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RESUMO 
 

Nove sistemas enzimáticos (ACP, DIA, 
EST, GDH, GOT, G6PDH, IDH, MDH e SKDH) 
codificando doze locos polimórficos (Acp-1, Acp-
2, Acp-3, Dia-1, Est-1, Gdh-2, Got-1, G6pdh-1, 
Idh-1, Mdh-1, Mdh-3 e Skdh-1) foram investigados 
em Trema micrantha. A herança mendeliana de 
progênies de árvores heterozigotas foi confirmada 
para todos os locos, pelo teste de ajuste dos padrões de 
segregação observados em relação à razão de 
segregação esperada 1:1. O desequilíbrio de ligação 
foi examinado para 55 pares de locos. Foram 
detectados desequilíbrios de ligação significativos em 
cinco pares de locos: Acp-1:Acp-3, Acp-1:Idh-1, 
Dia-1:Mdh-1, Dia-2:Got-1 e Gdh-2:Got-1. 
 
Palavras-chave: segregação; trema; espécies arbóreas 

tropicais. 

ABSTRACT 
 

Nine enzymes systems (ACP, DIA, EST, 
GDH, GOT, G6PDH, IDH, MDH and SKDH) 
coding for twelve polymorphic loci (Acp-1, Acp-2, 
Acp-3, Dia-1, Est-1, Gdh-2, Got-1, G6pdh-1, Idh-1, 
Mdh-1, Mdh-3 and Skdh-1) were investigated in 
Trema micrantha. Mendelian inheritance was 
confirmed for all loci by testing the fit of band-
pattern segregation in progeny from heterozygous 
trees to expected 1:1 ratio. Linkage disequilibrium 
was examined for 55 pair of allozymes loci. Five 
pairs of loci appear to be in linkage disequilibrium: 
Acp-1:Acp-3, Acp-1:Idh-1, Dia-1:Mdh-1, Dia-2:Got-1 
and Gdh-2:Got-1.  
 
 
Key words: segregation; trema; tropical tree species. 

 
1  INTRODUÇÃO 
 

Trema micrantha (L.) B. é uma espécie 
arbórea folhosa de ocorrência ampla no continente 
americano, desde 30°N (Estados Unidos) a 30°S 
(Brasil). Essa espécie ocupa vários ambientes, exceto 
os mais úmidos. É a primeira espécie a se estabelecer em 
áreas abandonadas, continuando a existir em todos 
os estágios de sucessão secundária, exceto na floresta 
madura (Lorenzi, 1992). Suas flores são hermafroditas 
crípticas por existirem indivíduos variando de monóicos 
a dióicos (Torres, 1996). A polinização ocorre 
principalmente pelo vento, embora suas flores possam 
ser visitadas por pequenos insetos (Bawa et al., 
1985). A dispersão das sementes ocorre por zoocoria, 
principalmente por aves (Carvalho, 1994). T. micrantha 
tem diversos usos possíveis como na fabricação de 
papel e celulose, artesanato, produção de resina, 
uso medicinal, etc. A espécie tem sido muito 
utilizada para recuperação ambiental (Carvalho, 1994). 

A utilização adequada  de  uma espécie 
em programas de melhoramento, conservação 
genética  ou  qualquer  outro  uso  que  implique  
na manipulação de populações, requer o prévio 
conhecimento de seu sistema de reprodução, 
variabilidade e estrutura genética. Tais conhecimentos 
podem  ser  obtidos  através  do  uso  de 
marcadores genéticos bioquímicos como isoenzimas. 
Contudo, para que as isoenzimas possam ser 
usadas como marcadores genéticos é necessário 
conhecer a sua herança (Furnier et al., 1986; Gillet 
& Hattemer, 1989; Thorsén et al., 1997; 
Lewandowski, 2000), bem como o equilíbrio de 
ligação entre locos. 

O objetivo deste trabalho foi investigar a 
herança  e  o desequilíbrio de ligação em doze 
locos isoenzimáticos detectados em populações de 
T. micrantha. Foram usadas estruturas de progênies 
de polinização aberta de árvores heterozigotas para 
o estudo da herança e desequilíbrio de ligação. 
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2  MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1  Amostragem 
 

Sementes de polinização aberta foram 
coletadas em 24 árvores de duas populações naturais 
de T. micrantha, localizadas em dois fragmentos do 
Estado de São Paulo: Estação Ecológica de Caetetus 
(Latitude 22°22’S, Longitude 49°40’W, altitude 
variando de 500 m a 600 m) e Reserva Florestal de 
Santa Genebra (Latitude 22°49’S, Longitude 47°06’W, 
altitude variando de 580 m a 610 m). As sementes 
foram germinadas em viveiro e de cada árvore 
foram analisadas, via eletroforese de isoenzimas, 
tecidos foliares de dez plântulas. O genótipo das 
árvores maternas foi determinado da composição 
genotípica de suas progênies, usando o método de 
máxima verossimilhança de Brown & Allard (1970), 
implementado no programa MLTR de Ritland (1998). 

2.2  Eletroforese em Gel de Amido 
 

As enzimas foram extraídas de tecidos 
foliares de plântulas empregando-se, aproximadamente, 
20 mg de tecido de limbo foliar, 10 mg de areia 
lavada,  7 mg  de  Polivinil  Pirrolidona (PVP 40), 
7 mg de Polivinil Pirrolidona (PVP-60) e 200 
microlitros da solução de extração número 1 de 
Alfenas (1998, p. 96). A eletroforese foi a horizontal, 
conduzida em meio suporte de gel a 13%  de  
concentração,  com 2/3  de  amido  de milho 
(penetrose 30) e 1/3 de amido de batata (Sigma). 
As “corridas” foram realizadas em geladeira, 
com  temperatura  de 5°C.  O tampão  de cuba e 
gel  utilizado   foi  o  número  25  (DL-histidina, 
pH 8,0) citado em Alfenas (1998, p. 123). A lista 
das isoenzimas investigadas encontra-se na 
TABELA 1. 

 
TABELA 1 – Sistemas enzimáticos estudados em T. micrantha. 
 

Sistemas enzimáticos (Abreviações) Número E.C. Locos 
detectados 

Número de alelos 
detectados 

Fosfatase ácida (ACP) E.C. 3.1.3.2 A 2 
 B 2 
 C 3 
Diaforase (DIA) E.C. 1.8.1.4 A 2 
α-Esterase (α-EST) E.C. 3.1.1.1 A 2 
Glucose desidrogenase (GDH) E.C. 1.1.1.47 A ? 
 B 2 
Glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) E.C. 2.6.1.1 A 3 
Glucose 6 fosfato desidrogenase (G6PDH) E.C. 1.1.1.49 A 2 
Isocitrato desidrogenase (IDH) E.C. 1.1.1.42 A 1 
Malato desidrogenase (MDH) E.C. 1.1.1.37 A 2 
 B 2 
 C 3 
Xiquimato desidrogenase (SKDH) E.C. 1.1.1.25 A ? 
 B 3 

 
2.3  Análise de Segregação 
 

Não foram realizados cruzamentos 
controlados para o estudo da herança isoenzimática em 
T. micrantha. Por isso, adotou-se o método descrito por 
Gillet & Hattemer (1989) que compara o genótipo da 
árvore materna com a segregação de suas progênies 
de polinização aberta. As seguintes condições devem 
ser satisfeitas: a) toda progênie de uma árvore 
materna AiAi deve possuir o alelo Ai da árvore mãe, e 

b) em casos de uma árvore mãe heterozigota (AiAj, 
i ≠ j): i) cada indivíduo de uma progênie deve 
possuir  um dos alelos  da  árvore materna, Ai, Aj; 
ii) o número de progênies heterozigotas AiAj (Nij) 
deve ser igual à soma das progênies 
homozigotas AiAi (Nii) e AjAj (Njj), jjiiij NNN += , 
e iii) o número de progênies heterozigotas AiAk 
(Nik) deve ser igual ao número de progênies 
heterozigotas AjAk (Njk), ,  com jkik NN = jik ,≠ .  



 
 
RIBAS, L. A.; SEBBENN, A. M.  Herança e desequilíbrio de ligação em locos de isoenzimas de Trema micrantha. 
 
 

 
Rev. Inst. Flor., São Paulo, v. 16, n. 1, p. 73-81, jun. 2004. 

75

Os fenótipos observados em cada progênie de 
árvores heterozigotas foram comparados com o 
esperado pela hipótese de segregação 1:1. A hipótese 
de segregação individual de cada progênie foi 
aceita  ou descartada com base em um teste de qui-
quadrado ( ) padrão, com correção de Yates, 
com um grau de liberdade. Em seguida, todos os 
testes  de qui-quadrado individuais foram somados,  
e  um  teste  de  qui-quadrado  total  para a 
segregação 1:1 foi obtido (

2χ

∑ 2
1:1Hipóteseχ ).  

Simultaneamente, os fenótipos observados de 
progênies de árvores heterozigotas de mesmo 
genótipo materno foram somados e um teste de 
qui-quadrado  agrupado  foi  obtido ( ). 
A hipótese nula desse teste é a de igual proporção 
dos tipos de gametas na progênie produzida por 
diferentes árvores  maternas  de mesmo genótipo 
heterozigoto.  A  seguir,   testou-se    a    hipótese  
de heterogeneidade de  segregação  entre  
progênies,  usando-se  um  teste  de qui-quadrado 
de heterogeneidade  ( ),  obtido 
pela  subtração   do   teste   de  qui-quadrado  
agrupado ( ),  do  teste  qui-quadrado 

total ( ). Esses  testes  de  qui-
quadrado  são aditivos de forma que 

, com 
n, n-1 e 1 grau de liberdade, respectivamente 
(Mather, 1963). Os locos foram designados com 
letras e números  e  os  alelos  com  letras  (a a c), 
em ordem decrescente de migração do anodo para 
o catodo. 

2
1:1 Agrupadoχ

∑ 2
idadeHeterogeneχ

2
1:1 Agrupadoχ

∑ 2
1:1Hipóteseχ

∑ ∑ += 2
1:1

22
1:1 AgrupadoidadeHeterogeneHipótese χχχ

 
2.4  Análise de Desequilíbrio de Ligação 
 

O teste de desequilíbrio de ligação foi 
realizado com base na medida composta de 
desequilíbrio de ligação de Burrows ( ij∆ ) (Weir, 
1979). Essa medida é apropriada para situações 
onde existem indícios de que a união de gametas 
não ocorreu de forma aleatória e a identificação 
dos genótipos é incompleta (Weir & Cockerham, 
1979). A hipótese nula de desequilíbrio de ligação 
(  = 0) foi testada com o teste de qui-quadrado 
( ) descrito em Weir (1979). Essas estimativas 
foram obtidas com auxílio do programa POPGENE 
versão 1.32 (Yeh et al., 1999). 

ij∆
2χ

3  RESULTADOS E DISCUSÃO 
 
3.1  Padrões das Isoenzimas 
 

Todos os treze locos revelados nos nove 
sistemas isoenzimáticos eram polimórficos, 
segregando de dois a três alelos cada. Contudo, não 
foram detectadas árvores maternas heterozigotas na 
amostra para o loco Mdh-2, de forma que não foi 
possível  o  estudo de seu padrão de segregação. 
As descrições dos padrões de herança, segregação 
e desequilíbrio de ligação dos locos são apresentadas 
a seguir. 

 
Fosfatase ácida (ACP) 
 

O sistema ACP apresentou três zonas de 
atividades enzimáticas. As duas zonas de migração 
mais rápidas, denominadas locos Acpi-1 e Acp-2, 
segregaram dois alelos cada e a zona mais lenta, 
denominada Acp-3, segregou três alelos (FIGURA 1). 
A avaliação do fenótipo de árvores heterozigotas 
revelou que estes locos são controlados por enzimas 
de expressão monomérica. Três zonas de atividade 
enzimática nessa enzima foram também detectadas 
em outras espécies arbóreas folhosa, como Cedrus 
atlantica Manetti (Fallour et al., 2001) e Cecropia 
pachystachya Trec. (Ribas et al., 2004). 

 
Diaforase (DIA) 
 

O sistema DIA apresentou, claramente, duas 
zonas de atividade enzimática (FIGURA 1), denominadas 
locos Dia-1 e Dia-2. Contudo, a zona de migração mais 
rápida tinha revelação inconstante e, por isso, foi 
descartada da análise genética. A zona mais lenta foi 
interpretada como um loco polimórfico segregando 
três alelos. A observação dos fenótipos de árvores 
heterozigotas indicou que essa enzima é de expressão 
monomérica. Em duas outras espécies arbóreas folhosas, 
Liriodendron tulipifera L. (Parks et al., 1990) e 
Eschweilera ovata (Cambess) Miers (Gusson et al., 2004), 
foram observadas três zonas de atividade nessa enzima.  

 
Alfa-Esterase (EST) 
 

O sistema EST apresentou uma zona 
plausível de interpretação (Est-1), interpretada como 
um loco polimórfico, de expressão monomérica, 
segregando dois alelos (FIGURA 1). Em Pseudotsuga 
menziesii var. menziesii (Mirb.) Franco (El-Kassaby 
et al., 1982) e Larix decidua Mill (Lewandowski & 
Mejnartowicz, 1990) foram detectadas até três 
zonas de atividade nessa enzima. 
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Fosfatase Ácida (ACP) 

A

B

C  
Acp-1 11 22 12 22 11 11 
Acp-2 22 12 11 22 12 11 
Acp-3 23 22 11 12 13 33 

 

Diaforase (DIA) 

A

B
 

 
Dia-1 Desconsiderado 
Dia-2 13 33 22 11 23 13 

 

Esterase (EST) 

A  
Est-1 12 22 11 

 

Glutamato Desidrogenase (GDH) 

A

B  
Gdh-1 11 11 11 
Gdh-2 22 11 12 

 
FIGURA 1 – Representação esquemática dos fenótipos observados nos zimogramas de T. micrantha nos 

sistemas ACP, DIA, EST e GDH, juntamente com seus respectivos genótipos. 
 
Glucose desidrogenase (GDH) 
 

O sistema GDH apresentou duas zonas de 
atividades (FIGURA 1). A zona mais rápida de migração 
não apresentou variação e foi interpretada como um loco 
(Gdh-1) monomórfico. A zona de migração mais lenta 
(Gdh-2) apresentou polimorfismo e foi interpretada 
como um loco dimérico, segregando dois alelos (a e b).  

Glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) 
 

O sistema GOT apresentou uma zona de 
atividade enzimática segregando três alelos 
(FIGURA 2). O fenótipo de indivíduos heterozigotos 
apresentava três bandas nos géis, indicando tratar-se 
de enzima dimétrica.  
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Glutamato Oxalacetato Transaminase (GOT) 

A
 

Got-1 22 11 12 13 33 23 

 
Glucose 6-Fosfato Desidrogenase (G6PDH) 

A
 

G6pdh-1 12 22 11 

 
Isocitrado Desidrogenase (IDH) 

A
 

Idh-1 22 11 12 

 
Malato Desidrogenase (MDH) 

A

B

C
 

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

 
Xiquimato Desidrogenase (SKDH) 

A
 

Skdh-1 13 33 22 11 12 23 

 
FIGURA 2 – Representação esquemática dos fenótipos observados nos zimogramas de T. micrantha nos 

sistemas GOT, G6PDH, IDH, MDH e SKDH, juntamente com seus respectivos genótipos. 
 
Glucose 6 Fosfato Desidrogenase (G6PDH) 
 

O sistema G6PDH apresentou uma zona 
de atividade enzimática nas condições de 
eletroforese utilizadas (FIGURA 2). Essa zona foi 
interpretada como um loco (G6pdh-1) polimórfico, 
monomérico, segregando dois alelos. Um simples loco 
controlando essa enzima também tem sido relatado 
em outros estudos realizados com espécies arbóreas 
como Pinus leucodermis Ant. (Morgante et al., 
1993), Pinus massoniana Lamb. (Huang et al., 

994) e E. ovata (Gusson et al., 2004). 

Isocitrato Desidrogenase (IDH) 
 

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

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

 
Xiquimato Desidrogenase (SKDH) 
 

O sistema SKDH apresentou uma zona 
(Skdh-1)  de  atividade  nos  géis (FIGURA 2). 
Essa zona foi interpretada como um loco 
polimórfico, composto por uma enzima de 
expressão monomérica, segregando três alelos. 
Expressão monomérica no sistema SKDH também 
foi observada  em Araucaria angustifólia (Mart.) 
O. Ktze. (Sousa et al., 2002) e dois locos têm sido 
observados em diversos outros estudos da herança 
isoenzimática em espécies arbóreas (Geburek & 
Wang, 1990; Potenko, 2001; Sousa et al., 2002). 
 
3.2  Padrões de Segregação 
 

Não foram detectados fortes indícios de 
desvios da razão de segregação esperada 1:1 nos 
locos isoenzimáticos estudados em T. micrantha 
(TABELA 2). Dos doze locos avaliados, seis 
(Acp-3, Dia-2, Gdh-2, Idh-1, Mdh-3 e Skdh-2) 
não apresentaram qualquer desvio significativo da 
segregação esperada 1:1. O loco Acp-1 apresentou 
desvio significativo no padrão de segregação para 
os testes de segregação total ( ) e de 

heterogeneidade ( ) em progênies de 
sete árvores, mas ausência de desvios quando 
duas árvores, com desvios significativos de 
segregação 1:1, foram excluídas da análise. 
Portanto,  não se rejeita  a  hipótese de que 
esse loco segrega na proporção 1:1. Os locos 
Acp-2 e G6pdh-1 apresentaram desvios 
significativos de segregação na análise agrupada 
( ), devido  ao excesso de heterozigotos,  

2
1:1Hipóteseχ

2
idadeHeterogeneχ

2
1:1 Agrupadoχ

mesmo quando árvores mostrando desvios 
significativos de segregação foram excluídas da 
análise. As distorções de segregação por excesso 
de heterozigotos (31:25) podem ter sido causadas 
por  seleção   natural  a  favor  de  heterozigotos. 
O loco Est-1 apresentou desvio significativo da 
razão de segregação 1:1 para a hipótese total 
(∑ 2

11:Hipóteseχ ) e agrupado ( ), mas 

ajuste ao modelo quando as árvores mostrando 
desvios foram excluídas da análise. O loco Got-1 
apresentou desvios significativos da razão de 
segregação 1:1 para a hipótese total (

2
1:1 Agrupadoχ

∑ 2
11:Hipóteseχ ) 

e agrupado ( ) na análise de três árvores 
heterozigotas do tipo A

2
1:1 Agrupadoχ

2A3, mas ausência de 
desvio quando duas árvores mostrando desvios de 
segregação foram excluídas, e para quatro árvores 
heterozigotas do tipo A1A3, de forma que se aceita 
a hipótese de segregação 1:1. O loco Mdh-1 
apresentou desvios significativos de segregação 
na análise agrupada ( ), mas ausência de 
desvios quando árvores heterozigotas, mostrando 
desvios significativos, foram excluídas da análise. 
Em termos gerais, confirma-se a herança 
mendeliana simples para todos os doze locos 
isoenzimáticos avaliados em T. micrantha. 

2
1:1 Agrupadoχ

 
3.3  Desequilíbrio de Ligação 
 

Indícios de desequilíbrio de ligação foram 
observados nas progênies de T. micrantha 
(TABELA 3). Das 55 possíveis combinações de 
pares de locos, foram detectados valores significativos 
de desequilíbrio de ligação entre cinco pares, 
envolvendo oito locos: Acp-1:Acp-3, Acp-1:Idh-1, 
Dia-1:Mdh-1,  Dia-1:Got-1  e  Gdh-2:Got-1. 
Nos demais pares de locos não foram detectados 
indícios de desequilíbrio de ligação e podem ser 
usados, sem restrição, no estudo do sistema de 
reprodução, estrutura e diversidade genética de 
populações de T. micrantha. A combinação dos 
locos Dia-1:Mdh-1 apresentou o maior valor do 
desequilíbrio de ligação, 0,040, embora este valor 
ainda seja baixo. A exclusão dos locos Acp-1 e Got-1 
quebram a associação entre quatro pares de locos 
e a exclusão do loco Dia-1 ou Mdh-1 quebra o 
desequilíbrio entre o último par de locos em 
associação, de forma que os demais podem ser usados 
em estudos que requeiram o equilíbrio de ligação. 
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TABELA 3 – Valores da medida composta de desequilíbrio gamético de Burrows  ( ), resultados do teste 

de qui-quadrado (χ
ij∆̂

2) e probabilidade associada (P) para pares de locos isoenzimáticos que 
apresentaram desvios significativos da hipótese de desequilíbrio de ligação em populações de 
T. micrantha.  

 
Locos 

ij∆̂  χ2 P 

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

 
(*)   P < 0,050. 
(**) P < 0,010. 
 
4  CONCLUSÕES 
 

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

Os pares de locos Acp-1:Acp-3, Acp-1:Idh-1, 
Dia-1:Mdh-1, Dia-1:Got-1 e Gdh-1:Got-1, aparentemente, 
não segregam de forma independente e um loco de 
cada par deve ser excluído para análises genéticas 
que requeiram locos em equilíbrio de ligação. 
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