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RESUMO: A populagao de Eucalyptus wrophylla S. T. Blake do presente estudo, originaria
da Ilha Flores, foi selecionada em uma populagio base geneticamente variavel, para
florescimento precoce. Plantulas de 17 progénies entre 2 e 5 meses de idade foram analisadas
pela técnica de eletroforese, em gel de penetrose de milho (13%). Verificaram-se a presenga
de 9 (possiveis) locos e 29 alelos, os quais representaram 5 sistemas enzimaticos: 0-Esterase
(0-EST), Xiquimato desidrorogenase (SKDH), Malato desidrogenase (MDH), Isocitrato
desidrogenase (IDH) e Leucina aminopeptidase (LAP). As medidas da variabilidade genética
foram determinadas usando a freqiiéncia genotipica que foram diretamente inferidas pelas
isoenzimas observadas nos géis. Na média, 77,8% dos locos foram polimérficos (critério de
0,95), o ntimero efetivo de alelos por locos foi 3,20, a heterozigosidade foi de 0,31 e a taxa
de cruzamento foi 64%. Conseqiientemente, o sistema reprodutivo da populagao é inter-
mediario, sendo preferencialmente por alogamia. Embora a populagio de E. urophylla ja
tenha sido submetida a um ciclo de sele¢ao, constatou-se uma ampla base genética através
dos altos niveis de polimorfismo e heterozigosidade observados.
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ABSTRACT: The population of Eucalyptus urophylla S.T. Blake of the present study is
originary from Flores Island. It was previously selected in a genetically variable base popula-
tion for premature flowering. Seedlings of 17 arrays progenie between age of two and five
months were electrophoretically analysed at 9 possible loci and 29 alleles. They represented
five enzyme systems: a-Esterase (a-EST), Shikimate dehydrogenase (SKDH), Malate
dehydrogenase (MDH), Isocitrate dehydrogenase (IDH), and Leucine aminopeptidase
(LAP), in cornstarch gel (penetrose) at 13%. Genetic variability measures were determined
using the genotype frequencies which were inferred directly from the observed isozyme.
On average, 77,8% of the loci were polymorphic (0,95 criterion). Effective number of
alleles per polymorphic locus was 3,20. Mean heterozygosity was 0,31. Mean rate of
mating was 64%. Thus, the breeding system of the population is intermediary, being
preferentialy allogamous. Although submitted to a selection cycle, this population
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represents a large base for further genetic improvements, due to the high levels of observed

polymorphism and heterozygosity.

KEYWORDS: Eucalyptus urophylla, Electrophoresis, Isozyme, Variation, Polimorphism,

Heterozygosity.

INTRODUCAO

A técnica de eletroforese de isoenzimas é
uma ferramenta valiosa para o melhoramento
genético e conservacao de espécies florestais.

Basicamente, as isoenzimas siao utilizadas
para: (a) estudar a diversidade genética de po-
pulagbes distintas ou espécies e (b) como
marcadores moleculares no “senso strictu”.

Alta variabilidade nos marcadores foi des-
crita para varias espécies de Eucalyptus: E. urophylla
(Martins-Corder, 1994); E. grandis (Martins-
Corder, 1994; Mor1, 1993); E.cloeziana(Passador,
1994); E. pulverulenta (Peters et al.,1990); E.
citriodora (Yeh et al.,1983); E. obliqua (Brown et
al., 1975) e diversas outras descritas por Brown
& Moran (1981).

No Brasil, estudos a respeito do nivel de
diversidade isoenziméatica em populagoes de
Eucalyptus spp sao ainda incipientes. Pesquisas
dessa natureza podem definir importantes
estratégias a serem adotadas em programas de
melhoramento genético.

Deste modo, o presente estudo visou
quantificar a variabilidade isoenzimatica de E.
wrophylla, procedente de Ilhas Flores (Indonésia),
que foi submetida, anteriormente, a uma selecao
visando florescimento precoce.

MATERIAL E METODOS
Populagao

O presente estudo foi conduzido com 17
familias de meios-irmaos de E. wrophylla S.T.
Blake, denominadas P01, P02, P08, P13, P14,
P15, P25, P26, P27, P31, P32, P33, P37, P38, P53,

P56 e P74, selecionadas em populacao base para
melhoramento, localizada na Estagao Experi-
mental de Anhembi (SP) da ESALQ/USP. As
arvores que floresceram mais cedo, por volta
de 10 meses foram selecionadas para comporem
um teste de progénie de primeira geragao.

Amostragem

As 17 familias de meios-irmaos foram ana-
lisadas entre as idades de 2 e 5 meses, no vivei-
ro do Departamento de Ciéncias Florestais da
ESALQ/USP, em Piracicaba, SP.

As plantulas foram produzidas sob 50% de
sombra, com adubacio semanal e irrigacao didria.

Analisou-se, em média, 18 individuos para
cada familia de meios irmaos.

Eletroforese

Os extratos foliares foram obtidos através
da macerac¢ao de uma folha juvenil em 200 pl
de solugdo extratora composta por: Fostato de
sédio bibasico (0,034M) - 0,6g.; Sacarose
(0,2M) - 7,0g.; PVP-40 (2,56%) - 2,56g.; DTT
(3mM) - 50mg.; L-Acido asc6rbico (5,7 mM)
- 100,0mg.; DIECA (5,8 mM) - 100,0mg.;
Bissulfito de sédio (2,6 mM) - 50,0mg.; Borato
de sédio (2,5mM) - 50,0mg.; 2-Mercaptoetanol
(0,2%) - 0,2ml; Polietilenoglicol 6000 (1%) -
1,0 g.; dgua destilada - 100,0ml. A solugao foi
elaborada por Namkoong (s/d) e citada por
Alfenas et al. (1991). Conforme sugestao dos
autores, adiciona-se um traco de PVPP antes
da maceragao das amostras.
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Os procedimentos adotados nas analises
eletroforéticas, e descritos por Conkle et al.
(1982), foram conduzidos em camada suporte
de amido de milho (penetrose) a 13%.

Utilizaram-se os seguintes sistemas-tampao
gel/eletrodo:

(a) Citrato-morfolina (CM: pH 6,1: tam-
pdo do eletrodo: 0,04M écido citrico, ajustado com
N-(3-aminopropil) morfolina; tampdo do gel:
diluicio de 1:20 do tampao do eletrodo; condigies
de corrida: 25 mA, 220 V; (Clayton & Tretiak,
1972), para revelagiao de Malato desidrogenase
(MDH - EC 1.1.1.37); Isocitrato desidrogenase
(IDH - EC 1.1.1.42); Leucina aminopeptidase
(LAP - EC 3.4.11.1) e, (b) Tiis-citrato (T'C: Ph
7,5: tampao do eletrodo: — 0,223M tris (hidroxi-
metil)amino-metano e 0,086M éacido citrico,
ajustado com tris; tampao do gel: dilui¢io de 3,5%
do tampao do eletrodo; condigdes de corrida: 20
mA, 130V; (Soltis et al., 1983), para a-Esterase
(a-EST-EC 3.1.1.1) e Xiquimato desidrogenase
(SKDH - EC 1.1.1.25).

A revelagio das isoenzimas, a fixacio e a
secagem dos géis seguiram metodologia pro-
posta por Alfenas et al. (1991).

Para cada sistema enzimatico, as isoenzimas
que migraram mais rapidamente (anédica) no
gel, designou-se de loco 1, o proximo de loco
2 e assim por diante. Dentro de cada loco, a
banda de migragio mais rapida foi denominada
alelo 1 e cada banda sucessiva foi enumerada
2,3, 4, etc.

Andlise de Dados

A partir dos zimogramas calcularam-se as
freqtiéncias alélicas em cada loco, empregan-
do-se as estimativas de:

(a) heterozigosidade por loco (h, =1 -
> x%) e heterozigosidade média [H = (/)Y h, |;
(b) indice de fixagdo [ F = 1 - (H/H) [;
(c) taxa efetiva de cruzamento [ t = (1-F)/
(I+F) ]. Outros célculos foram efetuados para

estimar: (a) porcentagem de locos polimérfi-
cos [ P = (n° de locos polimérficos)/(n° total
de locos) ]; (b) nimero médio de alelos por
loco [ Ap = (n° total de alelos por locos
polimérficos)/(n° de locos polimérficos) ].

Essas analises foram fornecidas pelo pro-
grama de computador BIOSYS - 1, desenvol-
vido por Swofford & Selander (1989).

RESULTADOS

Analisaram-se 9 zonas de atividade (locos)
e 29 variantes alozimicas em 5 sistemas enzi-
maticos. As freqiiéncias alélicas e demais parame-
tros genéticos estao apresentados na Tabela 1.
Apenas Mdh-1 niao mostrou variacio alozimica,
sendo assim, considerado um loco monomoér-
fico. Alelos raros estiveram presentes em 78% dos
locos analisados. Observou-se que, em 0-Est-1,
Skdh e Lap-2, a freqiiéncia do alelo mais comum
nao correspondeu ao alelo 1. Isto ocorreu no
sentido de facilitar os estudos comparativos com
a outra populagio de E. wophylla de Timor,
analisada anteriormente por Martins-Corder
(1994). Nesse caso, verificou-se que houve alte-
racao no perfil isoenzimatico, conforme ilustrado
na Figura 1, em relacao a presenca do alelo 4 da
a-Est-2, apenas na populagio de E. urophylla
das Ilhas Flores. Comparativemente, os demais
(possiveis) locos apresentaram os mesmos alelos
nas duas populagoes.

No geral, verificou-se que a heterozigo-
sidade esperada (He) por loco foi maior que a
heterozigosidade observada (Ho) por loco, em
89% dos locos analisados. Isto refletiu em um
excesso de homozigotos, com indices de fixacao
positivos que variaram de 0,126 a 0,582.
Apenas 0-Est-3 apresentou um ligeiro excesso
de heterozigotos (F = -0,053).

Aamplitude de variagao da amostra foi de
249 a 300 individuos. Isto se deu em virtude da
dificuldade na interpretacao dos perfis de ban-
das de determinados individuos, nio sendo
estes entdo, incluidos nas analises estatisticas.
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Freqiiéncias alélicas, heterozigosidade observada por loco (Ho), heterozigosidade esperada por loco (He), indice de
fixagao (F) e taxa de cruzamento (t), em 9 locos isoezimaticos de Eucalyptus urophylla, das Ilhas Flores.

Alleles frequencies, observed heterozigosity per locus (Ho), expected heterozigosity per locus (He), fixation index (F) and
outcrossing rate (t), in 9 isozyme loci of Eucalyptus urophylla, from Flores Island.

Loco Alelo Ho He F t
1 2 3 4 5
a-Est-1 0,278 0,035 0,174 0,513 98 181,009 0,458 0,372
a-Est-2 0,782 0,012 0,089 0,117 100 110,406 0,093 0,830
a-Est-3 0,594 0,364 0,042 187 130,369 0,053 1,112
Skdh 0,283 0,486 0,030 0,185 0,016 116 163,040 0,287 0,554
Lap-1 0,494 0,027 0,113 0,366 95 156,702 0,393 0,436
Lap-2 0,349 0,448 0,203 136 158,751 0,142 0,751
Mdh-1 1,000
Mdh-2 0,954 0,046 20 22,936 0,126 0,776
Idh 0,896 0,098 0,006 20 47,900 0,582 0,264
Média 0,254 0,640
\ a-Est \ SKDH LAP IDH MDH
. 9. f_ Est-1 : |
80 - ; Est-2 : {g Lap-1
70| .
60 Est-3 El R %2 Lap-2 | mm Mdh-1
50 - b —
40 - | — — .
30 - = , E Mdh-2
20 - —
0 10 -
Populacao | E. wrophylla E. wrophylla E. urophylla E. urophylla E. wrophylla E. urophylla
Flores Timor Flores e Timor Flores e Timor Flores e Timor | Flores e Timor
Alelo 1,2,3,4 1,2,3,4,5 1,2,3,4 1,2,3 1,2
Genotipo a-Est-1 Lap-1 Mdh-1
1/15 2/2; 3/3; 4/4; 1/1; 2/2; 3/3; 4/4; 1/1; 2/2;5 3/3; 4/4; 1/1; 2/2;5 3/3; 1/2 1/1
1/2; 1/3; 1/4; 2/3; 5/5; 1/2; 1/3; 1/4; 1/2; 1/3; 1/4; 2/3 2/3
2/4; 3/4 1/5; 2/3; 2/4; 2/5; 2/4; 3/4; Mdh-2
3/4 1/1;2/2; V4
a-Est-2 Lap-2
1/1; 2/2; 3/3; 4/4; 1/1; 2/2; 3/3; 1/2
1/2; 1/3; 1/4 2/3; 1/3; 2/3
a-Est-3
1/1; 2/2; 3/3;
1/25 1/3; 2/3
Figura 1:

Diagrama da variagao isoenzimatica de E. urophylla das Ilhas Flores e Timor. Os genétipos das isoenzimas de E.
urophylla de Timor estio representados abaixo do diagrama. As isoenzimas a-Est, Skdh e Lap sao monoméricas. As Idh
e Mdh sao diméricas.

Diagram of the isozyme variation of Eucalyptus urophylla from Floves and Timor Islands. The genotype of the isozymes of E. urophylla
from Timor are represented below the diagram. The a-Est, Skdh and Lap enzymes are monomeric. The Idh and Mdh are dimeric.
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Tabela 2:

Estimativas do naimero médio de alelos por locos (Ap), porcentagem de locos polimérficos (P), heterozigosidade
média (H) e tamanho médio da amostra (N), em diferentes populagoes de Fucalyptus urophylla e E. grandis.

Estimates of average number of alleles per locus (Ap), percentage of polimorphic loct (P), average heterozigosity (H) and
average size of the sample (N), in different populations of Eucalyptus urophylla and E. grandis.

Populagio Referéncia Graude Nomédiode % locos  Heterozigosidade ~ Tamanho
Melho-  alelos/loco  polimérficos (P) média médio amostra
mento (Ap) Crit. T Crit. IT (H) (N)
E. urophylla Presente estudo PS.M. 3,20 77,8 88,9 0,305 265,2
(Ilha Flores) (0,4) (0,069) (6,0)
E. urophylla MARTINS-CORDER,  A.PS. 3,00 81,8 90,9 0,283 2314
(Dilli-Timor) 1994 0,3) (0,067) (14,4)
E. grandis MARTINS-CORDER,  A.PS. 2,50 54,5 72,7 0,166 266,7
(Coff’s Harbour) 1994 0,3) (0,055) (1,7)
E. grandis MORI PS.C. 3,30 87,5 87,5 0,364 35,0
(Coff’s Harbour) 1993 (0,5) (0,092) (0,0)

Os nameros entre parénteses correspondem aos desvios padrao.
Critério I:quando a frequéncia do alelo mais comum for igual ou menor que 0,95;
Critério II: quando a frequéncia do alelo mais comum for igual ou menor que 0,99.

PS.M.- Pomar de sementes por mudas; A.PS.-Area de produgdo de sementes; PS.C.- Pomar de sementes clonal.

A tabela 2 mostrou a estimativa da varia-
bilidade isoenzimatica dentro da populagao de
E. wrophylla das Ilhas Flores, através dos
principais parametros: nimero efetivo de alelos
por loco, porcentagem de locos polimérficos
e heterozigosidade média.

Para fins comparativos, na tabela 2 inclui-
ram-se os resultados obtidos, por Martins-
Corder(1994) e Mori (1993), em E.urophylla de
Timor, e E. grandis de Coff’s Harbour,
respectivamente. Estas populagoes foram ana-
lisadas em condigoes laboratoriais similares e tém
em comum, a maioria dos sistemas enzimaticos
testados. Desse modo, as andlises comparativas
a0 mais seguras.

A populacao de E. urophylla das Ilhas Flores
figurou entre as espécies com valores mais
elevados em termos de medidas de diversidade.

A taxa efetiva média de cruzamentos (t) de
E.urophylla das Ilhas Flores foi de 64%.

Verificaram-se, no entanto, que a-Est-1 e Idh
foram os que mais contribuiram no sentido de
reduzir o valor médio de t.

DISCUSSAO

O sistema de cruzamento de E. urophylla é
intermediario, podendo ocorrer em um mesmo
fruto sementes oriundas de autofertilizacio e/
ou fertilizacao cruzada. No entanto, sao ina-
meras as anormalidades provocadas pela autofer-
tilizagao, que vao desde o crescimento anormal
do tubo polinico no estigma da prépria flor, até
a mortalidade (ou crescimento retardado) de
plantas (Zobel & Talbert, 1984), em diferentes
etapas de desenvolvimento.

A presenca de varios alelos raros (por exem-
plo, alelo 2 em a-Est-1; alelo 2 em a-Est-2; alelo 3
em 0O-est-3; alelo 5 em Skdh) pode ser devida as
mutagdes que eventualmente tenham ocorrido
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na populacao, ou, a introdugao desses no conjun-
to génico da populacio através de hibridagoes
com populacoes vizinhas de Eucalyptus, por mi-
gracdo. Mori (1993) observou significativas taxas
de migragao de alelos com baixa freqiiéncia, em
uma populagio de E. grandis.

A espécie E. urophylla mostra, em seu habitat
natural, uma das maiores variagoes entre todas
as espécies de Eucalyptus spp. que € devido a sua
ampla distribui¢do geografica (Eldridge et al.,
1993). Inclusive, comentaram os autores, a vari-
agao continua (clinal) nas caracteristicas morfo-
légicas tem dificultado a separagio taxonomica
de formas distintas em novas espécies ou varie-
dades.

Altos niveis de polimorfismo isoenzimatico
foram detectados na populagio em estudo. Isto

&

revelou que existe uma ampla base genética na
populagio que pode ser devida a amostragem
adequada do material, que é genuinamente vari-
avel e/ou a selecdo para a caracteristica preco-
sidade de florescimento, nao esta conduzindo a
perdas na variabilidade alozimica. As caracteristi-
cas de crescimento, que sao freqiientemente visa-
das na sele¢iio, e as isoenzimas estio estreitamen-
te relacionadas com os sistemas adaptativos
(Mitton, 1989). Deste modo, a selecao para cres-
cimento pode levar a uma maior uniformidade
em nivel isoenzimatico. A manutengio da varia-
bilidade genética é fundamental para o sucesso
dos programas de melhoramento (Zobel &
Talbert,1984). Populacbes com ampla varia-
bilidade sao menos vulneraveis as condi¢oes adver-
sas devido ao seu maior potencial adaptativo.
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