
 
 

BRUNA FRANCYELLE DALL’OGLIO AREDES DE MIRANDA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DIVERSIDADE GENÉTICA EM POPULAÇÕES DE PARAPIP-

TADENIA RIGIDA (BENTH.) BRENAN (FABACEAE- MIMO-

SOIDEAE) POR MARCADORES MICROSSATÉLITES 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Londrina 
2014 



BRUNA FRANCYELLE DALL’OGLIO AREDES DE MIRANDA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DIVERSIDADE GENÉTICA EM POPULAÇÕES DE PARAPIP-

TADENIA RIGIDA (BENTH.) BRENAN (FABACEAE- MIMO-

SOIDEAE) POR MARCADORES MICROSSATÉLITES 

 
 
 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Agronomia, da Universidade 
Estadual de Londrina. 
 
Orientador: Prof. Dr. Paulo Maurício Ruas 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Londrina 
2014 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Catalogação elaborada pela Divisão de Processos Técnicos da Biblioteca Central da 
Universidade Estadual de Londrina 

 
Dados Internacionais de Catalogação-na-Publicação (CIP) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

D144d      Dall’Oglio Aredes de Miranda, Bruna Francyelle.  
Diversidade genética em populações de Parapiptadenia rigida (Benth.) 
Brenan (Fabaceae - Mimosoideae) por marcadores microssatélites/ Bru-
na Francyelle Dall’Oglio Aredes de Miranda. – Londrina, 2014. 
58 f.: il. 
 
Orientador: Paulo Maurício Ruas. 
Dissertação (Mestrado em Agronomia) – Universidade Estadual de Lon-

drina, Centro de Ciências Agrárias, Programa de Pós-Graduação em Agro-
nomia, 2014 

Inclui bibliografia 
 
1. Genética florestal – Teses. 2. Genética vegetal – Teses. 3. Diversida-

de das plantas – Conservação – Teses. 4. Marcadores biológicos. I. Ruas, 
Paulo Maurício. II. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciências 
Agrárias. Programa de Pós-Graduação em Agronomia. III. Título.  

 
CDU 575.17:634.0.2



BRUNA FRANCYELLE DALL’OGLIO AREDES DE MIRANDA 
 
 
 
 
 
 

DIVERSIDADE GENÉTICA EM POPULAÇÕES DE PARAPIPTADENIA 

RIGIDA (BENTH.) BRENAN (FABACEAE- MIMOSOIDEAE) POR 

MARCADORES MICROSSATÉLITES 

 
 
 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Agronomia, da Universidade 
Estadual de Londrina. 

 
 
 

BANCA EXAMINADORA  
 
 

______________________________________ 
Orientador. Prof. Dr. Paulo Maurício Ruas 
Universidade Estadual de Londrina – UEL 

 
 

______________________________________ 
Prof. Dr. Leandro Simões Azeredo 

Universidade Estadual de Londrina – UEL 
 
 

______________________________________ 
Dr. Eduardo Augusto Ruas 

Universidade Estadual de Londrina – UEL 
 
 

______________________________________ 
Prof. Dr. Edmilson Bianchini 

Universidade Estadual de Londrina – UEL 
 
 

______________________________________ 
Prof. Dra. Claudete de F. Ruas 

Universidade Estadual de Londrina – UEL 
 
 

Londrina, 21 de fevereiro de 2014. 



AGRADECIMENTOS 

 

Ao Programa de Pós Graduação em Agronomia da Universidade Es-

tadual de Londrina, pela oportunidade da realização do curso de Mestrado. 

A todos os docentes e funcionários deste Departamento que contri-

buíram direta e indiretamente para minha formação profissional e por compartilhar o 

conhecimento que possuem e por fazerem dos estudantes com a simples função de 

compartilhar seus ensinamentos, pessoas melhores. 

Ao Prof. Dr. Paulo Maurício Ruas, pela orientação e pela sua dedi-

cação em nos ensinar a genética das árvores. 

A Dra. Ana Paula Silva Campos Gaino pela sua partilha de conheci-

mentos, de sua paciência e de todo o carinho com o qual me fez chegar ao final des-

te curso. 

Aos colegas do Laboratório de Marcadores Moleculares, Marcos Sil-

va, Dhiego Gomes Ferreira, Sara Godoy, Gabriela Navarro, Luana Rodrigues e em 

especial à Camila Ronchi, por ter sido parceira em todas as etapas do trabalho sem 

medir esforços, à Kátia Rocha, pela presteza sem cansaço em me auxiliar no labora-

tório e no sequenciamento de DNA, à Camila Chaves, por todo apoio na fase da es-

tatística e da escrita do trabalho. 

Ao Instituto Florestal do Estado de São Paulo, agradeço por autori-

zar a coleta dos indivíduos de P. rigida na reserva floresta da Estação Ecológica dos 

Caetetus. 

A empresa Monsanto do Brasil na pessoa de Alejandro Ansorena 

Peralta e Marcelo Giovanini, pelo apoio total nas minhas decisões e por terem acre-

ditado na minha capacidade profissional. E aos demais colegas de trabalho, parcei-

ros da rotina e do cansaço que faz bem a mente e ao corpo, o trabalho. 

Em memória do meu avô Nelson e minha avó Cacilda que me mos-

traram a importância de fazer o bem e tratar com respeito a todos. Por sua dedica-

ção e cuidado. 

Á minha família, em especial as mulheres que amo e admiro, Marga-

reth, Marlene por terem me apoiado nos estudos e desejarem sempre o melhor para 

mim e também, à minha irmã Juliana, sobrinhas Eduarda e Rafaela, pelo amor puro 

e verdadeiro. 



Ao meu marido, Walace Júnior, parceiro dos dias, amigo na horas 

felizes e difícies, enfermeiro nos dias de imunidade baixa, cozinheiro nos momentos 

sem tempo, protetor de todas as horas, amor para toda a vida. Obrigada pela com-

preensão da minha ausência em todas as noites da semana, finais de semana e fe-

riados. Agradeço também pelo amor recíproco. 

À família que ganhei, Sr. Walace, Dna. Regina e filhos, Dna. Gisele, 

Sr. Beto e Paulo pelo carinho e atenção. 

Aos meus amigos que nunca me decepcionaram e às irmãs do cora-

ção que, mesmo distantes, estão presentes em minha saudade, Milana, Mariana, 

Graciele, Jakeline, Roberta, Fernandas e Paula. 

 



DALL’OGLIO AREDES DE MIRANDA, Bruna Francyelle. Diversidade genética em 
populações de Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan (Fabaceae - Mimosoideae) 
por marcadores microssatélites. 2014. 58 f. Dissertação do Mestrado em Agro-
nomia de curso da Pós-Graduação em Agronomia - Universidade Estadual de Lon-
drina, Paraná, 2014. 
 
 

RESUMO 
 
 
A família Fabaceae-Mimosoideae apresenta, aproximadamente, 40 gêneros incluin-
do Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan, a qual ocorre com maior frequência nos 
três estados do sul do Brasil. P. rigida é uma árvore de sucessão secundária preco-
ce, característica da floresta tropical, a qual é de grande importância ecológica na 
recuperação de áreas degradadas. Foram utilizados oito pares de locos de microsa-
télites para estudar a variabilidade e estrutura genética de 14 populações de P. rigi-
da e obteve-se um total de 137 alelos com os valores médios de heterozigosidade 
esperada e observada de 0,32 e 0,53, respectivamente. Todas as populações estu-
dadas mostraram déficits de heterozigotos. A maior parte da diversidade genética foi 
encontrada dentro de populações, enquanto o nível de diferenciação genética foi 
moderado (12,91%) entre as populações. Níveis diferentes  de fluxo gênico entre as 
populações foi verificado. Valores de Fis positivos e significativos foram calculados 
para todas as populações e o teste de Wilcoxon para excesso de heterozigosidade 
mostrou que um recente gargalo genético ocorreu em 12 das 14 populações estuda-
das. O dendrograma construído pelo método UPGMA mostrou a formação de dois 
grupos. A presença de vários pares de locos em desequilíbrio de ligação confirma o 
fato de que estas populações  perderam variabilidade genética por deriva genética. 
O teste de correlação de Pearson não foi significativo para a relação entre  distância 
genética e distância geográfica.  Os resultados mostraram que é necessário a apli-
cação de estratégias de manejo para a conservação destas populações de P. rigida 
pois, a viabilidade das próximas gerações está severamente comprometida. 
 
Palavras-chave: Mimosoideae. Espécie arbórea tropical. Conservação. Marcadores 

moleculares. 
 



DALL’OGLIO AREDES DE MIRANDA, Bruna Francyelle. Genetic diversity in 
populations of Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan (Fabaceae - Mimosoideae) 
with microsatellites markers. 2014. 58 p. Dissertation of Masters dregree – 
Universidade Estadual de Londrina, Paraná, 2014.  
 
 

ABSTRACT 
 
 
Fabaceae-Mimosoideae Family has approximately 40 genera including 
Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan and these species occur with greater 
frequency in the three Southern States from Brazil. P.rigida is a tropical early 
secondary succession tree chacteristic of the Tropical Rainforest that is of great 
ecological importance in the recovery of degraded areas. We used eight pairs of 
microsatellite loci to study the genetic variability and population genetic  structure in 
fourteen populations and obtained a total of 137 alleles with an average observed 
and expected heterozygosity of 0.32 and 0.53, respectively. All the populations 
studied showed heterozygosity deficits. Most of the genetic diversity was found within 
populations; while the level of genetic differention was moderate (12.91%) between 
populations.  Different levels of gene flow among the populations were detected. 
Positive and significant values of Fis were found for all the populations and the 
Wilcoxon test for excess of heterozygosity indicate that a recent bottleneck occurred 
in twelve of fourteen populations studied. The dendrogram constructed by the 
UPGMA method revealed the formation of two groups. The presence of several pairs 
of loci in linkage disequilibrium confirms that these populations experienced a loss of 
genetic diversity caused by genetic drift. Pearson correlation test was not significant 
for genetic and geographic distances.  The results showed that it is necessary to 
develop management strategies for the conservation of these populations of P. rigida 
as the viability of the next generations are severely compromised. 
 
Keywords: Mimosoideae. Tropical tree species. Conservation. Molecular markers. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

A devastação das florestas brasileiras atreladas à competição hu-

mana e seu crescimento desordenado é uma das principais causas da redução dos 

habitats naturais e também, da divisão dos remanescentes em fragmentos menores 

(ARAÚJO, 2005). Com consequente influência nas condições atmosféricas que, por 

sua vez, contribui para a mudança do clima global.  

O solo das florestas tropicais semideciduais é o mais adequado para 

a agricultura e para a pecuária do que, o solo das florestas tropicais úmidas (PRI-

MACK; RODRIGUES, 2001). Isto é apenas um dos motivos e não menos devasta-

dor, indicando que o processo de desmatamento tem relação direta com a economia 

do país. Conforme Begon et al. (2007), a ação do homem com a geração de energia 

para a realização do trabalho dá o poder de transformar paisagens terrestres e a-

quáticas. 

A família botânica Fabaceae inclui a subfamília Mimosoideae que 

constiui cerca de 80 gêneros distribuídos em diversas regiões mundiais com grande 

representatividade em regiões de florestas tropicais e subtropicais. Dentro desses 

gêneros encontra-se a espécie Parapiptadenia rigida, conhecida popularmente como 

gurucaia, angico-vermelho, angico, angico-da-mata, angico-verdadeiro, monjoleiro 

entre outros nomes de acordo com a localidade. Essa espécie é componente impor-

tante das Florestas Estacional Decidual, em Floresta Semidecidual, em Floresta 

Tropical/Subtropical Perenifólia e Floresta Subtropicais, em Floresta Ombrófila Mista 

ou Floresta com Araucária. (HIGUCHI et al., 2012; SCHEER; BLUM, 2011; SAUE-

RESSIG, 2012). 

É uma planta secundária, decídua, perenifólia, heliófita, sistema se-

xual hermafrodita no qual podem ser encontradas como árvores, arvoreta que  pos-

suem de 4 a 20 m de altura e 40 a 70 cm de DAP. Sua madeira tem alta densidade 

de massa específica, resistente ao cupim tornando-a excelente para o uso comerci-

al. No entanto sua aplicabilidade abrange desde a utilização em construção, carvão, 

resina, arborização urbana, medicina, produtos apícolas, combustíveis, fibras, orna-

mentais e produtos bioquímicos. Essa espécie é também crucial para fins de prote-

ção ambiental, pois é referência ao que tange a reflorestamento de áreas degradas 

e plantações de mata ciliares. 
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O estudo de espécies arbóreas tropicais é de suma importância, 

principalmente, aquelas inclusas na lista de sucessão ecológica, como Parapiptade-

nia rigida (Benth.) Brenan (Mimosoideae). E, de acordo com Seoane et al. (2005), 

existe uma escassez de trabalhos que comparem populações em locais com diferen-

tes intensidades de perturbação antrópica. 

Como forma de recuperar as áreas degradadas, podemos conservar 

ambientes estáveis, como as unidades de conservação. Para tanto, é necessário em 

primeiro lugar, o conhecimento da estrutura genética populacional, para posterior-

mente, o desenvolvimento de ações conservacionistas. Desde 1970, foram criadas 

mais áreas protegidas do que as previamente existentes devido ao reconhecimento 

da rápida destruição de espécies e de muitos ecossistemas tropicais e da importân-

cia na proteção das unidades de conservação para manter a biodiversidade rema-

nescente (BENSUSAN, 2006). 

A genética da conservação permite a avaliação da variabilidade ge-

nética intra e interespecífica buscando uma melhor compreensão da dinâmica de 

populações das espécies. É também, importante por proporcionar esclarecimentos 

da causa do potencial evolutivo de longo prazo (BEGON et al., 2007) e interferir de 

maneira positiva no monitoramento de projetos de reintrodução e manejo de popula-

ções naturais (SANTOS et al., 2004). A exposição de espécies arbóreas, a condi-

ções extremas de exploração e manejo inadequados pode levá-las à perda da diver-

sidade genética, aumento da endogamia e consequentemente, a depressão endo-

gâmica. A consequência da perda de diversidade genética para uma espécie signifi-

ca a redução no número de locos heterozigotos e perda de alelos nas populações e 

consequente redução na capacidade adaptativa (GAINO et al., 2010).  

O conhecimento da estrutura genética é fundamental para a com-

preensão da genética das populações de árvores e outras plantas. A diversidade ou 

a variabilidade genética devida a diferenças nos alelos pode ocorrer: a) de espécies 

dentro de ecossistemas, b) de populações dentro de espécies e c) de indivíduos 

dentro de populações da espécie. A caracterização desses diferentes níveis de di-

versidade é imprescindível para o planejamento da conservação genética (KAGE-

YAMA, 1987). 

De modo geral, as espécies arbóreas da floresta tropical apresentam 

alta proporção de locos polimórficos e maior nível de diversidade genética dentro de 

populações que entre populações e o sistema de cruzamento é misto (BERG; 
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HAMRICK, 1997), com predominância de alogamia (WARD et al., 2005). Entretanto, 

as florestas tropicais possuem uma grande diversidade de espécies arbóreas com 

diferentes sistemas reprodutivos, associados às complexas interações com agentes 

polinizadores e dispersores de sementes (GROSS, 2005; MACHADO; LOPES, 2004; 

OLIVEIRA; GIBBS, 2000).  

O conhecimento do sistema reprodutivo é de grande importância pa-

ra os programas de melhoramento e conservação dos recursos genéticos da espé-

cie, pois permite delinear estratégias que otimizem a amostragem da variabilidade 

genética e também indica os modelos genético-estatísticos apropriados para a esti-

mativa dos parâmetros genéticos (SOUZA et al., 2003; FREITAS et al., 2006). 

Análises da variabilidade e da diversidade genética permitem chegar 

a conclusões sobre a estrutura das populações, interações genótipo/ambiente, pro-

cessos evolutivos e relações taxonômicas (CAVALLI, 2003). Neste sentido, para o 

estudo da diversidade genética desta espécie, os marcadores moleculares são uma 

excelente ferramenta, pois contribuem para direcionar o enriquecimento da base ge-

nética (FALEIRO, 2007). Dentre os tipos de marcadores moleculares, os microssaté-

lites são os mais utilizados em estudos de populações de espécies arbóreas. Isso se 

deve ao fato de serem marcadores codominantes, multi-alélicos e possuírem um 

elevado grau de polimorfismo (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).  
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 A FRAGMENTAÇÃO DAS FLORESTAS E AS SUAS CONSEQUÊNCIAS GENÉTICAS 

 

A fragmentação das florestas é uma situação alarmante e atual, re-

sultante do processo econômico de países desenvolvidos e subdesenvolvidos. No 

Brasil, a fragmentação das florestas esteve presente em todas as etapas da ocupa-

ção territorial (VIANA et al., 1992).  

Nos Estados sulinos, assim como no restante do país, o processo de 

fragmentação teve início com a ocupação e o desenvolvimento das atividades agrí-

colas. Desde sua ocupação até os dias de hoje, a atividade agrícola é predominante 

nos Estados sulinos que são um dos principais produtores de grãos. Consequente-

mente, as áreas de remanescentes florestais tornaram-se extremamente restritas, 

estrangulando a diversidade da flora e da fauna. O histórico da cobertura vegetal do 

estado do Paraná demonstrava-se tão drasticamente reduzido que restavam apenas 

cerca de 2% da cobertura original há mais de 10 anos (ANJOS, 1998; MEDRI et al., 

2002).  

A extensiva ocupação e exploração de florestas tropicais reduz a 

ocorrência de várias espécies arbóreas tropicais. A sustentabilidade das florestas 

aliada a conservação da biodiversidade e diversidade genética contrapõem-se com 

interesses econômicos (CIAMPI et al., 2007).O tipo de comunidade encontrada em 

determinado local, não depende apenas do clima, mas também, das propriedades 

físicas e químicas do solo, da topografia, da altitude, da composição da mata original 

e das funções de todas estas espécies de uma comunidade (MONTAGNINI; JOR-

DAN, 2005). A fragmentação afeta as populações de plantas e os fragmentos tor-

nam-se as populações de origem das futuras gerações das espécies arbóreas que 

ali vivem (HAMILTON, 1999). A forma mais correta de conservar estes recursos ge-

néticos seria pela preservação in situ, ou seja, no meio em que se encontra em es-

tado de equilíbrio no seu ecossistema e que, mantenha as condições para sua evo-

lução (CARVALHO, 2009). 

Conforme Gonçalves et al. (2010), os estudos de fenologia reprodu-

tiva associados à informações demográficas, de estabelecimento das plântulas e da 

estrutura genética dos regenerantes da espécie no local são abordagens importan-

tes para o futuro.  
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Como as árvores são geralmente organismos de vida longa e muito 

dos indivíduos remanescentes nos fragmentos são oriundos de tempos pré-

fragmentação, espera-se levantar poucos efeitos da fragmentação nas árvores adul-

tas dependendo da espécie. E também, o modo de reprodução e o sistema de cru-

zamento característicos da espécie de interesse determinam como a variabilidade 

genética se organiza no espaço e no tempo, sendo essas informações necessárias 

para o estudo, o monitoramento e a manutenção da variabilidade genética em pro-

gramas de conservação (RIBAS, 1999). 

Entretanto, a longevidade de árvores, combinada com sementes viá-

veis e imigração de pólen, pode aumentar a resistência aos efeitos negativos da 

fragmentação florestal (HAMRICK, 2004; JUMP; PENUELAS, 2006). Assim, os ele-

mentos fundamentais para avaliar os impactos da fragmentação florestal sobre a 

diversidade genética das populações remanescentes são o nível de fluxo de genes, 

via pólen e semente, entre as populações (HAMILTON, 1999; HAMRICK, 2004) e a 

caracterização da distribuição genética espacial dentro de vizinhanças reprodutivas 

(SEBBENN, 2002). 

Os impactos da fragmentação das populações sobre a diversidade 

genética, diferenciação, endogamia e risco de extinção dependem do nível de fluxo 

gênico entre os fragmentos. Sendo assim, é possível formar corredores ecológicos, 

através da recuperação de áreas que sejam estratégicas para o fluxo gênico entre 

os fragmentos florestais, considerando os topos de morros e áreas de vegetação 

ciliar, já que estes representam as zonas intersticiais mais propícias ao restabeleci-

mento do fluxo gênico entre populações (SILVA et al., 2004). O fluxo gênico é o me-

canismo evolutivo responsável por manter a coesão genética de uma espécie (DICK 

et al., 2003). Em populações naturais, o fluxo gênico intenso, efetivamente, contra-

põe os efeitos detrimentais da deriva genética ou seleção natural e pode ser a ori-

gem de novos alelos nas populações (BURCZYK et al., 2004).  

Este por sua vez, é dependente de algumas condições como: 

números de fragmentos populacionais; distribuição geográfica das populações; 

distância entre os fragmentos; habilidade de dispersão das espécies; ambiente da 

matriz entre os fragmentos e seu impacto sobre a dispersão; tempo desde a 

fragmentação; taxas de extinção e recolonização nos fragmentos (FRANKHAM et 

al., 2008; SEBBENN, et al., 2010). A consequência da perda de variabilidade para 

uma espécie significa a redução no número de locos heterozigotos das populações e 
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principalmente, ausência de adaptação. A depressão endogâmica, em condições 

adversas, promove a redução da sobrevivência de indivíduos inaptos e a geração de 

indivíduos de baixa fecundidade (AMOS; BALMFORD, 2001). 

Na estratégia de conservação de uma espécie com risco de extinção 

é importante dispor de informações sobre a estrutura genética populacional dos re-

manescentes protegidos, especialmente quanto à diversidade genética, pois atual-

mente, as poucas reservas existentes são áreas limitadas e com pequeno número 

de indivíduos (OLIVEIRA et al., 2006). A estrutura genética de populações de espé-

cies arbóreas impõe algumas restrições às estratégias de manejo e conservação. Se 

as árvores tropicais usualmente ocorrerem em populações pequenas e endogâmi-

cas, como pressuposto pela hipótese de Fedorov (1966), tem-se que uma espécie 

pode ser preservada a partir de poucos indivíduos de cada população (MORAES et 

al., 1999).  

Jump e Peñuelas (2006) estudaram um fragmento e concluíram que 

as áreas florestais fragmentadas oferecem a oportunidade de avaliar os efeitos da 

fragmentação do habitat e para testar as previsões teóricas, demonstraram que es-

pécies estão em risco significativo de fragmentação do habitat, sendo estas, implica-

ções importantes para a gestão da floresta remanescente natural e seminatural em 

todo o mundo.  

Portanto, é urgente que as orientações baseadas em pesquisas de 

vários âmbitos sejam consideradas a fim de acelerar o processo de entendimento 

sobre as espécies que estão em risco de extinção e aquelas que necessitam de pre-

venção contra este risco.  

 

2.2 ESTUDO DA VARIABILIDADE GENÉTICA EM ESPÉCIES ARBÓREAS 

 

Para a conservação de P. rigida são utilizadas as seguintes estraté-

gias: a conservação in situ que busca a proteção do ecossistema, permitindo a evo-

lução contínua das espécies e manutenção da diversidade inter e intra-específica de 

populações e de indivíduos e genes e; a conservação ex situ que prioriza o germo-

plasma e faz a sua preservação, disponibilizando-o para a pesquisa e recuperação 

de áreas degradadas (FAO, 1984).  O conhecimento da quantidade e distribuição da 

variabilidade genética nas populações naturais torna-se, portanto, um pré-requisito 
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fundamental para o estabelecimento de estratégias eficazes de conservação genéti-

ca (ASINS; CARBONELL, 1987). 

A variabilidade genética possui um papel fundamental para a evolu-

ção da espécie e é estimada pelo polimorfismo de sequência de DNA. Uma vez que 

a seleção natural ocorra, os indivíduos mais adaptados terão sucesso reprodutivo. 

Portanto, quanto maior a variabilidade existente na população, maior será a probabi-

lidade de perpetuação da espécie (CIAMPI et al., 2007). Desta forma, ela pode ocor-

rer em níveis distintos: das espécies nos ecossistemas; populações dentro de espé-

cies, e os indivíduos dentro de populações de uma espécie. A estrutura genética de 

uma espécie pode ser definida como a distribuição da variabilidade genética dentro 

e entre suas populações, como resultado direto da combinação entre mutação, mi-

gração, seleção e deriva genética (SILVA et al., 2012). 

Em espécies florestais a fragmentação de habitats pode causar per-

da de variabilidade genética por duas vias: redução do tamanho populacional e deri-

va. A redução do tamanho populacional cria gargalos genéticos, pois os indivíduos 

que ficam contêm apenas uma pequena amostra do “pool” gênico original, e como 

consequência, a pequena população remanescente, caso permaneça isolada por 

muitas gerações, terá contínua perda de alelos devido à deriva genética aleatória 

(SOUZA et al., 1997; BALERONI, 2003). Nesse sentido, a variabilidade genética é 

elevada importância para o potencial evolutivo de uma espécie, e determina suas 

chances de sobrevivência em longo prazo (FLEISHMAN et al., 2001; JONES et al., 

2001).    

Um dos principais focos da biologia de conservação é a diversidade 

genética, pois esta é o fator potencial adaptativo e evolutivo de uma espécie. E co-

nhecer a composição genética de uma espécie e a estruturação em suas população 

se torna crucial, para investigar se a estruturação encontrada é uma característica 

natural da espécie em estudo ou, é consequência de barreiras físicas causadas pelo 

homem, como por exemplo, a fragmentação do habitat (FRANKHAM et al., 2008).  

O uso de tais ferramentas nos fornece uma visão muito mais profun-

da com base em vários resultados abordando características da população e sua 

genética no que tange aos ciclos das árvores as quais têm um impacto profundo so-

bre a dinâmica e sobrevivência das florestas (MORGANTE et al., 1996). Morin et al. 

(2004), relataram o SNPs (Single nucleotide polymorphism) como um marcador para 

muitas aplicações em ecologia de populações, evolução e genética da conservação, 
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por causa do potencial para maior eficiência de genotipagem, a qualidade dos da-

dos, a cobertura do genoma e simplicidade de análise. Damasceno et al. (2011), es-

tudaram um fragmento florestal utilizando os marcadores AFLP e puderam concluir 

que a variabilidade genética encontrada dentro desta região pode ser usado como 

fonte de diversidade genética para projetos futuros em relação à recuperação de 

áreas degradadas.  

Para estudar o impacto causado pela fragmentação, marcadores 

moleculares são utilizados há mais de 20 anos, principalmente para estudos de vari-

abilidade. Com os avanços das ferramentas tecnológicas na biologia molecular, há 

uma tendência muito forte na atualidade da sua utilização em estudos da conserva-

ção dos recursos genéticos.  

Esta tendência tem demonstrado que os marcadores moleculares 

apresentam plasticidade de acordo com a espécie e o objetivo em estudo. Marcado-

res co-dominantes são necessários para a geração de estimativas padrão de diver-

sidade genética, fluxo gênico e diferenciação da população. Devido a heterogenei-

dade dos determinantes evolutivas da variação genética, marcadores genéticos es-

pecíficos são necessários para estudar seus efeitos. Dependendo da natureza dos 

determinantes evolutivos, marcadores individuais podem ou não responder a elas. 

Por exemplo, na ausência de seleção, variação genética será afetada pela mutação, 

fluxo gênico e deriva. Estes processos irão afetar todos os locos, independentemen-

te de sua função (WANG; SZMIDT, 2001). 

Árvores adultas e regenerantes de P. rigida ocorrem agrupadas, 

provavelmente, devido à dispersão de sementes próximas às árvores matrizes, le-

vando ao aparecimento de estrutura genética espacial intrapopulacional (GAINO et 

al., 2010). Como a seleção natural é um fato, acredita-se que os níveis de endoga-

mia medidos em termos de índice de fixação sejam maiores na fase de plântulas e, 

menores ou ausentes na fase adulta, devido à eliminação de genótipos endogâmi-

cos.  

E por esta razão, essa espécie arbórea torna-se alvo de investiga-

ção e preocupação científica para conhecer a base da diversidade genética das po-

pulações naturais afim de conservação dos recursos genéticos e prevenção de ex-

tinção dessa espécie. 
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2.3 ANÁLISE DA VARIABILIDADE GENÉTICA POR MARCADORES MICROSSATÉLITES 

 

Os marcadores moleculares são ferramentas eficientes para estimar 

a variabilidade genética em espécies arbóreas e os mais indicados para estudar sua 

estrutura genética são os marcadores microssatélites. Estes definem-se como se-

quências simples repetidas ou ainda, repetições em tandem de unidades mono-, di-, 

tri- ou tetranucleotídeos fornecendo individualmente, marcadores específicos para 

um local altamente polimórficos. Mesmo se um microssatélite não é específico para 

um local, as regiões adjacentes são. O polimorfismo no comprimento do microssaté-

lite amplificado pode ser revelado com sequenciadores automáticos (WANG; SZ-

MIDT, 2001; VIENNE et al., 2003; KRUTOVSKY et al., 2012). 

Algumas propriedades de tais marcadores que os tornam mais ade-

quados do que os marcadores fenotípicos são: tanto as regiões codantes como não 

codantes de caracteres são analisadas; o número de marcadores analisados pode 

ser da ordem das centenas, enquanto para as variáveis fenotípicas, normalmente, é 

da ordem das dezenas; obtenção de dados em qualquer fase do desenvolvimento 

da espécie vegetal; e, principalmente, sem interfência das influências ambientais 

(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1995).  

Os genomas eucariotos são compostos por sequências simples re-

petidas, as quais consistem em um a seis nucleotídeos repetidos em tandem e estas 

sequências de DNA que flanqueiam os microssatélites são, geralmente, conserva-

das entre os indivíduos de uma mesma espécie, permitindo seleção de primers es-

pecíficos que amplificam, via PCR, fragmentos contendo o DNA repetitivo em todos 

os genótipos (CAIXETA; BORÉM, 2006). Krutovsky et al. (2012) define os microssa-

télites como codominantes, com elevado polimorfismo, a neutralidade seletiva, con-

siderável número de locos, e viabilidade para análises de alto rendimento, torná-los 

um dos melhores, se não a melhor, ferramenta para estudos de diversidade genéti-

ca, estrutura genética e fluxo gênico. 

Powell et al. (1996) trata os microssatélites como eficazes para infe-

rir a relação genética dentro de uma determinada janela de valores de semelhança 

genética e um número relativamente pequeno de locos parece ser suficiente para 

obter estimativas de alta resolução de parentesco.  

Nos últimos anos, os microssatélites têm sido utilizados para uma 

variedade de aplicações como exames das relações genéticas entre os indivíduos, 
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mapeamento de genes úteis, construção de mapas de ligação, seleções assistidas 

por marcadores e retrocruzamentos e também genética de populações e estudos 

filogenéticos (KALIA et al., 2011). Em contraste com as medidas indiretas de fluxo 

gênico inferidas a partir de diferenciação entre as populações, as medidas 

instantâneas são independentes em modelos evolutivos e referem-se a migração 

ocorrendo entre as duas últimas gerações. Com o aumento do desenvolvimento dos 

microssatélites, impressões digitais genéticas pode ser atribuídas a cada genótipo 

de uma dada população natural (KREMER; MARIETTE, 2003). 

Silva et al. (2012) enfatizaram a necessidade do desenvolvimento de 

marcadores microssatélites (SSR) para o estudo de espécies tropicais de árvores 

com o objetivo de colaborar no conhecimento do genoma das espécies, ajudar na 

investigação da determinação genética e evolução de algumas adaptações impor-

tantes, bem como para avaliar os efeitos da fragmentação de habitats sobre a diver-

sidade genética das matas ciliares.  

Locos de microssatélites são os mais utilizados atualmente, para ve-

rificar como a devastação florestal afeta a variabilidade genética de arbóreas. Esta 

preferência deve-se às muitas características dos SSRs tais como, a pequena quan-

tidade de DNA necessária por amostra, a facilidade de detecção por PCR, a facilida-

de de análise, a herança codominante, o multi-alelismo, assim como a alta informati-

vidade e abundância no genoma (POWELL et al., 1996; GUPTA; VARSHNEY, 

2000).  

A importância dos microssatélites para estudos genéticos tem sido 

demonstrada desde o início de 1994 (SAGHAI MAROOF et al., 1994; BECKER; 

HEUN, 1995; LIU et al., 1996; STRUSS; PLIESKE, 1998). Posteriormente, mapas 

enriquecidos em microssatélites passaram a ser construídos para muitas espécies 

(RAMSAY et al., 2004; LI et al., 2003). Na maioria dos estudos os marcadores SSRs 

foram obtidos com a técnica de seleção de pequenos insertos de bibliotecas genô-

micas enriquecidas com motifs de microssatélites. Em espécies de interesse econô-

mico, o uso de SSRs é facilitado devido à disponibilidade de grande volume de in-

formações de seqüências nucleotídicas depositadas em banco de dados biológicos 

e ao desenvolvimento de várias ferramentas de bioinformática, que torna possível 

identificar e desenvolver SSRs (PILLEN et al., 2000; THIEL et al., 2003; RAMSAY et 

al., 2004; VARSHNEY et al., 2006).  
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2.4 ISOLAMENTO DAS REGIÕES CONTENDO MICROSSATÉLITES 

 

Em virtude da tecnologia poderosa desenvolvida em biologia mole-

cular, é possível isolar qualquer fragmento de DNA no genoma de um organismo. O 

procedimento de isolamento (clonagem) envolve a inserção do fragmento de DNA 

num vetor capaz de replicação num microrganismo, que permite a produção de 

grandes quantidades de fragmento de DNA para análise física ou biológica. O uso 

de cada vetor é normalmente limitada a uma tarefa específica: a construção de bibli-

otecas genômicas (ZABAROVSKI, 2006). 

Com os avanços da bioinformática, a construção de uma biblioteca 

genômica de microssatélites também está atrelada a mineração de dados de se-

qüência nucleotídicas, tornando assim uma estratégia relativamente fácil e de redu-

ção de custos para todos os organismos com dados de DNA suficientes depositados 

em plataformas de sequencias biológicas (TONG et al., 2009). A partir de dados mo-

leculares é possível suprir áreas da biologia, agronomia, conservação e outras áreas 

que envolvam organismos.  

Há vários métodos para isolar primers que amplifiquem SSR: por 

meio de buscas em bancos dados públicos, tentativa de transferibilidade de primers 

entre espécies correlacionadas ou pela construção de uma biblioteca genômica en-

riquecida para regiões microssatélites. O isolamento de microssatélites pode ser por 

métodos tradicionais de construção de bibliotecas ou por enriquecimento das mes-

mas para as regiões repetidas. Os métodos tradicionais consistem de: digestão de 

DNA, clonagem e sequenciamento (CIAMPI et al., 2007). 

Techen et al. (2010) demonstrou em seus estudos, resultados de bi-

bliotecas enriquecidas com microssatélites para quatro organismos, um nematóide, 

um fungo, uma planta cultivada e uma árvore e demonstrou que o protocolo funcio-

nou eficazmente através de filos e considerou o protocolo uma ferramenta eficaz 

para a geração de marcadores moleculares a partir de uma variedade de espécies. 

Nunome et al. (2006) relatam que, no protocolo tradicional o DNA 

genômico é digerido com uma enzima de restrição que gera extremidades coesivas, 

e os fragmentos desejados são recuperados e desfosforilados para bloquear a liga-

ção de fragmentos de DNA genômico para o outro. Porém, desenvolveram um pro-

tocolo melhorado para a construção de bibliotecas enriquecidas com microssatélites 

que digere DNA genômico com uma enzima de restrição produtoras de extremida-
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des cegas diferentes e os fragmentos amplificados podem ser clonados em vetores, 

sem purificação. Desta forma, permite o enriquecimento eficiente e clonagem de se-

qüências microssatélites, resultando em uma biblioteca com um baixo nível de re-

dundância.  

A construção de uma biblioteca para microssatélites pode ser reali-

zada por meio de vários protocolos de enriquecimento podendo-se aplicar mais de 

um protocolo na mesma biblioteca. Os principais listados por CIAMPI et al. (2007) 

são: Digestão do DNA com o objetivo de selecionar a enzimas que proporciona 

uma maior digestão na região de 300 a 800 pb (com esses tamanhos de fragmentos 

se torna possível a ligação com o plasmídeo e o sequenciamento do fragmentos 

completo). Seguindo o protocolo de Billotte et al. (1999), os fragmentos de DNA são 

ligados a adaptadores com o sítio específico para as reações de PCR futuras e para 

a ligação com o plasmídeo; Construção da biblioteca genômica enriquecida com 

estreptavidina consiste de bio-oligos (biotina+oligos (TC)13) acoplados às contas 

magnéticas, na qual os oligos irão se hibridizar com os fragmentos de DNA que con-

têm repetições dinucleotídicas AG/TC. Os fragmentos enriquecidos são amplificados 

por PCR (primers complementares aos adaptadores); Seleção dos clones com mi-

crossatélites onde os fragmentos são ligados ao plasmídeo, como por exemplo o 

plasmídeo pGEM-T (Promega) e transformados em células competentes E.coli e; 

Sequenciamento gerados dos Produtos de PCR, pela amplificação do inserto 

plasmídeo positivo e submetidos à eletroforese em um equipamento de seqüencia-

mento genético. As sequências com microssatélites de 20pb são selecionados crite-

riosamente, onde é identificado o adaptador e levado a uma plataforma online para 

desenho dos primers como o programa Primer 3 output. 

Costa et al. (2012), desenvolveram nove primers microssatélites pa-

ra caracterizar a espécie P. rigida e estudar sua estrutura genética. Esta seria uma 

das etapas em qualquer estudo de microssatélites e envolve a precisão na coleta, 

extração e quantificação do DNA, construção de uma biblioteca genômica para de-

senvolver e otimizar um conjunto útil de pares de primers de microssatélites e ampli-

ficação destes. 
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2.5 A ESPÉCIE PARAPIPTADENIA RIGIDA – ANGICO 

 

A Família Fabaceae compreende uma das maiores famílias dentre 

as dicotiledôneas (JOLY, 1993) e considerada umas das famílias mais representati-

vas nas formações das florestas. Estas podem ser plantas de hábito muito variado 

vivendo em diferentes latitudes e altitudes.  

O sistema de classificação taxonômica da espécie em estudo Para-

piptadenia rigida (Benth.) Brenan corresponde a seguinte organização hieráquica: 

Divisão Magnoliophyta (Angiospermae), Classe Magnoliopsida (Dicotiledonae), Or-

dem Fabales, Família Fabaceae-Mimosoideae, Gênero Parapiptadenia, Espécie Pa-

rapiptadenia rigida (Benth.) Brenan (CARVALHO, 2002) (Figura 1). 

 

Figura 1 – Parapiptadenia rigida. A - Plântula. B - Indivíduo jovem. C - Indivíduo a-
dulto. D – Tronco tipo árvore 

 
Fonte: A - MACIEL et al. (2012); B e D – FERRERA (2012) C - LORENZI (2000)  
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Apresenta-se com variados nomes populares dependentes da sua 

localização, no Brasil é chamada de gurucaia (CHAGAS E SILVA et al., 1995), angi-

co-vermelho (KIPPER et al., 2010; FERRERA, 2012), angico na Bahia, no Paraná, 

no Rio Grande do Sul, em Santa Catarina e em São Paulo, angico-da-mata, angico-

verdadeiro (LORENZI, 2000), monjoleiro (SAUERESSIG, 2012), angelim-amarelo, 

na Bahia e em Santa Catarina; angico-branco, em Minas Gerais e em São Paulo. 

Em outros países é conhecida como anchico, no Uruguai, anchico colorado e curu-

pay-rá, na Argentina, kari kara na Bolívia, kurupay'ra, no Paraguai (CARVALHO, 

2002). 

A subfamília Mimosoideae possui aproximadamente, 80 gêneros que 

são na sua maioria tropical e subtropical na distribuição e principais componentes de 

regiões áridas e semi-áridas de todo o mundo (LUCKOW et al., 2003). Segundo Lo-

renzi e Souza (2008), a subfamília possui folhas geralmente bipinadas, flores acti-

nomorfas, diclamídeas, corola com prefloração valvar, frequentemente gamopétala-

da, estames em número igual ou duplo ao das pétalas e sementes com pleurogra-

ma. 

Abundantes das regiões tropicais a Parapiptadenia é considerada 

uma segregação dos gêneros de Piptadenia de Bentham (JOBSON; LUCKOW, 2007 

apud LIMA; LIMA, 1984) e as espécies com sementes aladas foram reconhecidos 

como pertencentes ao gênero Parapiptadenia Brenan (JOBSON; LUCKOW, 2007 

apud BRENAN, 1963). O significado etimológico decorre de Parapiptadenia, do gre-

go pará (semelhante) ao gênero Piptadenia Benth, por ser semelhante ou próximo a 

este gênero; rigida, do latim rigidus (rijo,duro), provável alusão à dureza do lenho 

(BURKART, 1979). P. rigida é bem distinta das demais espécies brasileiras e carac-

teriza-se, principalmente, pelas flores amarelo-esverdeadas e pelos folíolos linear-

falcados com nervura principal submarginal (LIMA; LIMA, 1984). As espécies de Pa-

rapiptadenia são muito afins das de Piptadenia, mas diferenciam-se pelas sementes 

aladas. (LIMA, 1985). 

Sua distribuição geográfica no Brasil (Figura 2) é larga e ocorre em 

Floresta Estacional Decidual (HIGUCHI et al., 2012), em Floresta Semidecidual (S-

CHEER; BLUM, 2011), em Floresta Tropical/Subtropical Perenifólia e Floresta Sub-

tropicais (INPE, 2008), em Floresta Ombrófila Mista ou Floresta com Araucária 

(SAUERESSIG, 2012). Sua ocorrência natural incide desde nordeste da Argentina, 

no leste do Paraguai, no norte do Uruguai (MARTINEZ-CROVETTO, 1963; GAR-
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TLAND et aI., 1995; LOPEZ et al., 1987; LOMBARDO, 1964). E no Brasil ocorre nos 

estados Espírito Santo (LOPES et al., 2000), Mato Grosso do Sul (SOUZA et aI., 

1997), Minas Gerais (CARVALHO et aI., 1999), Paraná (CEZARE et aI., 1998; FO-

WLER; CARPANEZZI, 1998; SOARES-SILVA et al., 1998), Rio de Janeiro (PÍFIA-

RODRIGUES et aI.,1997), Rio Grande do Sul (COSTA et aI., 2000), Santa Catarina 

(NEGRELLE; SILVA, 1992), São Paulo (CAMARGO; CAVASSAN, 1999). 

 

Figura 2 – Locais de ocorrência natural de Parapiptadenia rigida no Brasil 

 
Fonte: CARVALHO (2002) 
 

Planta decídua, heliófita, indiferente à condições físicas do solo, a-

presenta maior frequência nas matas menos abertas e menos densas e principal-

mente, nas associações secundárias mais evoluídas (LORENZI, 2000) ou seja, uma 

planta secundária inicial (VACARRO et al., 1999; BORGHI et al., 2004; KIPPER et 

al., 2010; COELHO et al., 2011).  

Arvoreta a árvore comumente semidecidual, mas existem exempla-

res perenifólios. Geralmente com 4 a 20 m de altura e 40 a 70 cm de DAP, podendo 

atingir até 35 m de altura e 140 cm de DAP, na idade adulta (CARVALHO, 2002). A 

emergência ocorre com 5 dias e sua germinação é do tipo epígea com raiz pivotante 

(LOPES et al., 2012). Planta com sistema sexual hermafrodita (CARVALHO, 2002) 

produz anualmente grande quantidade de sementes viáveis e sua dispersão pode 

ser anemocoria, autocoria, principalmente barocoria, por gravidade e também hidro-

coria, devido a sua ocorrência freqüente junto aos cursos de água (BURKART, 1979; 
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COELHO et al., 2011) e seu principal vetor de polinização são as abelhas (CAVA-

LHEIRO; AMEXEIRO, 1992).  

Fenologicamente (Figura 3) ocorre a queda foliar da espécie de maio 

a novembro (caducifólia) e o brotamento de julho a novembro, as emissões dos bo-

tões florais em novembro a dezembro e em maio; a ântese de novembro a fevereiro 

e em maio e; a frutificação imatura de dezembro a junho e a madura de março a a-

gosto (FERRERA, 2012). 

 

Figura 3 – Parapiptadenia rigida. A - Folhas. B - Flores. C – Flores em detalhe. D – 
Frutos verdes. E – Frutos secos. F – Sementes 

 
Fonte: A a D – FERRERA (2012); E e F - LORENZI (2000) 
 

Em relação aos solos encontrados, a espécie cresce tanto em solos 

úmidos como em secos, sendo mais abundante nos bem drenados, adapta-se bem 

a solos rasos, principalmente os derivados de basalto, sendo, por isso, freqüente 

nas encostas dos vales (EMBRAPA, 1988). 

Schroder et al. (2013) define P. rigida com características de rápido 

crescimento e madeira de alta densidade de massa específica aparente de 0,75 a 

1,00 g/cm3 a 15% de umidade e massa específica básica: 0,54 a 0,69 g/cm3, com 

madeira de alta durabilidade, em condições favoráveis ao apodrecimento. É conside-

rada madeira imune ou muito resistente ao cupim (JANKOWSKI et al., 1990; SILVA 
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et al., 1982). IPEF (2013) define a utilização da espécie em construção, carvão, resi-

na, arborização urbana, medicina, melífera e paisagismo. E ainda, UBESSI-

MACARINI et al. (2011) relata a utilização da espécie em produtos apícolas, com-

bustíveis, ecológicos, fibras, medicinais, ornamentais e produtos bioquímicos, apro-

veitando todas partes da planta.  

 A espécie também apresenta principalmente aplicabilidade e impor-

tância nos aspectos ambientais, pois se torna ideal para a restauração florestal e 

para o sequestro de carbono. Ela é recomendada para reposição de mata ciliar em 

locais com ausência de inundação ou com inundações periódicas de rápida duração 

(FERREIRA, 1983; SALVADOR, 1987; DURIGAN; NOGUEIRA, 1990), e ainda na 

recuperação de áreas degradadas (SOUTO, 1984). Nos plantios, apresenta boa de-

posição de folhedo, que dificulta o aparecimento de vegetação invasora. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

A fragmentação dos habitats naturais tem sido considerada um pro-

blema a nível global. Esta amplitude pode ser relacionada com a grande importância 

em estudar estes ambientes degradados ao que tange à fauna e à flora. A atividade 

humana tem participado ativamente, de formas diretas e indiretas, seja por necessi-

tar dos recursos naturais, seja por praticar o desmatamento para ampliar a pecuária, 

a agricultura ou às zonas civis.  

A crescente demanda da exploração dos recursos naturais e a ca-

deia de processo que a cerca (economia e política) demanda em acelerar os estu-

dos e pesquisas científicas, a fim de manter o desenvolvimento econômico sustentá-

vel e a preservação dessas espécies ameaçadas por este círculo vicioso. Estudos 

nesta área demandam pessoas capacitadas em ter conhecimento de diversas áreas 

a fim de proporcionar resultados que denotem o passado ao presente e, ao futuro, o 

qual poderemos não ter as florestas que hoje já não são mais intactas.  

O estudo com a espécie Parapiptadenia rigida apresenta sua rele-

vância para aprofundar o conhecimento sobre a espécie a nível molecular. As tecno-

logias empregadas no campo das ciências incluem os marcadores moleculares os 

quais são ferramentas essenciais nas pesquisas com espécies arbóreas. Os micros-

satélites sendo os mais informativos, propõem a compreensão da estrutura genética 

da espécie podendo inferir dados de fluxo gênico, deriva genética e distâncias inter e 

intra-populações. Tais inferências são valiosas ao colaborar para o acervo da con-

servação genética.  
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

Estimar a diversidade genética de populações de Parapiptadenia ri-

gida (Benth.) Brenan (Fabaceae-Mimosoideae) utilizando marcadores microssatéli-

tes a fim de relacionar se a mesma encontra-se em perigo de extinção e analisar se 

há relação com o habitat fragmentado da região onde a espécie se encontra. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Quantificar a variabilidade genética inter e intrapopulacional de 

quatorze populações de P. rigida distribuídas nos Estados do Rio 

Grande do Sul, Santa Catarina, Paraná e São Paulo; 

2. Associar os resultados aos padrões reprodutivos e demográficos 

com a diversidade genética intra e interpopulações; 

3. Estimar a divergência genética entre as populaçõe em estudo 

comparando com as distâncias geográficas dos diferentes frag-

mentos amostrados; 

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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5 ARTIGO: DIVERSIDADE GENÉTICA EM POPULAÇÕES DE PARAPIPTA-

DENIA RIGIDA (BENTH.) BRENAN (FABACEAE - MIMOSOIDEAE) POR 

MARCADORES MICROSSATÉLITES. 

 

RESUMO: A família Fabaceae-Mimosoideae apresenta, aproximadamente, 40 gêneros 
incluindo Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan,  a qual  ocorre com maior frequência 
nos três estados do sul do Brasil. P. rigida é uma árvore de sucessão secundária preco-
ce, característica da floresta tropical, a qual é de grande importância ecológica na recu-
peração de áreas degradadas. Foram utilizados oito pares de locos de microsatélites 
para estudar a variabilidade e estrutura genética de 14 populações de P. rigida e obteve-
se um total de 137 alelos com os valores médios de heterozigosidade esperada e ob-
servada de 0,32 e 0,53, respectivamente. Todas as populações estudadas mostraram 
déficits de heterozigotos. A maior parte da diversidade genética foi encontrada dentro de 
populações, enquanto o nível de diferenciação genética foi moderado (12,91%) entre as 
populações. Níveis diferentes  de fluxo gênico entre as populações foi verificado. Valo-
res de Fis positivos e significativos foram calculados para todas as populações e o teste 
de Wilcoxon para excesso de heterozigosidade mostrou que um recente gargalo genéti-
co ocorreu em 12 das 14 populações estudadas. O dendrograma construído pelo méto-
do UPGMA mostrou a formação de dois grupos. A presença de vários pares de locos 
em desequilíbrio de ligação confirma o fato de que estas populações  perderam variabi-
lidade genética por deriva genética. O teste de correlação de Pearson não foi significati-
vo para a relação entre distância genética e distância geográfica.  Os resultados mostra-
ram que é necessário a aplicação de estratégias de manejo para a conservação destas 
populações de P. rigida pois, a viabilidade das próximas gerações está severamente 
comprometida. 

Palavras-chave: Mimosoideae. Espécie arbórea tropical. Conservação. Marcadores 
moleculares. 

 

ABSTRACT: Fabaceae-Mimosoideae Family has approximately 40 genera including 
Parapiptadenia rigida (Benth.) Brenan which occurs with great frequency in the three 
Southern States from Brazil. P. rigida is a tree of early secondary sucession chacteristic 
of the Tropical Rainforest that is of great ecological importance in the recovery of 
degraded areas. We used eight pairs of microsatellite loci to study the genetic variability 
and population genetic  structure in fourteen populations and obtained a total of 137 
alleles with an average observed and expected heterozygosity of 0.32 and 0.53, 
respectively. All the populations studied showed heterozygosity deficits. Most of the 
genetic diversity was found within populations; while the level of genetic differention was 
moderate (12.91%) between populations.  Different levels of gene flow among the 
populations were detected. Positive and significant values of Fis were found for all the 
populations and the Wilcoxon test for excess of heterozygosity indicate that a recent 
bottleneck occurred in twelve of fourteen populations studied. The dendrogram 
constructed by the UPGMA method revealed the formation of two groups. The presence 
of several pairs of loci in linkage disequilibrium confirms that these populations 
experienced a loss of genetic diversity caused by genetic drift. Pearson correlation test 
was not significant for genetic and geographic distances.  The results showed that it is 
necessary to develop management strategies for the conservation of these populations 
of P. rigida as the viability of the next generations are severely compromised. 

Keywords: Mimosoideae. Tropical tree species. Conservation. Molecular markers. 
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5.1 INTRODUÇÃO 

 

A devastação das florestas brasileiras atreladas à competição hu-

mana e seu crescimento desordenado é uma das principais causas da redução dos 

habitats naturais e também, da divisão dos remanescentes em fragmentos menores 

(ARAÚJO, 2005). Isto, consequentemente, modifica e desequilibra a biodiversidade 

a qual constitui uma propriedade dos ecossistemas com a característica básica de 

manutenção da natureza em seu longo processo evolutivo.  

A genética da conservação permite a avaliação da variabilidade ge-

nética intra e interespecífica buscando uma melhor compreensão da dinâmica de 

populações das espécies. É também, importante por proporcionar esclarecimentos 

da causa do potencial evolutivo a longo prazo (BEGON et al., 2007) e interferir de 

maneira positiva no monitoramento de projetos de reintrodução e manejo de popula-

ções naturais (SANTOS et al., 2004). 

O estudo de espécies tropicais é de suma importância, principalmen-

te, aquelas inclusas na lista de sucessão ecológica, como Parapiptadenia rigida 

(Benth.) Brenan (Mimosoideae). A Família Fabaceae compreende uma das maiores 

famílias dentre as dicotiledôneas (JOLY, 1993) e a subfamília Mimosoideae possui 

aproximadamente, 80 gêneros que são na sua maioria tropical e subtropical na dis-

tribuição e principais componentes de regiões áridas e semi-áridas de todo o mundo 

(LUCKOW et al., 2003). Pertencendo a esta subfamília, a espécie P. rigida apresen-

ta-se com variados nomes populares como gurucaia (CHAGAS E SILVA et al., 

1995), angico-vermelho (KIPPER et al., 2010; FERRERA, 2012), angico (LORENZI, 

2000) ou ainda, monjoleiro (SAUERESSIG, 2012). 

Sua distribuição geográfica no Brasil é ampla, se estendendo do 

Nordeste ao Sul, é característica das Florestas Estacional Decidual (HIGUCHI et al., 

2012) e Semidecidual (SCHEER; BLUM, 2011), mas ocorre também na Floresta 

Ombrófila Densa e Ombrófila Mista (SAUERESSIG, 2012) com menor frequência. É 

uma planta secundária inicial (VACARRO et al., 1999; BORGHI et al., 2004; KIPPER 

et al., 2010; COELHO et al., 2011), monóica com sistema sexual hermafrodita 

(CARVALHO, 2002), alógama e possivelmente apresente um sistema de auto-

incompatibilidade (RIBAS, 1999), devido ao seu comportamento pioneiro e de su-

cessão secundária inicial, com crescimento rápido sendo utilizada em sistemas de 

restauração florestal e sequestro de carbono. Árvores adultas e regenerantes de P. 
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rigida ocorrem agrupadas, provavelmente devido à dispersão de sementes próximas 

às árvores matrizes, levando ao aparecimento de estrutura genética espacial intra-

populacional.  

Neste sentido, para o estudo da diversidade genética desta espécie, 

os marcadores moleculares são uma excelente ferramenta, pois contribuem para 

direcionar o conhecimento da base genética (FALEIRO, 2007). Dentre os tipos de 

marcadores moleculares, os microssatélites são os mais utilizados em estudos de 

populações de espécies arbóreas, para verificar como a devastação florestal afeta a 

variabilidade genética.   

Essa espécie arbórea torna-se alvo de investigação e preocupação 

científica para conhecer a base da diversidade genética de suas populações natu-

rais. Neste contexto, este trabalho tem como objetivo investigar a diversidade gené-

tica da P. rigida sob a hipótese de que esta espécie sofreu e está sofrendo os efeitos 

da fragmentação com a consequente perda de sua variabilidade genética nestes 

fragmentos e associar os resultados aos padrões reprodutivos e demográficos com a 

diversidade genética contribuindo com a conservação dos recursos genéticos desta 

espécie arbórea tropical.  

 

5.2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.2.1 Amostragem 

 

Realizou-se a amostragem de 14 populações de P. rigida (Tabela 1) 

entre 2010 e 2012 sendo nove no Paraná, duas em Santa Catarina, duas no Rio 

Grande do Sul e uma em São Paulo (Figura 4). Foram amostrados, aproximadamen-

te, 30 indivíduos aleatoriamente em cada população, mantendo uma distância míni-

ma de 10m entre as árvores a fim de evitar a coleta de indivíduos aparentados e de 

modo a abranger toda sua área de distribuição no fragmento. Algumas amostras fo-

ram coletadas em gelo e posteriormente mantidas a -20°C até a extração do DNA, 

enquanto outras foram mantidas em sílica. A populações de Alvilândia, Cornélio 

Procópio e  Londrina foram coletadas nas  reservas florestais da Estação Ecológica 

de Caetetus, Parque  Estadual Mata São Francisco e Parque Estadual Mata dos 

Godoy, respectivamente, onde estes fragmentos são preservados.   
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Tabela 1 – Locais de coleta das amostras de Parapiptadenia rigida na região sul e 
sudeste-brasileira e número (n) de indivíduos 

Siglas 
Cidade/Estado 

Coordenada  
Área Total  

do Fragmento 
Altitude 
média 

Formação 
 Florestal 

TOM 
TOMAZINA 

Paraná                         
-23.773591°S -49.938178°W 

754.000m2 494 
Floresta  

Estacionária  
Semidecídua 

WES 
FREDERICO WESTPHALEN  

Rio Grande do Sul                
-27.343946°S -53.383690°W 

365.000m2 532 
Floresta  

Estacionária  
Decídua 

PMT 
PALMITAL 

Paraná                         
-24.876823°S -52.162961°W 

310.550m2 915 
Floresta  

Estacionária  
Semidecídua 

BIV 
IRAÍ  

Rio Grande do Sul                
-27.185187°S -53.249438°W 

110.000m2 221 
Floresta  

Estacionária  
Decídua 

LUP 
LUPIONÓPOLIS  

Paraná                         
-22.760173°S -51.664464°W 

83.800m2 425 
Floresta  

Estacionária  
Semidecídua 

MGY 
LONDRINA 

Paraná                         
-23.443281°S -51.243259°W 

15.150.000m2 551 
Floresta  

Estacionária  
Semidecídua 

STA 
SANTA CECÍLIA DO PAVÃO 

Paraná                         
-23.488199°S -50.816302°W 

414.000m2 665 
Floresta  

Estacionária  
Semidecídua 

CPR 
CORNÉLIO PROCÓPIO  

Paraná                         
-23.250000°S -50.733333°W 

380.000m2 665 
Floresta  

Estacionária  
Semidecídua 

EOR 
ORTIGUEIRA (Entrada)  

Paraná                         
-24.204534°S -50.942049°W 

145.000m2 821 
Floresta  

Estacionária  
Semidecídua 

CRV 
CURIÚVA   

Paraná                         
-24.016667°S -50.433333°W 

35.140.000m2 831 
Floresta  

Estacionária  
Semidecídua 

BNH 
ORTIGUEIRA (Banhadão)  

Paraná                         
-24.150000°S -50.866667°W 

240.000m2 821 
Floresta  

Estacionária  
Semidecídua 

CNV 
VARGEM                       

Santa Catarina                   
-27.497352°S -50.881842°W 

1.500.300m2 937 

Floresta  
Estacionária  

Decídua/ 
Floresta  

Ombrófila 
Mista 

LAV 
LAGES             

Santa Catarina                   
-28.183333°S -50.716667°W 

3.720.000m2 885 
Floresta  

Ombrófila 
Mista 
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CTT 
ALVILÂNDIA                    

São Paulo 
-22.380492°S -49.674468°W 

23.510.000m2 670 
Floresta  

Estacionária  
Semidecídua 

          

 

Figura 4 – Mapa das áreas de coleta nos estados de Rio Grande do Sul, Santa Ca-
tarina, Paraná e São Paulo, Brasil 

 
 

5.2.2 Extração de DNA 

 

A extração do DNA foi realizada de acordo com o protocolo Doyle e 

Doyle (1987), as amostras foram maceradas utilizando o macerador Retsch MM400 

(Haan, Germany); adicionando-se posteriormente, 1.000μl de CTAB 2% e levados 

ao banho-maria pré-aquecido a 65ºC onde ficaram incubadas por 30 minutos, agi-

tando-se a cada 10min. 

Os microtubos foram retirados e resfriados a temperatura ambiente 

acrescentando-se 450l de clorofórmio álcool isoamílico (24:1) e agitados até homo-
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geinizar; centrifugados a 14.000 rpm por 5 minutos; recuperando o sobrenadante e 

transferindo para outro microtubo (3 alíquotas de 180l); acrescentando 400l de 

isopropanol gelado (–20ºC) e; centrifugando a 7.500 rpm por 10 minutos para formar 

o pellet.  

Descartou-se o máximo de sobrenadante e lavou-se duas vezes o 

pellet com 500l de etanol 70% e com 1.000l de etanol absoluto. Retirou-se o má-

ximo possível deste e quando o pellet secou, acrescentou-se 50l de tampão TE 

0.01mM contendo 5l/Ml de RNAse. As amostras foram incubadas na estufa por 30 

min a 37ºC e conservou-se em freezer a – 20°C por 24 horas para eletroforese. 

 

5.2.3 Amplificação de Microssatélites 

 

A análise dos locos de microssatélites foi realizada no laboratório 

multiusuário (LAMM-UEL/Pr). As reações de amplificação utilizaram 8 primers de-

senvolvidos por COSTA et al. (2012): Prig21, Prig26, Prig 28, Prig29, Prig33, Prig 

38, Prig62, Prig87 (Tabela 2). As reações de PCR foram compostas de 1μl de DNA 

genômico (50ng); 4,5μl Go Taq Green Master Mix 1X, 0,16μl a 5pmol do primer dire-

to com a cauda para o M13, 0,32μl a 5pmol de cada primer reverso e M13 marcado 

com fluoróforos FAM, HEX e MED e água ultra pura para completar volume final da 

reação de 10μl. As reações de amplificação (MJ Research PTC-200) foram progra-

madas para as seguintes condições: uma denaturação inicial de 4 min a 94ºC segui-

dos de 11 ciclos de 30 seg a 94ºC, 30 seg a 65-53ºC (1ºC/ciclo) e 30 seg a 72ºC 

mais 30 ciclos de 30 seg a 94ºC, 30 seg a 55ºC e 30 seg a 72ºC seguidos de 8 ci-

clos de 30 seg a 94ºC, 45 seg a 53ºC e 45 seg a 72ºC e uma extensão final de 60ºC 

após 40 min e 10ºC hold. 

Após amplificação, os produtos foram submetidos a eletroforese ca-

pilar no sequenciador 3500xL (Life Technologies, California, USA) e analisados para 

estimativa do tamanho dos alelos. 
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Tabela 2 – Sequência de pares de primers desenvolvidos para Parapiptadenia rigida 
com as respectivas, tamanho de pares de bases (pb), temperaturas de 
anelamento (Ta) 

 
Fonte: COSTA et al. (2012) 
 

5.2.4 Análise Estatística 

 

O tamanho dos alelos foram determinados utilizando-se o marcador 

de peso molecular GeneScan™ – 600 LIZ® Size Standard (Life Technologies, Cali-

fornia, USA), pelo programa GeneMarker v.1.6 (Life Technologies, California, USA) 

posteriormente os dados foram organizados em matrizes e submetidos a programas 

computacionais. Os dados foram analisados quanto a presença de alelos nulos, 

bandas sttuter e alelos drop-out que afetam a leitura dos microssatélites, através do 

programa Micro-Checker 2.2.3. (VAN OOSTERHOUT et al., 2004). 

A diversidade genética de cada população foi caracterizada pelo 

número de alelos por locos (A), número de alelos efetivos (AE), heterozigosidade 

observada (Ho) e heterozigosidade esperada (He) no programa PopGene v. 1.31. Os 

níveis de endogamia (FIS; Wright, 1951)  com correção de Bonferroni (95%, α=0,05), 

baseados em 2.240 randomizações foram geradas pelo programa FSTAT versão 

2.9.3.2 (GOUDET, 2011). O teste exato para desvio do Equilíbrio de Hardy-
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Weinberg (GUO; THOMPSON, 1992) e desequilíbrio de ligação foram obtidos pelo 

software Genepop 4.2.1 (RAYMOND; ROUSSET, 1995).  

A variabilidade genética entre populações, entre indivíduos dentro de 

populações, dentro de indivíduos  bem como o índice de fixação alélica (FST) foram 

estimados utilizando a análise de variância molecular (AMOVA) pelo programa AR-

LEQUIN v.3.11 (EXCOFFIER et al., 2005), com o qual foi também calculado o Fst 

par a par.  

Para verificar se as populações estudadas passaram por um efeito 

de Gargalo Genético recente foi utilizado o programa BOTTLENECK (CORNUET; 

LUIKART, 1996; PIRY; LUIKART; CORNUET, 1999), a partir de três modelos evolu-

tivos para locos de microssatélites, sendo eles Infinite Allele Model (IAM), Two Pha-

se Model (TPM) e Stepwise Mutation Model (SMM). As probabilidades baseadas no 

excesso/deficiência de heterozigosidade foram derivadas do teste de Wilcoxon (Wil-

coxon sign-rang test) (LUIKART et al., 1998). O teste de Wilcoxon fornece um poder 

relativamente alto para análises que utilizam poucos locos.   

Distância genética de Nei (1978) foi usada para construir o dendro-

grama utilizando o método UPGMA (unweighted pair-group method with arithmetic 

averages) (SOKAL; MICHENER, 1958) com software TFPGA 1.3 (MILLER, 1997). 

Já ocorrência de migração entre as populações foi estimada pelo 

método Bayesiano para a porcentagem de migrantes, pelo programa BAYESASS, 

versão 1.3 (WILSON; RANNALA, 2003). Para verificar uma possível correlação entre 

distância geográfica e genética, foi realizado o teste de correlação de Pearson, com 

base nos valores de FST entre pares de populações e as distâncias geográficas, 

pelo software Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2007).  

 

5.3 RESULTADOS  

 

Neste estudo, somente o DNA das plantas que mostraram um bom 

nível de amplificação para todos os locos foram considerados, com o objetivo de e-

liminar desvios causados por alelos nulos. O teste para alelos nulos mostrou uma 

presença desprezível dos mesmos nas populações estudadas (Tabela 3). 

Para os oito locos de microssatélites estudados nas 14 populações 

de  P. rigida (Tabela 3), um total de 137 alelos foram identificados em 420 indiví-

duos. O número de alelos variou  de 4,38 (PMT) a 7,88 (STA) com média de 6,05. O 
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número de alelos efetivos variou de 1,99 (TOM) a 4,32 (STA) com média de 3,01 por 

locos. As médias de heterozigozidade observada (Ho = 0,33) foram mais baixas do 

que a média de heterozigozidade esperada (He = 0,52), mostrando uma deficiência 

em heterozigotos. O teste de correlação linear de Pearson não mostrou relação en-

tre a taxa de heterozigosidade e o tamanho do fragmento  (r =-0,0789, P=0,7886). 

Os valores do coeficiente de endogamia (Fis) para as 14 populações estudadas 

mostraram valores positivos e significativos. O teste exato para Equilíbrio de Hardy-

Weinberg mostrou que todas as populações estudadas desviaram significativamente 

do equilíbrio de Hardy-Weinberg (Tabela 3).  

 

Tabela 3 – Medidas da diversidade para oito locos de microssatélites para 14 popu-
lações de Parapiptadenia rigida 

Populaçãoa N 
A 

 (SD) 
Ae  

(SD) 
Ho  

(SD) 
He (SD) Fis Null 

TOM 29x 4,50 
(2,14) 

1,99 (0,54) 0,18 
(0,22) 

0,46 
(0,21) 

0,60* 0,16 

WES 28x 4,63  
(1,85) 

2,28 (0,96) 0,27 
(0,19) 

0,49 
(0,24) 

0,46* 0,11 

PMT 30x 4,38  
(2,56) 

2,33 (1,64) 0,25 
(0,27) 

0,39 
(0,33) 

0,36* 0,20 

BIV 28x 6,00  
(3,02) 

3,12 (1,99) 0,28 
(0,24) 

0,57 
(0,28) 

0,50* 0,24 

LUP 29x 4,88  
(2,17) 

2,29 (0,78) 0,18 
(0,16) 

0,51 
(0,24) 

0,65* 0,18 

MGY 33x 7,13  
(3,60) 

3,41 (2,43) 0,33 
(0,19) 

0,56 
(0,30) 

0,41* 0,16 

STA 29x 7,88  
(3,72) 

4,32 (3,01) 0,39 
(0,19) 

0,64 
(0,29) 

0,40* 0,16 

CPR 31x 6,88  
(3,18) 

3,75 (2,40) 0,33 
(0,19) 

0,59 
(0,32) 

0,44* 0,09 

EOR 31x 6,38 
 (3,74) 

3,31 (2,11) 0,39 
(0,27) 

0,55 
(0,34) 

0,28* 0,09 

CRV 32x 7,63  
(4,27) 

3,54 (2,68) 0,45 
(0,24) 

0,58 
(0,30) 

0,22* 0,12 

BNH 30x 7,25  
(3,73) 

3,32 (2,01) 0,41 
(0,28) 

0,57 
(0,33) 

0,27* 0,08 

CNV 28x 5,00  
(1,77) 

2,06 (1,16) 0,31 
(0,20) 

0,41 
(0,24) 

0,25* 0,11 

LAV 29x 5,13  
(2,30) 

2,79 (1,76) 0,38 
(0,24) 

0,53 
(0,26) 

0,28* 0,15 

CTT 
30x 7,00 

(2,93) 
3,59 (2,15) 0,42 

(0,26) 
0,63 

(0,23) 
0,34* 

 
 

0,15 

Média loco - 6,05 
(2,93) 

3,01 
(1,83) 

0,33 
(0,22) 

0,53 
(0,28) 

- - 

* Significância de Fis a 5 % de probabilidade por população em todos os locos 
x Significância a 5 % de probabilidade pelo teste exato de Fisher para equilíbrio de Hardy–Weinberg 
a Nomes das populações especificados na Tabela 1 
N número de indivíduos por população, A número de alelos por locos, Ae número de alelos efetivos 
por locos, Ho heterozigozidade observada, He heterozigozidade esperada, Fis coeficiente de endo-
gamia segundo Wright 1951, Null frequências médias do alelo nulo, SD desvio padrão para A, Ae, Ho 
e He. 
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O teste de desequilíbrio de ligação mostrou que 9 das 14 popula-

ções estudadas mostraram pares de locos em desequilíbrio de ligação. As popula-

ções de Alvilândia, Cornélio Procópio, Frederico Westphalen e Santa Cecília do Pa-

vão mostraram três pares de locos em desequilíbrio de ligação enquanto as popula-

ções de Curiúva e Ortigueira (Banhadão) mostraram dois pares de locos em dese-

quilíbrio de ligação. As populações de Ortigueira (Entrada), Palmital e Vargem mos-

traram somente um par de locos em desequilíbrio de ligação enquanto as popula-

ções de Iraí, Lages, Londrina, Lupionópolis e Tomazina não apresentaram locos em 

desequilíbrio de ligação.  

 

Tabela 4 – Presença do desequilíbrio de ligação de 8 locos de microssatélites em 14 
populações de Parapiptadenia rigida 

 
P > 0.05 (significativo usando o teste exato de Fisher)  
 

A análise de variância molecular (AMOVA) mostrou que 17,12% da 

variação genética é encontrada dentro das populações, 69,97% é encontrado dentro 

de indivíduos e apenas 12,91% é encontrado entre as populações (índice de dife-

renciação genética, Fst = 12,9%) (Tabela 5).  
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Tabela 5 – Análise de variância molecular (AMOVA) em 14 populações de Parapip-
tadenia rigida utilizando oito locos microssatélites 

Fonte de variação 
G.L. Soma dos 

Quadrados 
Componentes de 

variância 
Porcentagem de 

variância 
Entre populações 13 77,40 0,08 12,91** 

Entre indivíduos 
dentro de popula-
ções 

403 286,41 0,11 17,12** 

Dentro de indiví-
duos 

417 199,00 0,47 69,97** 

Total 833 562,81 0,68  
Fst: 
 

0,129    

**P ≤ 0,01 (significância dada pelo teste com 1.023 permutações) 
 

Níveis baixos a elevados de diferenciação genética (Fst par a par) 

foram observados entre as populações, com as menores diferenças observadas en-

tre as popualções de Lupionópolis e Tomazina, Lages e Vargem. E as maiores dis-

tâncias genéticas entre as populações de Ortigueira (Entrada) e Iraí, Vargem e Orti-

gueira (Entrada) (Tabela 6). O teste de correlação de Pearson mostrou não existir 

relação entre o Fst par a par e entre as distâncias geográficas das populações (r = 

0,1256; p = 0,2355). 

 

Tabela 6 – Distância geográfica em km, acima da diagonal, e valores de Fst par a 
par das populações de Parapiptadenia rigida abaixo da diagonal. 

Valores significativos P≤0,01 dada por 1.023 permutações 
 

 TOM WES PMT BIV LUP MGY STA CPR EOR CRV BNH CNV LAV CTT 

TOM ** 525 255 504 210 138 95 100 113 58 104 423 495 156 

WES 0,02 ** 299 22 537 483 500 527 425 473 435 248 279 665 

PMT 0,12 0,07 ** 276 240 184 206 232 144 200 154 315 394 375 

BIV 0,13 0,11 0,05 ** 515 461 477 505 404 450 412 238 274 643 

LUP 0,01 0,03 0,10 0,07 ** 88 119 110 177 188 175 530 608 209 

MGY 0,02 0,01 0,11 0,14 0,04 ** 44 56 90 105 88 450 528 200 

STA 0,07 0,15 0,14 0,10 0,08 0,16 ** 28 80 70 74 445 520 170 

CPR 0,06 0,11 0,09 0,05 0,04 0,10 0,02 ** 108 90 101 471 546 145 

EOR 0,21 0,22 0,30 0,35 0,23 0,16 0,28 0,24 ** 56 10 365 441 240 

CRV 0,12 0,16 0,19 0,22 0,15 0,12 0,17 0,14 0,05 ** 46 388 462 197 

BNH 0,06 0,12 0,14 0,15 0,08 0,10 0,06 0,05 0,11 0,05 ** 371 447 230 

CNV 0,17 0,11 0,02 0,04 0,14 0,16 0,16 0,12 0,36 0,25 0,18 ** 77 580 

LAV 0,12 0,10 0,04 0,04 0,10 0,13 0,09 0,07 0,31 0,20 0,11 0,01 ** 651 

CTT 0,07 0,08 0,10 0,14 0,05 0,09 0,10 0,08 0,16 0,13 0,07 0,16 0,13 ** 
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O teste de Wilcoxon (Tabela 7) mostrou que a maioria das popula-

ções  sofreram uma redução recente no tamanho efetivo, com exceção das popula-

ções de Cornélio Procópio e Palmital.  A população de Vargem mostrou efeito de 

deriva genética recente pelos modelos IAM, SMM e TPM e as populações de Toma-

zina e Londrina mostraram efeitos significativos pelos modelos SMM e TPM.  As no-

ve populações restantes de Frederico Westphalen, Iraí, Lupionópolis, Santa Cecília 

do Pavão, Curiúva, Ortigueira (Entrada), Ortigueira (Banhadão), Lages e Alvilândia 

mostraram efeito de deriva genética somente pelo modelo SMM. 

 

Tabela 7 – Teste de Wilcoxon para desequilíbrio de mutação-deriva, exces-
so/deficiência de heterozigosidade, utilizando Bottleneck (LUIKART et al., 
1998), para oito locos de microssatélites em 14 populações de Parapip-
tadenia rigida 

Population d I.A.M.a T.P.M.b S.M.M.c 

TOM 0,375 0,016* 0,008* 

WES 0,844 0,250 0,012* 

PMT 0,469 0,109 0,078 

BIV 0,297 0,109 0,017* 

LUP 0,688 0,078 0,016* 

MGY 0,742 0,039* 0,008* 

STA 0,945 0,461 0,027* 

CPR 1,000 0,461 0,195 

EOR 0,688 0,375 0,023* 

CRV 0,688 0,078 0,023* 

BNH 0,469 0,109 0,039* 

CNV 0,055* 0,021* 0,004* 

LAV 0,641 0,641 0,027* 

CTT 0,742 0,641 0,055* 

a-Infinite Allele Model; b- Two Phase Model; c- Step Mutation Model 
d Os nomes das cidade estão especificados na Tabela 1. 
 

O dendrograma construído pelo método de UPGMA segundo  a dis-

tância genética de Nei (1978) entre as populações mostrou a formação de diferentes 

grupos (Figura 5), com as populações de Iraí, Lages e Vargem isoladas das demais.  
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Figura 5 – Dendrograma dos agrupamentos das 14 populações de Parapiptadenia 
rigida, considerando a distância genética de Nei (1978). Número de rami-
ficações representam bootstrap baseado em 1.000 replicações 

 
 

Na análise Bayesiana encontramos fluxo gênico para todas as popu-

lações (Tabela 8). As populações de P. rigida apresentaram baixa taxa de migração, 

com média de 0,013 e taxa média de não-migrantes de 0,833. Na Tabela 8, pode-

mos ver que as maiores taxas de migração são observadas nas populações de Lon-

drina (32,4%), Tomazina e Palmital (32,3%) e a menor, foi verificada na população 

de Cornélio Procópio (1,1%). E inversamente a isto, as populações que contribuíram 

com o menor número de migrantes foram Iraí (2,3%), Tomazina, Palmital e Londrina 

(2,4%). As maiores contribuições foram verificadas para a população de Santa Cecí-

lia do Pavão (55,6%) contribuindo com menos não-migrantes do que as demais po-

pulações. 
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Tabela 8 – Médias das distribuições de proporção de indivíduos não-migrantes e 
migrantes para 14 populações de Parapiptadenia rigida, com intervalo de 
confiança de 95%, baseado no método de atribuição bayesiana de Wil-
son e Rannala (2003) 

Populaçõesa 
Não mi-
grantes 

Migrantes 

TOM 0,677 
0,004 (WES, CNV, CTT); 0,003 (PMT, BIV, LUP, MGY, LAV); 0,270 

(STA); 0,005 (CPR, EOR, BNH); 0,01 (CRV) 

WES 0,985 
0,001 (TOM, PMT, BIV, LUP, MGY, STA, CPR, EOR, CRV, BNH, CNV, 

LAV, CTT) 

PMT 0,677 
0,285 (WES); 0,003 (TOM, BIV, LUP, MGY, STA, CPR, EOR, CRV, 

BNH, CNV, LAV, CTT); 

BIV 0,678 
0,004 (TOM, PMT, LUP, MGY, STA, EOR, CRV, BNH, CTT); 0,005 

(WES); 0,013 (CPR); 0,181 (CNV); 0,084 (LAV) 

LUP 0,678 
0,003 (TOM, CNV); 0,005 (WES, EOR); 0,003 (PMT, BIV, MGY); 0,268 

(STA); 0,009 (CPR); 0,004 (CRV, BNH, CTT), 0,006 (LAV) 

MGY 0,676 0,003 (TOM, PMT, BIV, LUP, STA, CPR, EOR); 0,005 (WES, CNV); 
0,271 (CRV); 0,01 (BNH, CTT), 0,024 (LAV) 

STA 0,679 
0,003 (TOM, WES, PMT, BIV, MGY, EOR, CRV, CNV); 0,004 (LUP, 

BNH, LAV, CTT); 0,281 (CPR) 

CPR 0,989 
0,001 (TOM, WES, PMT, BIV, LUP, MGY, STA, EOR, CRV, BNH, CNV, 

LAV, CTT) 

EOR 0,983 
0,002 (BNH); 0,001 (TOM, WES, PMT, BIV, LUP, MGY, STA, CPR, 

EOR, CRV, CNV, LAV, CTT) 

CRV 0,984 
0,002 (BNH, EOR); 0,001 (TOM, WES, PMT, BIV, LUP, MGY, STA, 

CPR, CRV, CNV, LAV, CTT) 

BNH 0,983 
0,002 (CPR, EOR, CTT); 0,001 (TOM, WES, PMT, BIV, LUP, MGY, 

STA,  CRV, CNV, LAV) 

CNV 0,985 
0,002 (LAV); 0,001 (TOM, WES, PMT, BIV, LUP, MGY, STA,  CPR, 

EOR, CRV, BNH, CTT) 

LAV 0,987 
0,001 (TOM, WES, PMT, BIV, LUP, MGY, STA, CPR, EOR, CRV, BNH, 

CNV, CTT) 

CTT 0,951 
0,001 (TOM, WES, PMT, BIV, LUP, MGY, STA,  CPR, EOR, CRV, B-

NH, CNV, LAV) 
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5.4 DISCUSSÃO 

 

5.4.1 Diversidade Genética 

 

A heterozigosidade média observada (Ho = 0,33) encontrada nas 

populações de P. rigida é menor do que a heterozigosidade média esperada (He =  

0,52) a qual mostra uma deficiência de heterozigotos em todas as populações com 

valores de Fis positivos e significativos, indicando a presença de um processo inten-

so de endocruzamento nestas populações (Tabela 3). Conson et al. (2013), anali-

sando a variabilidade genética de nove populações de Luehea divaricata, árvores 

secundária inicial a tardia, verificou pelo método de Wang (2007) um Fis significativo 

em todas as populações estudadas. Estes autores concluíram que a fragmentação 

do bioma da Floresta Atlântica resultante do recorrente ciclo de corte e queima da 

floresta pode ser considerado um dos fatores principais responsáveis pela diminui-

ção da heterozigosidade de L. divaricata. Estas conclusões podem ser extendidas 

para as populações de P. rigida, onde os efeitos do desmatamento que originam a 

fragmentação podem ter reduzido os níveis de heterozigosidade nestas populações. 

O aumento na taxa de endocruzamento (Fis) é o principal fator deletério resultante 

direto da fragmentação do habitat  de acordo com Ward et al. (2005), sendo que os 

efeitos do endocruzamento são observados imediatamente após a devastação. Es-

tas observações são consistentes com os resultados encontrados em  P. rigida  nes-

te estudo e em L. divaricata por Conson et al. (2013). 

O teste de Wilcoxon (Tabela 7) mostrou que no processo de frag-

mentação que ocorreu no último século na região sul e sudeste do Brasil não ocasi-

onou uma drástica redução do tamanho efetivo de P. rigida encontrada nos  frag-

mentos localizados em Palmital e Cornélio Procópio pois, nos três modelos testados 

para detectar efeito recente de deriva genética (IAM, TPM e SMM), os mesmos fo-

ram não significativos. Em todas as outras populações conforme mostra a Tabela 7 

ocorreu um efeito de gargalo genético, sendo em algumas populações mais drástico 

(Tomazina, Londrina  e Vargem) do que nas outras (Frederico Westphalen, Iraí, 

Lupionópolis,  Santa Cecília do Pavão, Ortigueira (Entrada), Curiúva, Ortigueira 

(Banhadão), Lages e Alvinlândia). A aplicação do teste de Wilcoxon nas nove 

populações de Luehea divaricata (CONSON et al., 2013) mostraram um efeito maior 

de gargalo genético que as populações de P. rigida. Isto pode ser explicado pelo fato 
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das populações de L. divaricata terem sofrido um maior efeito de redução do seu 

tamanho efetivo do que as populações de P. rigida pois, as árvores de L. divaricata 

foram seletivamente extraídas dos fragmentos fato que não ocorreu com frequência 

em P. rigida. Este evento pode também ser verificado pelo teste de desequilíbrio de 

ligação (Tabela 4), que de acordo com Futuyma (2005) é resultado direto dos altos 

níveis de Fis, os quais são responsáveis pela manuntenção do desequilíbrio de liga-

ção nas populações. Embora, tenha sido encontrado valores significativos de Fis 

calculados segundo Wright (1951) em todas as populações estudadas e ocorrência 

de deriva genética recente na maioria das populações, as mesmas ainda mostram 

um número razoável de alelos por locos (A), número de alelos efetivos por locos (A-

e) e heterozigosidade observada (Tabela 3), isto é, estas populações ainda mantém 

níveis altos de diversidade genética pois, os efeitos de endocruzamento (Fis) é ob-

servado imediatamente após a devastação da floresta porém, a queda na diversida-

de genética será vagarosa através das sucessivas gerações (WARD et al., 2005; 

AGUILAR et al., 2008; KRAMER et al., 2008). Estes resultados foram também 

observados por Souza et al. (2013), em estudo de AFLP em P. rigida com sete po-

pulações  também analisadas neste trabalho (Lupionópolis, Londrina, Cornélio Pro-

cópio, Ortigueira, Curiúva, Vargem e Lages), mostrando altas taxas de polimorfismo 

e diversidade gênica na maioria das populações analisadas, sugerindo que a pertur-

bação seja devido a um processo recente de fragmentação.  

 

5.4.2 Estrutura Genética 

 

Mesmo tendo sido verificado em todas as populações de P. rigida  

valores significativos de Fis, a análise da variância molecular (AMOVA, Tabela 5) 

mostrou que 69,97% da variabilidade genética é encontrada dentro de indivíduos, 

17,12% dentro das populações, e apenas 12,91% entre as populações. O valor de 

Fst = 12,9% indica uma diferenciação genética moderada entre as populações, fato 

característico de espécies arbóreas de reprodução alógama (HAMRICK; GODT, 

1989). Isto é confirmado pelo fato de P. rigida  ter a suas sementes  dispersadas pe-

lo vento, água ou barocoria e os pólens serem dispersos por abelhas de pequeno e 

médio porte (KAGEYAMA, 1987). Além disso, segundo Ribas (1999) esta espécie é 

hermafrodita com auto-incompatibilidade, fato que favorece a manutenção de sua 

alta variabilidade dentro de indivíduos. 
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A Correlação de Pearson para distância genética e geográfica mos-

trou um r = 0,12; p = 0,23, ou seja, não existe uma associação entre distância gené-

tica e geográfica para as populações estudadas. As populações com maiores dis-

tâncias geográficas (Frederico Westphalen e Alvilândia), localizadas cerca de 665 

km de distância uma da outra mostraram uma distância genética de somente 0,08 e 

as populações de Tomazina e Frederico Westphalen com distâncias de 525 km en-

tre si, mostraram uma distância genética menor ainda de somente 0,02 (Tabela  6). 

Já as populações de Ortigueira (Entrada), Ortigueira (Banhadão), Frederico West-

phalen e Iraí mostraram uma distância genética de 0,11 sendo as distâncias geográ-

ficas de 10 km e 22 km, respectivamente. As populações de Santa Cecília do Pavão 

e Cornélio Procópio com distância geográfica de 28 km mostraram uma distância 

genética de somente 0,02. O mesmo padrão observamos quando analisamos as 

porcentagens de migrantes e não-migrantes. As populações de Ortigueira (Entrada) 

e Ortigueira (Banhadão) com distâncias geográficas de somente 10 km mostraram 

porcentagens de não-migrantes de 0.983 (Tabela 8) isto é, embora sejam popula-

ções próximas estão isoladas genéticamente uma das outras.  Resultado semelhan-

te foi observado entre as poulações de Ortigueira (Banhadão) e Curiúva situadas a 

46 km uma da outra pois, as mesmas apresentam 0,983 de não- migrantes. De a-

cordo com Ward et al. (2005) a fragmentação de habitat aumenta o isolamento entre 

os fragmentos reduzindo o fluxo gênico. Esta redução pode ser responsável pela 

diminuição de migrantes em cada população e combinada com a ação da deriva ge-

nética pode ser responsável pelo aumento de diferenciação genética entre os frag-

mentos perturbados. Vários destes fragmentos, principalmente os localizados no 

Estado do Paraná, estão cercados por fazendas agropastoris. Fato este que impede 

a ocorrência de fluxo gênico entre os mesmos. 

Os dados da distância genética de Nei (1978) usados para construir 

o dendrograma gerado pelo método UPGMA separou as populações em dois grupos 

(Figura 5), sendo um dos grupos compostos pelas populações de Iraí, Lages e Var-

gem e o outro grupo composto pelas outras onze populações.  A separação em dois 

grupos concorda com os resultados obtidos por Souza et al. (2013) aplicando a téc-

nica de AFLP em populações de P. rigida. Também neste estudo Souza et al. (2013) 

mostraram uma forte associação entre as populações de Lages e Vargem. Obser-

vando ainda a Figura 5, podemos destacar a grande similaridade entre as popula-

ções de Tomazina e Lupionópolis, embora estes fragmentos estejam separados por 
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210 km. Para nos fornecer uma melhor compreensão do grau de isolamento entre as 

populações, a análise Bayesiana mostrou que várias populações apresentaram uma 

taxa de migrantes em torno de 30%  (Tabela 8) enquanto em outras populações a 

taxa de migrantes foi extremamente baixa. Estes dados confirmam que nem todas 

as populações foram drasticamente isoladas o que de acordo com Ward et al. 

(2005), pode ser devido a presença de poucos indivíduos que sobreviveram entre os 

fragmentos, os quais serviriam como pontes para o fluxo gênico entre os fragmen-

tos. P. rigida tem as suas sementes dispersas pelo vento o que pode fazer que as 

mesmas alcancem longas distâncias (HORN et al., 2001) sendo que este tipo  de 

dispersão de sementes pode ser favorecido pela fragmentação (GHAZOUL, 2005) e 

nos Estados de Santa Catarina e Paraná ainda ocorre a presença de vários frag-

mentos menores localizados entre os fragmentos maiores que foram amostrados 

para este trabalho.  

Os resultados deste trabalho permite-nos concluir que vários dos 

fragmentos ainda apresentam níveis altos de variabilidade genética mas em futuro 

próximo devido a pressão do endocruzamento (Fis) e deriva genética, mesmo nos 

fragmentos maiores se não for feito com urgência o seu manejo da variabilidade ge-

nética, a viabilidade destas populações será severamente comprometida. Mesmo as 

populações de Cornélio Procópio e Pamital onde não foi verificado efeito de deriva 

genética, mostrou-se um efeito severo de endocruzamento. Ainda na população de 

Cornélio Procópio verificou-se uma taxa baixa de não-migrantes o que pode levar 

nas futura grações a uma perda severa de sua variabilidade genética.  
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