
segregacdo em locos da enzima 6PGHD também
tém sido detectados em outros estudos realizados
com espécies arboreas (Adams & Joly, 1980;
Strauss & Conkle, 1986; Chaisurisri & El-Kassaby,
1993; Sousa et al., 2002). Segundo Adams & Joly
(1980), Furnier et al. (1986) e Strauss & Conkle
(1986) as distor¢des de segregacdo podem ser
atribuidas a selecdo ocorrendo entre meiose e
fertilizacdo, ou forte ligacdo entre alelos
isoenzimadticos e alelos deletérios. Outra causa pode
ser a presenca de alelos nulos, quando as distor¢oes
sdo causadas por excesso de homozigotos, como neste
caso. Como os alelos nulos ndo sdo detectados,
individuos homozigéticos para o alelo nulo ndo
sdo revelados e os heterozigdticos aparecem nos
géis apenas com uma simples banda, sendo
interpretados como fendtipos homozigotos para o
alelo alternativo do alelo nulo.

Em suma, ndo existem evidéncias
suficientes para rejeitar a hipdtese de que os locos
avaliados em T. cassinoides ndo estejam sob
controle genético, e aparentemente todos estdo
segregando nas propor¢des mendelianas 1:1.
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3.3 Ligacao

Dos 66 pares de combinagcdes possiveis
entre os 12 locos isoenzimdticos detectados
em 7. cassinoides, foram observados desvios
significativos da hipdtese de segregacdo independente
em trés pares Pgi-2:Idh-1, Pgm-1:Per-1 e Per-2:Est-1
(TABELA 2). Embora, aparentemente esses locos
estejam fisicamente ligados ou em desequilibrio
gamético, a baixa magnitude da medida de

desequilibrio de ligacdo de Burrows (A ;) € do valor

de qui-quadrado indicam que as ligacdes ndo sdo
fortes. A maior medida de desequilibrio de ligacdo

(Aij) foi observada entre a combinacdo dos locos

Per-2:Est-1, embora este valor seja baixo, 0,047,
considerando a amplitude de valores que o
estimador pode assumir (-0,25 a 0,25). Ainda, o
teste de qui-quadrado detectou desequilibrio de
ligacdo a 99% de probabilidade apenas para os
locos Pgm-1:Per-1, nos demais pares de locos a
probabilidade de ligacdo foi fraca.

A exclusdo de um dos locos de cada par
de ligacdes quebra a associag@o entre estes, assim
podem ser usados em estudos onde a hipétese de
auséncia de ligacdo € requerida como sistema de
reproducdo, estrutura genética e andlise de
paternidade. Locos em desequilibrio de ligacdo
viciam as estimativas multiloco de parametros
genéticos. Porém, os baixos niveis aparentes de
ligacdo observados sugerem que as ligacGes
possam ter poucos efeitos nas estimativas
multiloco de pardmetros genéticos. Os maiores
efeitos podem ser esperados entre os locos
Pgm-1:Per-1. O desequilibrio de ligacdo detectado
entre os locos Pgi-2:1dh-1, Pgm-1:Per-1 e Per-2:Est-1
ndo € reportado em nenhum outro estudo com
espécies arboreas.

Finalmente, nos demais pares de
combinacdes entre locos ndo foram detectados
indicios de desequilibrio de ligacdo, pode-se
afirmar que os alelos de diferentes locos ndo estdo
ligados ou em desequilibrio gamético e segregam
independentemente entre si.

TABELA 2 — Valores da medida composta de Burrows para o desequilibrio gamético (A ; )» resultados do

teste de qui-quadrado (y°) e probabilidade associada (P) para pares de locos isoenzimaticos
que apresentaram desvios significativos da hipétese de desequilibrio de ligagdo em

populagdes de Tabebuia cassinoides.

Locos AU ,1/3 P
Pgi-2:1dh-1 0,022 5,74* 0,017
Pgm-1:Per-1 -0,008 6,95%* 0,008
Per-2:Est-1 0,047 4,29% 0,038
(*) P<0,05.

4 CONCLUSOES

Niao foram detectados fortes indicios de
desvios de segregacdo mendeliana nos locos
1soenzimaticos revelados em 7. cassinoides.

Foram detectados indicios significativos
de ligacdo entre os pares de locos Pgi-2:1dh-1,
Pgm-1:Per-1 e Per-2:Est-1 em T. cassinoides.
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