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RESUMO 
 
 
.Maytenus aquifolium é um arbusto restrito a América do Sul. A fragmentação das 
Florestas, nas últimas décadas, associada com a comprovação terapêutica em 
males gástricos e o uso em larga escala de populações naturais de Maytenus 
aquifolium têm resultando no estado de vulnerabilidade desta espécie no Rio Grande 
do Sul. Dentre as espécies medicinais prioritárias para a conservação genética, 
domesticação de germoplasma, manejo, melhoramento genético e estudo 
populacional, M. aquifolium é uma das espécies mais importantes da Bacia do Rio 
Tibagi. O objetivo deste trabalho foi detectar a variabilidade genética entre e dentro 
de três populações naturais da espécie M. aquifolium através de marcadores de 
RAPD. A diversidade genética total obtida foi 0,224 e a diferenciação genética 
dentro de populações obtida foi 0,197. Com relação a AMOVA, para M. aquifolium, a 
análise detectou diversidade genética molecular altamente significativa tanto dentro 
dos agrupamentos como entre os indivíduos. Do total da variância genética 
molecular encontrada para a espécie, 21,77% deve–se à divergência entre as 
populações e 78,23%  é atribuída aos indivíduos dentro das populações. O índice de 
divergência genética obtido foi 0.21765, corroborou os dados de AMOVA. Os níveis 
moderados a  altos de diversidade genética, para a espécie, poderiam justificar a 
conservação da variabilidade genética e a manutenção apenas das populações 
nativas de Mortandade e Trinita, o que não seria  uma inferência correta, uma vez 
que os níveis de variabilidade genética entre as populações encontradas foram 
considerados altos. Assim, a perda de uma ou mais populações pode levar a perda  
de alelos raros exclusivos de determinada população.  
 
 
Palavras-chave: Variação genética. Marcador RAPD. Maytenus aquifolium. Planta 
medicinal. 
 
 



 

SAHYUN, Sandra Aparecida. Gentic variation of populations of Espinheira-Santa 
(Maytenus aquifolium) for molecular marker. 2007.  85f.  Dissertação (Mestrado 
em Agronomia) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2007. 
 
 

ABSTRACT 
 
 
Maytenus aquifolium is a restricted shrub the South America. The fragmentation of 
the Forests, in the last decades, associated with the therapeutical evidence in illness 
gastric and the use in wide scale of natural populations of Maytenus aquifolium is 
resulting in the vulnerability of this species in the Rio Grande do Sul. Amongst the 
with priority medicinal species for the genetic conservation, domestication of 
germoplasm, handling, genetic improvement and population study, M. aquifolium is 
one of the species most important of the Basin of the River Tibagi. The objective of 
this work was to detect the genetic variability inside enters and of three natural 
populations of species M. aquifolium through RAPD markers. The gotten full genetic 
diversity was 0,224 and the genetic differentiation inside of populations gotten was 
0,197. With regard to AMOVA, for M. aquifolium, the analysis in such a way detected 
highly significant molecular genetic diversity inside of the groupings as between the 
individuals. Of the full of the found molecular genetic variance for the species, 
21.77% must it the divergence between the populations and 78.23% are attributed to 
the individuals inside of the populations. The index of genetic diversity gotten 
0,21765, corroborated the AMOVA data. The moderate levels the high ones of 
genetic diversity, for the species, could justify the conservation of the genetic 
variability and the maintenance only of the native populations of Mortandade and 
Trinita, what it would not be a correct inference, a time that the levels of genetic 
variability between the joined populations had been considered high. Thus, the loss 
of one or more populations can take the loss of exclusive rare allele of determined 
population. 
 
 
Keywords: Genetic diversity. Molecular marker. Maytenus aquifolium.  Medicinal 
plan. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

 

Os ecossistemas florestais tropicais detêm grande parte dos 

recursos genéticos do planeta. A variabilidade genética, destas espécies florestais, é 

dependente de fatores como amplitude de variabilidade genética e distribuição 

geográfica, taxonomia, ciclo de vida, sistema genético, modo de reprodução, forças 

evolutivas (deriva genética, seleção, mutação, migração, fluxo gênico), número de 

cromossomos e estágio sucessional. O estudo da estrutura genética de populações 

naturais, bem como sua distribuição espacial  e  variação genética entre e dentro de 

populações são importantes para delinear estratégias para conservação, 

conservação da variabilidade genética na natureza, manejo sustentável, 

melhoramento genético e entendimento dos processos evolutivos de populações de 

espécies florestais tropicais.   

Os marcadores bioquímicos e moleculares têm sido utilizados para a 

obtenção de resultados cuja qualidade e repetibilidade têm sido comprovadas; 

fornecendo dados que possibilitam o estudo da diversidade genética em plantas, 

medicinais nativas. Através destas informações, podem ser estimados vários 

parâmetros populacionais como grau de endogamia produzido pela deriva genética, 

sistema reprodutivo predominante, variabilidade genética entre e dentro de 

populações, fluxo gênico entre outros. 

A flora nativa do estado do Paraná é abundante em plantas 

medicinais com potencial farmacológico cientificamente comprovado. Entretanto há 

uma diversidade enorme de plantas, ainda não estudadas, que produzem 

compostos  provenientes do metabolismo secundário, os quais podem ser 

responsáveis também por funções fisiológicas nas plantas e podem estar associados 

à defesa contra agentes externos como doenças, predadores, déficit hídrico, etc. 

Tais princípios ativos possuem funções ecológicas importantes para a sobrevivência 

da espécie, devido a seu caráter adaptativo. Como a produção, presença e 

concentração destes compostos são reguladas geneticamente, pode-se inferir que 

diferenças de variabilidade genética entre populações podem resultar em diferentes 

níveis de regulação e expressão dos genes responsáveis por tais produtos do 

metabolismo secundário.  
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O aumento da utilização de recursos florestais para satisfazer a 

crescente demanda por medicamentos populares e a perda gradual de variabilidade 

genética, devido à fragmentação florestal, enfatizam a importância de se realizar o 

estudo de populações de espécies com potencial medicinal. 

O impacto das atividades antrópicas têm resultado em uma ação 

desequilibradora e desestabilizadora dos ecossistemas. Assim, a diversidade 

biológica está se deteriorando, principalmente com a crescente taxa de 

vulnerabilidade e extinção de espécies, perturbação da paisagem e conseqüente 

restrição das espécies naturais a populações pequenas e isoladas com pool 

genético modificado. Deste modo, a preservação e conservação de recursos 

genéticos in-situ ou ex-situ, têm se tornado, cada vez mais, uma necessidade.  

A variabilidade genética organizada em um conjunto de materiais 

diferentes entre si é denominada germoplasma e constitui-se em uma forma de 

conservação ex-situ prioritária, pois cada unidade de germoplasma é constituída 

pelo material genético dos organismos vivos de interesse atual ou potencial. Por 

outro lado, o estabelecimento e manutenção de recursos naturais que contemplem a 

maior parte da variabilidade genética da espécie em questão constitui-se em um 

importante método de conservação in-situ. 

Os estudos de população de espécies medicinais nativas são um 

tanto incipiente no Estado do Paraná em face do enorme potencial de diversidade 

genética encontrado e do grau de impactação que elas têm sofrido. 

Dentre as espécies medicinais prioritárias para a conservação, 

manejo e melhoramento genético, a espécie Maytenus aquifolium é uma das 

arbóreas medicinais mais importantes da Bacia do Rio Tibagi, devido a sua 

importância ecológica, ao seu potencial farmacológico, econômico e também estado 

de vulnerabilidade no estado do Rio Grande do Sul. Neste contexto, o objetivo deste 

trabalho foi detectar a variabilidade genética entre e dentro de três populações 

naturais de M. aquifolium através de marcadores de RAPD (Random Amplified 

Polymorphic DNA) . 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 

 

2.1 PLANTAS MEDICINAIS  
 
 

As plantas têm sido pesquisadas com o objetivo de ampliar o 

conhecimento ecológico, genético e botânico, e para fins alimentícios, medicinais, 

cosméticos e industriais (ABADIE et al., 2005). Apesar do Brasil apresentar 

biodiversidade estimada em 50 mil espécies, apenas uma pequena parcela das 

plantas nativas com potencial farmacológico foi devidamente estudada (MOSSI, 

2003). Embora a diversidade biológica represente enormes possibilidades 

científicas, econômicas e culturais, sabe-se que essas possibilidades dependem da 

disponibilidade de tecnologias de manejo e conservação dos recursos naturais. 

Estima-se, que devido ao consumo indiscriminado das plantas 

medicinais em países em desenvolvimento e a intervenção da ação antrópica de 

forma a provocar devastação de ecossistemas, no máximo 5% destas plantas 

medicinais serão pesquisadas antes de serem extintas (MOSSI, 2003). De acordo 

com Silva (2003) não houve relato de conservação de plantas medicinais “in situ” até 

1999.  

As plantas com potenciais medicinais contribuem como fonte natural 

de fármacos e proporcionam grandes chances de obter-se uma molécula protótipo 

devido à diversidade de constituintes presentes nestas, sua utilização tornou-se um 

recurso terapêutico alternativo de grande aceitação pela população e vem crescendo 

junto a comunidade médica, desde que sejam utilizadas plantas cujas atividades 

biológicas tenham sido investigadas cientificamente, comprovando sua eficácia e 

segurança (NOLDIN et al., 2003). 

O Estado do Paraná constitue-se em uma região que contem uma 

riqueza enome de recursos florestais genéticos, em levantamentos recentes 

Battistelli et al., (2001) registraram grande ocorrência natural de espécies de uso 

medicinal na região central do Paraná. Na região centro-leste do Estado do Paraná, 

bacia hidrográfica do rio Tibagi (BHT), os diferentes tipos de florestas ocorrem 

principalmente em função das diferenças de altitudes (TOREZAN e SILVEIRA 2002).  
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2.2 CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE ESPINHEIRA-SANTA (MAYTENUS AQUIFOLIUM MARTIUS)  
 
 

O gênero Maytenus é o maior e mais diversificado da família 

Celastraceae e está inserido na subfamília Celastroideae, seção Oxphylla, que é 

restrita a América do Sul.  Cerca de 80 espécies são reconhecidas e distribuídas por 

todo território brasileiro (CARVALHO-OKANO, 2005). Neste gênero os órgãos 

vegetativos são historicamente os principais caracteres utilizados na taxonomia por 

Handro (1968), Sebsebe (1985), Carvalho-Okano (1998), Pirani e Carvalho-Okano 

(1999) e Carvalho-Okano (2005). 

Maytenus aquifolium Martius ou Maytenus aquifolia Martius pertence 

a família Celastraceae, seção Oxphylla bem como Maytenus ilicifolia são espécies 

muito utilizadas pela medicina popular como fitoterápico e muitas vezes confundidas, 

apresentando inclusive os mesmos nomes vulgares dependendo da região. Apesar 

de possuírem as folhas semelhantes estas são facilmente identificadas 

principalmente pela forma dos ramos, angulosos e carenados no caso de M.  ilicifolia 

e cilindros e achatados quando se identifica M. aquifolium (CARVALHO e 

OKANO,1992). Estudos relacionados às duas espécies têm apresentado 

composição química semelhante e as mesmas propriedades medicinais (MOSSI, 

2003). Ambas são conhecidas vulgarmente como “Espinheira–Santa”, "Cancorosa", 

"Cancerosa", "Salva-Vidas", "Sombra de Touro", "Espinho de Deus",  entre outros 

(PENNA, 1946). 

Popularmente, as espécies Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss., M. 

aquifolia Mart., Pachystroma illiscifolium Müll. Arg., Zolllernia sp. e Sorocea 

bomplandii são conhecidas como espinheira-santa e comercializadas com este 

nome (MONTANARI JR, 2002). 

Maytenus aquifolium foi descrita por Carvalho-Okano (1992), como 

uma espécie arbórea que atinge 12 m de altura. Os ramos novos são glabros e 

cilíndricos-achatados. As folhas são cartáceas, glabras e com pecíolos medindo 0,5-

19,0 cm de comprimento, estípulas incospícuas, limbo com 6,0-19,0 cm de 

comprimento e 2,0-6,0 cm de largura, nervura primária proeminente em ambas as 

faces e nervuras secundárias subsalientes. A forma elíptica ou oblongo-elíptica das 

folhas é a mais comum, apresentando base aguda obtusa, ápice agudo a obtuso 

com mucron e margem serrada com muitos espinhos (PERECIN, 2000). 



 13

Maytenus aquifolium é uma planta de inflorescência em fascículos 

multifloros com flores esbranquiçadas e pedicelos florais de 0,4-0,7 cm de 

comprimento, sépalas ovais com cerca de 0,4 cm de comprimento e 0,3 cm de 

largura e estames com filetes achatados na base. O estigma é séssil ou com estilete 

distinto e o ovário é saliente ou imerso totalmente no disco carnoso. O fruto possui 

cápsula bivalvar, orbicular com pericarpo maduro e  de coloração castanho-

amarelada (PERECIN, 2000). 

As populações desta espécie distribuem–se pelo Chile, Uruguai, 

Paraguai e Bolívia (PERECIN, 2000). Carvalho–Okano (1992), identificaram a região 

sudeste como o centro primário de diversidade específica de Maytenus no Brasil.  

A espécie M. aquifolia possui ampla distribuição, ocorrendo em toda 

a Região Sudeste, e Sul do Brasil predominando no sub–bosque das matas, entre 

100 e 1.000 m de altitude (PERECIN, 2000), principalmente em florestas primárias e 

secundárias, nas florestas ombrófilas densas e nas florestas semidecíduas 

(PERECIN e KAGEYMA, 2002). Perecin (2000), relatou que, de forma generalizada, 

foi observado para esta espécie a heterogeneidade botânica em diferentes 

formações florestais. Esta mesma autora, em 2000, relatou que M. aquifolium é mais 

amplamente distribuida  que M. ilicifolia. Esta última espécie pode ser encontrada na 

região sul do Brasil (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e metade do sul do Paraná), 

a sua ocorrência em São Paulo e Mato Grosso do Sul é menos freqüente, também 

ocorre no Uruguai, Bolívia, leste da Argentina e Paraguai; preferencialmente em sub-

bosque de floresta de Araucária e a margem de rios, nos agrupamentos arbóreos 

(capões) e regiões de estepes. 

Siqueira (1994) selecionou na literatura 63 levantamentos da Mata 

Atlântica e encontrou apenas 2 citações para M. aquifolia e nenhuma para M. 

ilicifolia demonstrando a baixa freqüência de  ocorrência destas espécies. A baixa 

freqüência de ocorrência, o intenso uso como fitoterápico e a ação antrópica na 

região de  ocorrência natural desta espécie tem levado a extinção de várias 

populações. 

As populações M. aquifolium podem ser classificadas como 

climáxicas, pois apresentam um domínio permanente do habitat, ou seja, uma série 

completa de indivíduos distribuídos em cada classe de diâmetro ou idade para cada 

espécie (DAUBENMIRE, 1968). Por outro lado, se as classes de diâmetros 

apresentarem interrompidas ou truncadas, significa que o ciclo de vida da espécie 
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não está se completando, logo a mesma não pode ser considerada clímax no hábitat 

(DAUBENMIRE,1968). 

As espécies climáxicas são muito sensíveis a perturbações 

antrópicas, uma vez que este grupo ecológico surge sob o sombreamento do dossel, 

sendo, ainda, as primeiras a sofrerem perigo de extinção porque possuem 

crescimento lento e dependem da fauna dispersora (ZIMBACK et al, 2004). 

M. aquifolium é uma espécie considerada vulnerável, com risco de 

extinção no Rio Grande do Sul, segundo o Conselho Estadual do Meio Ambiente 

(CONSEMA, 2002). Estes fatores conferem a esta a espécie cuidados especiais de 

preservação e conservação visando manter a variabilidade genética, além de 

adequado manejo para ser devidamente explorada. 

Vários gêneros dentro da família Celastraceae, e um grande número 

de espécies de Maytenus têm sido estudados fitoquimicamente (GONÇALVES DE 

LIMA et al., 1969). Tais estudos evidenciaram a importância do conhecimento da 

espécie M. aquifolium, pois esta espécie acumula friedelan e quinonemetídeos 

triterpenóides em suas folhas e raízes, respectivamente, e há muitas outras 

propriedades químicas e genéticas que podem ser descobertas em relação à 

Espinheira-Santa. Este último princípio ativo tem demonstrado uma grande 

variedade de atividades biológicas como antibiótica (BHATAGAR et al., 1951; 

GONÇALVES DE LIMA et al., 1969), antitumoral (GONÇALVES DE LIMA et al., 

1971, BHATNAGAR et al., 1979;), antimicrobiana (FERREIRA DE SANTANA et al., 

1971), antimalarial (PAVANAND et al., 1989) e atividade espermicida (CORSINO et 

al., 2000). 

No Brasil, esta espécie é principalmente usada no tratamento de 

úlceras do estômago e gastrites devido à ação dos triterpenos friedelan-3-ol e do 

friedelin, bem como compostos fenólicos (VILEGAS et al.,1994 e VILEGAS et al., 

1995, CORDEIRO et al., 1999), também pode ser utilizada como antiespasmódico, 

contraceptivo, diurético, cicatrizante e analgésico (MOSSI, 2003). No Paraguai e 

Bolívia, são utilizados por indígenas e por populações rurais como agente regulador 

de fertilidade, devido ao alcalóide maitensine (BONTEMPO, 1992))..  Esta espécie 

apresenta em suas substâncias biotivas, compostos esteróides e tritepenóides 

(VILEGAS et  al., 1998) e taninos (FRANÇA et al., 1999) de reconhecido valor 

medicinal (CORDEIRO et al., 1999). Experimentos com animais (SOUZA–

FORMIGONI et al., 1991; OLIVEIRA et al., 1991) comprovam o efeito dos princípios 
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ativos desta espécie, efeito esse atribuído ao aumento do volume e pH do suco 

gástrico de cobaias em experimento laboratorial (OLIVEIRA et  al., 1991).  

 

 

2.3 CONSERVAÇÃO GENÉTICA 
 

 

Na conservação genética há preocupação com as diferenças 

genéticas do material conservado enquanto a conservação da natureza ocorre 

proteção das áreas que representam habitats e comunidades que podem ser 

identificados (BITTENCOURT, 2000). Sob este ponto de vista são necessários 

segundo essa mesma autora estudos envolvendo biodiversidade, considerando 

aspectos genéticos e ecológicos, os quais consideram a variação genética das 

espécies e suas propriedades adaptativas com relação ao ambiente em que estão 

inseridas. 

As populações naturais são importantes fontes de informações para 

obtenção de dados sobre nível e distribuição da variação genética de sistemas 

biológicos íntegros e os que têm  sido restringidos pela  destruição  e fragmentação 

de habitats a populações pequenas e isoladas com crescente diminuição no número 

de espécies (FISHER e MATTHIES, 1998). Estes mesmos autores afirmaram que 

mesmo populações com habitats que permanecem intactos, enfrentam grande risco 

de extinção por causa da estocacidade ambiental, demográfica e genética. 

Estes argumentos vêm imprimir às últimas e a geração atual a 

consciência de gerar estudos e metodologias que promovam o conhecimento das 

estruturas genéticas das florestas nativas a fim de conservar e preservar suas 

espécies e de utilizar seus recursos naturais de forma a trazerem benefícios  sociais 

e econômicos, uma vez que a flora mundial e em especial a brasileira e a do estado 

do Paraná têm gerado pelo emprego de suas propriedades medicinais melhor 

qualidade de vida. Essa riqueza de diversidade não pode ser desprezada. No 

entanto, o desconhecimento dos valores reais dessa variabilidade genética tem 

constituído em obstáculo para o reconhecimento da necessidade da introdução de 

estratégias de conservação de recursos naturais e para a descoberta de seus 

potenciais genético e medicinal (PERECIN, 2000; SCHEFFER, 2001; CAVALLARI, 

2004).  
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Aproximadamente 80% da população humana de países em 

desenvolvimento utilizam plantas medicinais, contudo poucos são os recursos para 

pesquisa e conservação das mesmas e grande é a ação antrópica com a destruição 

dos ecossistemas, estima-se neste contexto que no máximo 5% destas plantas 

serão pesquisadas antes de serem extintas (MOSSI, 2003). 

A preservação e conhecimento da variação genética nas espécies 

medicinais são essenciais para o planejamento de programas para conservação, 

uma vez que a sobrevivência, a longo prazo das espécies, depende da manutenção 

da diversidade genética ideal dentro e entre as populações sujeitas às novas 

pressões de seleção causadas pelas mudanças ambientais (BARRETT e KOHN, 

1991). A avaliação da variabilidade genética e a compreensão de como a 

diversidade é estruturada não se resumem apenas a pré-requisito para projetar 

estratégias apropriadas para a conservação (FALK e HOLSINGER, 1991; AVISE, 

1995).  

O interesse a respeito do conhecimento sobre civilizações que 

detêm plantas nativas e seus potenciais terapêuticos têm crescido, após a 

constatação de que a base empírica desenvolvida por elas tem comprovação 

científica, tais informações são imortantes  e auxiliam a disponibilizar à  sociedade 

um produto de maior qualidade e industrializado. Além disso, cada vez mais se 

reconhece que a exploração dos ambientes naturais por povos tradicionais pode 

fornecer subsídios para estratégias de conservação e  manejo e a exploração que 

seja sustentável a longo prazo (CAVALLARI, 2004). 

O estudo, portanto, da estrutura genética de populações de planta 

(SLATKIN, 1987) ou de como a variabilidade genética está organizada em 

populações naturais de plantas tem permitido grandes avanços no conhecimento 

relativo aos processos microevolutivos e, conseqüentemente, nas estratégias de 

domesticação, manejo e conservação dessas espécies (CARTHEW, 1993; 

REIS, 1996).  

Os estudos sobre a diversidade genética inter e intra populações 

naturais são relevantes por descreverem os níveis e a distribuição desta entre e 

dentro de populações. Neste sentido populações naturais são fontes importantes de 

informações para obtenção de dados sobre nível e distribuição de variação genética 

de sistemas biológicos e para o desenvolvimento de práticas de silvicultura 

sustentáveis (LEDIG, 1992). É preciso coniderar também que o manejo impróprio 
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dos recursos naturais pode levar a mudanças no pool gênico local pela ação de 

mecanismos como seleção direcional, endocruzamento e deriva genética (BARNES, 

1989; LEDIG, 1992) afetando, conseqüentemente, a variação genética das 

populações (BUCHERT, 1994). 

Os estudos de genética de população auxiliam, também, na 

caracterização de germoplasmas, no monitoramento de bancos de germoplasmas 

(CRUZ e CARNEIRO, 2003) possibilitando a identificação de possíveis duplicatas e 

fornecendo informações úteis para o estabelecimento de programas de preservação 

de recursos naturais gerando informações úteis para preservação e uso dos acessos 

(TOQUICA et al., 2003). A conservação de germoplasma, consiste em preservar a  

matéria onde se encontra um princípio que pode crescer e se desenvolver 

(QUEROL, 1993). Segundo Santos (2003), conservar é somar todas as 

combinações de genes resultante da evolução de uma espécie. 

As estratégias básicas para manutenção de recursos genéticos, 

variação genética, passam pela conservação in-situ e ex-situ (CGIAR, 1993). 

A conservação in-situ refere-se à manutenção das espécies 

selecionadas no seu habitat natural em parques, reservas biológicas ou reservas 

ecológicas, estas populações em áreas naturais são consideradas reservas 

genéticas e nelas não ocorrem interrupção dos processos evolucionários das 

espécies, ficando as mesmas submissas a efeitos ambientais e à ação antrópica. Já, 

na conservação ex situ coleta–se sementes, estacas, órgãos subterrâneos, brotos 

em seus habitats ou lugar de disponibilidade, é devidamente identificada para 

representar a sua população de origem (VIEIRA, 1999). Na conservação ex-situ 

portanto ocorre conservação de espécies vegetais fora do seu ambiente natural, 

através de coleções de plantas no campo, de sementes em bancos de sementes ou 

de coleções de plântulas em bancos in vitro (VIEIRA, 1999). 

A conservação de germoplasma como uma atividade científica foi 

proposta nos anos 70 para prevenção da erosão da diversidade genética em 

espécies de plantas nativas ou mesmo a sua total extinção (VILLALOBOS et al., 

1991) e para o melhoramento da produtividade agrícola (IBPGR, 1993).  

A conservação de germoplasma implica na manutenção de 

coleções, sendo empregadas para isto as estratégias in situ e ex situ, que são 

abordagens complementares e visam o enriquecimento e ou a manutenção da 

variabilidade genética das espécies em benefício do desenvolvimento sustentável 
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(TOWILL, 2000).  

Os bancos de germoplasma visam evitar a perda de recursos 

genéticos, conservar fontes de genes para uso futuro e colecionar, identificar e 

caracterizar genótipos para uso no melhoramento (BARBIER, 1989 e 2003).   

ALLARD (1971) argumentou que bancos de germoplasma seriam no 

futuro fundamentais na criação de reservatórios de genes disponíveis para a 

realização de melhoramento genético. Segundo Giacometti e colaboradores (1986), 

a conservação do germoplasma de espécies vegetais tem por objetivo manter 

indefinidamente a diversidade genética e garantir o maior número possível de 

genótipos para os programas de melhoramento genético. 

Os estudos genéticos, nas populações de arbóreas medicinais, 

baseados em marcadores moleculares e aliados ao conhecimento de princípios 

ativos têm propiciado novas perspectivas de pesquisa científica, que têm beneficiado 

tanto ao equilíbrio na natureza quanto gerando novas alternativas de saúde e bem 

estar para o ser humano quer seja pela produção de fármacos ou por melhoramento 

genético dos recursos medicinais (BITTENCOURT, 2000 e MOSSI, 2003 ).  

Entre as espécies medicinais nativas da flora do Estado do Paraná,  

M. aquifolium Mart é uma das plantas  mais utilizadas na medicina popular. Em 

âmbito nacional, ela foi selecionada como prioritária para a realização de estudos de 

conservação e manejo de plantas medicinais (EMBRAPA/IBAMA, 2002). Estudos 

envolvendo a elucidação de aspectos do sistema reprodutivo, diversidade genética, 

dinâmica de populações e reprodução, bem como ações de coleta de germoplasma, 

foram considerados de maior prioridade (STEENBOCK, 2003). 

A caracterização genética de M. aquifolium é importante não apenas 

para estabelecer práticas adequadas de manejo, mas também, para estabelecer 

reservas naturais que preservem a variabilidade genética, através de toda área de 

distribuição da espécie e possam, simultaneamente, fornecer material genético para 

conservação ex-situ e manejo sustentável (STEENBOCK, 2003). 

 
 
2.4 VARIABILIDADE GENÉTICA EM POPULAÇÕES  
 

 

A evolução nos seres vivos ocorre considerando a variação 
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individual dentro de uma população, a distribuição e a freqüência dos indivíduos 

variantes nas diferentes populações dentro da espécie e a divergência ou 

especiação progressiva devido ao isolamento (STEBBINS, 1950). A diversidade 

existente nos indivíduos e populações nos quais atuam os processos evolutivos é 

importante para a caracterização da extensão e das possíveis causas da 

variabilidade genética (WEIR, 1996; TELLES, 2001). 

Estudos relativos à organização da variabilidade ou estrutura 

genética das populações naturais de plantas têm permitido grandes avanços no 

conhecimento relativo aos processos microevolutivos e, conseqüentemente, nas 

estratégias de domesticação, manejo e conservação dessas espécies (CARTHEW, 

1993;  REIS, 1996). 

O desenvolvimento e a manutenção da estrutura genética ocorrem 

devido às interações de um conjunto de fatores evolucionários, como variação nos 

conjunto gênico, organização destas variações dentro de genótipos, distribuíção 

espacial do genótipo, sistema de reprodução, dispersão das progênies, seleção, 

deriva, mutação, eventos casuais e processos de crescimento, mortalidade e 

reposição de indivíduos que darão origem a futuras populações (HAMRICK, 1983; 

LOVELESS e HAMRICK, 1984). 

Os efeitos das alterações nas frequências alélicas são refletidos 

diretamente sobre indivíduos que formam a população assim sendo a diversidade 

genética  entre e dentro de populações de uma espécie  merece consideração 

espacial (SOBIERAJSKI, 2004). 

Populações com pouca variação genética podem ser incapazes de 

responder às mudanças ambientais (SHARMA et al., 2000; TANSLEY e BROWN, 

2000;  SHARMA, 2001; JONES et al., 2001; MATOCQ e VILLABLANCA, 2001).  

Acredita-se que a perda da variação genética resulta em baixo 

potencial evolutivo (HOLSINGER e GOTTLIEB,1991), já que provoca a redução do 

adaptabilidade da população (SHARMA et al., 2000; BOUZANT, 2001; SHARMA, 

2001) sendo, portanto, uma das principais ameaças à existência de uma espécie 

(JAGGI et al., 2000; TANSLEY e BROWN, 2000). Isto ocorre porque a variação 

genética é a condição fundamental para que haja evolução adaptativa, uma vez que 

a seleção natural atua sobre as variantes fenotípicas, e indiretamente sobre 

genótipos, que ocorrem dentro das populações (CLEGG, 1980). 

A variabilidade genética de plantas medicinais está intimamente 
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relacionada com a variabilidade interespecífica (dentro de populações) e 

intraespecífica (entre populações), em especial nas espécies nativas (SCHEFFER et 

al., 1999), e é resultante da pressão ambiental nos diversos biomas produzindo 

características que são muito importantes nos estudos de recursos genéticos. 

A variação genética das plantas medicinais segundo Scheffer et al., 

(1999), resulta na necessidade de se estabelecer diferentes estratégias de manejo e 

conservação. Ainda, a existência de diferentes tipos de compostos pode resultar em 

usos diferenciados e conseqüentes diferenças de estratégia (SCHEFFER et al., 

1999). 

Em programas de melhoramento a caracterização da diversidade 

genética, através de técnicas moleculares, pode fornecer dados úteis para a seleção 

de indivíduos, possibilitando cruzamentos de materiais divergentes, com a finalidade 

de recombinar complexos gênicos, reunindo-os em novas combinações favoráveis 

(GOMES et al., 2005). Os marcadores de RAPD permitem a localização de genes de 

interesse econômico (RAFALSKI et al., 1991) e análise da estrutura e  variabilidade 

genética de populações de várias espécies (DAWSON et al., 1995). 

A base para qualquer programa de melhoramento é, sem dúvida, a 

variabilidade genética. Portanto, conhecer a distribuição da variabilidade genética 

entre e dentro de populações nativas de uma espécie é fundamental para o 

estabelecimento de estratégias adequadas de coleta dos recursos genéticos e 

direcionamento de cruzamentos. Para o melhoramento, informações sobre as 

diferenças genéticas entre indivíduos de uma população e o estabelecimento de 

relações genéticas entre diferentes acessos de uma coleção de germoplasma são 

fundamentais para auxiliar o melhorista na tomada de decisões (KAGEYAMA e 

DIAS, 1982). 

 

 

2.5 FLUXO GÊNICO  
 
 

A terminologia aplicada para o fluxo gênico em modelos 

populacionais  não é potencialmente clara por causa dos muitos significados dos 

termos migração e dispersão, que não correspondem aos seus significados quando 

aplicados ao fluxo (ZUCCHI, 2002). Migração, em uma definição ampla, pode ser 
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qualquer movimento, incluindo movimentos cíclicos que podem regularmente 

retornar o organismo  ao seu local de origem. Em contraste, o termo dispersão é 

mais precisamente restrito para movimentos a distância entre os organismos, 

gametas ou  propágulos da fonte dispersora (NEIGEL, 1997). 

Neste contexto, fluxo gênico pode ser definido como um termo 

coletivo que inclui todos os mecanismos que resultam no movimento de alelos de 

uma população (subpopulação) para outra (SLATKIN, 1985). 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 e LEPSCH-CUNHA, 2001). 

O fluxo gênico principalmente via pólen, ou o potencial de 

deslocamento dos alelos via animais polinizadores, tem sido pouco mensurado, 

considerando que a grande maioria das espécies arbóreas tropicais é polinizada por 

animais (BAWA, 1974 e BAWA et al., 1985). 

O fluxo gênico ou a dispersão de pólen e sementes entre 

populações estabelecidas reduz a diferenciação genética entre elas, sendo um dos 

mecanismos responsáveis pela introdução da variação genética na população 

receptora (Wright, 1931). A taxa de fluxo gênico pode ser medida em termos do 

número equivalente de migrantes que se move de uma população a outra 

(SILVERTOWN e DOUST, 1993). 

Estimativas de fluxo gênico podem ser feitas por métodos diretos ou 

indiretos, SLATKIN (1987)  recomendou o uso desses dois métodos conjuntamente 

por produzirem informações diferentes e complementares. Os métodos diretos 

utilizam-se de estimativas das distâncias de dispersão e do sucesso no 

estabelecimento de imigrantes, enquanto que os métodos indiretos usam as 

freqüências alélicas ou medidas de diferenças genéticas para estimar o fluxo gênico. 

A análise da estrutura de populações naturais é baseada 

freqüentemente nos modelos de ilhas ou de alpondras, sendo que os coeficientes 

obtidos a partir de probabilidades de identidade por descendência, tais como FST, 

são estimados e comparados às expectativas sob um modelo de ilhas (ROUSSET,  

1997). 

Um dos métodos mais confiáveis para a estimativa indireta de fluxo 

gênico é a partir da obtenção de Nm através de FST (que é a medida de 
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diferenciação populacional usando freqüências alélicas) (WRIGHT, 1951). 

O tamanho efetivo de vizinhança, Nb, pode ser da mesma ordem de 

magnitude que Nm, dependendo das características da população (SLATKIN e 

BARTON,  1989). 

O nível de fluxo gênico entre as populações de espécies vegetais é  

fundamental para estimar os efeitos da fragmentação. A fragmentação pode 

modificar imediatamente, a curto e a longo prazo a composição genética das 

espécies de plantas. Com altas taxas de fluxo gênico,  pouca variabilidade genética 

será perdida nos fragmentos em níveis individuais e na espécie como um todo. Por 

outro lado, se as taxas de fluxo gênico são reduzidas abaixo dos níveis anteriores à 

fragmentação, então a estruturação genética entre fragmentos aumentará e a 

variabilidade nos fragmentos diminuirá (HAMRICK, 2004). 

O fluxo gênico e a deriva genética são parâmetros evolutivos 

associados e atuam na natureza como forças evolutivas contrárias. O grau com que 

a deriva genética pode levar as populações de plantas ao isolamento, à 

homogeneização e conseqüente ao aumento da divergência entre elas, depende da 

força evolutiva contrária à deriva que é o fluxo gênico (PERECIN, 2000). 

O fluxo gênico é, portanto, a principal força que atua de forma 

contrária ao efeito de deriva genética, promovendo o aumento da riqueza alélica e 

do número de heterozigotos em cada população. Segundo Wright (1951), quando 

um ou mais indivíduos migram por geração, a divergência entre populações por 

deriva é impedida. Ainda, segundo Perecin (2000), o fluxo gênico tem o importante 

efeito de uniformizar a composição genética das populações isoladas, 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 freqüências alélicas 

em todas as populações. 

 

 
2.6 FRAGMENTAÇÃO DAS  POPULAÇÕES VEGETAIS 
 
 

A estrutura genética de uma espécie pode ser definida como a 

distribuição da variabilidade genética entre e dentro de populações, resultando da 

combinação entre mutação, migração, seleção e deriva genética. Em populações 
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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 constituída pela variação genética dentro das populações (HAMRICK e 

GODT, 1989). Com relação a variabilidade genética inter populacional esta é 

refletida, ao menos em parte, a ação de processos genéticos em nível populacional, 

como seleção e deriva genética. Esses processos, ou seja, a seleção para 

microhabitats e deriva genética devido ao fluxo gênico restrito, têm sido citados 

como as possíveis causas da distribuição não aleatória de genótipos em populações 

naturais (LOVELESS e  HAMRICK , 1984; SOKAL et al., 1989,  EPPERSON, 1990). 

A conservação genética de espécies de arbóreas tropicais é um dos 

tópicos mais preementes da atualidade, uma vez que as elevadas taxas de 

destruição das comunidades naturais e massiva extinção de espécies é eminente 

(ZUCCHI, 2002). 

O Estado do Paraná, pela sua grande riqueza de ecossistemas 

terrestres e aquáticos, é também privilegiado por uma significativa biodiversidade 

(SEMA, 1995). Entretanto, é considerado como uma das áreas que vem sofrendo 

intensa pressão antrópica especialmente na bacia do rio Tibagi, cuja situação 

ambiental é bastante precária, tanto em relação às águas quanto à vegetação (DIAS 

et al, 1998). Essa pressão ocorreu principalmente pela expansão da fronteira 

agrícola, na qual extensas áreas contínuas de vegetação natural foram substituídas 

por monoculturas e pastagens. Em fragmentos que se restringem a áreas pequenas 

e isoladas, existe uma facilidade de haver o cruzamento entre indivíduos 

aparentados ou endogamia. As conseqüências da endogamia em espécies florestais 

tropicais não são bem conhecidas, porém existem alguns dados de perda de vigor, 

evidenciado em altura e produção de folhas (MOFFETT e NIXON, 1974). Quanto 

maior a ocorrência destes fenômenos, menor o número de heterozigotos observados 

e, consequentemente, maior o coeficiente de endogamia. Caso a população tenha 

um nível de endogamia estável, ao longo das gerações, como conseqüência de 

características do sistema reprodutivo da espécie, diz-se que a mesma está em 

equilíbrio de endogamia (WRIGHT, 1951). 

O coeficiente de endogamia, (f) expressa a existência de 

autofecundação ou de cruzamentos entre aparentados na população, a ele está 
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associada a atuação de outra força microevolutiva, a deriva genética. Esta força não 

está condicionada diretamente apenas por características do sistema reprodutivo da 

espécie, mas sim por variações aleatórias da contribuição de cada indivíduo da 

população no processo reprodutivo. FUTUYMA (1992) definiu a deriva genética 

como uma flutuação aleatória das freqüências alélicas, que têm como conseqüência 

a perda e/ou a fixação de alelos. A deriva pode promover a perda de alelos da 

população e, a longo prazo, pode gerar um aumento da endogamia, em função da 

maior probabilidade de autofecundação e cruzamento entre indivíduos aparentados 

(KAGEYAMA et al., 1998). O aumento da endogamia pode afetar a conservação da 

diversidade genética da população segundo SEBBEN et al. (2000). Já CROW e 

KIMURA, 1970; ALLARD, 1971; METTLER e GREGG, 1973; GEBUREK, 1986; 

FALCONER e MACKAY, 1997 relataram que na endogamia pode haver a exposição 

de genes deletérios a homozigose, fato que pode promover redução da 

produtividade, fertilidade, viabilidade das sementes, vigor e adaptação. Por outro 

lado, algumas vezes os indivíduos heterozigotos podem apresentar vantagens 

adaptativas (“fitness”) e tendem a ser selecionado no processo de recrutamento, 

reduzindo o coeficiente de endogamia (f) (SEBBENN et al., 2001). 

A seleção de heterozigotos entre indivíduos adultos, segundo 

revisões de Sebbenn et al., (2001), é um fenômeno importante para a conservação 

da variabilidade genética em populações naturais, e foi detectada em populações de 

várias espécies arbóreas. 

Entre populações de uma mesma espécie (subpopulações), as 

forças micro-evolutivas podem atuar em diferentes intensidades, afetando de formas 

distintas os coeficientes de endogamia de cada uma. Quando isso ocorre, diz-se que 

há uma estruturação genética entre as populações, a qual pode ser avaliada por 

meio das estatísticas-F de Wright (WRIGHT, 1951 e 1965), bem como por meio de 

outros métodos, tais como a análise da diversidade em populações subdivididas 

(NEI, 1973) e os coeficientes de coancestralidade de Cockerham (COCKERHAM, 

1969). 

Vários são os métodos utilizados para detectar a distribuição 

espacial da variação genética em populações. Em uma população claramente 

fragmentada ou em populações contínuas onde se observam unidades fisionômicas, 

a distribuição da variação genética pode ser estudada entre os grupos existentes 

(LINHART et al., 1981). A análise da autocorrelação espacial (SOKAL e ODEN, 
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1978) é uma metodologia que permite a avaliação de padrões da variação genética 

em diversas escalas espaciais, podendo inclusive, determinar as causas 

evolucionárias do padrão espacial detectado (SLATKIN e ARTER, 1991; 

EPPERSON, 1990). 

Estudos sobre a autocorrelação espacial em espécies arbóreas 

indicam tanto a completa ausência de estruturação (EPPERSON e ALLARD, 1989; 

GANDARA, 1996) como uma estrutura genética significativa em pequena escala 

conforme detectado em Acer saccharum (PERRY e KNOLES, 1991) e em  Pinus 

banksiana  e  Pinus contorta (WAGNER et al., 1991). 

O aumento da utilização dos recursos florestais, em face da perda 

gradual da sustentabilidade e do potencial das florestas (GALLO, 2002), enfatiza a 

importância do estudo da variação genética em florestas naturais; uma vez que as 

árvores, geralmente, são consideradas as espécies chave dos ecossistemas 

florestais e muitas associações da fauna e flora dependem do ambiente criado em 

decorrência de sua instalação (RAJORA e MOSSELER, 2001). Ainda a  

conservação e o manejo da biodiversidade mesmo em áreas protegidas, constituem 

se em um desafio complexo que requer o conhecimento básico sobre a  distribuição 

e abundância no número de espécies, sua biologia reprodutiva e a estrutura 

genética de suas populações (ZUCCHI, 2002). 

A intensa fragmentação de paisagens e a sua ocupação 

desordenada, tanto para exploração agrícola como para a expansão de áreas 

urbanas e industriais têm acarretado preocupações com o uso dos recursos naturais 

para a sociedade como um todo (BARBOSA e MANTOVANI, 2000). Em função dos 

sucessivos ciclos de uso do solo, grande parte das regiões tropicais apresenta sua 

cobertura florestal nativa altamente fragmentada e/ou restrita a pequenas porções 

de terra onde a expansão agropecuária ou urbana não foi possível.  Neste processo 

de degradação, não foram poupadas nem mesmo as áreas ciliares ou de 

preservação permanente, sendo que a agricultura sempre foi o principal fator 

causador de degradação desses ecossistemas (RODRIGUES et aI., 2004). 

A fragmentação florestal é definida como a substituição de amplas 

áreas de floresta nativa por outros ecossistemas, deixando uma série de manchas 

remanescentes ou fragmentos de mata entremeadas 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 
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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). 

Grande proporção dos ecossistemas florestais existentes encontra-

se fragmentados, reduzidos a remanescentes florestais isolados ou fragmentos 

(WILLIANS-LINERA, 1990).  

A fragmentação florestal contribui para o declínio da riqueza de 

espécies e para o crescente de risco de extinção de espécies vegetais que é 

preocupante (HARRIS, 1980). Estima–se que, em 50 anos,  aproximadamente 25% 

das espécies vasculares estarão extintas (KALA, 2000). Muitos fatores estão 

envolvidos com a extinção de espécies, e entre eles o mais visível é a destruição de 

habitats e consequente fragmentação das populações (MATOCQ e VILLABLANCA, 

2001). 

Nos últimos tempos, identificar os efeitos da fragmentação dos 

habitats sobre a biodiversidade e propor linhas de ação para minorar seus impactos 

tem sido um dos grandes desafios enfrentado pela ciência. Em função da alta 

riqueza de espécies arbóreas da maioria das florestas tropicais, frequentemente com 

100 a 400 diferentes espécies por hectare, é importante que se defina quais 

espécies devem ser consideradas, tomando suas populações como referências. Se 

de fato se preconiza a sustentabilidade desses fragmentos, e o aspecto demográfico 

dessas espécies, deve se acrescentar também a genética de suas populações, já 

que nem sempre um número grande de indivíduos identifica uma população normal, 

ou geneticamente viável (KAGEYAMA e GANDARA, 1998). 

A partir da última década, vem-se intensificando os estudos 

genéticos em populações de espécies arbóreas  tropicais, com o uso de tecnologias 

genéticas adequadas para quantificar essa diversidade (KAGEYAMA e GANDARA, 

1998). Para os últimos autores esse acúmulo de dados vem apontando algumas 

direções importantes para se tomar como referência para as ações de minimização 

dos impactos ambientais nesses ecossistemas. Uma vez que estudos genético-

ecológicos em espécies representativas, tanto em florestas não perturbadas como 

em matas secundárias, vêm mostrando o efeito das ações  antrópicas em suas 

populações, auxiliando na definição dos parâmetros genéticos mais adequados para 

orientar e monitorar as ações de conservação (KAGEYAMA e GANDARA, 1998). 

A perda de espécies não se dá simplesmente por um efeito de 
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redução de área ou perda de heterogeneidade ambiental, algumas espécies não 

persistem em fragmentos devido às alterações das condições microclimáticas em 

relação à floresta contínua, resultantes do efeito de borda (LOVEJOY et al., 1983). 

Outras espécie são extintas nos fragmentos devido a eventos 

genéticos ou demográficos (SHAFER, 1981), perda de variabilidade genética 

(LANDE, 1988) e declínio da reprodução devido a perda de polinizadores (AIZEN e 

FEINSINGER, 1994). Tal efeito se explica pela interação entre dois ecossistemas 

adjacentes, fragmento florestal e matriz, que se dá através de uma transição 

abrupta, a região da borda do fragmento, denominada “efeito de borda” (MURCIA, 

1995). Nas bordas ocorrem alterações bióticas e abióticas. A distância da 

penetração de tais alterações em direção ao interior da mata varia com a idade, 

orientação, fisionomia, matriz e histórico do fragmento, da borda e da matriz 

(MURCIA, 1995). 

A alteração da composição original pode ocorrer porque muitas 

espécies se beneficiam das condições do ambiente fragmentado (TABARELLI et al., 

1999).  Espécies associadas às atividades antrópicas e espécies com características 

de ambientes perturbados, como lianas e espécies dos estádios sucessionais 

iniciais, têm suas capacidades de colonização e expansão aumentadas (LAURANCE 

et. al.,1997). As espécies dispersas pelo vento (anemocóricas) também podem ser 

beneficiadas em paisagens fragmentadas. Em ambientes mais abertos (matriz), suas 

chances de atingirem longas distâncias são maiores (HOWE e SMALLWOOD, 

1982), enquanto que para as espécies zoocóricas, a matriz, muitas vezes, constitui 

um obstáculo intransponível. A penetração e/ou aumento excessivo da abundância 

dessas espécies altera gradualmente a composição original das florestas 

fragmentadas, e também influência a abundância e persistência de espécies da 

composição original (TERBORGH, 1992). 

A fragmentação florestal gera conseqüências importantes como 

isolamento reprodutivo de indivíduos que contêem apenas uma pequena amostra do 

conjunto gênico da população original (gargalo genético), e ao mesmo tempo, perda 

de alelos devido à deriva genética, caso a população remanescente permaneça 

isolada por várias gerações (SOUZA, 1997). 

Corry e Nassauer (2002) acreditavam que a fragmentação do habitat 

era inerente ao modelo contemporâneo de ocupação das terras e que fora das 

unidades de conservação as manchas de habitat remanescentes continuavam 
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sendo diminuídas e eliminadas. Tal realidade reforça a necessidade de estudos de 

pequenos fragmentos visando estratégias para a manutenção da conectividade 

(TOLEDO, 2005). Este esforço é prática recente no manejo da biodiversidade e na 

ecologia da restauração (TOLEDO, 2005), que se completam com o estudo da 

genética de populações, uma vez que a variação genética é a base da 

biodiversidade (ZUCCHI, 2002). 

A fragmentação florestal criou um mosaico ao longo da paisagem e 

assim a variabilidade entre áreas remanescentes tendeu a ser maior (TOLEDO, 

2005).  

A heterogeniedade de ambientes segundo Linhart et al., 1981 pode 

afetar a distribuição da variabilidade genética dentro de uma população ou mesmo 

entre populações de uma mesma espécie. Nestes casos, diz-se que a variabilidade 

genética é estruturada no espaço, podendo ocorrer uma diferenciação genética a 

distâncias relativamente pequenas (LINHART et  al., 1981). 

Estudos genético-ecológicos em espécies representativas, tanto em 

florestas não perturbadas como em matas secundárias, vêm mostrando o efeito das 

ações antrópicas em suas populações, auxiliando na definição dos parâmetros 

genéticos mais adequados para orientar e monitorar as ações  nesses ecossistemas 

(KAGEYAMA et al., 1998).  

A fragmentação dos ecossistemas florestais provoca a diminuição do 

número de indivíduos de uma população de espécies encontradas nas matas 

nativas e impacta os ambientes que elas se encontram, o que tem favorecido a 

perda de variação genética. Assim, a população remanescente passa a ter tamanho 

menor que o mínimo adequado (Ne mínimo) para que possa ter sua continuidade 

normal. Nessa população menor pode ocorrer, a curto prazo, deriva genética, o que 

signica ter as frequências de seus genes afastadas 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 autofecundação e 

acasalamento entre aparentados (KAGEYAMA et al.; 1998). A endogamia leva à 

homozigosidade, como já foi colocado e geralmente causa perda de adaptabilidade.  

Os mecanismos que controlam a relação entre heterozigosidade e 

adaptabilidade têm sido objeto de intensiva pesquisa e ainda são muito discutidos. 

Muitas espécies animais e vegetais exibem heterose, na qual a maioria dos 

indivíduos heterozigotos tem melhor desempenho que os homozigotos (WADT, 
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2001). 

Existem duas hipóteses principais que explicam a heterose: a 

sobredominância, quando o heterozigoto por si só explica esse fenômeno; e a 

dominância, que sugere que a maioria dos homozigotos endogâmicos expressa 

simplesmente uma alta proporção de alelos recessivos deletérios (GRIFFIN, 1990), 

sendo por isso eliminados. 

Os poucos exemplos existentes de quantificação da perda da 

diversidade genética pela fragmentação se referem a espécies arbóreas e 

herbáceas de clima temperado, com poucos casos estudados de espécies arbóreas 

tropicais. A redução da variação genética foi observada na espécie arbórea 

Eucalyptus albens (YOUNG et al., 1996). HALL et al. (1996), observaram menores 

níveis de diversidade genética em populações menores de Pithecelobium elegans. 

Os parâmetros mais utilizados para quantificar a variação genética 

são as proporções de locos polimórficos dentro de espécies (Pe) e dentro de 

populações (Pp) e a diversidade geral de espécie (He) e de populações (Hp) 

(HAMRICK, 1994). A distribuição dessa variação dentro e entre populações pode ser 

estimada pelas estatísticas F de Wright ou Gst de Nei. No entanto, a escala na qual 

a estrutura genética é considerada torna-se importante, pois diferentes padrões 

podem ser obtidos dependendo da importância relativa dos fatores que afetam a 

estrutura genética em determinada escala espacial. Modelos de autocorrelação 

espacial também podem ser usados para avaliar a estrutura genética de populações 

( SLATKIN, 1985; EPPERSON, 1995). 

Espécies arbóreas da floresta tropical apresentam alta proporção de 

locos polimórficos e elevados níveis de diversidade genética dentro de espécies, 

sendo que, de maneira geral, a maior parte da variação genética é mantida dentro 

de populações e não entre elas (HAMRICK, 1994). Na literatura, confirma se esta 

afirmação pelo trabalho de Hamrick (1994) que avaliou dez espécies arbóreas 

tropicais, verificando que a variação genética entre populações foi muito baixa 

(Gst<0,05). Entretanto Lepsch-Cunha (2001) mostraram que a diversidade genética 

entre populações (Gst) é crescente dependendo dos agentes polinizadores das 

espécies em questão: morcegos (Gst=0,021), abelhas grandes (Gst=0,035), abelhas 

médias (Gst=0,041), abelhas pequenas (Gst=0,062) e vento (Gst=0,065). Hamrick e 

Loveless (1986) também detectaram diversidades genéticas crescentes entre 

populações de espécies arbóreas com dispersão de sementes na seguinte ordem: 
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morcegos (Gst=0,028), pássaros (Gst=0,040) e autopropulsão (Gst=0,065). Quanto 

maior o potencial de vôo do polinizador ou do dispersor das sementes menor será a 

divergência genética entre as populações envolvidas (LEPSCH-CUNHA, 2001). 

 
 
2.7 MARCADORES MOLECULARES 
 

 

Marcadores genéticos são características qualitativas com herança 

Mendeliana, facilmente reconhecidas e cuja expressão não sofre influência 

ambiental (ROBINSON, 1998). Eles podem ser morfológicos, bioquímicos 

(isoenzimas) ou moleculares (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). Estes mesmos 

autores definem marcadores moleculares como todo fenótipo molecular originário de 

um gene expresso como isoenzimas ou de um segmento específico de DNA. 

Marcadores morfológicos são identificados em sua maioria, com a 

presença da planta inteira ou adulta e contribuiram significativamente para o 

desenvolvimento teórico da análise de ligação gênica e para a construção das 

primeiras versões de mapas genéticos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). 

Caracteres morfológicos e agronômicos, usados para mensurar diversidade genética 

em determinada população de indivíduos, possuem uma considerável dificuldade na 

identificação de grupos taxonômicos discretos. Esta limitação deve ao fato de que a 

grande maioria dos caracteres vegetais são influenciados por fatores ambientais, 

exibindo variação continua e alto grau de plasticidade fenotípica (PAKER et al., 

1998). 

O desenvolvimento dos marcadores genéticos de natureza 

bioquímica e molecular, a partir da década de 60, e  principalmente no decorrer dos 

anos 80 e 90, revolucionaram a pesquisa na área de genética  de populações, 

ampliando a disponibilidade de marcadores genéticos para estudos populacionais, 

que até então era aplicável a poucas espécies, segundo COELHO (2002). Esses 

marcadores facilitaram a investigação da variabilidade genética e o desenvolvimento 

de estratégias para a conservação e restauração dos recursos genéticos florestais 

(RAJORA et.al., 1998, RAJORA, 1999 e 2000; GALLO, 2002). 

Os marcadores proporcionam estimativas acuradas da diversidade 

genética em populações naturais  visando monitoramento e a conservação da 
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variabilidade genética, a identificação de genótipos, a avaliação de germoplasma e o 

mapeamento genético (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). O sucesso de 

qualquer programa pré-melhoramento ou de conservação é dependente do 

conhecimento da quantidade de variação presente na espécie de interesse 

(ZUCCHI, 2002). 

Uma ampla variedade de técnicas são empregadas para o estudo de 

variação genética em populações de plantas medicinais nativas. Estas incluem   os 

marcadores isoenzimáticos (BERG e HAMRICK, 1994; CHUNG e EPPERSON, 

2000; WADT et.al., 2004), polimorfismo de fragmentos de restrição (RFLPs) (WANG 

et.al., 1994) e os métodos baseados na reação de polimerase em cadeia (PCR) 

(BARTHELSON et al., 2006). 

Marcadores bioquímicos revelam variabilidade de proteínas 

(enzimas) que são os produtos gênicos. Estes marcadores são amplamente 

utilizados em estudos clássicos de genética de populações florestais, pois 

apresentam algumas características, como: a expressão co-dominante, que permite 

diferenciar os genótipos homozigotos de heterozigotos; a possibilidade de analisar 

várias enzimas e amostras simultaneamente; procedimentos simples, rápidos e 

relativamente de baixo custo e adaptação para diversas espécies (SHAPCOTT, 

1995; SEBBENN et al., 1998; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; GIUDICE et al., 

2000). Até a década de 80, estudos sobre a estrutura genética de populações eram 

conduzidos utilizando-se marcadores isoenzimáticos (FERREIRA e 

GRATTAPAGLIA, 1998). Mesmo com a disponibilidade de técnicas mais modernas 

estudos com populações naturais utilizando os marcadores isoenzimáticos ainda são 

bastante frequentes, (ZUCCHI, 2002).  

Os estudos com isoenzimas sobre a estrutura genética de espécies 

arbóreas tropicais têm mostrado que as mesmas apresentam níveis elevados de 

variabilidade genética e diferenciação inter-populacional (LOVELESS, 1992; 

LIENGSIRI et al., 1998;  MORAES et al., 2002). Esta técnica apresenta  baixo nível 

de polimorfismo detectável que é atribuído ao limite natural da variação 

isoenzimática, não permitindo que este procedimento de baixo nível de resolução 

seja adequado à investigação que requeira a cobertura mais ampla do genoma 

como no caso do mapeamento genético ou caracterização detalhada de 

germoplasma (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). 

Os avanços da biologia molecular abriram novas perspectivas para a 
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pesquisa em conservação de espécies e para estudo de biologia populacional como 

um todo. O emprego de marcadores moleculares, no estudo de populações naturais,  

tem possibilitado obter grandes avanços na quantificação dos 

eventos determinantes da estrutura genética, pois permitem a avaliação da 

diferenciação nas freqüências dos alelos (MEDRI, 2002). Pela primeira vez, a 

variação genética encontrada em plantas e animais pode ser analisada ao nível de 

DNA (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998;  HAIG, 1998). 

Uma série de marcadores que detectam polimorfismo foram 

desenvolvidos nas últimas décadas. Os marcadores RFLPs baseiam–se no 

polimorfismo de tamanho de fragmento, por meio do uso de enzimas de restrição. O 

polimorfismo no comprimento de fragmentos obtidos por corte da fita dupla de DNA, 

é evidenciado pela fragmentação do DNA através do uso de enzima de restrição e 

observado por hibridação destes fragmentos com sequências homólogas de DNA 

marcadas com radiatividade ou compostos que desencadeiam uma reação de 

luminescência (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). É uma técnica limitada pelo 

seu alto custo, por exigir elevada concentração de DNA com alto grau de pureza, 

sendo de difícil emprego e manipulação, uma vez que envolve a construção de 

sondas freqüentemente radioatiavas para a detecção de fragmentos gerados 

(GALLO, 2005). Esses marcadores apresentam uma forte limitação no nível de 

polimorfismo detectado o qual dependerá do número de sondas disponíveis para a 

espécie em estudo (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). 

O surgimento da técnica da reação polimerase em  cadeia (PCR -

Reação Polimerase em cadeia) permitiu a síntese enzimática de milhões de cópias 

de um segmento específico de DNA  inovando as técnicas de biologia molecular e 

ao mesmo tempo otimizando e facilitando o trabalho em laboratório. A PCR envolve 

a síntese enzimática in vitro de milhões de cópias de um segmento específico de 

DNA na presença da enzima taq polimerase, baseia –se no anelamento e extensão 

enzimática de um par de oligonucleotídeo (pequenas moléculas de DNA de fita 

simples) utilizados como indicadores (“primers”) que delimitam a seqüência   de DNA 

de fita dupla alvo da amplificação (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). 

A PCR é uma técnica versátil, pois vários tipos de primers podem 

ser usados, dependendo do objetivo do estudo. Um ciclo de PCR envolve 

desnaturação da fita dupla de DNA, o anelamento do primer com sequências 

complementares da região alvo e a extensão da cadeia de DNA a partir de cada 



 33

terminal 3’ do primer através da adição de nucleotídeos, realizado pela DNA 

polimerase. O ciclo é repetido várias vezes e após 20 ciclos são produzidas mais de 

um milhão de cópias, permitindo a visualização em gel de eletroforese através de 

corantes específicos (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). 

Um dos aspectos fundamentais da PCR foi a possibilidade de se 

gerar grandes quantidades de DNA de segmentos específicos do genoma, o que 

facilitou a detecção diretamente em gel de eletroforese através de corante específico 

(GALLO, 2002). 

A facilidade, a rapidez e a sensibilidade da técnica de PCR 

possibilitaram o surgimento de uma nova geração de marcadores moleculares. Os 

diferentes tipos de marcadores moleculares hoje disponíveis,  RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA), AFLP (amplified fragment length polymorphism) 

(BROWN e KRESOVICH, 1996; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH, 

1998; COSTA et al., 2000; ROLDAN-RUIZ et al., 2001) e microssatélites (SSR - 

Simple Sequence Repeats), diferenciam-se em função da metodologia empregada 

para revelar a variabilidade (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998;  MILACH, 1998). 

Em 1990, dois grupos de pesquisadores desenvolveram uma técnica 

para detecção de polimorfismo que não requer informações prévias sobre a 

seqüência de DNA para o desenho dos primers específicos. Williams et al. (1990) 

patentearam a tecnologia como RAPD, nome mais comumente utilizado, e Welsh e 

Mcclelland (1990) a denominaram de APPCR (Arbitrarily Primed-Polymerase Chain 

Reaction). 

A tecnologia RAPD baseia-se na amplificação de segmentos de 

DNA ao acaso, utilizando primers mais curtos, com dez pares de bases de extensão, 

cuja seqüência nucleotídica é arbitrária. A seqüência amplificada pode ser 

visualizada na forma de uma banda no gel de agarose. Cada primer arbitrário dirige 

a síntese de vários segmentos de DNA, simultaneamente, em diversos pontos do 

genoma (WAUGH, 1997; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998). O polimorfismo é 

reconhecido pela presença de um fragmento amplificado em um dos genótipos em 

relação à ausência, deste mesmo fragmento, em outro genótipo (CRUZ, 1998). 

Os marcadores RAPD são muito utilizados para análise  da 

diversidade genética molecular em populações naturais de plantas (CAVALLARI, 

2004), e embora de caráter dominante, têm sido utilizados para estimar parâmetros 

genéticos que definem a estrutura de populações (AYRES e  RYAN, 1999; KELLER, 
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2000) e a taxa de cruzamento (GJURIC e  SMITH JUNIOR, 1996; GAIOTTO et al., 

1997). 

Quando comparada a outras técnicas moleculares, a técnica RAPD 

apresenta como vantagens a simplicidade de execução e custos inferiores, a rápida 

obtenção de marcadores, a necessidade de pequenas quantidades de DNA e a 

possibilidade de gerar um número ilimitado de marcadores com alto nível de 

polimorfismo. As limitações dos marcadores RAPD consistem no baixo conteúdo de 

informação genética por loco, pois são marcadores genéticos dominantes, não 

sendo possível distinguir o genótipo heterozigoto do homozigoto dominante, e na 

alta sensibilidade da técnica, ocasionando baixa reproducibilidade dos resultados 

(HALLDÉN et al., 1996; ZHIVOTOVSKY, 1999). 

Apesar desses problemas, a técnica RAPD é, até o momento, a 

mais amplamente utilizada nos estudos de diversidade genética, auxiliando nos 

programas de melhoramento e conservação dos recursos genéticos (ZUCCHI, 

2002). 

Os marcadores RAPD, devido a sua simplicidade e rapidez, têm sido 

amplamente utilizados nas seguintes situações: identificação de origem parental, 

identificação e proteção de variedades e/ou clones patenteados, certificação de 

pureza genética de linhagens e híbridos, caracterização do germoplasma, 

construção de mapas genéticos, seleção assistida de caracteres de interesse 

agronômico, estimativas de distâncias genéticas e em genética de populações 

(TIMMERMAN e MCCALLUM, 1993, FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; MILACH, 

1998; SILVEIRA et al., 2003; HUFF, 1997; BOLARIC et al., 2005; ZIMBACK et al., 

2004; WADT e KAGEYAMA,  2004). 

Os marcadores AFLP têm como vantagens o grande número de 

marcadores analisados em um único gel, com alto poder de detecção de 

variabilidade genética; não requerem informação prévia de seqüência de DNA; há a 

possibilidade de diferentes combinações entre primers e enzimas de restrição; e 

possuem grande confiabilidade dos resultados. Entretanto, a principal limitação dos 

marcadores AFLP é o baixo conteúdo de informação genética por loco, pois, são de 

natureza dominante. Além disso, a análise AFLP envolve um maior número de 

etapas, necessitando de maior quantidade de reagentes e equipamentos, 

aumentando o custo das análises (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; HOEZEL; 

GREEN, 1998; ZHIVOTOVSKY, 1999; COSTA et al., 2000). 
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Os marcadores microssatélites consistem de pequenas seqüências 

repetidas e adjacentes, distribuídas no genoma (SCHLÖTTERER, 1998;  FERREIRA 

e GRATTAPAGLIA, 1998; Salles et al., 2003). Estes marcadores possuem 

vantagens, como a expressão co-dominante e o multialelismo, que conferem a esses 

marcadores o mais alto polimorfismo, quando comparados aos demais marcadores 

moleculares, são abundantes e uniformemente dispersos no genoma, podendo ser 

eficientemente analisados empregando-se a reação de PCR, além de possibilitar a 

utilização de dois ou mais primers na mesma reação de PCR. Para o uso rotineiro 

dos microssatélites é necessário, primeiramente, amplificar uma região, 

posteriormente seqüenciá-la e, finalmente, sintetizar os iniciadores específicos para 

cada loco. A partir de então, o loco marcador pode ser utilizado indefinidamente 

naquela espécie. Sendo assim, há um custo elevado e trabalho intenso no início, 

mas subseqüentemente torna-se baixo e simples (BROWN e KRESOVICH, 1996; 

BRONDANI et al., 1998; FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998; SCHOLÖTTERER, 

1998; SALLES et al., 2003). 

Segundo Excoffier et al. (1992) a introdução das estatísticas (φ), 

proporciona uma nova alternativa para o uso de marcadores dominantes. Uma  

análise de variância, denominada de AMOVA, que produz estimativas dos 

componentes de variância análogas às estatísticas F de Wright, sem a necessidade 

de conhecimento das freqüências alélicas. O método acomoda diversos tipos de 

matrizes de entrada fornecidas por diferentes  marcadores moleculares, e diferentes 

pressuposições evolutivas, sem modificar a estrutura básica da análise. A 

significância dos componentes de variância e das estatísticas (φ), são testadas 

através do uso de permutações. A AMOVA é facilmente aplicável em diferentes 

situações e constitui uma estrutura coerente e flexível para a análise de dados 

moleculares (ZUCCHI, 2002). 

Até o momento, poucos são os estudos de diversidade genética em 

M. aquifolium, Perecin (2001) avaliou índices de diversidade em cinco populações 

naturais de M. aquifolia e em uma população natural de M. ilicifolia. De acordo com 

os dados obtidos pela autora, M. ilicifolia compartilha com M. aquifolia grande parte 

dos alelos, sugerindo que estas espécies podem ser filogeneticamente muito 

próximas. Nas populações de M. ilicifolia avaliadas e estudadas por Perecin (2001), 

identificou grande diferença entre as heterozigosidades esperada e observada 

(f=0,562), e elevado número médio de alelos/loco (A=2,1), bem como elevada 
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diversidade genética (HE=0,255).  

Em ambas as espécies de Espinheira-Santa, Perecin (2000), 

encontrou alta percentagem de locos polimórficos sendo P=70,0% para M. ilicifolia e 

entre 40 % e 70%  para M. aquifolia. 

Perecin (2000) analisando geneticamente os 246 indivíduos de M. 

aquifolium  e os 31 indivíduos de M. ilicifolia encontrou repectivamente para cada 

espécie 32 alelos e 22 alelos.  

Analisando a divergência genética entre populações de M. 

aquifolium com marcadores isoenzimáticos e RAPD, Kageyama et al. (2003)  

encontraram a maior parte da diversidade genética dentro das populações com valor 

acima de 85%. A alta divergência genética encontrada por esses autores 14,7%, 

estava associada a amplitude da amostra realizada, que compreendeu cinco 

populações com indivíduos adultos variando de 27 a  55 plantas. 
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3 ARTIGO: Variabilidade genética em populações naturais de Maytenus 

aquifolium de Florestas em Telêmaco Borba, Paraná, Brasil. 
 
 

RESUMO 
 
A M. aquifolium é uma espécie medicinal de ocorrência natural da Floresta Ombrófila 

Mista do Estado do Paraná. A comprovação terapêutica em males gástricos e o uso 

em larga escala tem causado a devastação de populações naturais desta espécie 

com perdas do complexo genético. O objetivo deste estudo foi avaliar a variabilidade 

genética entre e dentro de populações nativas de M. aquifolium por meio da análise 

do polimorfismo de DNA utilizando marcadores (RAPD). Avaliou-se três populações 

naturais (Mortandade, Vila Preta e Trinita) da Fazenda Monte Alegre, Telêmaco 

Borba, Paraná, Brasil. Com treze primers foram obtidos 283 marcadores de RAPD. A 

espécie apresentou alta proporção de locos polimórficos e elevados níveis de 

diversidade genética dentro da espécie. A diversidade genética total (Ht) obtida foi 

de 0,224 e a diferenciação genética dentro de populações (Hs) obtido foi de 0,197. 

Do total da variância genética molecular encontrada para a espécie, 21,77% deveu–

se à divergência entre as populações, enquanto que 78,23% foi atribuída aos 

indivíduos dentro das populações. O índice de variação genética  obtido entre as 

populações foi de 0.21765. Os níveis moderados a altos de diversidade genética 

para a espécie justifica a conservação da variabilidade genética e a manutenção 

apenas das populações de Mortandade e Trinita porém os níveis de variabilidade 

genética entre as populações encontradas foram considerados altos, a perda de 

uma ou mais populações pode levar a perda de alelos raros exclusivos de 

determinada população. 

 
Termos para indexação: Espinheira Santa, marcadores RAPD, diversidade 
genética, planta medicinal.   
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ABSTRACT: Genetic variability of natural populations of Maytenus aquifolium 
from Forests in Telêmaco Borba, Paraná, Brazil 
 
 

The M. aquifolium is a medicinal species of natural occurrence of the Mixing Ombrófila 

Forest of the State of the Paraná. The therapeutical evidence in males gastric and the 

use in wide scale have caused the devastation of natural populations of this species 

with losses of the genetic complex. The objective of this study was to evaluate the 

genetic variability inside enters and of native populations of M. aquifolium by means of 

the analysis of the polimorfism of DNA using marking (RAPD). It was evaluated three 

natural populations M. Aquifolium (Mortandade, Vila Preta and Trinita)  of the Farm 

Monte Alegre, Telemaco Borba,  Paraná,  Brazil. It had been selected thirteen primers 

and it had gotten 283 markers of RAPD. The species inside presented high ratio of 

Polymorphic loci and raised levels of genetic diversity of the species. The full genetic 

diversity (Ht) was of 0,224 and the genetic differentiation inside of populations (Hs) was 

of 0,197. Of the full of the found molecular genetic variance for the species, 21.77% had 

it the divergence between the populations, while that 78.23% were attributed to the 

individuals inside of the populations. The index of genetic diversity was of 0.21765. The 

moderate levels the high ones of genetic diversity for the species justify the 

conservation of the genetic variability and the maintenance only of the populations of 

Mortandade and Trinita however the levels of genetic variability between the joined 

populations had been considered high, the loss of one or more populations can take the 

loss of exclusive rare alleles of determined population.  

 

Index terms: Espinheira Santa,  RAPD  marker,  genetic diversity,  medicinal plant. 
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1. Introdução 
 

Espinheira Santa (M. aquifolium Mart) está entre as espécies 

medicinais nativas da floresta ombrófila mista do Estado do Paraná mais utilizadas 

na medicina popular devido principalmente a sua comprovação científica no 

tratamento de úlceras do estômago e gastrites (VILEGAS et al., 1994; VILEGAS et 

al., 1995; CORDEIRO et al., 1998) e pela grande variedade de atividades biológicas 

que seus princípios ativos têm (BHATAGAR et al., 1951; GONÇALVES DE LIMA et 

al., 1969, GONÇALVES DE LIMA et al., 1971, BHATNAGAR et al., 1979, 

PAVANAND et al., 1989, CORSINO et al., 2000, MOSSI, 2003). Em âmbito nacional 

foi selecionada entre pesquisadores de plantas medicinais como espécie prioritária 

para a realização de estudos de conservação e manejo e estudos envolvendo a 

elucidação de aspectos do sistema reprodutivo, diversidade genética, dinâmica de 

populações e reprodução, bem como ações de coleta de germoplasma (EMBRAPA/ 

IBAMA, 2002). 

A caracterização da diversidade genética em M. aquifolium tem sido 

feita com base em marcadores isoenzimáticos (PERECIN, 2000) e com marcadores 

genéticos (KAGEYAMA et al., 2003).  

Perecin e Kageyama, 2002 analisaram  variabilidade genética 

utilizando marcadores isoenzimáticos para 194 individuos de M. aquifolia 

encontraram 31 alelos e uma porcentagem de locos polimórficos bastante alta (40% 

a 70%), quando comparados aos encontrados para plantas superiores em geral, 

com polimorfismo em aproximadamente 34% de seus locos ou mesmo para o 

conjunto de populações de uma espécie, que apresentam em média 50% de seus 

locos polimórficos.  

A análises sobre diversidade genetica em espécies arboreas 

tropicais de diferentes estágios sucessinais por marcadores geneticos constatou 

entre as espécies estudadas que a porcentagem de locos polimórficos foi alta (70%) 

para algumas populações de M. aquifolia e baixa (40%) para outras populações 

desta mesma espécie, sugerindo que nestas últimas existem em muitos locos alelos 

fixados (KAGEYAMA et al., 2003). Por outro lado, quando as populações foram 

analisadas por isoenzimas foi observado que o maior número médio de alelos por 

loco (variação de 2,5 a 3,4) expressa o seu grande potencial para gerar novas 
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combinações genotípicas  e ampliar a base genética das populações (KAGEYAMA 

et al., 2003). 

Nesse sentido, o conhecimento da diversidade, baseado em 

informações geradas pelos marcadores moleculares permite otimizar procedimentos 

para a conservação de recursos genéticos e avaliar a base genética disponível 

(DIAS, 1998).  

A manutenção da variabilidade genética justifica-se por aspectos 

econômicos, genéticos, ecológicos, sociais e culturais que envolvem desde a 

regularização de mananciais hídricos a conservação da biodiversidade envolvendo a 

possibilidade de manejo e o melhoramento genético dos recursos florestais múltiplos 

(plantas medicinais, frutos, madeira, mel, óleos essenciais, etc.) (REIS, 1996 a,b; 

MARIOT, 2000). Segundo Freitas et al. (2005), a sustentabilidade das florestas 

combina com a conservação da biovariabilidade e a variação genética com 

interesses econômicos e fins sociais. 

Dentro da classe de marcadores moleculares, baseados na técnica 

de reação em cadeia da polimerase (PCR), destaca-se o polimorfismo de DNA 

amplificado ao acaso (RAPD), em virtude do baixo custo e de não ser necessário 

conhecimento genético prévio da espécie (Milach, 1998). Por meio da técnica 

de RAPD pode-se avaliar a estrutura e a diversidade genética em populações 

naturais e selecionadas de plantas (LAMEGO et al., 2006), níveis de similaridade 

entre e dentro das mesmas permitindo inferir sobre o relacionamento entre 

populações naturais e as mantidas em instituições como fonte de germoplasma 

(GUNTER et al., 1996). Por serem altamente variáveis (HALLDÉN et al., 1996; WU 

et al., 1999), os marcadores RAPD são apropriados para estudos de populações 

nativas e podem fornecer informações que permitem o estudo da diversidade 

genética conforme Nei (1973), e a porcentagem de loci polimórficos pode ser usada 

como índice de diversidade para caracterizar e comparar os níveis de variação 

genética nas populações naturais. 

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi detectar a variabilidade 

genética entre e dentro de três populações naturais de M. aquifolium de Floresta 

Ombrófila Mista, em Telêmaco Borba, Paraná, Brasil, por meio da análise de 

polimorfismo de DNA utilizando marcadores de RAPD (Random Amplified 

Polymorphic DNA). 
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2. Material e Métodos 

 

As três populações naturais distribuídas na Fazenda Monte Alegre, 

no município de Telêmaco Borba, Paraná, foram selecionadas e georefêrenciadas, a 

população de Mortandade localizada a altitude de 827 m, latitude de 24 14’ 901 “S, 

longitude de 50 o 32’920” W, a população Vila Preta localizada a altitude 808 m, 

latitude de 24 o 06’ 981 “S, longitude de 50 o 22’ 037” W e a população de Trinita 
localizada a altitude 797 m, latitude 24 o 17’245 “S, longitude 50 o 31’ 058” W. 

A menor distância entre as populações de M. aquifolium foi 6,6 Km 

entre as de Mortandade e Trinita e a maior 24,7 Km entre populações de Trinita e 

Vila Preta (Figura 1). 

 

 

FIGURA 1: Distâncias geográficas entre as três populações de M. aquifolium 

[Mortandade (M), Vila Preta (VP), Trinita (T)] da Fazenda Monte Alegre, Telêmaco 

Borba, Paraná, Brasil.  
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Para o estudo de variabilidade genética foram utilizadas as plantas 

das três populações de Espinheira Santa (M. aquifolium) de uma floresta ombrófila 

mista. A planta de Espinheira Santa tem os seus registros no herbário da Klabin do 

Paraná Produtos Florestais Ltda sob o número 214 coletado em 16 de Abril de 2004 

e pertencente à família Celastraceae.  

De cada população de áreas de aproximadamente 8.000 m² 

(KLABIN, 2007) foram amostrados 30 indivíduos, de cada indivíduo coletou-se 10 

folhas jovens e expandidas que foram acondicionadas em sacos plásticos 

identificados com sílica gel e transportados até o laboratório. 

Considerou-se para a coleta das folhas uma distância de 5,0 a 6,0 m 

entre um indivíduo e outro dentro da mesma população. Outro critério adotado foi a 

realização da amostragem de indivíduos separados por barreira física dentro de 

cada população como também evitar as coletas de indivíduos nas bordas.  

O DNA foi extraído por DNeasy Plant mini Kit Quiagen, metodologia 

descrita originalmente por Doyle e Doyle (1987). Foi realizado o DNA total em gel de 

agarose 1%  corado com 5 µL com brometo de etídeo (10 mg. L-1) e diluído em 100 

mL TAE 1X tampão. 

A concentração de DNA foi estimada através de um Fluorômetro 

DyNA Quant 200 da Hoefer-Pharmacia segundo as instruções do fabricante. Cada 

amostra foi diluída para 10 ng  µL-1 após a quantificação. 

Noventa (90) amostras foram testadas com o objetivo de verificar a 

eficiência das mesmas. Posteriormente, foi realizada a seleção com os “primers” 

Operon Tecnology das séries OPN e OPAF visando verificar quais possuíam melhor 

padrão de amplificação e maior número de bandas. Para a determinação da 

variabilidade genética dentro de cada população e entre as mesmas foram utilizadas 

30 amostras de cada área. 

As reações de amplificação apresentaram volume de 15,6 µL. As 

amostras foram amplificadas em um ciclador térmico PTC 100 da MJ Research com 

96 poços durante 48 ciclos de RAPD. As condições de amplificação envolveram uma 

etapa inicial de 3 minutos a 94oC para a desnaturação inicial do DNA e em seguida 

por 47 ciclos de RAPD de 1 minuto a 94oC (desnaturação), 1 minuto e 45 segundos 

a 38oC (anelamento) e 2 minutos a 72oC (polimerização), seguido por um ciclo final 

de 7 minutos a 72o C (extensão). Após o término dos 48 ciclos, a temperatura caiu a 

4oC, e assim permaneceu até o produto do RAPD ser submetido à eletroforese. 
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Os fragmentos de RAPD foram fracionados em gel de agarose 1,4% 

em tampão TAE (0,04 M Tris-acetato; 0,01 MEDTA, pH 8,0) a uma voltagem de 

110V por cerca de 2 horas, corado com brometo de etídio e visualizado sob luz 

ultravioleta (UV 302 nm).  

As fotografias foram armazenadas em um disco rígido do 

computador para posterior análise. 

Os marcadores moleculares obtidos (RAPD) foram avaliados pela 

presença (1) e ausência (0) de bandas de DNA homólogas entre os indivíduos de 

cada população estudada. Apenas os fragmentos bem amplificados foram 

considerados.  

Os dados gerados foram analisados utilizando-se os programas 

POPGENE 1.3.1 (Yeh et al., 1996) e NTSYS 2.1 (Rohlf, 2000). A identidade genética 

e a distância genética entre as populações foram estimadas de acordo com Nei 

(1978). As freqüências dos marcadores utilizadas para calcular a diversidade gênica 

dentro de populações (Hs) e a diversidade gênica total (Ht) estão de acordo com a 

formula de Nei (1987), e a diversidade gênica de cada população por Nei (1973) 

está fundamentada na distribuição da heterozigosidade do conjunto das 

subpopulações - Ht e dentro (Hs) das mesmas. Utilizando-se o software Arlequin 1.1 

(Schneider et al.,1997), a  análise de variância para os dados moleculares (AMOVA) 

(Excofferier et al., 1992) foi realizada  com a obtenção do Fst e da variabilidade 

dentro e entre populações. O procedimento de AMOVA é baseado na análise de 

variância que utiliza valores de distância entre fenótipos RAPD dois a dois, as 

estimativas produzidas são análogas as das estatísticas–F. 
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1. Resultados e Discussão 

 
 

Entre os primers utilizados os selecionados foram: OPN–02, OPN-

03, OPN-05, OPN-09, OPN-1 1, OPN-12, OPN-18, OPN-19, OPAF-02, OPAF-04, 

OPAF-06, OPAF-09, OPAF-10. Estes geraram um total de 283 marcadores de boa 

amplificação e alta taxa de polimorfismo. Não foram observadas bandas 

monomórficas em nenhum dos géis analisados. 

Esses marcadores foram submetidos a um bootstrap para o número 

de marcadores resultando em um coeficiente de variação (CV) menor que 0,07. 

Um alto grau de polimorfismo dentro das populações em estudo foi 

detectado pelo grande número de fragmentos polimórficos que variaram de 17 a 31.  

Para a população de Mortandade foi obtido o maior número de locos 

polimórficos (240), 84,81% dos locos polimórficos da população. Em Vila Preta, o 

valor foi um pouco menor (228), 80.57 % de locos polimórficos nesta população. Já 

em Trinita, o número de locos polimórficos foi bem menor (204), 72,8 % dos locos 

polimórficos desta população.  

Este alto polimorfismo detectado através de marcadores RAPD em 

três populações naturais de M. aquifolium também foi observado por Perecin (2000), 

que trabalhou com a mesma espécie com o uso de marcadores isoenzimáticos 

encontrou aproximadamente 60% de locos polimórficos para 246 indivíduos 

distribuídos em cinco populações naturais. Segundo Perecin (2000), as populações 

de M. aquifolium por ela estudada com o uso de marcadores isoenzimáticos 

apresentaram polimorfismo com índices bastante expressivos de riqueza alélica e 

diversidade genética encontrados. 

A diversidade gênica total obtida mostrou que essas populações 

encontram–se com moderados níveis de variabilidade genética total 

(Ht=0,224).Segundo Anthony et al. (2000), um índice de diversidade total pode ser 

considerado alto se seu valor estiver acima de 0,25. Ainda segundo esse mesmo 

autor, a diversidade gênica dentro de grupos Hs é considerada alta caso o seu valor 

esteja acima de 0, 36, portanto Hs=0,197 aqui encontrado não pode ser considerada 

alta para a Espinheira Santa. Para tanto, os níveis de diversidade genética dentro 

deste grupo são considerados moderados.  
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A análise de variância dos dados moleculares de 283 locos 

polimórficos mostrou que 21,77 % da variabilidade genética está entre as 

populações e 78,23 % da diversidade genética está dentro das populações, e que o 

nível de divergência entre as três populações de M aquifolium foi estimado em 

0,21765 (Fst) (Tabela 1). A maior parte da variabilidade genética encontrada para M 

aquifolium está realmente dentro de cada população o que concorda com dados que 

ocorrem em diversas espécies arbóreas tropicais na literatura de acordo com Zucchi 

et al. (2005). 

Segundo Harlt (1994), o Fst obtido de 0,21765 mostrou níveis que se 

enquadram como altos. O Fst não pode quantificar os níveis de variabilidade 

genética entre populações pois este índice forneceu dados qualitativos de 

diferenciação genética.  Desta maneira, o valor de Fst = 0,21765 indicou apenas que 

as populações estudadas foram diferenciadas geneticamente em torno de 21,765%. 

 
 
Tabela 1 – Análise de variância para dados moleculares (AMOVA) para as três 

populações de M. aquifolium (Mortandade, Vila Preta e Trinita) baseada no método 

Fst. Telêmaco  Borba, Paraná, Brasil. 

 

Fonte de Variação G.L.  Componentes 
da variação 

Porcentagem 
de variação 

Entre populações 2  9,42913 21,77* 

Dentro das 

populações 

87  33,89272 78,23 

Total 89  43,32185  

Índice de Fixação Fst 0,21765   

       *P< 0,05 (teste de significância dado por 1023 permutações) 

 

 

 

 

Observou-se índices de divergências genética (Fst) bem distintos 

com menor divergência genética entre Mortandade e Vila Preta (0,16077), bem 
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como a maior divergência genética entre Mortandade e Trinita (0,29387), valor 

praticamente dobrado (Tabela 2). 

 

 

TABELA 2 - Estimativa de Fst analisada par a par obtida para três populações de M 

aquifolium ( Mortandade, Vila preta e Trinita) Telêmaco Borba, Paraná, Brasil. 

 

Populações Populações 

Mortandade Vila Preta Trinita 

Mortandade 0,00000   

Vila Preta 0,16077 0,00000  

Trinita 0,29387 0,19187 0,00000 

 

 

As distâncias genéticas de Nei (1973) forneceram distância genética 

de 0.0683  entre Mortandade e Trinita como sendo as mais distantes e mais 

estruturas (Tabela 3). Esta estruturação é visualizada também na Figura 3. Segundo 

Perecin (2000), Maytenus sp apresentou alta diversidade alélica nas populações 

com pouca heterozigosidade devido possivelmente a estruturação produzida pela 

baixa capacidade de dispersão dos gametas que levaram a fixação de alelos. 

Os valores de Fst indicaram que a variabilidade genética foi alta de 

acordo com Wright (1951), este autor considera valores de Fst entre 0,05 e 0,15 

como indicativo de variabilidade genética alta entre populações (Tabela 1 e 2).  O 

Fst aqui estimado é alto e corrobora com os valores de distância genética 

representada na tabela 4 e figura 3. 

 

 
 
 
 
Tabela 3 - Identidade genética das três populações de M. aquifolium em 

Mortandade, Vila Preta e Trinita, segundo Nei (diagonal superior) e distância 

genética (diagonal inferior) [Nei (1973) Genetics 89:583-590]. 
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Populações Populações 

Mortandade Vila Preta Trinita 

Mortandade ***** 0,9658 0,9340 

Vila Preta 0,0348 ***** 0,9614 

Trinita 0,0683 0,0394 ***** 

 

 

Os resultados obtidos tornaram-se ainda mais sólidos quando 

comparados com os outros estudos como o de Perecin (2000) que encontrou  

diversidade gênica média ou heterozigosidade esperada média para M. aquifolium 

de Ht=0,259, o que evidência um nível médio e satisfatório de diversidade gênica 

total (Ht= 0,224) para as três populações naturais da mesma espécie aqui 

estudadas. 

A análise de agrupamentos através do alogarítimo UPGMA (Figura 

2) permitiu separar as 90 plantas analisadas em três grupos correspondentes a três 

populações avaliadas, com exceção de uma planta de Vila Preta (1VP) que agrupou 

com a população de Mortandade e uma planta de Mortandade (21M) que agrupou 

com a população de Vila Preta, indicando que as populações não estão inteiramente 

isoladas geneticamente.  
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 FIGURA 2 - Dendrograma da similaridade genética obtida pelo cálculo do 
coeficiente de Dice entre as três populações de M. aquifolium [Mortandade (M), Vila 
Preta (VP), Trinita (T)] da Fazenda Monte Alegre, Telêmaco Borba, Brasil, 
agrupamento UPMG. 
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FIGURA 3: Dendrograma baseado na distância genética estimada por Nei (1973) 
das três populações de M. aquifolium (Mortandade, Vila Preta e Trinita) Telêmaco 
Borba, Paraná,  Brasil. 
 

 

No dendrograma das distâncias genética entre populações (Figura 

3) formaram-se dois grupos distintos, o primeiro agrupou Mortandade e Vila Preta e 

o segundo foi constituído por Trinita. Verificou–se que populações próximas 

geograficamente são as mais distantes geneticamente, sugerindo a ausência de 

associação entre a distância geográfica (Figura 1) e a distância genética (Tabela 3).  

Esses valores corroboraram com o dados obtidos nas comparações 

com Fst (Tabela 2).  

A relação entre indivíduos e populações foram sumarizada pela 

coordenada principal (Figura 4). As populações aparecem bem separadas entre si 

com poucas sobreposições entre populações de Mortandade e Vila Preta 

corroborando com os dendrogramas (Figuras 2 e 3). Verificou–se pela coordenada 

principal que ocorreram também poucas sobreposiões de indivíduos da mesma 

população indicando que esses indivíduos são diferentes (Figura 4). 

A distribuição dos indivíduos nas populações representadas na 

coordenada principal usando distâncias euclidianas corroboram com a 

representação do dendrograma que mostrou a distribuição baseada no coeficiente 
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de similaridade de Dice (Figura 2). Associando estas informações aos dados da 

figura 1, observou-se que as populações não se separaram de acordo com a 

distância geográfica, mas que estas populações se agruparam devido às condições 

ambientais as quais estiveram expostas. Evidenciou-se, portanto, que os grupos que 

se formaram estão arranjados de acordo com as características geológicas e com as 

classes de solos em que os indivíduos se encontram. 

A distância genética entre as populações demonstrou que a 

divergência genética entre as populações de Vila Preta e Mortandade foi de 0.0348, 

entre Trinita e Vila Preta foi de 0.0394 e entre Mortandade e Trinita foi de 0.0394 

indicando que as populações são diferentes (tabela 3). 

Os níveis moderados a altos de diversidade genética para a espécie 

podem justificar a conservação da variabilidade genética e a manutenção apenas 

das populações de Mortandade e Trinita, o que não seria uma inferência correta, 

uma vez que os níveis de variabilidade genética entre as populações encontradas 

foram considerados altos. Assim, a perda de uma ou mais populações pode levar a 

perda de alelos raros exclusivos de determinada população. Cabe ressaltar, que 

quaisquer medidas a serem tomadas no sentido da preservação de germoplasma ex 

situ, não descartam a necessidade de conservação in situ. 
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Figura 4 – Representação bidimencional da análise da coordenada principal de 90 
indivíduos amostrados nas populações de [Mortandade (M), Vila Preta (VP), Trinita 
(T)] da Fazenda Monte Alegre, Telêmaco Borba, Brasil. 

 

 

Em 1963, aconteceu o grande incêndio florestal que atingiu a região 

central do Estado do Paraná, entre os meses de agosto e setembro. Em Monte 

Alegre, o fogo chegou no final de agosto e atingiu cerca de 85% do patrimônio da 

Klabin. Após o ocorrido, a companhia redobrou seus cuidados com a proteção às 

florestas, iniciando a implantação de um programa específico de proteção florestal 

com o objetivo de proteger as suas extensas áreas florestadas e reflorestadas 

(Klabin, 2007). 

Segundo informações cedidas pela da Empresa Klabin do Paraná 

Produtos Florestais Ltda, apenas a população de Mortandade não foi afetada pelo 

incêndio. É importante ressaltar que mesmo com esse fato marcante essa espécie 

medicinal M. aquifolium aqui estuda são de populações nativas e apresentaram 

níveis moderados a altos de diversidade genética (Klabin, 2006). 

As informações obtidas neste estudo para essas arbóreas 

medicinais climáxicas indicaram que as estratégias para a conservação de M. 

aquifolium devem ser estruturadas de acordo com os parâmetros ecogeográficos 



 79

locais realizando se a coleta em cada um dos compartimentos ambientais em que os 

indivíduos se encontram. 

O Fst, índice de divergência genética, caracteriza as populações 

nativas aqui estudadas com alta diferenciação genética qualitativa (tabelas 1 e 2). 

As populações nativas de M. aquifolium das regiões de Mortandade, 

Vila Preta e Trinita aqui estudadas têm grande potencial genético portanto elas são 

indicadas para a realização de futuros programas domesticação, estudos 

fitoquímicos e melhoramento genético para a espécie. 
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4. Conclusões 
 
A metodologia de RAPD detectou a variação genética entre e dentro 

de populações naturais de M. aquifolium. 

Foram obtidos 283 marcadores de RAPD analisados que detectaram 

nenhuma banda monomórfica. 

A análise molecular indicou maior variabilidade genética dentro das 

populações que entre elas. 

Os níveis de diversidade genética encontrados foram de moderados 

a altos. 

As populações de Mortandade, Vila Preta e Trinita se agruparam 

devido às condições ambientais as quais estiveram expostas. 

As populações de Mortandade e de Trinita estão próximas 

geograficamente e ao mesmo tempo são as que se apresentam mais distantes 

geneticamente. 
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