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OLIVEIRA, Raquel Barboza Reis. Estrutura genética de cinco populações de Aegiphila 
sellowiana Cham. (Lamiaceae) da bacia do rio Tibagi por marcadores microssatélites. 
2010. Dissertação (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) – Universidade Estadual de 
Londrina, Londrina, 2010. 
 
 

RESUMO 
 
Aegiphila sellowiana é uma espécie arbórea nativa da Mata Atlântica. Por apresentar grande 
quantidade de frutos, dispersos por pássaros, crescimento rápido e ser indiferente às condições 
físicas do solo pode ser utilizada para recompor florestas e áreas degradadas. A. sellowiana se 
distribui ao longo de toda a bacia do rio Tibagi. Esta bacia sofreu um intenso processo de 
ocupação nos últimos 50 anos, principalmente com a expansão da cultura do café a partir da 
década de 1930. Com isso a cobertura florestal nativa da região foi reduzida a apenas 4% da 
original, podendo ser encontrada em pequenos fragmentos isolados entre si por culturas 
agrícolas e pastagens. A fragmentação florestal provoca alterações na dinâmica das 
populações, o que pode levar a consequências deletérias na diversidade genética. Estudos de 
genética de populações, utilizando técnicas moleculares, permitem avaliar a estrutura e a 
variabilidade genética de espécies de plantas em áreas fragmentadas. Visando a contribuir 
para estratégias de conservação e manejo de espécies arbóreas pioneiras da bacia do rio 
Tibagi, este trabalho objetivou estudar por meio de nove loci microssatélites, a diversidade e a 
estrutura genética de cinco populações de A. sellowiana ao longo da bacia. Neste estudo 
foram amostrados 150 indivíduos em cinco fragmentos denominados Baixo Tibagi 1 e 2, e 
Médio Tibagi 1, 2 e 3. Os níveis de diversidade genética obtidos nas cinco populações 
estudadas foram baixos, em média HO = 0,42, quando comparados com outras espécies 
tropicais arbóreas. Os valores encontrados, nas populações do Baixo Tibagi 2, Médio Tibagi 1 
e 3, para heterozigosidade observada foram maiores que os da heterozigosidade esperada. 
Nestas populações foram constatados valores de FIS negativos, elevados e estatisticamente 
significativos, indicando que estas populações não estão em equilíbrio de Hardy-Weinberg. 
Observou-se que a maior parte da variabilidade está contida dentro das populações e não entre 
(80,30 e 19,70%, respectivamente). As análises moleculares indicaram diferenciação 
significativa e alta entre as populações, apesar de não ter sido observado correlação entre 
distância geográfica e genética. Ainda assim, observou-se a presença de migrantes nas 
populações Médio Tibagi 1 e Baixo Tibagi 1 e 2, sugerindo dispersão de sementes pela 
avifauna da região entre estes fragmentos. Considerando o atual estágio de degradação da 
paisagem, foram detectados leves efeitos de gargalo de garrafa nas populações estudadas. Os 
dados sugerem que o processo histórico de fragmentação ocorrido na bacia do rio Tibagi 
levou a uma pequena perda da variabilidade genética, resultando em uma maior diferenciação 
entre as populações. Contudo, o fluxo gênico através de sementes pode ter auxiliado na 
manutenção da variabilidade dentro das populações estudadas. 
 
Palavras-chave: SSR. Diversidade genética. Árvore tropical. Fragmentação florestal. 
Conservação. 
 



 

OLIVEIRA, Raquel Barboza Reis. Genetic structure of five populations of Aegiphila 
sellowiana Cham. (Lamiaceae) from Tibagi basin evaluated by microsatellite markers. 
2010. Dissertação (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) – Universidade Estadual de 
Londrina, Londrina, 2010. 
 
 

ABSTRACT 
 

Aegiphila sellowiana is an arboreous native species of the Atlantic Rain Forest. Due to its 
large quantity of fruits, dispersed by birds, quick growth and indifference to the physical 
conditions of the soil, it can be utilized to recompose forests and degraded areas. A. 
sellowiana distributes itself along the entire Tibagi river basin. This basin has suffered an 
intense occupation process in the last 50 years, mainly because of the expansion of the coffee 
culture starting at the beginning of the 1930 decade. With that, the native forest cover of the 
region was reduced to only 4% of the original, which can be found in small fragments, 
isolated amongst themselves by agricultural cultures and pastures. The forest fragmentation 
provokes alterations in the dynamic of the populations that can lead to harmful consequences 
in the genetic diversity. Population genetic studies, utilizing molecular techniques, allow the 
evaluation of plant species structure and genetic variability in fragmented areas. Aiming to 
contribute to conservation strategies and management of pioneer tree species of the Tibagi 
river basin, the objective of this work was to study, using nine loci microssatélites, the 
diversity and genetic structure of five populations of A. sellowiana along the basin. In this 
study were sampled 150 individuals in five fragments denominated Low Tibagi 1 and 2, and 
Middle Tibagi 1, 2 and 3. The levels of genetic diversity obtained in the five populations 
studied were low, in average HO = 0.42, when compared with other tropical tree species. The 
values found, in the populations of the Low Tibagi 2, Middle Tibagi 1 and 3, for the 
heterozygosity observed were higher than the expected. In these populations were established 
FIS negative elevated and statistically significant values, indicating that these populations are 
not in the Hardy-Weinberg equilibrium. It was observed that most part of the variability is 
contained inside the populations and not in between them (80.30 and 19.70%, respectively). 
The molecular analyses indicated high and significant differentiation between the populations, 
in spite of no correlation between genetic and geographical distance being observed. 
Nevertheless, it was observed the presence of migrants in the Medium Tibagi 1 and Low 
Tibagi 1 and 2 populations, suggesting dispersion of seeds by birds of the region in between 
these fragments. Considering the current stage of degradation of the landscape, were detected 
slight bottleneck effects in the studied populations. The data suggest that the historical 
fragmentation process occurred in the Tibagi river basin lead to a small loss of the genetic 
variability, resulting in a larger differentiation between the populations. However, the genetic 
flow through seeds may have helped in the maintenance of the variability within the studied 
populations. 
 
Key words: SSR. Genetic diversity. Tropical tree. Forest fragmentation. Conservation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Originalmente a Mata Atlântica cobria mais de três quartos da superfície do 

Estado do Paraná (168.482 km2 dos 201.203 km2 totais). A partir da década de 1930, com a 

intensificação da ocupação humana, grande parte da mata cedeu lugar à agricultura e 

pastagem. A mata nativa era vista como um fator dificultador, quase que como uma inimiga a 

ser eliminada, conforme a realidade da época (MACHADO, 2005). A composição florística 

natural era bastante rica, mas o rápido desenvolvimento, principalmente na extensão da bacia 

do rio Tibagi, levou a redução drástica da cobertura florestal (BARROS; MENDONÇA, 

2000; MAACK, 2002). Até o ano 2000, o Estado contava com 19,63% de seu território 

constituído por floresta nativa (FUNDAÇÃO SOS MATA ATLÂNTICA; INPE, 2002). A 

mesma situação ocorre na bacia do rio Tibagi, com redução de aproximadamente 96%, 

restando poucos remanescentes preservados (MEDRI et al., 2002). 

Esse processo de fragmentação florestal levou a perda de habitat, a 

formação de manchas remanescentes com variadas formas e tamanhos, redução no tamanho 

das populações e aumento no grau de isolamento dos remanescentes imersos em uma matriz 

antropogênica (RIBEIRO et al., 2009; VIEIRA et al., 2009). Os efeitos genéticos da 

fragmentação são redução da diversidade genética, devido ao baixo fluxo gênico e à deriva 

genética (YOUNG et al., 1996) e aumento da endogamia, associado a populações de tamanho 

reduzido (BOUZAT, 2001). 

Cresce o interesse de biólogos e conservacionistas em estudar os efeitos da 

fragmentação na diversidade e estrutura genética das espécies vegetais (BITTENCOURT; 

SEBBENN, 2008; GAIOTTO et al., 2003). Segundo Bertagna (2007), estudos de genética de 

populações, de ambientes fragmentados, permitiriam entender quais são os mecanismos que 

envolvem a dinâmica destas populações nestes ambientes e o fluxo gênico entre elas. Esforços 

nesta área são decisivos para formular estratégias, definir as prioridades de manejo de 

recursos genéticos e as unidades de conservação (COATES; ATKINS, 2001; JAGGI et al., 

2000; KAGEYAMA et al., 2003). 

Uma das prioridades da conservação é a manutenção da variabilidade. Esta 

é a base da biodiversidade e pode ser acessada por meio de várias técnicas moleculares 

atualmente disponíveis. Dentre elas, destacam-se os marcadores microssatélites. O conteúdo 

genético informativo de um loco microssatélite é geralmente bastante alto, devido às altas 

taxas de mutação de suas sequências (LI et al., 2004). Algumas vantagens estão associadas ao 
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uso deste marcador em estudos populacionais. A primeira é a codominância que permite 

distinguir o genótipo heterozigoto do homozigoto e possibilita o cálculo das frequências 

alélicas. Outra característica é o multialelismo, que torna os locos microssatélites informativos 

em populações diferentes. Além disso, a praticidade na integração e comparação dos dados 

obtidos fazem dos marcadores microssatélites ideais para estimar os parâmetros genéticos de 

populações (HOSHINO et al., 2002). 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 ÁREA DE ESTUDO 
 

 

A bacia hidrográfica do rio Tibagi está localizada na região centro-leste do 

Estado do Paraná, ocupando uma área de aproximadamente 25.000 km2 e por isso é 

considerada a terceira maior do Estado (Figura 1). Esta bacia destaca-se pelo seu potencial 

hidráulico e por possuir terra roxa e latossolo roxo, solos férteis localizados em seu curso 

inferior. Abrange 54 municípios, destacando-se Londrina e Ponta Grossa pela área e 

importância econômica (STIPP, 2000a). 

 
 

 
Figura 1 - Localização da bacia hidrográfica do rio Tibagi no Estado do Paraná. 
Fonte: Pinese (2002, p.22) 

 

 

O rio Tibagi nasce ao sul do Estado do Paraná, a 1.060 m de altitude, 

próximo ao município de Palmeira, e corre 550 km, desembocando no rio Paranapanema, 

numa altitude de 298 m, entre os municípios Primeiro de Maio e Sertaneja (MEDRI et al., 

2002; STIPP, 2000b). A bacia apresenta variações climáticas, topográficas e edáficas 

consideráveis em toda a sua extensão, resultando numa heterogeneidade ambiental que reflete 
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na diversificação da vegetação ao longo de toda a sua área, o que permite dividi-la em três 

regiões: baixo, médio e alto Tibagi (Figuras 2 e 3). 

 

 

 
Figura 2 - Tipos climáticos encontrados na bacia hidrográfica do rio Tibagi. 
Fonte: Mendonça e Danni-Oliveira (2002, p.65) 

 

 

O baixo Tibagi refere-se à região de São Jerônimo da Serra até a foz do rio 

Tibagi. Apresenta um relevo suave ondulado em sua maior parte, com altitudes variando entre 

300 e 1.100 m. O clima é classificado como do tipo Cfa (subtropical úmido com verão 
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quente) (STIPP, 2000b). O verão concentra a maior parte das chuvas e as temperaturas médias 

máximas podem atingir 28 ºC. A estação de inverno é caracterizada por temperaturas médias 

de cerca de 18ºC e ocorrência de geadas, principalmente no mês de julho (MENDONÇA, 

2000). A região do baixo Tibagi era recoberta inicialmente por exuberante floresta estacional 

semidecidual (TOREZAN, 2002), que sofreu um intenso processo de fragmentação com a 

cultura intensiva do café, a partir da década de 1930 (MAACK, 2002). A presença de mata 

natural e/ou secundária, em relação a totalidade da bacia, é pouco expressiva, e ocorre de 

forma concentrada no sul. Os solos são férteis e profundos, permitindo um alto nível de 

desenvolvimento da agropecuária (BARROS; MENDONÇA, 2000). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3 - Tipos de vegetação encontrados na bacia do rio Tibagi. 
Fonte: Maack (2002) 

 

 

O médio Tibagi é a zona central que se estende de Telêmaco Borba até o rio 

Apucaraninha. É uma área de transição climática entre o tipo Cfa e Cfb, por isso apresenta um 

clima úmido em todas as estações e verão quente a moderadamente quente. As chuvas são 

melhores distribuídas durante o ano, com médias mais elevadas do que na porção inferior da 

bacia (MENDONÇA; DANNI-OLIVEIRA, 2002). O relevo também é ondulado com 

altitudes variando de 400 a 1.100 m. O solo é utilizado na pecuária extensiva e agricultura. A 

vegetação desta região é de transição entre a floresta ombrófila mista e a floresta estacional 
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semidecidual. A degradação ambiental da região foi de baixa a média, e apresenta pequenas 

áreas de reservas de mata natural (BARROS; MENDONÇA, 2000). Esta região também 

apresenta os maiores e mais bem preservados fragmentos de vegetação nativa de toda a bacia, 

com ocorrência de alguns remanescentes de savanas (cerrados). De acordo com Torezan 

(2002), este tipo vegetacional, de ocorrência já bastante restrita no Paraná, está seriamente 

ameaçado. 

O alto Tibagi abrange a área desde a nascente, próxima a Ponta Grossa, até 

Telêmaco Borba. Possui um clima predominantemente do tipo Cfb, caracterizado por verões 

amenos e invernos severos, com geadas frequentes. O relevo apresenta uma grande variação, 

com regiões suaves a fortemente onduladas, e altitudes que oscilam entre 600 e 1.200 m. 

Nesta área desenvolve-se uma pecuária extensiva em razão de seus campos naturais 

(BARROS; MENDONÇA, 2000; MENDONÇA, 2000). A degradação desta área foi muito 

maior em relação às primeiras, porém, matas e pastagens naturais ainda são observadas 

(STIPP, 2000b). Ainda assim, em algumas áreas ocorrem fisionomias da floresta ombrófila 

mista, com agrupamentos de Araucaria angustifolia (pinheiro-do-paraná ou araucária) 

(TOREZAN, 2002). 

 

 

2.2 ESPÉCIE ESTUDADA 

 

 

Aegiphila sellowiana Cham. (Lamiaceae), conhecida popularmente como 

tamanqueiro, papagaio ou pau-de-tamanco, é uma árvore que alcança de 4 a 7metros de altura, 

com tronco e ramificações do caule variando de 20 a 30 cm de diâmetro, folhas simples e 

opostas (LORENZI, 2002). Em estudo realizado por Santos et al. (2009) com espécies nativas 

do Brasil associadas a fitoterápicos, verificou-se que o extrato de folhas e sementes de A. 

sellowiana apresenta atividade antioxidante. 

As flores da espécie são de cor branca (ALVES, 2008) e melíferas (Figura 

4). A floração se dá no período de dezembro a janeiro (LORENZI, 2002), mas varia de acordo 

com a região (APPROBATO; GODOY, 2006). O fruto é do tipo drupa obovóide, com 5,2 

mm de diâmetro, coloração amarelada e epicarpo liso; apresenta uma única semente, 

obovóide de aproximadamente 3,7 mm de diâmetro (ALVES, 2008; PIZO, 2004). A dispersão 

dos frutos é zoocórica (FERREIRA et al., 2009; YAMAMOTO et al., 2007).  
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É uma planta decídua e indiferente às condições físicas do solo. Ocorre 

naturalmente nos estados do Rio de Janeiro, Minas Gerais, São Paulo e Paraná, nas florestas 

ombrófilas e semideciduais (LORENZI, 2002), também presente em cerrado (PINHEIRO; 

MONTEIRO, 2006). É comum em remanescentes florestais envoltos por uma área bem 

afetada pela ação do homem (ARAÚJO et al., 2006; SOARES-SILVA et al., 2001). 

 

 

a 

b 

d e 

c 

 
Figura 4 - Aegiphila sellowiana: a - árvore adulta; b e c - ramo com flores; d - ramo com frutos; e - 

sementes. 
Fonte: Lorenzi (2002, p.357) 
 

 

A espécie também é geralmente encontrada em mata ciliar e em todas as 

fases da sucessão secundária. Fragmentos florestais muito perturbados são caracterizados pela 

predominância de espécies que se encontram nos estágios iniciais da sucessão (GANDOLFI 

et al., 1995). Desse modo, por se tratar de uma espécie pioneira, ela apresenta importância 

ecológica e pode ser utilizada em áreas destinadas ao reflorestamento, bem drenadas e não 

alagadas (MEDRI, 2008; SÁ, 2002), principalmente aquelas degradadas por atividades 

agropecuárias (RUAS, 2006). Aegiphila sellowiana é uma espécie altamente resistente às 
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condições de grande luminosidade, tanto para germinação quanto para o crescimento e 

desenvolvimento (LIMA et al., 2009; PINTO et al., 2005). GOULART (2006) estudou a 

anatomia do lenho e caule desta espécie no cerrado, e verificou características relacionadas ao 

armazenamento de água e substâncias de reserva, o que garantiria o suprimento de nutrientes 

necessários nos períodos desfavoráveis. Isto pode estar relacionado ao fato de apresentar 

regeneração de raízes após queimadas (MARTINS et al., 2002). As espécies pioneiras, 

normalmente, apresentam sementes de grande longevidade e que exigem a formação de 

clareiras para germinação dependendo destas durante todo o seu ciclo de vida 

(NASCIMENTO et al., 1999). 

 

 

2.3 EFEITOS DA FRAGMENTAÇÃO EM POPULAÇÕES VEGETAIS 

 

 

Nos ecossistemas, a vegetação possui uma grande influência no clima, solo 

e recursos hídricos. O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais 

Renováveis (IBAMA) ressalta a importância da vegetação e suas principais funções para 

proteção do solo, fornecimento de matéria prima, modificação do micro-clima, habitat para a 

fauna, regulação do regime hídrico e beleza cênica (IBAMA apud PERINI, 2004). 

O desmatamento pode gerar impactos diretos e indiretos no ambiente. 

Dentre os impactos diretos, destacam-se a perda da biodiversidade, a fragmentação da biota e 

a invasão por espécies exóticas. Os indiretos referem-se à diminuição da capacidade de 

armazenamento hídrico no solo pelas raízes, que auxiliam na retenção de água no solo e sem 

elas ocorre o desenvolvimento de processos erosivos e assoreamento dos corpos d’água 

(MACHADO, 2005). 

A fragmentação florestal deixa uma série de manchas remanescentes ou 

fragmentos de mata entremeados por uma matriz de vegetação diferenciada e/ou de usos 

diversos. Alteram-se, assim, os fluxos de vento, radiação e água ao longo da paisagem bem 

como a migração de alelos. Todos os remanescentes de vegetação estão expostos a essas 

mudanças, em maior ou menor grau, mas seus efeitos são modificados pelo tamanho, forma e 

posição na paisagem de cada fragmento em particular (SAUNDERS et al., 1991). 

As árvores tropicais são particularmente vulneráveis aos efeitos da 

fragmentação florestal por apresentar características reprodutivas e demográficas próprias. A 

maioria dos indivíduos das espécies arbóreas tropicais ocorre em baixa densidade, sendo que 
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estas espécies dependem de animais para realizar a polinização e dispersão de suas sementes, 

apresentam altas taxas de fecundação cruzada e sistemas reprodutivos que envolvem 

complexos mecanismos de auto-incompatibilidade (BAWA, 1974; HAMRICK; 

MURAWSKI, 1990). 

A atuação de pássaros e mamíferos em fragmentos florestais geralmente é 

mais reduzida que de morcegos e de vento (SAUNDERS et al., 1991). A densidade e o 

tamanho populacional de animais, as atividades dos polinizadores e o arranjo de 

forrageamento dos mesmos também são afetados pela fragmentação (SHAFFER, 1981), 

atingindo potencialmente a polinização e o nível de produção de sementes nas plantas 

(MENGES, 1991). A abundância e o comportamento dos agentes polinizadores podem alterar 

o fluxo gênico, refletindo diretamente na taxa de cruzamento e no tamanho da população de 

plantas (KARRON et al., 1995), levando a perda de diversidade genética nos fragmentos 

(MILLIGAN et al., 1994). A estrutura e diversidade genética são alteradas pela modificação 

nos padrões de dispersão de pólen e sementes (FORÉ et al., 1992). 

A perda da diversidade genética tem implicações quanto a persistência de 

espécies e populações. Com baixos níveis de variação genética, elas se tornam vulneráveis a 

extinção devido a fatores estocásticos e a redução do valor adaptativo, que diminui a 

capacidade das espécies em responder às mudanças ambientais futuras (FALCONER, 1996). 

Com a diminuição no número de indivíduos, a população remanescente passa a ter tamanho 

menor que o mínimo adequado para que possa ter sua continuidade normal, de modo que o 

número de individuos reprodutivos seja suficiente para que não ocorra cruzamentos entre 

indivíduos aparentados, ou endogamia (ELLSTRAND; ELAM, 1993; MENGES, 1991). De 

acordo com Sebben et al. (2000), o aumento da endogamia, pode afetar a conservação da 

diversidade genética da população. 

A endogamia pode atuar expondo determinados alelos deletérios recessivos, 

diminuindo num curto espaço de tempo o valor adaptativo da população, nas quais ocorre 

redução de heterozigosidade. Isto também resulta na perda da diversidade alélica (AVISE, 

1994). Crow e Kimura (1970) relataram que a endogamia pode promover redução da 

produtividade, fertilidade, viabilidade das sementes, vigor e na adaptação. Quanto maior a 

ocorrência de endogamia, menor o número de heterozigotos observados. Isto pode 

proporcionar a perda de diversidade genética nas populações remascentes devido aos fatores 

associados a deriva genética (ELLSTRAND; ELAM, 1993). 

A deriva genética é uma flutuação aleatória das frequências alélicas, que 

tem como consequência a perda e/ou a fixação de alelos (FUTUYMA, 1992). A deriva pode 
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promover a perda de alelos da população e, a longo prazo, gerar um aumento da endogamia, 

em função da maior probabilidade de autofecundação e cruzamento entre indivíduos 

aparentados (KAGEYAMA et al., 1998). 

Populações de espécies que sofreram fragmentação ficam isoladas 

reprodutivamente, e apresentam apenas uma pequena amostra do conjunto gênico da 

população original (efeito de gargalo de garrafa) e, ao mesmo tempo, perda de alelos devido à 

deriva genética, caso a população remanescente permaneça isolada por várias gerações 

(SOUZA, 1997). O fluxo gênico é prejudicado, principalmente quando os agentes 

polinizadores são animais, levando a uma maior diferenciação genética entre populações 

(ROTMAN; BOYLE, 2000). 

O isolamento age negativamente na riqueza ao diminuir a taxa ou o 

potencial de imigração ou de colonização, e depende das distâncias e das áreas de todos os 

fragmentos vizinhos, do arranjo espacial dos fragmentos de habitat, assim como das 

características do ambiente entre os fragmentos. A redução do fluxo gênico devido ao 

aumento do grau de isolamento entre populações provoca a divergência genética entre elas 

(HARTL; CLARK, 1997). Muitas espécies possuem meios efetivos de dispersão de genes e 

com isso mantém altos níveis de variação genética dentro de populações com pouca 

diferenciação genética entre as mesmas (FORÉ et al., 1992). 

Sendo assim, verifica-se a importância de fazer inferências sobre a estrutura 

genética de populações, medir a sua diversidade e verificar relações entre populações de 

diferentes locais, para que se possa chegar a conclusões mais claras sobre os efeitos da ação 

humana sobre as espécies vegetais. 

 

 

2.4 FLUXO GÊNICO 

 

 

O fluxo gênico é um termo coletivo que inclui todos os mecanismos de 

movimentação gênica entre populações (TARAZI, 2009). Fluxo gênico geralmente é utilizado 

como sinônimo para migração e dispersão. O termo migração refere-se a qualquer 

movimento, incluindo os cíclicos que podem regularmente retornar o organismo ao seu local 

de origem. Enquanto que o termo dispersão é mais precisamente restrito para movimentos que 

aumentam a distância entre os organismos, gametas ou propágulos da fonte dispersora 

(NEIGEL, 1997). Segundo Levin e Kerster (1974), o fluxo gênico se dá de duas maneiras, a 
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primeira é o fluxo gênico potencial, que está relacionado com a deposição de pólen e 

sementes a partir de uma população fonte. Enquanto que fluxo gênico efetivo refere-se à 

incidência de fertilização (no caso de pólen) e ao estabelecimento de indivíduos reprodutivos 

(no caso de sementes), em função da distância da população fonte e fluxo gênico no tempo. O 

fluxo gênico no tempo é devido à ocorrência de dormência das sementes de algumas espécies, 

gerando uma sobreposição de gerações sucessivas, podendo funcionar como mecanismo de 

fluxo gênico no tempo (LEVIN; KERSTER, 1974). 

Em populações isoladas, o fluxo gênico tem importante efeito em 

uniformizar a composição genética destas, de modo que, na ausência de seleção, se a 

população for grande o suficiente para que a deriva genética possa ser ignorada, o fluxo 

gênico irá homogeneizar as frequências alélicas em todas as populações (PERECIN, 2000). 

Existe grande associação entre o fluxo gênico e a estrutura genética das populações das 

espécies arbóreas tropicais, de forma que a distância de vôo dos polinizadores e dispersores de 

sementes pode predizer a variação genética das espécies em questão (KAGEYAMA; 

LEPSCH-CUNHA, 2001). Espécies com alta taxa de autofecundação (autogamia) com 

movimento a longa distância de liberação de pólen, podem ter menos fluxo gênico do que 

espécies predominantemente alógamas com liberação de pólen local (LEVIN; KERSTER, 

1974). 

 

 

2.5 MANUTENÇÃO DA VARIABILIDADE GENÉTICA 

 

 

A variabilidade genética é a matéria-prima para o potencial evolutivo de 

uma espécie, e determina suas chance de sobrevivência a longo prazo (FLEISHMAN et al., 

2001; JONES et al., 2001; MAMURIS et al., 2001; PITHER et al., 2003). A baixa 

variabilidade genética pode acarretar na incapacidade das populações em responder às 

mudanças ambientais (MATOCQ; VILLABLANCA, 2001; SHARMA et al., 2000), já que 

provoca a redução da adaptabilidade da população (BOUZAT, 2001; SHARMA, 2001), sendo 

uma das principais ameaças à existência de uma espécie (JAGGI et al., 2000). 

Em populações naturais, a distribuição da variabilidade genética é 

influenciada pelo sistema de acasalamento, tamanho da população, distribuição geográfica, 

fluxo gênico e deriva genética (HAMRICK, 1982), além de ser estruturada no tempo e no 

espaço. Para a maioria das espécies arbóreas, a maior parte da diversidade gênica é 
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constituída pela variação genética dentro das populações (HAMRICK; GODT, 1989). A 

variabilidade genética interpopulacional é refletida, ao menos em parte, na ação de processos 

genéticos em nível populacional, como seleção para microhabitats, deriva genética e fluxo 

gênico restrito. Esses processos têm sido citados como as possíveis causas da distribuição não 

aleatória de genótipos em populações naturais (EPPERSON, 1990; LOVELESS; HAMRICK, 

1984; SOKAL et al., 1989). 

Os fatores que afetam a reprodução e fluxo gênico são particularmente 

determinantes da estrutura genética de populações (LOVELESS; HAMRICK, 1984). 

Polinizadores como morcegos e beija flores, por exemplo, devido à sua capacidade de vôo, 

promovem o aumento da variabilidade dentro de populações, enquanto diminuem a 

divergência entre populações ao mantê-las ligadas por fluxo gênico. Da mesma forma, 

sementes dispersas pelo vento promovem o deslocamento de alelos dentro da população e 

eventualmente entre populações. O limitado fluxo gênico mesmo dentro de populações pode 

levar à formação de pequenos grupos de indivíduos geneticamente mais similares, de modo 

que uma população pode ser constituída de várias subpopulações geneticamente diferenciadas 

(FISCHER et al., 2000). 

O sistema reprodutivo preferencial (autogamia ou alogamia), também 

contribui com a determinação da estrutura genética. Em espécies preferencialmente alógamas, 

espera-se encontrar alta diversidade dentro de populações e baixa diversidade entre elas. Já 

em espécies autógamas, as populações apresentam pouca diversidade de genótipos, mas são 

bastante divergentes entre si (LOVELESS; HAMRICK, 1984). 

 

 

2.6 MARCADORES MOLECULARES 

 

 

Existem várias maneiras de se estimar a variabilidade de uma determinada 

população e verificar sua estrutura genética. O mais simples indicador de variabilidade 

genética é a própria variabilidade morfológica. Os marcadores morfológicos foram os 

primeiros a serem utilizados em estudos genéticos, e serviam para desenvolver as teorias de 

Mendel, teorias sobre ligações gênicas, identificação de espécies e cultivares e na construção 

dos primeiros mapas genéticos (STEINER; GREENE, 1996). Entretanto, esses caracteres 

constituem uma base ínfima para estudos de variabilidade genética, por ser uma medida 
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indireta da composição do DNA do material estudado e influenciados pelo ambiente 

(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995). 

O desenvolvimento de técnicas moleculares a partir da década de 1960 

vieram a solucionar estes problemas e têm sido amplamente utilizadas para monitorar a 

variabilidade genética (PARKER et al., 1998). Os recentes avanços na biologia molecular 

abriram novas perspectivas para a pesquisa em conservação de espécies e para os estudos de 

biologia populacional como um todo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995; HAIG, 1998; 

ZUCCHI, 2002). 

Os marcadores isoenzimáticos detectam o polimorfismo de isoenzimas. 

Mutações na sequência gênica alteram a carga elétrica de algumas proteínas com função 

enzimática (ZUCCHI, 2002). O polimorfismo é detectado a partir da eletroforese das 

amostras de proteína que permite a visualização do produto enzimático por métodos 

histoquímicos. Os marcadores isoenzimáticos podem ser obtidos de uma maneira 

relativamente rápida, barata e são disponíveis para praticamente todas as espécies de plantas. 

(HOEBEE; YOUNG, 2001; NASSAR et al., 2001). Este tipo de marcador ainda é muito 

utilizado no estudo de genética de populações (HARDY et al., 2006; KAGEYAMA et al., 

2003; MARTINS et al., 2008; MELO JÚNIOR et al., 2004; SEBBEN, 2001). 

Na década de 1970, surgiu o primeiro marcador que detecta o polimorfismo 

genético diretamente no DNA, eliminando a influência do ambiente (MILACH, 1998). A 

técnica, chamada de RFPL (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), baseia-se no uso de 

enzimas de restrição que reconhecem sítios específicos na sequência de DNA, clivando-os e 

gerando fragmentos de tamanho e número variáveis (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995). 

As variações decorrem de mutações pontuais, inserções e/ou deleções na molécula de DNA 

ou rearranjos nos sítios de clivagem. A detecção do polimorfismo é feita através de Southern 

blot. O marcador RFLP apresenta um grande número de marcadores disponíveis e herança 

codominante (CAIXETA et al., 2006; NEWBURY; FORD-LLOYD, 1993). Por se tratar de 

uma técnica de grande morosidade e a necessidade de aplicação em um grande número de 

indivíduos, este marcador não foi muito difundido em estudos de genéticas de populações 

(ZUCCHI, 2002). 

O surgimento da reação de polimerização em cadeia (PCR - Polymerase 

Chain Reaction), em meados da década de 1980, causou uma verdadeira revolução na 

biologia porque permitiu significativo avanço no estudo do polimorfismo encontrado na 

molécula de DNA. A técnica baseia-se na síntese enzimática in vitro de milhões de cópias de 
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segmentos específicos de DNA (BORÉM, 2001; BRAMMER; MILACH, 2002). Dentre as 

técnicas que surgiram baseadas em PCR, destacam-se RAPD, AFLP e os microssatélites. 

A técnica do RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) permite obter 

produtos genômicos amplificados via PCR. A técnica não requer conhecimento prévio da 

sequência de DNA alvo e utiliza primers de sequência arbitrária e que não precisam ser 

espécie-específicos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995). A dominância dos marcadores 

RAPD dificulta estimar as frequências genotípicas, taxas de endogamia e diversidade 

genotípicas, limitando a análise da estrutura e diversidade genética de populações (MOURA, 

2003). Apesar de demonstrar problemas, como baixa reprodutibilidade, a técnica se 

popularizou, pois permite gerar informação sobre a estrutura genética de populações nunca 

estudadas, uma vez que não é necessário o conhecimento da sequência alvo (FERREIRA; 

GRATTAPAGLIA, 1995). Os marcadores RAPD já foram bastante usados para estimar a 

variabilidade genética em espécies arbóreas tropicais (ABEYSINGHE et al., 2000; DEGEN et 

al., 2001; MOSSI et al., 2009; RAINA et al., 2001). 

O AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism) oferece a 

oportunidade de realizar estudos genéticos detalhados em um grande número de organismos e 

espécies (THOMAS et al., 1995), sem a necessidade de conhecimento prévio do genoma da 

espécie estudada, tal como no RFLP. Comparado ao RFLP e RAPD, apresenta um número 

muito maior de polimorfismo. A metodologia é baseada na amplificação seletiva, pela PCR, 

de fragmentos de restrição do DNA genômico. A técnica envolve três passos: (i) digestão do 

DNA e ligação de adaptadores específicos; (ii) amplificação seletiva de conjuntos de 

fragmentos de restrição; (iii) análise em gel dos fragmentos amplificados. O número de etapas 

torna a técnica mais trabalhosa para se obter o resultado final (CAIXETA et al., 2006). Assim 

como o RAPD, os marcadores AFLP apresentam como desvantagem a característica 

dominante, que acarreta um baixo conteúdo de informação por loco (FERREIRA; 

GRATTAPAGLIA, 1995). 

 

 

2.6.1 Marcadores Microssatelites 

 

 

Marcadores do tipo microssatélite, também conhecidos como SSR (Simple 

Sequence Repeat) ou STR (Short Sequence Tandem Repeat), baseiam-se na detecção de 

variações em loci de sequências repetitivas (JEFFREYS et al., 1985). Estas sequências, ou 
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microssatélites, consistem numa subclasse de DNA repetitivo formado por pequenas 

sequências (2 a 6 nucleotídeos) repetidas várias vezes de maneira idêntica e adjacente 

(repetição em tandem), tais como (AT)n ou (ATT)n. Os microssatélites são abundantes e 

estão dispersos nos genomas eucariotos, em regiões codificadoras e não codificadoras. Devido 

a sua natureza repetitiva e o alto grau de variação no número de repetições em cada 

microssatélite, esses marcadores geram um modelo complexo de bandas (HANCOOK, 1999; 

LITT; LUTY, 1989; WEBER; MAY, 1989). 

Sequências de DNA, de 20 a 30 pares de bases, flanqueiam os 

microssatélites e são altamente conservadas, o que permite sua seleção e amplificação via 

PCR. O par de pequenos fragmentos flanqueadores é denominado primers de microssatélite. 

O uso de marcadores microssatélites é limitado pelo alto custo, tempo e mão de obra 

especializada necessários para o desenvolvimento prévio dos primers, que requerem a 

construção de uma biblioteca genômica da espécie estudada, clonagens e sequenciamentos e 

também isolamento e caracterização dos microssatélites (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 

1995). Além disso, é necessário adequar os protolocos de amplificação para cada primer, 

sendo muitas vezes necessários protocolos específicos para cada loco analisado (RUAS, 

2009). 

Entretanto, os marcadores microssatélites apresentam características 

desejáveis para serem utilizados em estudos de genética de populações. Possuem herança 

codominante, o que permite discriminar homozigotos de heterozigotos; são multialélicos, 

apresentando o maior conteúdo informativo por loco entre todas as classes de marcadores 

moleculares; são detectáveis por meio de PCR, altamente reproduzíveis e não requerem 

radioatividade. Todas essas características tornam a utilização deste marcador vantajosa, 

fazendo com que este possa ser considerado um marcador ideal para estudos de populações 

(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995; HOSHINO et al., 2002; POWELL et al., 1996). 

Os locos de microssatélite são frequentemente conservados entre espécies 

relacionadas. De acordo com Ciampi (1999) este é outro ponto positivo, pois indica que estes 

marcadores podem ser transferidos e uma vez desenvolvidos podem ser compartilhados entre 

diferentes laboratórios. Além disso, amplia a possibilidade de estudos em diferentes espécies 

arbóreas relacionadas com a mesma ferramenta molecular. 

Por suas características vantajosas, os marcadores microssatélites têm sido 

utilizados em estudos de diversidade de populações naturais (LEFORT et al., 2002; LOPES et 

al., 2002; SOUZA, 2002; YAMAMOTO et al., 2002). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 

O Norte do Paraná apresenta um alto grau de degradação ambiental, 

principalmente pela expansão de campos de cultivo e pastagens e pelo desenvolvimento 

urbano e industrial. A redução da floresta a pequenos fragmentos pode ter modificado a 

estrutura genética e a dinâmica das populações vegetais ali existentes. O crescente interesse 

nesta área gerou estudos da estrutura e variabilidade genética de populações naturais ou de 

ambientes fragmentados, oferecendo subsídios para se planejar o seu manejo e conservação. 

Há, contudo, um número reduzido de estudos científicos com espécies arbóreas tropicais. O 

presente estudo com Aegiphila sellowiana Cham. (Lamiaceae) procura contribuir neste 

âmbito, visando à conservação de espécies arbóreas nativas do Brasil e servindo como 

representante para se entender a variabilidade genética de espécies pioneiras de sucessão 

florestal secundária. 
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4 OBJETIVOS 

 

 

4.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

 

Investigar a estrutura e variabilidade genética dentro e entre populações de 

Aegiphila sellowiana Cham. (Lamiaceae), utilizando marcadores microssatélites, e verificar 

se há relação com a paisagem fragmentada da bacia do rio Tibagi. 

 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

1. Quantificar a variabilidade genética intra e interpopulacional de cinco populações de A. 

sellowiana localizadas em fragmentos da porção médio-jusante do rio Tibagi. 

2. Estimar a divergência genética entre estas populações em estudo, comparando com as 

distâncias geográficas dos diferentes fragmentos amostrados. 

3. Verificar se ocorre fluxo gênico entre as populações de diferentes fragmentos. 

4. Estabelecer uma relação entre os dados moleculares analisados, as áreas de coleta e o 

impacto do histórico de fragmentação que ocorreu na região de estudo. 
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Estrutura genética de cinco populações de Aegiphila sellowiana Cham. (Lamiaceae) da 
bacia do rio Tibagi utilizando marcadores microssatélites1

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
1 Este artigo será enviado para publicação na revista Genetics and Molecular Biology. 
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Resumo 
Aegiphila sellowiana é uma espécie pioneira, geralmente encontrada em florestas ombrófilas 
e semideciduais, e é considerada de grande importância ecológica, por ser utilizada na 
recuperação de áreas degradadas. Para investigar a estrutura genética de A. sellowiana em 
fragmentos de mata foram amostradas cinco populações localizadas na bacia do rio Tibagi, no 
estado do Paraná-Brasil. Nove locos polimórficos de microssatélites foram utilizados para 
analisar 150 indivíduos adultos. Os dados revelaram que o número de alelos e o número de 
alelos efetivos variaram de 2,22±0,97 até 2,56±0,53 e de 1,62±0,51 até 1,85±0,45, 
respectivamente. As populações Médio Tibagi 1, Médio Tibagi 2 e Baixo Tibagi 2 
apresentaram heterozigosidade observada maior do que a esperada. As populações 
apresentaram-se moderadamente diferenciadas (FST = 0,1970), indicando que a maior parte da 
variabilidade encontra-se dentro das populações. Os valores de FST entre pares de população 
foram altos e significativos, porém as distâncias genéticas e geográficas não estão 
correlacionadas. A análise bayesiana evidenciou migrantes entre as populações Baixo Tibagi 
1, Baixo Tibagi 2 e Médio Tibagi 1. Os dados indicaram que as populações passaram por um 
leve efeito de gargalo de garrafa, possivelmente associados ao processo de fragmentação que 
tem ocorrido na bacia do rio Tibagi. Os dados genéticos obtidos sugerem uma pequena perda 
de variabilidade nas populações, com a manutenção de diversidade dentro de populações pelo 
fluxo de sementes. 
 
Palavras-chave: árvore tropical, variabilidade genética, conservação, Lamiaceae, SSR. 
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Introdução 

 

Aegiphila sellowiana Cham. (Lamiaceae), conhecida popularmente como 

tamanqueiro, papagaio ou pau-de-tamanco, é uma espécie arbórea tropical pioneira. A árvore 

alcança de 4 a 7 m de altura e tronco de 20 a 30 cm de diâmetro. Apresenta folhas simples e 

opostas, com 18 a 28 cm de comprimento (Lorenzi, 2002). As flores são melíferas de cor 

branca. O fruto é do tipo drupa obovóide, com coloração amarelada e uma única semente 

(Pizo, 2004; Alves, 2008). A espécie ocorre naturalmente nos estados do Rio de Janeiro, 

Minas Gerais, São Paulo e Paraná. É comum em remanescentes florestais envoltos por uma 

área muito explorada pelo homem (Soares-Silva et al., 2001; Araújo et al., 2006). 

Devido seu comportamento pioneiro, A. sellowiana tem se restabelecido 

com relativa facilidade em algumas áreas agrícolas abandonadas. Este processo de 

recolonização, associada ao fluxo gênico via pólen e sementes, pode reduzir a diferenciação 

entre populações (Bertagna, 2007). Entretanto, há poucos estudos envolvendo espécies 

arbóreas tropicais pioneiras, principalmente no que se refere às espécies de plantas da Bacia 

do Rio Tibagi, que poderiam fornecer informações sobre os efeitos da ação humana sobre 

estas espécies vegetais. O manejo e a conservação de espécies arbóreas florestais dependem 

da correta avaliação da diversidade genética de modo a revelar relação genética entre os 

indivíduos, os níveis de variação genética e a estrutura genética das populações. Estes fatos 

nos permitem estabelecer um histórico das mudanças evolutivas que caracterizam a espécie e 

predizer como as populações responderão a eventos futuros de origem natural e artificial 

(Wallace, 2002). 

Nos últimos anos, várias técnicas e diferentes marcadores moleculares têm 

sido utilizados em estudos de genética de populações naturais ou fragmentadas (Cardoso et 

al., 2000; Degen et al., 2001; Hardy et al., 2006; La Torre et al., 2008, Mossi et al., 2009; 
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Moura et al., 2009). Em relação às outras técnicas moleculares, marcadores microssatélites 

apresentam maior conteúdo genético informativo (Li et al., 2004). Além disso, este marcador 

apresenta codominância que permite distinguir o genótipo heterozigoto do homozigoto, e a 

partir destes dados, detectar todos os alelos de um dado loco, possibilitando o cálculo das suas 

freqüências (Hoshino et al., 2002). 

Neste trabalho foram empregados marcadores microssatélites a fim de 

estimar a variabilidade genética entre populações de A. sellowiana em áreas fragmentadas, 

verificar se há relação entre os dados moleculares e a ação antrópica que ocorreu na região 

estudada. Esta espécie foi escolhida para este estudo por ser geralmente recomendada para 

recuperação de áreas degradadas. 

 

Material e Métodos 

 

Área de estudo 

 

A bacia do rio Tibagi apresenta uma área de aproximadamente 25.000 km2, 

correspondendo a 13% da superfície do estado do Paraná. A nascente do rio Tibagi está 

localizada no sul do Estado, e corre 550 km em direção ao norte. Esta bacia destaca-se pelo 

seu potencial hidráulico e por possuir solos com características próprias para a agricultura e 

pecuária (Stipp, 2000; Medri et al., 2002). 

Ao longo de toda sua extensão, a bacia apresenta variações climáticas, 

topográficas e edáficas, resultando numa heterogeneidade ambiental (Tabelas 1 e 2) que 

reflete na diversificação da vegetação ao longo de toda a sua área, o que permite dividi-la em 

três regiões: alto, médio e baixo Tibagi (Medri et al., 2002). A região do alto Tibagi possui 

clima do tipo Cfb, caracterizado por verões amenos e invernos severos, com geadas 
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frequentes. A pluviosidade é menor do que nas outras regiões, com uma média de 1.550mm. 

A formação predominante nesta área é a estepe (campo), mas em algumas áreas ocorrem 

fisionomias da floresta ombrófila mista, com agrupamentos de Araucária angustifólia 

(pinheiro-do-paraná ou araucária) (Torezan, 2002). O médio Tibagi apresenta clima 

intermediário entre Cfa e Cfb, com uma pluviosidade de 1.700 mm por ano (Mendonça e 

Danni-Oliveira, 2002). A vegetação do médio Tibagi é de transição entre a floresta ombrófila 

mista e a floresta estacional semidecidual, sendo possível observar Araucária angustifólia em 

alguns remanescentes. A região do baixo Tibagi é caracterizada por um clima tipo Cfa, com 

verões quentes, invernos amenos e baixa frequência de geadas (Mendonça e Danni-Oliveira, 

2002). Nesta região, a pluviosidade anual é de 1.600 mm. Inicialmente, esta era recoberta por 

uma exuberante floresta estacional semidecidual (Torezan, 2002), que sofreu um intenso 

processo de fragmentação com a cultura intensiva do café, a partir de meados de 1930 

(Maack, 2002) (Tabela 1). 

 
 
Tabela 1 - Tipos de vegetação e características climáticas e pedológicas das três regiões da 
bacia do rio Tibagi onde houve amostragem de indivíduos das populações de Aegiphila 
sellowiana. 

Região Clima1

Vegetatação2

Temperatura 
média 
anual1

Pluviosidade1 Geadas Solo3

Alto 

Cfb 
campos 

sulinos/floresta 
ombrófila mista 

18 oC 1.550 mm frequente 
neossolo/ 

cambissolo/ 
latossolo 

Médio 

Cfa/Cfb 
floresta 

ombrófila 
mista/estacional 

semidecidual 

19,5 oC 1.700 mm moderada 
neossolo/ 
argissolo/ 
latossolo 

Baixo 

Cfa 
floresta 

estacional 
semidecidual 

21 oC 1.600 mm rara latossolo/ 
nitossolo 

1 Mendonça & Danni-Oliveira (2002) 
2 Torezan (2002) 
3 Stipp (2002) 
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A. sellowiana está distribuída em toda a bacia do rio Tibagi (Dias et al., 

2002), sendo encontrada principalmente em fragmentos florestais pequenos e em bordas de 

plantações ou pastagens, onde apenas algumas dezenas de indivíduos podem ser encontradas 

distribuídas em conjunto. 

 

Amostragem 

 

Cinco populações de A. sellowiana foram amostradas, sendo duas na porção 

inferior da bacia do rio Tibagi (B1 e B2) e três na média (M1, M2 e M3) (Tabela 2). O critério 

para a escolha destas populações foi a quantidade de árvores individuais em número suficiente 

para permitir a amostragem. Para as análises genéticas, folhas jovens de 30 indivíduos de cada 

população foram coletadas, de modo a cobrir toda a área de distribuição do fragmento 

florestal. A distância mínima entre plantas individuais foi de 10 metros, evitando-se assim 

coletar plantas com a mesma composição genética, pois em A. sellowiana pode ocorrer 

rebrota a partir das raízes (Souza et al., 2002). As amostras foram coletadas em gelo e 

posteriormente foram transferidas para um freezer (-20 ºC), até a extração do DNA. 

 
 
Tabela 2 - Localização geográfica e altitude das áreas de amostragem de indivíduos de 
populações de Aegiphila sellowiana na bacia do rio Tibagi. 
Populações Município Latitude Longitude Altitude1

Médio Tibagi 1 (M1) Tamarana 23ο49’27”S 51ο10’00”O 831 
Médio Tibagi 2 (M2) Tamarana 23ο50’33.7”S 51ο09’82.4”O 879 
Médio Tibagi 3 (M3) Ortigueira 24ο34’99.8”S 50ο40’91.4”O 768 
Baixo Tibagi 1 (B1) Nova Sta. Bárbara 23ο39’27”S 50ο45’57”O 736 
Baixo Tibagi 2 (B2) Londrina 23ο20’45”S 51ο11’51”O 721 

1 Altitude em metros (m) 
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Procedimentos de laboratório 

 

O DNA genômico foi extraído utilizando o método CTAB, como descrito 

por Doyle e Doyle (1987), exceto que o CTAB foi substituído por MATAB (Mixed 

Alyltrimethylammonium Bromide, Sigma) no tampão de extração. A concentração de DNA 

foi estimada utilizando um fluorímetro (DyNA Quant 200, Höfer-Pharmacia), segundo as 

instruções do fabricante. A concentração das amostras de DNA foi ajustada para 2 ng μl-1 para 

uso nas amplificações de PCR. 

Foram utilizados nove primers microssatélites descritos por Ruas et al. 

(2010) nas amplificações (Tabela 3). As reações foram realizadas em um volume final de 10 

μl contendo 2,5 μl água MiliQ; 3,5 μl da enzima Max Mix (Prodimol Biotecnologia), 0,75 μl 

de cada primer (direito e reverso) e 2,5 μl DNA molde. Para cada par de primer, um controle 

de reação sem DNA, mas contendo os demais reagentes, foi incluído. As reações foram 

colocadas em termociclador PTC200 da MJ Research. O programa para amplificação de cada 

um dos pares de primers está de acordo com o protocolo estabelecido por Ruas et al. (2009). 

Após as amplificações, os fragmentos de DNA foram separados em géis de 

7% de acrilamida:bisacrilamida (29:1), durante 3 horas a 200 V e corados com nitrato de prata 

20%. O tamanho dos alelos foi determinado por comparação com um marcador de peso 

molecular padrão de 50 pb (Ludwig Biotecnologia). Fragmentos amplificados de diferentes 

tamanhos foram considerados alelos diferentes. 



 

 
 
 
 
 
Tabela 3 - Sequências dos pares de primers desenvolvidos por Ruas et al. (2010) para Aegiphila sellowiana utilizados nas reações de 
amplificação, com as respectivas temperaturas de anelamento (TA) e as amplitudes alélicas. 

Loco Sequência dos pares de primer 5´-3 Sequência do motif TA (0C) Amplitude alélica 
(pb) 

As18F-1 F: 5´ ACT GCC ACA AGC TCT CCA AG 3` (CG)1(CG)4C 600 170-260 
 R: 5`AGC CCA TTA ACA AAA ACA GG 3`    
As 87-1 F: 5´ TTC ATG GGA AGG TTC TGC AC 3` (TA)4 600 180-250 
 R: 5` TCA AAC TTG TTG CCG AAG AA 3`    
As 73 F: 5` GGG GAT TGA CTT CAA CGA GA 3` (GAA)3 600 170-200 
 R: 5` TTG TTC AAC CTG CAA ACC AA 3`    
As 9F-1 F: 5` GAT TTT TGG GGA TAG CAG GA 3` (TG)7(TA)6TGTA(TG)3 590 160-180 
 R: 5` ATG GGC AAC TGT ACG TGT GA 3`    
As 18F-2 F: 5` CCG CAG ACT TAC ATG GTG AA 3` (TG)7 600 190-220 
 R: 5` AGC CCA TTC ACA AAA ACA GG 3`    
As 25F F: 5` CCG AAT AAA GAG AAA GCA GCA 3` (CA)4CC(A)11C(CA)3(TACACA)2(CA)4 600 250-300 
 R: 5` GGC ATC TTG TCC CTT CTT GT 3`    
As 68 F: 5` TCT TCA GGG AGG TGG TGA TT 3` (GT)7 600 210-230 
 R: 5` AGA TCC AAT GGC TCA TCG TT 3`    
As 84 F: 5` TCC CGG AAG ACA TCA TTA GC 3` (TG)4 600 220-260 
 R: 5` TCC AAT AGT CCG ACC CAA TC 3`    
As 93-1 F: 5` GAT TCC GGC ATA CAC CAA AG 3` (GT)5 600 170-200 
 R: 5` AAT TTT TGG CCG GGT TTT AC 3`    
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Análise dos dados 

 

A diversidade genética foi estimada para todos os locos de microssatélites 

por população. A porcentagem de locos polimórficos (PP), número de alelos por loco (A), 

número de alelos efetivos por loco (Ae), heterozigosidade observada (HO) e esperada (HE) 

foram calculadas para todas as subpopulações utilizando o software POPGENE v. 1.31 (Yeh 

et al., 1999). Os coeficientes de endogamia (FIS) para cada população foram testados para o 

desvio do equilíbrio de Hardy-Weinberg utilizando testes de probabilidade que foram 

calculados com o programa FSTAT (Goudet, 2001). Foi aplicada uma correção de Bonferroni 

para comparações múltiplas a fim de determinar a significância estatística a 5% de 

probabilidade. 

A variação genética dentro e entre populações foi estimada pela análise de 

variância molecular (AMOVA) utilizando o programa ARLEQUIN 3.0 (Excoffier et al., 

2005) e a divergência genética entre pares de populações (FST) foi calculada usando o 

programa FSTAT (Goudet, 2001). 

Foi realizada uma análise bayesiana para detectar os padrões da estrutura 

genética e se ocorreu migração recente entre as populações de A. sellowiana, e para isso 

utilizou-se o software STRUCTURE 2.0 (Pritchard et al., 2000) e BAYESASS (Wilson e 

Rannala, 2003). Simulações para cada valor de K foram repetidos 1.000 vezes para fornecer a 

maior probabilidade. 

As distâncias genéticas de Nei (1978) entre as populações estudadas foram 

estimadas utilizando-se o programa TFPGA (Miller, 1997), e também para construção de um 

dendrograma utilizando o método de agrupamento UPGMA. As distâncias geográficas entre 

as populações foram calculadas utilizando o programa GOOGLE EARTH 

(htt://earth.google.com/). Para verificar uma possível relação entre distância geográfica e 
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genética, foi realizado um teste de regressão linear de Spearman utilizando o programa 

BIOESTAT 2.0 (Ayres et al., 2005). 

Para verificar se as populações estudadas passaram por um efeito de gargalo 

de garrafa recente devido ao histórico de distúrbios ambientais da região, utilizou-se o 

programa BOTTLENECK (Cornuet e Luikart, 1996; Piry et al., 1998). Esta avaliação permite 

detectar um excesso de heterozigotos em relação ao número de heterozigotos de uma 

população em equilíbrio (Piry et al., 1998). Se as populações sofreram um efeito de gargalo 

de garrafa recente, é possível que a diversidade alélica tenha sido perdida mais rapidamente 

do que a heterozigosidade esperada (Maruyama e Fuerst, 1985). Seguindo recomendações de 

Luikart E Cornuet (1998), dois modelos de dinâmica evolucionária foram considerados, o 

Infinite Mutation Model (IMM) e o Stepwise Mutation Model (SMM). Esta abordagem 

compara as diversidades gênicas observadas e esperadas baseadas no número de alelos 

observados que estariam em um equilíbrio entre a deriva e a mutação (Omondi et al., 2009). 

Para tanto, foi realizado um teste de sinal (Cournuet e Luikart, 1996) que determina se o 

desvio no excesso de heterozigosidade em todos os locos dentro de cada população é 

significativo, o que pode indicar se a população passou por um efeito de gargalo de garrafa 

recente. 

 

Resultados 

 

Diversidade Genética 

 

As estimativas de variação genética de nove locos microssatélites em A. 

sellowiana mostraram que as populações B1, B2 e M3, apresentaram iguais valores de 

porcentagem de locos polimórficos (100%), enquanto que as populações M1 e M2 
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apresentaram 77,78% e 88,89%, respectivamente (Tabela 4). A média do número de alelos 

por loco (2,31±0,68) foi maior em relação ao valor médio de alelos efetivos (1,72±0,49). 

 
 
Tabela 4 - Estimativas de variação genética de nove locos microssatélites de cinco 
populações de Aegiphila sellowiana. N, número de indivíduos por população; PP, 
porcentagem de locos polimórficos; A, número de alelos por loco; AE, número de alelos 
efetivos por loco; HO, heterozigosidade observada; HE, heterozigosidade esperada; FIS por 
população para todos os locos. Desvio padrão (SD) é incluído para A, AE, HO e HE. 
Populações N Pp A(SD) AE(SD) HO(SD) HE(SD) FIS
M1 30 77,78 2,22±0,97 1,62±0,51 0,41±0,43 0,32±0,23 -0,277* 
M2 30 88,89 2,33±1,00 1,68±0,66 0,32±0,38 0,33±0,24 0,026 
M3 30 100 2,22±0,44 1,78±0,41 0,46±0,48 0,41±0,19 -0,117* 
B1 30 100 2,56±0,53 1,85±0,45 0,43±0,38 0,43±0,17 0,009 
B2 30 100 2,22±0,44 1,66±0,39 0,48±0,48 0,37±0,18 -0,329* 
Média 30 93,33 2,31±0,68 1,72±0,49 0,42±0,43 0,37±0,20  

* FIS significativo a 5% de probabilidade por população em todos os locos. 

 
 

A heterozigosidade média observada (HO = 0,42±0,43) foi maior do que a 

heterozigosidade média esperada (HE = 0,37±0,20), sugerindo excesso de heterozigotos em 

relação ao equilíbrio de Hardy-Weinberg. Os valores de heterozigosidade observados foram 

maiores do que a heterozigosidade esperada para as populações M1, M3 e B2. Enquanto que 

as populações B1 e M2 mostraram valores de heterozigosidade observada próximos do 

esperado (Tabela 4). Desvios significativos do equilíbrio de Hardy-Weinberg foram 

encontrados para as populações M1 (FIS = -0,277; P < 0,05), M3 (FIS = -0,117; P < 0,05) e B2 

(FIS = -0,329; P < 0,05). Para as populações, M2 e B1, os índices de fixação foram positivos, 

baixos e não significativos (FIS = 0,026 e 0,009, respectivamente). 

 

Estrutura Genética e Migração 

 

As diferenças genéticas entre as populações foram avaliadas utilizando 

valores de FST. A análise de variância molecular (AMOVA) demonstrou que 19,70% da 
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variação genética foi entre populações, e 80,30% dentro de populações (Tabela 5), o que é 

característico de uma espécie arbórea alógama que apresenta variabilidade genética maior 

dentro de populações (Hamrick et al., 1992; Omondi et al., 2009). 

 

 

Tabela 5 - Análise de variância molecular (AMOVA) de cinco populações de Aegiphila 
sellowiana da bacia do rio Tibagi. 

Fonte de variação GL SQ Componentes de 
Variância 

% de 
Variação 

Entre Populações 4 103,317 0,403 19,7** 
Dentro Populações 295 484,650 1,643 80,3  
Total 299 587,967   
Índice de Fixação (FST) = 0,197 
** P < 0,01 (significância dada pelo teste com 1023 permutações). 

 
 

Os resultados de FST entre pares de populações estão apresentados na Tabela 

6. A menor diferença genética observada foi entre as populações M1 e B1 (FST = 0,0818), 

enquanto que as populações M1 e B2 apresentaram as maiores diferenças genéticas (FST = 

0,2612). 

 
 
Tabela 6 - Distância geográfica, em km, entre as populações estudadas, acima da diagonal. 
Valores de FST entre pares de populações de Aegiphila sellowiana, abaixo da diagonal. Todos 
os valores de FST foram significativos (P < 0,05, significância dada pelo teste com 1023 
permutações). 

População M1 M2 M3 B1 B2 
M1 ----- 1,18 84,10 66,39 31,77 
M2 0,2344 ----- 83,06 66,40 32,95 
M3 0,2509 0,2162 ----- 78,53 111,61 
B1 0,0818 0,1962 0,1387 ----- 70,20 
B2 0,2612 0,2290 0,1692 0,1834 ----- 

 
 

As distâncias genéticas de Nei (1978) entre populações variaram de 0,0520 

(M1 e B1) a 0,2207 (M1 e M3) (Tabela 7) e são semelhantes aos valores de FST entre pares de 

populações. 
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Tabela 7 – Distância genética de Nei (1978) entre as populações de Aegiphila  sellowiana 
amostradas na bacia do rio Tibagi. 

População M1 (1) M2 (3) M3 (4) B1 (2) 
M1 (1) -----    
M2 (3) 0,1848 -----   
M3 (4) 0,2207 0,1837 -----  
B1 (2) 0,0520 0,1605 0,1341 ----- 
B2 (5) 0,2149 0,1820 0,1429 0,1698 

 

 

As estimativas de distância genética de Nei foram utilizadas para a 

construção de um dendrograma (Figura 1) em que se pôde evidenciar a formação de dois 

grupos. Um agrupamento é composto pelas populações M1 e B1 e o outro grupo é composto 

pelas populações M3 e B2. A população M2 agrupou-se com as populações M1 e B2. O teste 

de regressão linear para verificar se há correlação entre as distâncias geográficas e os valores 

de FST entre pares de populações não foram significativas. 

 

 

 
Figura 1 - Dendrograma UPGMA apresentando as distâncias genéticas de Nei (1978) entre cinco 
populações de Aegiphila sellowiana amostradas nas porções baixa (B1 e B2) e média (M1, M2 e M3) 
da bacia do rio Tibagi.
 

 

A análise bayesiana mostrou que os dados analisados estão estruturados em 

cinco grupos (K = 5) com uma probabilidade de 83%. Isto indica que estes grupos formam 

populações diferenciadas, porém não estão totalmente isoladas, pois três populações (B1, B2 e 
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M1) mostraram evidências de migrantes a partir de outras populações. A população B1 

apresentou migrantes a partir de M1 e B2, e estas populações apresentaram migrantes a partir 

de B1. As populações M2 e M3 não apresentaram migrantes (Tabela 8). 

 

 

Tabela 8 - Médias e intervalo de confiança a 95% (IC) das distribuições a posteriori das 
proporções de indivíduos não-migrantes e migrantes para as cinco populações de Aegiphila 
sellowiana, baseado no método de atribuição bayesiana de Wilson e Rannala (2003) em 
BAYESASS. Os migrantes são indicados pela população de origem e pelas taxas de migração 
(N/M ausência de migrantes). 
Populações Não-migrantes (95% IC) Migrantes (95% IC) 
M1 0,677 (0,667, 0,705) B1 0,303 (0,262, 0,328) 
M2 0,988 (0,955, 1,000) N/M 
M3 0,984 (0,947, 1,000) N/M 
B1 0,677 (0,667, 0,702) M1 0,157 (0,096, 0,217); B2 0,149 (0,090, 0,208) 
B2 0,677 (0,667, 0,701) B1 0,305 (0,267, 0,329) 

 
 
 

O teste de sinal para excesso de heterozigosidade mostrou que para a 

maioria das populações, com exceção de B2, ocorreu um leve efeito de gargalo de garrafa 

pois, nestas populações, tanto pelo modelo SMM quanto pelo IAM observou-se um excesso 

de heterozigosidade (Tabela 4 e 9). 

 

 

Tabela 9 - Teste de sinal para excesso de heterozigotos para nove locos microssatélites em 
cinco populações de Aegiphila sellowiana. 

  SMMa  IAMb
Populações  

No de indivíduos 
por população  He/Hd  P  He/Hd  P 

M1  30  5/2  0,27  5/2  0,18 
M2  30  5/3  0,38  6/2  0,09 
M3  30  6/3  0,26  7/2  0,05c

B1  30  6/3  0,35  7/2  0,07 
B2  30  5/4  0,51  5/4  0,36 

a Stepwise Mutation Model 
b Infinite Mutation Model 

He/Hd representa a razão entre o número de loco com excesso de heterozigotos e o número de loco com 
deficiência de heterocigotos. A razão He/Hd é esperada em aproximadamente 1:1 para populações que não 
sofreram efeito gargalo de garrafa. He é esperado ser maior do que Hd  para populações que recentemente 
sofreram um gargalo de garrafa (Luikart e Cornuet, 1998). 

c P≤ 0,05 significância do excesso de heterozigotos. 
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Discussão 

 

Diversidade Genética 

 

A. sellowiana mostrou uma variabilidade genética menor em relação a 

outras espécies tropicais. Assim, Acacia senegal mostrou um HO = 0,709 (Omondi et al., 

2009), Tabebuia serratifolia e Cedrela odorata mostraram valores de HO iguais a 0,417 e 

0,773, respectivamente (Martins et al., 2008). Raposo et al. (2007) trabalhando com a espécie 

arbórea Carapa guianensis encontrou valor de HO = 0,578. O baixo valor de HO constatado 

neste trabalho em relação a estas outras espécies arbóreas deve-se ao fato destas populações 

serem pouco comprometidas pela ação antrópica, ao contrário das populações de A. 

sellowiana estudadas neste trabalho. Segundo Moura et al. (2009), populações de árvores 

tropicais que sofreram ação antrópica mostraram um número médio de alelos por loco nas 

populações inferiores às populações naturais. Em estudo realizado por Moura et al. (2009), 

com população perturbada pela ação do homem e população natural de Solanum lycocarpum, 

foi verificado que na primeira o número efetivo de alelos por loco e a heterozigosidade 

observada e esperada foram menores do que na segunda população. Os valores encontrados 

por aqueles autores, para a população perturbada (AE = 1,69; HO = 0,357; HE =0,328) foram 

similares aos observados no presente estudo (AE = 1,72; HO = 0,42 e HE = 0,37). Assim a 

perda de variabilidade genética em A. sellowiana pode estar associada a perturbação antrópica 

devido ao corte e queimadas recorrentes que são comuns na região da bacia do rio Tibagi. 

As estimativas de heterozigosidade esperada para as populações B2, M1 e 

M3 foram menores do que as observadas, resultando em valores elevados, negativos e 

significativos para o coeficiente de endogamia FIS. Este excesso de heterozigosidade 

provavelmente reflete o fato de ter ocorrido um efeito de deriva genética recente associado a 

perda de alelos raros. Isto vem de encontro com a história de ocupação da bacia do rio Tibagi 
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que sofreu uma intensa ação antrópica nos últimos 50 anos, e resultou na remoção de 

praticamente quase toda a vegetação original. Assim, as populações estudadas não são as 

originais, mas o resultado do restabelecimento gradual da vegetação em algumas áreas 

(Medri, 2008). De acordo com Martins et al. (2008), o sucesso de colonização de ambientes 

antrópicos dependerá principalmente da capacidade da semente em germinar em ambientes 

com intensa luminosidade. Por se tratar de uma espécie heliófita, A. sellowiana é altamente 

resistente às condições de grande luminosidade, tanto para germinação quanto para o 

crescimento e desenvolvimento (Pinto et al., 2005; Lima et al., 2009), favorecendo a sua 

propagação em áreas degradadas. 

Em populações pequenas pode ocorrer, a curto prazo, deriva genética, o que 

significa ter as freqüências de seus genes diferenciadas daquelas da população original, 

inclusive chegando a perder alelos. A mais longo prazo, ainda pode haver um aumento da 

endogamia, decorrente da maior probabilidade de acasalamento entre indivíduos aparentados 

(Kageyama et al., 1998). Isto pode ser observado nas populações M1, M2 e B2 que 

mostraram valores de heterozigosidade observados maiores do que os esperados. Enquanto 

que para B1 e M2 as estimativas de HO e HE foram semelhantes, consequentemente os valores 

de FIS não foram significativos, mostrando que nestas populações principalmente o efeito de 

deriva genética foi menor do que nas três populações discutidas anteriormente. 

 

Divergência e Estrutura Genética 

 

A diferenciação entre as populações estudadas foi de media a alta (FST = 

0,1970). Este valor é próximo do encontrado por Ruas (2006) estudando Schinus 

terebinthifolius na bacia do rio Tibagi, em que se observou um FST igual a 0,193. Ainda 

assim, o valor de FST detectado no presente estudo foi maior do que o observado em estudos 
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com populações de áreas fragmentadas de plantas arbóreas tropicais, como os realizados por 

Yao et al. (2007) com Changiostyrax dolichocarpa (FST = 0,064) e por Hanson et al. (2008), 

com Dipteryx panamensis (GST = 0,056). Em contraste, populações naturais de espécies 

arbóreas tropicais, como Acacia senegal estudada por Omondi et al. (2009), mostrou valor de 

FST = 0,045. Raposo et al. (2007) trabalhando com populações naturais de Carapa guianensis 

observou um valor de RST = 0,093. Os valores de FST entre pares de populações e as distâncias 

genéticas de Nei (1978) foram numericamente similares e indicam que o processo de 

fragmentação florestal na bacia do rio Tibagi contribuiu para o aumento da divergência 

genética entre as populações de A. sellowiana. Isto fica mais evidenciado quando 

comparamos populações dentro de uma mesma região, por exemplo, M1 e M3 (0,2509) e M1 

e M2 (0,2344), e também pelo fato da correlação entre os valores de FST e distância 

geográfica serem não significativos. Todos estes dados mostram que a maior parte da 

diferenciação genética encontrada entre as populações de A. sellowiana é dada pela ação 

antrópica. 

A presença de maior variação genética dentro do que entre populações está 

relacionada a alta taxa de fecundação cruzada da espécie, e está de acordo com estudos 

realizados com espécies tropicais. As espécies arbóreas tropicais normalmente se reproduzem 

por alogamia ou por sistema misto, com dispersão de sementes a longas distâncias, 

apresentando uma baixa diferenciação populacional, mantendo a maior parte de sua 

variabilidade genética dentro das populações (Hamrick e Godt, 1990). A. sellowiana é uma 

espécie polinizada por abelhas (Yamamoto et al., 2007) e a distância geográfica entre as 

populações amostradas provavelmente limita a dispersão de pólen entre as populações. 

A. sellowiana produz uma grande quantidade de frutos consumidos e 

amplamente disseminados por várias espécies de pássaros (Lorenzi, 2002). Espécies do 

primeiro estágio sucessional possuem características ecológicas próprias resultantes da 



45 
 

existência de banco de sementes e da longa distância de dispersão de suas sementes (Ribas e 

Kageyama, 2004). Esse processo pode ter contribuído na formação das populações estudadas 

ao longo da bacia do rio Tibagi (Medri, 2008), e estar associado a presença de migrantes 

verificada pela análise bayesiana nas populações B1, B2 e M1. A presença de migrantes 

indica que as populações estudadas não estão geneticamente isoladas e que a migração 

contribui para a manutenção da variabilidade genética destas populações. A presença de 

migrantes também pode estar associada a menor diferenciação genética entre estas 

populações, como verificado entre B1 e M1 (FST = 0,0818). Além disso, o fluxo gênico pode 

estar contribuindo com o fato da heterozigosidade observada na população B1 não diferir dos 

valor esperado e também não ter sofrido efeito de endogamia. Já a população M2, apesar de 

não ter sido detectado presença de migrantes, apresenta um valor de FIS baixo e não 

significativo o que explica o fato de HO não ser diferente de HE. Além disso, estes resultados 

mostram que a dispersão de sementes não foi completamente afetada pela fragmentação, mas 

pode ter alterado o padrão de fluxo de sementes entre populações mais próximas 

geograficamente. 

A população M3 mostrou-se mais isolada geneticamente em relação as 

outras populações, como evidenciado pelos valores de distância genética e FST. Isto deve ter 

ocorrido pelo fato de não ter sido verificada a presença de migrantes nesta população e 

ocorrência de efeito de deriva genética mais acentuado em relação às outras populações como 

mostrado pelo teste de sinal. Ainda assim, o fluxo de genes via sementes e pólen contribui na 

manutenção da variação genética dentro das populações. Este fato é a razão pela qual não se 

constatou significância no teste de sinal, tanto para SMM quanto para IAM, para as 

populações B1, B2, M1 e M2. Isto não quer dizer que estas populações não tenham passado 

por um leve efeito de deriva genética, mas que o fluxo gênico pode estar camuflando a ação 

recente do efeito de gargalo de garrafa (Omondi et al., 2009). 
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Os resultados deste trabalho mostram que SSR são mais informativos e 

possibilitam fazer inferências mais concretas sobre os processos evolutivos pelos quais as 

populações de A. sellowiana passaram, e isto implica no desenvolvimento de estratégias para 

a conservação das mesmas. É interessante notar que uma população de uma região da bacia 

contribui para variabilidade de uma outra população situada em região diferente da bacia do 

rio Tibagi. Isto indica que para A. sellowiana um eventual esforço de conservação e manejo 

não teria sucesso se fosse realizada a seleção de populações de apenas uma única região da 

bacia do rio Tibagi, já que não seria suficiente para a manutenção dos recursos genéticos da 

espécie, principalmente considerando a baixa densidade demográfica das populações 

estudadas. 
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CONCLUSÕES 

 

 

O elevado grau de desmatamento da bacia do rio Tibagi pode ter 

contribuído com a baixa variabilidade genética observada, embora as populações tenham 

apresentado bom nível de estruturação genética. Ainda assim, mais estudos envolvendo A. 

sellowiana em toda a bacia do rio Tibagi são necessários para melhor compreender os 

processos evolutivos que estão agindo sobre esta espécie em áreas com forte ação antrópica. 

Isto auxiliaria na determinação de quais populações podem servir como fonte de sementes 

para reflorestamento de áreas degradadas, uma vez que este trabalho observou que há fluxo 

gênico entre as populações, e que este processo estaria contribuindo para diminuir o efeito da 

deriva genética sobre a variabilidade das populações estudadas. 
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