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Sumario. O presente trabalho pretende dar um contributo para um melhor conhecimento da
variabilidade genética do sobreiro (Quercus suber L), e pesquisar possiveis relagbes entre os
modelos da variabilidade genética e da variabilidade fenotipica da qualidade da cortiga, através
do estudo do polimorfismo iscenzimatico.

Realizaram-se anilises isoenzimaticas por electroforese horizontal em gel de
poliacrilamida, em 69 arvores previamente seleccionadas, nos sistemas enzimdéticos: o, B-
—carboxilesterases (EC.3.1.1.1), fosfatase acida (EC.3.1.3.2), aspartato aminotransferase
(EC.2.6.1.1), fosfoglucose isomerase (EC.5.3.1.9), &lcool desidrogenase (EC.1.1.1.1) e leucina
aminopeptidase (FC.3.4.11.1).

Com base nos resultados obtidos, estimou-se a variabilidade genética intrapopulacional
aferida pelos indices de polimorfismo, e efectuou-se a analise dos resultados recorrendo a
métodos de taxonomia numérica.

Palavras-chave: sobreiro; Quercus suber L.; isoenzimas, indices de polimorfismo; faxonomia
numérica

Abstract. The objective of this study is to help to improve knowledge on the genetic variability
of cork oak (Quercus suber L) owing to iscenzymatic polymorphism, and to explain the
possibility of the correlation between isozyme banding patierns and the gualitative
characteristics of the cork tissue.

We analysed six enzymatic systems: o, B-carboxylic esterases (EC.3.1.1.1), acid
phosphatese (BC.3.1.3.2), glutamate oxaloacetate transaminase (EC.2.6.1.1), phosphoglucose
isomerase (BC.5.3.1.9), alcohol dehydrogenase (EC.1.1.1.1) and leucine aminopeptidase
(EC.3.4.11.1), in 69 previously selected cork oak trees, using horizontal polyacrylamide gel
electrophoresis. -~

Based on the isozyme banding patterns, we have estimated the polymorphic indices
which provide a relative measuré of the intrapopulational variability, and have analysed the
results with the use of numerical taxonomy methods.

Key words: cork oak; Quercis suber 1.; isoenzymes, polymorphic indices; numerical taxonomy

Résumé. Ce travail a pour objectif le progrés de la connaissance sur la variabilité génétique du
chéne ligge (Quercus suber L.) et la recherche des relations possibles entre les modeles de la
variabilité génétique et de la variabilité phénotypique de la qualité du liege, grace a I'étude du

(*) Este trabalho constituiu a 12 parte do tema da Tese de Doutoramento da autora.
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polymerphisme isoenzimatique.
Des analyses isoenzimatiques, par la méthode de l'eléctrophorese horizontale en gel de
polyacrilamide, ont été réalisées sur 69 arbres préalablement choisis, révélant les six systemes

enzymatiques suivants: ot, B -carboxylestérases (8C.3.1.1.1), phosphatase acide (EC.3.1.3.2),
aspartate aminotransferase (EC.2.6.1.1), phosphoglucose isomérase (EC.5.3.1.9) alcool
déshydrogénase (EC.1.1.1.1) et lfeucinae aminopeptidase (FC 34110,

Considérant les résuliats obtenus, on a estimé la variabilité génétique intra
populationnelle, déterminée par les indices de polymorphisme, et on a analysé les résultats en
utilisant des méthodes de taxonomie numeérigue.

Mots clés: chéne lidge; Quercus suber L.; isoenzymes; indices de polymorphisme; taxonomie
numeérigue

Introdugio

Entre as nossas principais espécies florestais, o sobreiro, de origem
mediterrinica, é das mais abundantes no nosso Pais, aparecendo na quase totalidade
das regides do continente portugués, e ocupando de area florestal cerca de 21%
{INVENTARIO FLORESTAL NACIONAL, 1988), com grande importéncia econdmica e
elevada contribuigdo para o PNB sectorial, através da produgao e transformacado de
cortica, o que por si s6 explica a razdo do interesse gue esta espécie nos merece.

Ja dizia Natividade "Nenhuma outra drvore da mais, exigindo tao pouco
Espoliada, talada, saqueada, obstina-se em viver, e ndo sabemos mais que admirar: se
a resisténcia do sobreiro a ofensiva destruidora, se a cegueira ou a misera impoténcia
do homem que persiste em nao aproveitar a fundo a prodigiosa vitalidade desta
4rvore, em tirar todo o partido de tdo notdvel capacidade de adaptacdo”.

O sobreiro (Quercus suber L.), espécie tho singular e de caracteristicas tao
peculiares, é uma espécie com elevado polimorfismo, essencialmente alogimica
tipicamente heterozigotica, originando populagses acentuadamente heterogéneas com
uma elevada frequéncia de fenotipos instiveis e geneticamente distintos dos
progenitores, devido & segregacdo e recombinacio de genes durante o processo de ;
reprodugio natural. Em suma, € uma espécie que pode ser descrita como :-
excessivamente varidvel em termos de vigor, forma e caracterfsticas e produgao do-
tecido suberoso (NATIVIDADE, 1950). ;

Assim, devido a constituicdo genética do sobreiro, ndo existe uma reproducio
fiel dos caracteres dos progenitores, observando-se na progenitura de uma mesma
arvore diferencas morfolégicas tdo salientes de individuo para individuo, .
particulaimente nas caracteristicas do tecido suberoso, no vigor e na arborescéncia |
das arvores, na produtividade, na forma e dimens&es dos frutos, que cada individu
se pode considerar uma forma botinica diferente (NATIVIDADE, 1950).

As avaliagdes quantificadas da qualidade da cortica tém mostrado uma grande:
diversidade, mais significativa dentro das estagdes ecolbgicas do que entre estacdes, 0 ;
que corrobora a afirmacio que a qualidade da cortiga, medida fundamentalmente:
pelo arranjo lenticular e pela sua natureza, ¢ fundamentalmente de natureza genética,.
e que a influéncia do meio ndo explica as diferencas enconiradas. '

Em termos de seleccio de arvores boas produtoras, e em virtude de o4 .
abastecimento de material 4 industria transformadora vir revelando abaixamentos |
sensiveis de qualidade, revela-se conveniente estabelecer medidas apropriadas paraa:
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produgdo de mais e melhor cortica, o que requer, para aceleragio do melhoramento e
adequado delineamento das respectivas estratégias, a avaliagio das componentes de
varidncia atribuiveis ao genoma e influéncias do meio, conhecimentos
particularmente valiosos e com capacidade de elevado valor acrescentado para a
actividade econémica.

Outro aspecto igualmente de grande importéncia econémica, & conhecer a
distribuicio do sobreiro no interior da sua area de prosperidade natural, ou seja, na
regido mediterrdnica ocidental, que est4 longe de ser homogénea, distinguindo nas
zonas do Pais que apresentam mais interesse subericola, as zonas boas, as medianas e
as fracas. Esta informagio tem uma importincia critica se atentarmos ao facto da
quase totalidade da regeneracdo e da actividade viveirista se efectuar com o recurso a
material seminal do qual se desconhece a origem e proveniéncia dentro da zona
produtora. :

Na década de 60, a identificacsio e caracterizacio de diferentes individuos de
uma espécie através do estudo de populagdes segregantes, utilizava marcadores que
eram controlados por genes associados a caracteres morfolGgicos, em geral fendtipos
de facil identificagdo visual. Estes marcadores contribuiram para o desenvolvimento
tedrico da andlise génica e para a construgio das primeiras versdes de mapas
genéticos, mas o reduzido nimero de marcadores morfoldgicos distintos, somente
identificados, na sua majoria, ao nivel da planta inteira ou adulta, restringia a
cobertura do genoma e a possibilidade de se encontrar associactes significativas entre
estes marcadores e caracteres de importancia econémica.

O desenvolvimento de marcadores bioquimicos originou uma maior
disponibilidade de informagdes genéticas. Os marcadores isoenziméaticos, sio
codominantes contendo maior informacdo genética por locus, e, em geral, com
minimo ou nulo efeito epistatico ou pleiotrdpico, e neutros em relagio a efeitos
fenotipicos, tém um nivel de polimorfismo alto para cada locus estudado, e permitem
caracterizar o genétipo de um individuo a partir de amostras de tecidos ou células.

A partir de 1970 os polimorfismos isoenzimaticos comecaram a ser utilizados em
estudos genéticos em espécies florestais e, ainda hoje, a caracterizacdo bioquimica
continua a ter um papel importante no melhoramento florestal pela informacio
genetica que fornece e pela objectividade que confere ao estabelecimento de
diferengas entre individuos e populacdes.

Na tentativa de contribuir para o aumento de conhecimento da estrutura genética
como instrumento de-apoio para o programa de melhoramento da especie, realizou-se
este trabalho com os seguintes objectivos:

® Estudo da variabilidade genética, através do polimorfismo isoenzimatico,
procurando-se detecta eventuais diferengas que permitam distinguir diferentes
individuos e populagdes. -

® Estabelecimento de possiveis relacdes entre individuos dadores de boa e
mé cortiga e os seus modelos electroforéticos das isoenzimas, para seleccdo atempada.

Isoenzimas

As isoenzimas definem um grupo de multiplas formas moleculares da mesma
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enzima que ocorre numa espécie, como resultado da presenca de mais de um gene
codificando cada uma das enzimas.

As miltiplas formas moleculares de uma enzima tém origem na ocorréncia de
varios mecanismos, como provam os trabalhos de MARKERT e WHITT (1968),
MARKERT ef al. (1975) e WEEDEN (1983), e, basicamente, podem-se considerar como
modificagdes ocorridas durante e ap0s a sintese da enzima (SHAW, 1969).

No primeiro caso, surgem as modificaces a nivel do DNA, nomeadamente as
mutacdes responsaveis pela substituicio de um aminodcido, as mutacdes que
conduzem & substituicio de vérios aminoacidos por insercio ou delecio de
fragmentos de DNA, a duplicagdo parcial ou total de um gene enzimatico com
subsequente divergéncia do original, e as modificacbes que ocorrem durante os
processos de transcrigdo e tradugao.

~ No segundo caso, o polimorfismo isoenzimético pés-sintese deve-se a
modificagbes pos-translacionais nas proteinas da célula viva, que originam as
isoenzimas conformacionais, resultantes principalmente da clivagem da cadeia
polipeptidica ou ligagdo a diversos constituintes, e as isoenzimas agregacionais
resultantes da agregacio das cadeias polipteptidicas em formas multiméricas, ambas
possuindo genes estruturais idénticos (WEEDEN, 1983). '

Embora as isoenzimas desempenhem a mesma actividade catalitica, podem ter
propriedades cinéticas diferentes e ser separadas electroforeticamente, 0 que significa
que as isoenzimas de um mesmo grupo diferem na sequéncia de aminoacidos que
constituem as suas cadeias polipeptidicas, 0 que, por sua vez, influenciara a natureza
das estruturas proteicas secundaria, tercidria e quaterndria da enzima.

Como a sequéncia nucleotidica de um gene é colinear com a sequéncia de
aminoacidos, as diferencas na mobilidade das isoenzimas sob a acgdo de um campo
eléctrico sio resultantes de diferencas ao nivel de sequéncias de DNA que codificam
aquelas enzimas. Assim, para perfis electroforéticos diferentes, pode-se assumir que
essas diferencas possuem uma base genética, isto é, as isoenzimas permitem detectar
diferencas genéticas tio proximo quanto possivel do nivel do DNA, permitindo
também estimar determinados parimetros, como frequéncias genotipicas e
frequéncias alélicas, e a partir destas a variagdo genética em populaces e especies.
(ADAMS, 1983; BAILEY, 1983; PEIRCE ¢ BREWBAKER, 1973).

Apesar das vantagens referidas das isoenzimas, que ainda hoje continuam a ser
uma classe de marcadores com grande utilidade para andlises genéticas, existem duas
limitacbes fundamentais que restringem a sua aplicabilidade: o ntimero total de loci
que podem ser detectados no genoma e o ntimero de alelos por locus, ou seja, 0 nivel
de polimorfismo genético que se consegue detectar em cada locus.

Apenas uma determinada propor¢do de substituicbes nucleotidicas no DNA
origina substituicdes de aminodcidos capazes de alterar a mobilidade electroforética
dos polipéptidos. Cerca de 30% das substituicdes resultam em diferencas de carga
detectsveis por electroforese convencional e outras 20-30% de substituicdes resultam
em alteragdes: conformacionais apenas detectiveis por técnicas mais sensiveis, e,
portanto, este hivel de observagdo ndo permite um conhecimento completo do
genoma, o que dificulta a possibilidade de relacionar isoenzimas e genes que
controlam caracteristicas de interesse. Além disso, o nivel de polimorfismo detectavel
é limitado, uma vez que as enzimas possuem fungio metabdlica (BERGMANN, 1991;
LEWONTIN, 1973).
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Outras limitages das isoenzimas a ter em conta sdo as diferencas na actividade
isoenzimética associada a diferentes estddios de desenvolvimento, a especificidade
em alguns tecidos vegetais e a dificuldade na interpretacio dos zimogramas gquando
isoenzimas com mobilidades electroforéticas idénticas representam Joci distintos
(WENDEL e WEEDEN, 1989).

A deteccdo das isoenzimas envolve fundamentalmente trés etapas: a preparagio
dos extractos da amostra, a separagdo electroforética e a revelaciio do gel para
visualizagao das respectivas bandas.

O estudo isoenzimatico pode ser realizado em extractos de uma grande
variedade de tecidos vegetais, como folhas jovens metabolicamente activas, caules,
extremidades das raizes, plantulas, virias partes das sementes ou ainda pélen,
dependendo a escolha de algumas variaveis que devem ser optimizadas para cada
estudo (WENDEL e WEEDEN, 1989). As principais sdo a acessibilidade e
disponibilidade do material, assegurando sempre as mesmas condicGes fisiolégicas e
ontogenéticas para as diferentes amostras.

O tecido escolhido para anélise electroforética ¢ macerado na presenca de uma
solucdo tampdo com os inibidores adequados, para que ocorra a extraccio das
enzimas sem perda de actividade enzimética e com completa complexacio dos
compostos fendlicos e remocio de oulros interferentes (FERET e BERGMANN, 1976).

Basicamente, sdo trés os mecanismos de interacgio dos compostos fendlicos com
as moleculas proteicas (ANDERSON, 1968; LOOMIS e BATTAILE, 1966: GOLDSTEIN e
SWAIN, 1965) :

* Formagdo de ligagdes reversiveis entre os grupos hidroxilo dos fendis e o
grupo carboxilo das proteinas originando compostos insoliveis;

* Oxidagao dos compostos fenélicos com formagio de quinonas, compostos
altamente reactivos, que por sua vez podem oxidar grupos sulfidrilo, amino e imino
das proteinas, com formacdo de ligagBes covalentes originando pigmentos castanhos
responsdveis pela inibicdo da actividade enzimatica. A oxidagio dos fenéis pode
ocorrer por via ndo enzimatica ou por via enziméatica catalisada pelas enzimas
fenoloxidase e peroxidase, que estdo presentes nos tecidos vegetais;

» Formagcdo de liga¢des idnicas entre o ido fenolato e os centros activos
cationicos das enzimas, provocando a desnaturacio das proteinas.

Apods a extraccdo, recorre-se a electroforese em gel para a separacio das
isoenzimas. S&o vérios os tipos de gel e as solucdes tampéo que podem ser utilizadas
nesta etapa, passando o sucesso desta anilise pela afericio e optimizacio das
condi¢des a adoptar de acordo com a espécie e 0 tipo de tecido em estudo.

Terminada a electroforese, as isoenzimas sio detectadas in sifi através de
reacgOes de coloragiio-com corantes histogquimicos especificos que fornecem um
substrato para as enzimas. O perfil de bandas isoenzimaticas resultante (zimograma)
permite-nos visualizar as ‘bandas electroforéticas, que sdo funciio da estrutura
quaternaria da enzima, de niimero de loci que codificam a enzima, do nimero de
alelos por locus e do grau de ploidia do individuo (GABRIEL e GERSTEN, 1992;
PASTEUR ef al., 1988). '

Em espécies florestais, .sd0 ji numerosos os trabathos publicados sobre estudos
de polimorfismos iseenziméticos. Segundo ADAMS (1983), dependendo do modo
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como se utiliza a informacio fornecida pelos estudos isoenziméticos, podem definir-
se dois grandes dominios de aplicagdes no methoramento florestal.

No primeiro dominio de aplicagdes, as isoenzimas sao analisadas como uma
amostra representativa da maioria dos genes no genoma, € 0s resultados obtidos
permitern fundamentalmente estimar a variabilidade genética, determinando perfis
de diferenciagio genética dentro e entre populacdes, oferecendo informagao genética
necessaria para o delineamento das estratégias de melhoramento e conservacio dos
recursos genéticos, bem como aferir as variagbes que ocorrem nas populagdes devido
i seleccio e destruigdo dos ecossistemas.

No outro dominio de aplicagdes, as isoenzimas, consideradas como marcadores
porque sdo colineares com o gene, servem estritamente para classificar geneticamente
individuos ou populacdes, permitindo determinar ¢ manter a identidade de arvores
progenitoras e clones, certificar a identidade de lotes de sementes, determinar a
validade de cruzamentos controlados, estudar os factores que afectam a eficiéncia
genética dos pomares de sementes e as contaminagbes por pélen estranho e
seleccionar caracteres economicamente favordveis.

Variabilidade genética intravarietal de populacdes de espécies florestais

A variacdo intravarietal é representada pela ocorréncia de fenétipos
isoenzimaticos diferentes entre individuos pertencentes a mesma variedade, e serve
como medida da uniformidade e estabilidade do fenétipo isoenzimético dentro da
variedade. Estudos experimentais realizados por diversos autores, entre 0s quais 0s
de HAMRICK ef al. (1979) em 110 espécies vegetais, e 0 de LUMARET ef al, (1991) em
Quercus ilex, mostram que as espécies alog@micas possuem uma grande variagao
genética intravarietal.

Nas espécies vegetais, o sistema de cruzamento (autogamia, alogamia ou sistema
misto), o sistema reprodutivo (polinizagio por insectos, por aves ou pelo vento), a
seleccio natural, o mecanismo de dispersao da semente, a distribuicéio geografica, sdo
alguns dos factores mais importantes que contribuem para acentuar a variabilidade
genética e, consequentemente, a divisio da espécie em populacdes geneticamente
diferenciadas (MULLER-STARCK ¢f al., 1992; MORAN, 1992).

As diferencas nas mobilidades electroforéticas das isoenzimas significam
diferencas na sua estrutura primaria, ou seja, na sequéncia dos seus aminodcidos.
Sendo esta sequéncia colinear com a sequéncia nucleotidica dos respectivos genes, a0
analisarmos a variacio iscenzimatica estamos a analisar a variagdo genética. E
precisamente esta simples relagdo que faz da andlise isoenzimatica um consistente
método analitico para medir a variacio genética.

Dos vérios pardmetros referidos na bibliografia, os mais comummente utilizados
para estimar a variabilidade genética dentro das populacdes baseiam-se na frequéncia
alélica de cada locus da populagio, e para descrever o grau dessa variabilidade
podem ser considerados, basicamente, os seguintes parémetros (M ORAN, 1992;
HAMRICK ef al.,1992): = .

P - proporgdo de loci polimérficos por populagéo
A - niimero médio de alelos por locus

H - diversidade génica (indice de polimorfismo)
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A percentagem de loci polimérficos déd-nos uma indicacdo grosseira do nivel de
variagdo genética numa amostra, e podem considerar-se dois critérios. Num deles, um
locus € considerado polimérfico quando a frequéncia do alelo mais frequente é
inferior ou igual a 0,95; num outra, um locus é ainda considerado polimérfico desde
que a frequéncia do alelo mais comum nio exceda 0,99. Este parametro depende do
tamanho da amostra e do namero e espécie de enzimas analisadas (BROWN e WEIR,
1983; EL-KASSABY, 1991). _

O nimero médio de alelos por locus tem o mérito de salientar uma das
componentes da diversidade genética que é a riqueza alélica, mas inversamente
considera todos os alelos independentes sem levar em conta a sua distribuicdo e
importancia bioldgica, e depende também do tamanho da amostra (BROWN e WEIR,
1983).

A heterozigocidade média, baseada inteiramente nas frequéncias alélicas da
populacdo, representa a variabilidade real em relacio a todos os loci analisados, e é
referida por HUBBY e LEWONTIN (1966} simplesmente por heterozigocidade, por
MARSHALL e JAIN (1969) como indice de polimorfismo e por NEI (1973) designada
por diversidade génica. Contrariamente aos pardmetros anteriores é relativamente
independente do tamanho da amostra.

Nas angiospérmicas o estudo da variabilidade genética esta ainda pobremente
documentado, sobretudo devido a varios problemas metodolégicos, principalmente a
utilizacao de tecidos vegetais pela presenga do alto teor em compostos fendlicos.

Material e métodos

De todas as indUstrias corticeiras existentes no Pafs, a principal € com grande
incidéncia na exportagio, é sem divida a transformadora - produtora de artefactos
por simples corte de prancha (rolhas, discos, etc.), que exige a maior homogeneidade
e 0 minimo de porosidade do material.

Na porosidade da cortica, entendida como a area ocupada pelos canais
lenticulares, interfere o ndmero de lenticulas numa dada superficie, e ainda com
maior profundidade as suas dimensdes. Por isso, o arranjo lenticular tem um interesse
muito especial e uma influéncia decisiva na qualidade da cortica.

Refere NATIVIDADE (1950), que o arranjo lenticular parece estar,
fundamentalmente, sob controle genético, e influenciado, dentro de certos limites,
pelas condiges ambié;ntais, que interferem na intensidade de crescimento da arvore,
modificando o tamanho das lenticulas e, consequentemente, originando canais
lenticulares de diférentes didmetros.

Igualmente importante e com consequéncias nalgumas propriedades da cortica,
como a dureza e a densidade, é a sua espessura, em que corticas resultantes de um
rapido crescimento e, pottanto, com maiores espesstiras séo menos densas do que as
corticas mais delgadas. :

No &mbito do projecto comunitdrio "Melhoramento da Qualidade e
Produtividade do Ecossistema. do Sobreiro", foram identificadas e seleccionadas
arvores adultas (DAP > 90 cm), produtoras de cortica amadia, em parcelas com
2000 m?, implantadas sobre a Carta de Distribuicio do Sobreiro em Portugal.

A eleicio das arvores foi feita, fundamentalmente; em funcio da qualidade da
cortica produzida, considerando os aspectos estruturais observaveis e quantificaveis,
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e as caracteristicas determinantes da qualidade: espessura, densidade e defeitos
acidentais.

A caracterizacio da cortiga nos seus aspectos qualitativos e quantitativos foi feita
de acordo com as normas em uso e tendo em consideragdo os aspectos estruturais e
quantificiveis nas trés superficies visiveis nas pranchas e provetes (barriga, massa e
costa) (CARVALHO, 1992). A classificacdo e ordenamento qualitativo dos diferentes
sobreiros foram efectuados mediante um critéric de pontuagio ponderada e de
acordo com um referencial ou peso quanto & maior ou menor importancia dos
caracteres, ndo s¢ quanto a forma da superficie geradora de cortica ou ao hébito da
arvore que a potencializou com maior potencial produtivo mas também na
perspectiva da principal fungio a ser exercida pela cortiga no engarrafamento.

Para a realizacio deste estudo, e, fundamentalmente, por ja ser conhecida a
caracterizacio morfologica da cortica de algumas arvores ja inventariadas, parametros
necessarios para o desenvolvimento dos objectivos propostos, selecciondmos alguns
desses exemplares, tendo ainda em consideragio que a major mancha de montado do
Pais se concentra na bacia tercidria do ric Tejo, que engloba 68% da area de montado
de sobro nas provincias do Alentejo e Ribatejo.

A amostra sobre a qual incidiu o estude incluiu 69 drvores localizadas nas
parcelas instaladas nos Concelhos de Ponte de Sér, Chamusca, Coruche, Mora,
Vendas Novas, Sousel, Alcacer do Sal, Grandola e Arraiolos, assinaladas no mapa
representado na Figura 1, e o material optado como fonte enzimética foi o pdlen.

Para a exiraccdo das enzimas macerou-se o pdlen numa solugdo tampéo
Tris/HC1 0.150M, pH 7.5, com 5% de sacarose e 0,1% de 2-mercaptoetanol, e todas as
operacdes de preparagdo decorreram a 4°C (NOBREGA, 1990, 1992; NOBREGA et 4l.,
1990).

Para a separa¢do electroforética utilizou-se um sistema horizontal em gel de
poliacrilamida com uma concentragio de acrilamida de 7.5%, e para a migragao
electroforética um tampiao tris/ glicina a pH 8,3, e as isoenzimas estudadas foram: a,b-
carboxilesterases (EC.3.1.1.1), fosfatase acida (EC.3.1.3.2), aspartato aminotransferase
(EC.2.6.1.1), fosfoglucose isomerase (BC.5.3.1.9), dlcool desidrogenase (EC.1.1.1.1) e
leucina aminopeptidase (EC.3.4.11.1) (BRUNO DE SOUSA, 1983; CABRAL, 1990).

Estimativa do polimorfismo intrapopulacional

A fim de quantificar o nivel de polimorfismo intrapopulacional para melhor
conhecermos o grau de:uniformidade e estabilidade existente na populacio,
calcula-se para cada sistema enzimdatico os respectivos indices de polimorfismo (PI),
através da expressio descrita por MARSHALL e ALLARD (1970, SINGH et al. (1973) e
BROWN (1978):

Pl = (Zpiqi)/N

i=1

onde p; é a frequéncia do alelo i", g; = (1- p;), e N o niimero total de bandas
consideradas.

O valor do indice de polimorfismo, que é essencialmente uma medida da
diversidade alélica, pode variar de 0 a 0,25, tem em consideragiio as diferencas na
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proporgio de bandas polimérficas e monomérficas e ainda o grau de polimorfismo
para cada uma das bandas (M ARSHALL e ALLARD, 1970}

i

Herdade Chamusca

¥ Hordurde Chamming

: Herdade Yale Poctithe

Figura 1 - Mapa da localizagiio das parcelas analisadas e das zonas de producio de cortica

Métodos de taxonomia numérica

A fim de comparar e classificar objectivamente estas arvores e agrupd-las de
acordo com as suas semelhancas, a andlise dos resultados electroforéticos dos 6
sistemas enzimaticos (dados qualitativos) foi feita recorrendo a métodos de
taxonomia numérica, e a figura 2 mostra o fluxograma referente a analise da matriz de
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dados qualitativos, em que os nomes dos diferentes programas que operam sobre as
matrizes sdo os usados no sistema de programas NTSYS (VER. 1.7) (ROHLF, 1992).

1 55

1

OTUs Matriz de dados
originais

69

SIMQUAL (*)

Matriz de semelhanca (M5)

(coef. emparelhamento simples)

DCENTER *)

*
Matriz duplamente SAHN ()

centrada MST (%)

64

EIGEN (*) OTUs ¥

UPGMA
1 ! it Vector de
. comprimentod
Projecgdes| | Valores das conexdes
dos OTUs|{ |proprios COPH ()
K

Matriz de valores

A projeccao dest éti
projecio desta cofenéticos (MVC)

matriz fornece as
coordenadas
principais

MXCOMP ()

MXPLOT (%} MVC

Figura 2 - Fluxograma para dados qualitativos, (*) Programas que operam sobre as matrizes
usadas no sistema de programas NT5YS (VER. 1.7)

Elaborou-se previamente a matriz de dados, dispondo em linhas (OTUs) as 69
arvores analisadas, e em 55 colunas as bandas isoenzimaticas polimérficas, indicando-
-se a presenca de uma banda com 1 e a auséncia com 0 (dados qualitativos). Foram
eliminadas as bandas monomdérficas (constantes) e a matriz nio possuia valores
OMIssos. :
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Utilizou-se para o coeficiente de semelhanca, para dados qualitativos, o
coeficiente de emparelhamento simples que, como refere CARNEIRO (1987), foi
introduzido por SOKAL e MICHENER (1958) e utilizado desde entdo, e que tem em
consideracio os pares de ocorréncia simultinea 11 ou 00 para os dois OTUs
considerados, e dos varios métodos do tipo sequencial, aglomerativo, hierdrquico e de
ndo sobreposicdo, isto €, do tipo designado correntemente por SAHN (SNEATH e
SOKAL, 1973), usou-se o método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method using
arithemic Averages).

Para o fenograma assim obtido, e para verificar se era uma representacio
aceitavel dos dados originais, calculou-se o coeficiente de correlagio cofenética,

Usou-se ainda outro método de agregacao, a drvore de conexdo minima (MST -
- Mininum Spanning Tree), resultando uma "rede” de ligacio entre as diferentes
arvores.

Para a representacdo grafica das drvores ao longo de eixos, seleccionou-se o
método de ordenagdo em coordenadas principais.

A sobreposicio da drvore de conexdo minima as projecgbes das drvores obtidas
pela analise em coordenadas principais permite-nos uma melhor verificagio da
agregacido e da deteccio de distorcGes em pares de pontos que, estando as suas
projecgdes muifo proximas a duas dimensdes, estdo na realidade afastados se
considerarmos um maior nimero de dimensdes.

Resultados e Discussio
Lstimativa do polimorfismo infrapopulacional

Para o conjunte de individuos analisados e para cada sistema enzimético: o, -
-carboxilesterases (EC.3.1.1.1) (EST), fosfatase acida (EC.3.1.3.2) {AP), aspartato
aminotransferase (EC.2.6.1.1) (GOT), fosfoglucose isomerase (FC.5.3.1.9} (PGI), 4lcool
desidrogenase (EC.1.1.1.1) (ADH) e leucina aminopeptidase (EC.3.4.11.1) (LAP),
registaram-se nos Quadros 1, 2, 3, 4, 5 e 6 do anexo I, todas as bandas reveladas,
caracterizadas pelos correspondentes valores de Rf que traduzem as suas mobilidades
electroforéticas.

Da analise dos referidos quadros, observidmos para as o, [-carboxilesterases
(EC.3.1.1.1) a existéncia de 15 bandas isoenzimdticas e 35 perfis isoenziméaticos
diferentes, VerificAmos ainda que aparecem algumas bandas raras para os valores de
R; 0,18 (frequéncia 49, 0,44 (frequéncia 6%), 0,74 e 0,80 (frequéncias 3%), e outras
bandas frequentes-corre$poﬂdentes ao R, 0,50 (frequéncia 99%). Para a fosfatase dcida
(8C.3.1.3.2) encontramos 11 bandas iscenziméticas e 27 perfis electroforéticos
diferentes, com uma banda monomérfica correspondente ao R; 0,60 e algumas
bandas raras para os valores de R¢ 0,07 (frequéncia 7%), 0,10 {frequéncia 1%} e 0,22
(frequéncia 7%). Para a aspartato aminotransferase (FC.2.6.1.1.) observamos 9 bandas
Isoenzimaticas e 26 perfis electroforéticos diferentes, com wma banda rara para o R;
0,20 (frequéncia 9%). Na fosfoglucose isomerase (BC.5.3.1.9) detectdmos 11 bandas
Isoenzimaticas e 42 perfis electroforéticos diferentes, com algumas bandas raras para
os valores de R; 0,55 (frequéncia 10%} e 0,66 (frequéncia 7%). Encontrdmos para a
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alcool desidrogenase (EC.1.1.1.1) 7 bandas isoenzimadticas e 20 perfis electroforéticos
diferentes, com uma banda rara para o valor de R, 0,20 (frequéncia 7%} e uma banda
frequente para o valor de R; de 0,30 (frequéncia 90%). Observamos para a leucina
aminopeptidase (BC.3.4.11.1) a existéncia de 4 bandas isoenziméaticas e 6 perfis
isoenzimaticos diferentes. VerificAmos ainda que aparece uma banda rara para o valor
de R, 0,40 {frequéncia 4%), e outras bandas {requentes correspondentes aoc R; 0,07

(frequéncia 91%) e R; 0,46 (frequéncia 97%).

Através das frequéncias relativas das bandas isoenzimdticas, efectudmos uma
estimativa do polimorfismo intrapopulacional para cada sistema enzimdtico,
calculando os respectivos indices de polimortismo (PI), registados no quadro 1, e com

a variacdo representada na figura 3.

Quadro 1 - Indices de polimorfismo

. o pe Indices de
Sistema enzimatico . .
polimorfismo
Carboxilesterase (EC.3.1.1.1) 0,154
Fosfatase acida (EC.3.1.3.2) 0,120
Aspartato aminotransferase (EC.2.6.1.1) 0,165
Fosfoglucose isomerase (EC.5.3.1.9) 0,175
Alcool desidrogenase (EC.1.1.1.1) 0,136
Leucina aminopeptidase (EC.3.4.11.1) 0,068
Média ponderada 0,145
9,18+
0,16
0,14-
0,124
o ‘G,i—'.
Pi i
' 6,08
_3,0’6? '
0,041
0,024
6 L z

PGE ADE

Figura 3 - Variacio dos indices de polimorfismo para cada sistema enzimatico
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Atendendo ao valor da média ponderada para a populacgiio verificamos que o
sobreiro é uma espécie com grande variabilidade intrapopulacional, encontrando-se o
valor do indice de polimorfismo acima do nivel médio.

A elevada variabilidade intrapopulacional do sobreiro poderd ser atribuida ao
processo de reprodugio por polinizagdo cruzada e aneméfila e & grande longevidade
da espécie.

Da analise dos valores dos sistemas isoenzimaticos analisados, verificAmos que
apenas os indices de polimorfismo da fosfatase dcida (8C.3.1.3.2) e da leucina
aminopeptidase (BC.3.4.11.1) se encontram abaixo do nivel médio, sendo o mais
varidvel a fosfoglucose isomerase (EC.5.3.1.9), seguida da aspartato aminotransferase
(EC.2.6.1.1).

Para melhor conhecermos o grau de uniformidade e estabilidade desta espécie,
tentémos, para a nossa populacio de 69 &rvores, estabelecer subpopulagbes de acordo
com as zonas de qualidade da producio de cortiga, convencionalmente estabelecidas
pela Junta Nacional da Cortica (SERVICO TECNICO, 1975). No mapa da figura 1 estdo
demarcadas essas zonas de qualidade com a localizac@o das drvores, e consideramos
cinco subpopulagdes: zona 5, zona 7, zona 8, zona 9 e zona 10.

Para as trés subpopulagdes das zonas 5, 7 e 10, calculamos os indices de
polimorfismo para os mesmos sistemas iscenzimaticos, referidos no quadro 2.

As subpopulagbes das zonas 8 e 9 tém um nimero de arvores inferior a 5, pelo
que ndo foram consideradas. Para as restantes zonas, e ainda que o nimero de
arvores em cada zona seja diferente e reduzido nas zenas 5 e 10, refere SINGH ef al.
(1973) que & possivel considerarem-se amostras de 5 e 10 individuos para estudos de
identificagdo, e, por isso, optdmos por considerar estas subpopulaces.

Quadro 2 - Indices de polimorfismo para as subpopulagdes

Subpopulacic | Ninmero Indices de polimorfismo Meédia
individuos ponderada
EST ACP GOT PGI A1 | LAP
Zona b 5 0,101 | 0,080 | 0,142 | G095 | 0,023 | 0,000 0,088
Zona 7 50 0,153 | 0,116 | 0172 | G173 | 0,128 § 0,006 0,142
Zona 10 10 10,131 { 0,086 | 0,111 | 0,175 | 0,156 | 0,083 0,131
Média ponderada | 0,133 | 0,099 | 0,154 | 0,159 | 0,120 [ 0,048 | 0119

Na figura 4 estd répresentada a variagio dos indices de polimorfismo para cada
subpopulagio e para cada sistema enzimdtico.

A analise dos valores das médias ponderadas dos indices de polimorfismo das
zonas 5, 7 e 10, mostra-nos que as subpopulacdes das zonas 7 e 10 possuem valores
superiores ao nivel médio, e que a zona 7 apresenta o maior nivel de polimorfismo.

Em relagio aos sistemasenziméticos, podemos verificar que a fosfoglucose
isomerase (EC.5.3.1.9) apresenta a maior variacdo para esta espécie, seguida da
aspartato aminotransferase (BC.2.6.1.1). A leucina aminopeptidase {(EC.3.4.11.1) € o
sistema enzimético com a menor variacio.
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zona 5 Zzona 7 zona 10

Figura 4 - Variag@o dos indices de polimortismo para cada subpopulagéo

Anélise dos dados electroforéticos por métodos de taxonomia numérica

Para 10 arvores das 69 inicialmente seleccionadas para este estudo e analisadas
com base nos sistemas isoenzimaticos, existe uma grande percentagem de valores
Omissos para as caracteristicas morfoldgicas da cortica, pardmetros necessarios para a
concretizacdo do segundo objectivo proposto, pelo que apresentaremos apenas a
analise de resultados para as 59 arvores.

No anexo II apresenta-se o registo conjunto, para as 69 arvores, das bandas
analisadas nos 6 sistemas enzimaticos, eliminando-se as bandas que nos deixavam
ditvidas quanto a sua reprodutibilidade ( R;=0,80 para as o, i-carboxilesterases), e as
bandas constantes (R;=0,60 para a fosfatase 4cida). A partir daquele registo, elaborou-
-se a matriz de dados com 59 linhas (as drvores), eliminando-se as drvores Al, A27,
A28, A29, A30, A31, A32, A33, A38 e Adl, e 55 colunas (as bandas izoenziméticas).

A figura 5 representa o fenograma obtido pelo método UPGMA, aplicado a
matriz de semelhanca usando o coeficiente de emparelhamento simples. O coeficiente
de correlagdo cofenética (r) é de 0,815, que indica que o fenograma ¢ uma
representacdo aceitdvel da respectiva matriz.

Da sua analise verificamos que as 59 drvores estudadas podem ser separadas em
trés agrupamentos, sendo o agrupamento 1 constituido pelas drvores A2, A3, A4, A6,
A7, A8, A9, A11, Al4, A15, Al6, Al7, A18, A21, A34, A35, Add, Ad5, Adb, Ad47, ABl,
AB3, A57e ABS. .

O agrupamento 2 estd subdividido em dois: 2a e 2b, sendo o 2a constituido pelas
arvores A20, A23, A24, A26, A39, A40, A42, A45, A48, A49, A60 e A6, e o 2b pelas
drvores A12, A13, A19, A22, A25, A36, A37, A50, A52, AB4, AS5, A56, A58, A61, A62,
A63, A6d, AL, A67, A6S e AGY.

(O agrupamento 3 engloba apenas as drvores A5 e AlQ, das parcelas 5/7A e 6/7
respectivamente, a primeira localizada na zona 5 e a segunda na zona 7.
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Figura 5 - Fenograma das 59 arvores baseado no método UPGMA aplicado & matriz de seme-
thanga (coeficiente de correlagio cofenética r = 0,815}
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No quadro 3 apresenta-se a distribuicdo das arvores no agrupamento 1 e nos
subagrupamentos 2a e 2b, considerando as suas localizacbes nas parcelas e estas nas
respectivas zonas, e podemos verificar duas situagdes: uma, em que drvores
pertencentes & mesma parcela se encontram agregadas no mesmo agrupamento, e
outra em que arvores da mesma parcela se situam em agrupamentos diferentes. O
mesmo se verifica para as zonas, isto & néo hd uma agregacdo das arvores com base
na zona de localizagio das parcelas.

Quadro 3 - Distribuiciio das drvores no agrupamento ! e subagrupamentos 2a e 2b de acordo
com as suas localizagtes nas parcelas e respectivas zonas

AGRUPAMENTC ] SUBAGRUPAMENTO 2A. SUBAGRUPAMENTC 2B
| Arvore Parcela || Zona || Arvore  Parcela || Zona || Arvore  Parcela || Zona

A2 kA e T A3 A

A3 S/6A A13 &7

Al SI6A 3 Af23 UEA Aly T

AJ%4 T8 A2 | B

A6 5F7A. A6 TIRA [ ans Teh |

AT 59 A39 9/4 A36 /8

AR 5/9 Ad0 9/4 7 A37 8/8

A5 57 AL2 9/4 [ Aso ws |
Al 7 [ a4 95 | A2 10110

Ald &7 . A4 10/10

AlS 817 A48 a/6 AS55 10410 10
Al6 6/8 A49 975 AS6 1710
Al7 o8 | Aco 12 [ 8 I A% 10710
A8 6/8 [ A66_ JodoGalego || 7 |1 A6l 13/5 %
' A62 13/5

T (a5 s 1[0 ]

A3 87 7 | as4 Chamiing |
A35 877 | A65 " Chanmmsco |
A 9% A6T V. Pocinho 7
FYCHENE- i B A68 V. Pociniio
Ass s ) A69 V. Pocinhio
447 %5
AT A
A33 i |} 10
AT /10 '
ASY /A0

Nota: Sempre que drvores da mesma parcela se distribuem por diferentes agrupamentos foi
usada uma cor, que é comum a parcela em causa. Sempre que as drvores de uma determinada
parcela estio todas contidas no mesmo agrupamento foi usada a cor preta.
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Por esta analise pedemos verificar que ndo ha uma hierarquia clara que leve &
separagao dos agrupamentos.

Por um lado, os perfis izoenzimaticos semelhantes ocorrem em zonas geograficas
distintas, o que parece confirmar a independéncia das jzoenzimas em relagdo ao
ambiente, e, por outro lado, as &rvores da mesma parcela distribuem-se por
agrupamentos distintos, o que parece mostrar a grande variabilidade genética dessas
mesmas arvores. _

Na figura 6 apresentam-se os resultados das projecgdes das arvores no plano
definido pelas primeira e segunda coordenadas principais, a qual se sobrepds a arvore
de conexdo minima. Os valores da percentagem de varidncia total explicada por cada
um dos eixos coordenados é de 18,30 para a primeira e 8,00 para a segunda, e a
percentagem acumulada para as irés primeiras coordenadas principais é de 32,07, que
se podem considerar um resumo relativamente pobre da informacio original.

Ao sobrepdr-se a arvore de conexo minima, esta permitiu-nos também detectar
trés agrupamentos de arvores, consistentes com os agrupamentos 1, 2a e 2b
detectados no fenograma, e com as arvores A5 e Al0 agora englobadas no
agrupamento 2a.

05

1.3

1.0

-0.3

-{.5

-06 ’ -0 : 0.0 03 06

Figura 6 - Projeccio das 59 4rvores no plano definido pela primeira coordenada principal
(18,30%) e pela segunda coordenada principal (8,00%) com base nos seis sistemas
enziméticos, a qual se sobrepds a drvore de conexdo minima
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Embora a anélise de agregagio, a analise em coordenadas principais e a drvore de
conexdo minima tenham conduzido a resultados com uma congruéncia aceitavel, o
elevado polimorfismo isoenzimético revelado pelos seis sistemas enzimadticos
analisados e a grande variabilidade genética intrapopulacional, ndo nos permitem
diferenciar as drvores em estudo. Por isso, e na tentativa de conhecermos quais as
bandas dos perfis electroforéticos responsaveis por aqueles trés agrupamentos,
apresentamos na figura 7 os diagramas electroforéticos "tedricos”, desenhados com
base nos perfis isocenzimaticos das drvores constituintes de cada agrupamento e
considerando-se uma frequéncia de 50% de presenca das bandas.

Uma hipé6tese de andlise explicativa destes agrupamentos seria baseada na
distribuigdo geografica, mas verificAmos que a distribui¢ao das arvores pelos
diferentes grupos € independente da sua localizacdo. Se bem que ndo excluindo a
heterogeneidade ambiental, outras hipdteses explicativas desta variabilidade devem
relacionar-se com a estrutura populacional, que considerada como a totalidade das
relagBes ecoldgicas e genéticas entre os individuos pode variar ao longo da
distribuigdo geogrdfica das populagdes, através do movimento dos genes via
dispersdo do pélen entre as populagtes ou subdivisdes da populagéo.

Alguns estudos ja realizados por diversos autores, revelam que as espécies
florestais tém altos niveis de diversidade genética, e esses resultados permitem
concluir que as espécies com grandes distribuicdes geograficas, reproducdo por
polinizacdo cruzada e anemoéfila e longos periodos de vida tendem a ter uma maior
variacdo genética isoenzimatica.

Normalmente, as espécies florestais distribuem-se de forma continua e por vastas
areas geograficas, e o efeito do fluxo génico, que se traduz num declinio da
variabilidade genética tanto mais acentuado quanto mais reduzidas sdo as
populagdes, nio tem aqui esse impacto.

De facto, a extenséo do movimento dos genes influencia os niveis de diversidade
genética e o tamanho efectivo das populagdes (BROWN, 1978; ADAMS, 1992).

Refere HAMRICK et al. (1992} e ELLSTRAND (1992), que para niveis de fluxo
génico altos se verifica 0 aumento do tamanho efectivo da populacéio com redugio da
diferenciacdo genética, enquanto os baixos niveis afectam a variagdo genéfica dentro
das populacdes, muitas vezes sem efeitos na diferenciagéio, mas desempenhando um
papel importante na sua evolugdo por introducio e conservagido de variagio genética
dentro da populagio.

Por outro lado, durante os seus longos periodos de vida as espécies florestais
experimentam varias flutuagbes ambientais, que afectam o desenvolvimento e
sobrevivéncia das sementes e plantulas impondo-lhes uma selecgdo no sentido da
conservagao de uma maior diversidade genética. Além disso, devido ao seu longo
ciclo de vida, tém uma descendéncia mais numerosa, e portanto maior probabilidade
para que ocorram todes.os gendtipos possiveis, mantendo a diversidade genética
original. S .

Nas espécies florestais, admite-se ainda que o elevado grau de polimorfismo
isoenzimatico é um reflexo de mecanismos evolutivos e sistema reprodutive da
espécie, ocorrendo a evolugdo por alteragdes nas frequéncias dos genes e gendtipos.
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Rf Agrupamento 1 Subagrupamento 2a Subagrupamento 2b
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023
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Figura 7 - Diagramas electroforéticos "tedricos" para os trés agrupamentos com base nos perfis
izoenzimaticos das arvores constituintes de cada agrupamento e considerando-se
uma frequéncia de 50% de presenca das bandas
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Assim, podemos também considerar que a variabilidade genética aparece como
resultado da actuacio de varias forcas evolutivas, como a mutacio e a recombinacio,
e por um processo de selecgdo natural que actua sobre o fenétipo, em que alguns
alelos séo favorecidos ou ndo de acordo com o valor adaptativo com que participam
na expressao do fenétipo (GREGORIUS e BERGMANN, 1995).

Face a informaqdo disponivel e ao desconhecimento da origem das parcelas
consideradas neste estudo, nio nos é possivel tirar mais conclusées sobre os
agrupamentos definidos pela andlise dos resultados.
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Polimorfismo [soen

Anexol

Quadro 1 - Registo do zimograma referente ao sistema enzimatice das o, B-carboxilesterases
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Quadro 2 - Registo do zimograma referente ao sistema enzimético fosfatase 4cida
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Quadro 3 - Registe do zimograma referente ao sistema enzimatico aspartado aminotransferase
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Quadro 4 - Registo do zimograma referente ao sistema enzimatice fosfoghicose isomerase
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Quadro 5 - Registo do zimograma referente ao sistema enzimético dlcool desidrogenase
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Quadro 6 - Registo do zimograma referente ao sistema enzimdtico leucina aminopeptidase
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Anexo I1

Registo do conjunto de bandas analisdas nos seis sistemas enzimaticos
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