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Diversidade e estrutura genética de Casearia sylvestris (Salicaceae) em área nativa e de 

restauração florestal de Mata Atlântica 

 

 

RESUMO 

 

Casearia sylvestris Swarts (Salicaceae) é uma espécie arbórea medicinal nativa da América 

do Sul cujas folhas, devido à suas propriedades fitoterápicas, são utilizadas para o tratamento 

do câncer, picadas de cobra, problemas gástricos, entre outras doenças. O conhecimento da 

diversidade e estrutura genética de espécies naturais é de grande importância para o 

estabelecimento de práticas e estratégias de conservação da diversidade biológica. Os 

marcadores microssatélites têm contribuído para estudos com essas finalidades. Nesse 

trabalho foram investigadas cinco populações de C. sylvestris sendo três provenientes de 

remanescentes florestais e duas de áreas em processo de restauração florestal de Mata 

Atlântica no Estado de São Paulo, Brasil, com oito locos microssatélites. Os objetivos desse 

estudo foram avaliar índices de diversidade genética dentro e entre populações e estimar 

parâmetros de estruturação genética entre as populações. Todos os locos foram polimórficos, 

apresentando em média 28 alelos por loco e heterozigosidade média observada bem abaixo da 

heterozigosidade média esperada (0,386 e 0,869 respectivamente). Nenhuma população 

apresentou aderência ao equilíbrio de Hardy-Weinberg com heterozigosidades médias 

observadas (Ho) menores que as esperadas (He). As estatísticas F detectadas pelos locos 

microssatélites foram: FIT = 0,586; FIS = 0,554; FST = 0,07, sugerindo baixa diferenciação 

genética entre as populações, alta ocorrência de endogamia intrapopulacional e que a 

variabilidade genética é quase toda intrapopulacional. Número de alelos (A), riqueza alélica 

(Ar) e alelos privados foram maiores nas populações naturais do que nas restauradas. As 

populações naturais de Tietê e de Caetetus foram as mais distantes geneticamente com índices 

de diversidade genética que as destacam como importantes regiões de fontes de mudas para 

futuros projetos de restauração florestal ou de enriquecimento alélico de áreas já 

estabelecidas.  

 

Palavras-chaves: Conservação, guaçatonga, planta medicinal, SSR. 
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Genetic diversity and structure of Casearia sylvestris (Salicaceae) in native area and 

restoration of Atlantic forest 

 

 

ABSTRACT 

 

Casearia sylvestris Swarts (Salicaceae) is a medicinal tree species native from South America 

whose leaves, due to herbal properties, are used to treat cancer, snake bites, stomach problems 

and other diseases. Knowledge on genetic diversity and structure of natural species is of great 

importance for establishing practices and strategies for conservation of biological diversity. 

Microsatellite markers have contributed to studies with these purposes. In this work five 

populations of C. sylvestris were investigate three being forest remnants and two areas in the 

process of forest restoration of the Atlantic Forest in the State of São Paulo, Brazil, with eight 

microsatellite loci. The objectives of this study were to evaluate indices of genetic diversity 

within and between populations and estimate parameters of genetic structure between 

populations. All loci were polymorphic, with an average of 28 alleles per locus and an 

average of the observed heterozygosity rather below of the mean expected heterozygosity 

(0.386 and 0.869 respectively). No population showed adherence to Hardy-Weinberg 

equilibrium with average observed heterozygosities (Ho) lower than the expected (He). The F 

statistics detected by microsatellite loci were: FIT = 0.586; FIS = 0.554; FST = 0.07 suggesting 

a low genetic differentiation among populations, high incidence of intra-population 

inbreeding and that the genetic variability is almost intra-populational. The number of alleles 

(A), allelic richness (Ar) and private alleles were higher in natural populations than in restored 

ones. The population of Tietê was the most genetically distant from the others. The natural 

populations of Tietê and Caetetus were the most genetically distant with indices of genetic 

diversity that distinguish as an important source regions of seedlings for future forest 

restoration projects or allelic enrichment established areas. 

  

Keywords: Conservation, guaçatonga, herbal, SSR. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O crescente interesse do uso de plantas medicinais tem incentivado grandes 

investimentos financeiros nos países desenvolvidos e em desenvolvimento, representando o 

tipo de tratamento mais acessível da grande maioria da população mundial (FOGLIO et al., 

2006; AGRA et al., 2007). Este aumento do interesse na utilização da fitoterapia no mundo e, 

em particular nos países desenvolvidos, tem como propósito encontrar formas adicionais de 

tratamento e prevenção de muitas doenças, particularmente de doenças crônicas como as 

disfunções cardiovasculares e neurodegenerativas (FERREIRA et al., 2008).  

Segundo a Organização Mundial de Saúde, plantas medicinais são aquelas que 

possuem substâncias com potencial e finalidade terapêutica em algum de seus órgãos, ou que 

estas substâncias sejam produtos para a síntese de outros produtos químicos e farmacêuticos. 

A estas substâncias é dado o nome de princípios ativos. São eles os responsáveis pelo efeito 

terapêutico que a planta medicinal possui (MONTANARI, 2002). Assim, pesquisadores e 

profissionais da saúde buscam atender a essas necessidades de recursos terapêuticos através 

de pesquisas na área da medicina popular, o que envolve estudos botânicos, químicos, 

farmacológicos e toxicológicos (MENTZ et al., 1997).  Em virtude desses fatores, a medicina 

popular a base de plantas, desfruta de uma posição respeitável nos países desenvolvidos, 

como também nos países em desenvolvimento, onde 65-80% da população depende 

exclusivamente de plantas medicinais para os cuidados de saúde de base, visto que a 

disponibilidade de serviços de saúde modernos é limitada (AGRA et al., 2007).   

O Brasil possui a maior diversidade de espécies de plantas do mundo e com espécies 

de grande potencial medicinal tanto na Mata Atlântica como em outros biomas como a 

Amazônia, Caatinga e Cerrado (SOUZA-MOREIRA et al., 2010). Contudo, a exploração de 

florestas nativas e o extrativismo sem estratégia de manejo, entre outros fatores 

antropogênicos, conduzem os biomas e, em particular a Mata Atlântica, há um declínio ainda 

maior da biodiversidade e da sua fragmentação, reduzindo a viabilidade das espécies de 

plantas (EHRLICH, 1998).  

 Historicamente, o Brasil está ligado a Mata Atlântica devido ao processo de 

dominação humana dessa área florestal. A Mata Atlântica cobria, originalmente, quase toda a 

costa brasileira, estendendo-se até o Paraguai e a Argentina. Hoje, ainda detém uma elevada 

biodiversidade e é considerada um dos mais importantes biomas do mundo. Essa região foi a 
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principal fonte de produtos agrícolas e atualmente abriga muitos polos industriais, 

silviculturais, canavieiros e urbanos no Brasil. Mas os processos de colonização e urbanização 

somados a industrialização e a ocupação desordenada de sua área contribuíram para reduzir 

seus domínios para áreas preservadas, hoje em fragmentos de remanescente florestal 

(MORELLATO & HADDAD, 2000). Isso aconteceu em decorrências aos ciclos de 

desenvolvimento ocorridos desde a colonização, mas a dinâmica da destruição foi mais 

acentuada nas últimas três décadas do século XX, o que resultou em severas alterações, 

principalmente pela alta fragmentação do habitat e consequente redução da biodiversidade 

(PINTO et al., 2006; RIBEIRO, 2009; RODRIGUES et al., 2011). Dessa forma, milhões de 

hectares de áreas desflorestadas foram convertidos em pastagens, lavouras e centros urbanos.  

 Somente no Estado de São Paulo o processo de destruição já alcançou cerca de 79.500 

km
2
 desta floresta e esse bioma, que ocupava cerca de 1.300.000 km

2
 (15% do território 

brasileiro) no século XVI, foi reduzido a fragmentos florestais dispersos pelo país, que somam 

aproximadamente 95.000 km
2 

(RODRIGUES et al., 2009), carregando o dogma de um dos 

biomas mais ameaçados e sendo considerado um hotspot para conservação pelo seu alto grau 

de endemismo e ameaças de extinções iminentes (MYERS et al., 2000).  

 Parte importante de remanescentes de Mata Atlântica no Brasil está hoje localizada em 

encostas de grande declividade, consideradas inaptas às práticas agrícolas e apesar da 

devastação acentuada, ainda abriga uma parcela importante de diversidade biológica com 

altíssimos níveis de endemismo (MITTERMEIER et al., 2004; MARTINI et al., 2007). 

Mesmo assim, menos de 10% desta flora têm sido avaliadas no tocante as características 

biológicas e menos de 5% foram submetidas a detalhados estudos fitoquímicos e genéticos 

(LUNA et al., 2005). Quase todas as plantas medicinais nativas ainda não são cultivadas e se 

encontram em estado selvagem crescendo espontaneamente nestas áreas de alto grau de 

endemismo. Paralelamente, os conhecimentos de medicina tradicional com o uso de plantas 

silvestres estão desaparecendo rapidamente devido a esses processos de destruição da 

biodiversidade somados a fatores antropogênicos, técnicos e econômicos (MONTANARI 

JÚNIOR, 2002; BARBOSA, 2006; AGRA et al., 2007; ZUCHIWSCHI, 2008; ARAGUNDI 

et al., 2011), decorrentes do uso extensível da terra, fragmentação e isolamento massivo 

dessas áreas. Como resultado desse isolamento, espécies e populações são induzidas à 

endogamia e diminuição do potencial evolucionário e de regeneração natural (PUTZ et al., 

2011), dificultando a dispersão e deste modo reduzindo a variabilidade genética (PRIMACK 

et al., 2001; QUINTEROS-CASAVERDE et al., 2011), que dentro da população resulta de 
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fatores dinâmicos como fluxo gênico, seleção, endogamia, deriva genética e mutação 

(VEASEY et al., 2011).   

 Espécies de plantas com potencial medicinal e nativas da Mata Atlântica são 

conhecidas e relatadas como sendo de fundamental importância para a população rural, dessas 

localidades, como único recurso medicinal disponível (OLIVEIRA et al., 2011), como fontes 

de pesquisas de interesse farmacológicos (FERREIRA et al., 2008) e para prática de 

restauração florestal (VIEIRA et al., 2002). Dentre muitas espécies com esse perfil natural é 

importante destacar a espécie Casearia sylvestris Sw. Essa espécie pertence à família 

Salicaceae e é conhecida pelo seu alto potencial farmacológico e de adaptação, sendo 

encontrada na Mata Atlântica e em outros biomas brasileiros (BACKES & IRGANG, 2002). 

Conhecida popularmente como guaçatonga também foi relatada como uma espécie de grande 

importância para a prática de repovoamento de áreas degradadas (LORENZI, 2002). A apesar 

de estudos sobre suas características fitoterápicas, pouco estudos estão relacionados à suas 

características biológicas, genéticas e reprodutivas que lhe tem conferido grande potencial de 

adaptação em diversos biomas.  

 Muitos projetos de reflorestamento heterogêneo com espécies nativas não foram 

eficazes pela falta de conhecimentos sobre a biologia das espécies utilizadas, ou de seu 

comportamento adaptativo e reprodutivo em reflorestamentos (GONÇALVES et al., 2005). 

Não existia a preocupação em entender o papel das espécies no funcionamento florestal, 

diversidade genética ou exigências ecológicas e a introdução delas era feita de forma casual 

(NAVE, 2005). Estudos de BOOTH & GRIME (2003) demonstraram que a diversidade 

gênica diminui com a baixa variabilidade genética e leva a diminuição do potencial 

reprodutivo e também aumenta a susceptibilidade a patógenos. Isso colaborou para que as 

áreas de restauração florestal apresentassem hoje populações com baixa diversidade genética 

e assim, baixa potencial de perpetuação da espécie. Consequências mais comuns de perda de 

habitat e isolamento de fragmentos florestais podem ser percebidas pela redução da 

variabilidade genética, diminuição do tamanho efetivo da população e por um possível 

aumento da endogamia entre os locos podendo trazer grandes consequências para as 

populações de plantas, como redução no sucesso reprodutivo e, consequentemente, em curso e 

redução da população (HARTL & CLARK, 2010).  

Para a manutenção da diversidade biológica e garantia dos processos ecológicos 

existentes são necessário medidas que visem à conservação e à recuperação de remanescentes 

florestais de biomas, levando em consideração critérios sucessionais fundamentais para a 

manutenção da diversidade genética, como a utilização do plantio de espécies nativas 
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(RODRIGUES et al., 2009) e conhecimentos sobre a sua biologia para o processo de 

adaptação e perpetuação dessas áreas. Assim, estudos com espécies de plantas nativas e em 

especial de Casearia sylvestris são necessários para o entendimento de sua estrutura e 

diversidade genética bem como de seu sistema de reprodução o que aponta para o 

conhecimento do grande potencial de adaptação e dispersão dessa espécie e, assim, gerar 

conhecimentos para subsidiar programas de reflorestamento. 

 

1.1 Hipóteses 

 

 Existe variabilidade genética nas populações de Casearia sylvestris estudadas de área 

de remanescente florestal e em processo de restauração; 

 Existem menores índices de diversidade genética entre indivíduos de áreas em 

processo de restauração florestal do que nas áreas de remanescentes florestais; 

 Existe fluxo gênico entre as populações. 

 

1.2 Objetivos  

 

 Caracterizar, com marcadores microssatélites, cinco populações de Casearia sylvestris 

provenientes de remanescente florestal e em processo de restauração de Mata 

Atlântica no Estado de São Paulo. 

 Compreender a diversidade e a estrutura genética dessas populações de Casearia 

sylvestris. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Casearia sylvestris Swartz 

 

 Das Salicaceas, família com diversas espécies medicinais (TADEO, et al., 2009), 

Casearia sylvestris está distribuída na América Tropical e Subtropical. Com grande 

ocorrência na Mata Atlântica, essa espécie é popularmente conhecida como guaçatonga, chá-

de-bugre, cafezeiro-do-mato, bugre-branco, entre outros (LORENZI, 2002) e ocupa quase 

todo o território brasileiro, devido á sua alta capacidade adaptativa, variação morfológica das 

folhas, ramos, flores, frutos e sementes (BACKES & IRGANG, 2002), com floração que 

varia dentro do período de julho a outubro e frutificação de outubro a abril. Suas sementes são 

disseminadas principalmente por pássaros, fato que pode ter colaborado a gerar a ampla 

distribuição nos diversos biomas brasileiros (MARQUETE & MANSANO, 2010). 

IMATOMI et al. (2009) afirmam que muitos estudos em relação à ecofisiologia vegetal têm 

como base a plasticidade morfológica e fisiológica associada a variações nas condições 

ambientais de desenvolvimento sugerindo ser esse fato, também, uma possível explicação à 

alta capacidade de adaptação de C. sylvestris em vários biomas com fenofases reprodutivas 

ocorrendo em diferentes períodos. Essa plasticidade está ligada a respostas do metabolismo 

secundário dessas plantas de acordo com o ambiente.  

Os componentes secundários (princípio ativo nas plantas) possuem funções 

fisiológicas associadas a sua produção para defesa contra patógenos, radiação solar ou os 

resíduos de seu metabolismo. Essas substâncias possuem relação importante com a 

sobrevivência da espécie. São produzidas, quase todas, pelo metabolismo secundário da 

planta, com importância no processo evolutivo da espécie dentro do ecossistema. Além disso, 

existem variações nas proporções relativas desses metabólitos secundários em plantas que 

ocorrem em diferentes níveis, como é o caso de C. sylvestris (BACKES & IRGANG, 2002). 

Ruggiero et al. (2002) afirmam que um dos componentes secundários mais importantes, a 

casearina, possui atividade antitumoral e citotóxica e recentes estudos comprovaram sua 

eficácia contra herpes labial, que se trata de uma patologia de relevância epidemiológica, pois 

não tem cura e se repete por ciclos (BLANCO, 2009). Mesmo com o controle genético, a 

expressão dessas substâncias pode sofrer modificações resultantes da interação de processos 

bioquímicos, fisiológicos, ecológicos e evolutivos, representando uma interface química entre 
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a planta e o ambiente circundante (MONTANARI, 2002; GOBBO-NETO & LOPES, 2007). 

Estudos demonstram que existe uma correlação positiva e estabelecida entre intensidade de 

radiação ultravioleta e altitude com a produção de compostos fenólicos tais como 

antocianinas, flavonoides e taninos. Flavonoides, especificamente, absorvem ou dissipam a 

energia solar, dificultando a destruição dos tecidos mais internos pela radiação UV-B 

(WATERMAN & MOLE, 1994).  

No contexto da prática da restauração florestal e uso das propriedades medicinais de 

plantas, C. sylvestris é uma opção de interesse devido a suas propriedades farmacológicas 

(BORGES et al., 2001; RUGGIERO et al., 2002; BLANCO, 2009; CAPOBIANGO et al., 

2009; SILVA FIALHO et al., 2010), de adaptação em diversos biomas (BACKES & 

IRGANG, 2002) e de repovoamento de áreas degradadas (LORENZI, 1992, 2002; VIEIRA et 

al., 2002). Além do potencial medicinal, C. sylvestris foi listada como uma espécie importante 

para conservação e manejo sustentável durante a primeira Reunião Técnica sobre Recursos 

Genéticos de Plantas Medicinais e Aromáticas (VIEIRA et al., 2002) e classificada como uma 

espécie de grande importância para a prática de repovoamento de áreas degradadas 

(LORENZI, 2002; BACKES & IRGANG, 2002). A restauração dos ecossistemas degradados 

pode ser um instrumento para a formação de corredores, interligando a grande maioria dos 

fragmentos remanescentes, permitindo dessa forma, por exemplo, a continuidade do fluxo 

gênico necessário para a manutenção das espécies, aumentando a viabilidade de suas 

populações a fim de minimizar perdas maiores de biodiversidade (MACEDO, 1993; 

RODRIGUES et al., 2011).  

  

2.1.1 Aspectos botânicos 

 

C. sylvestris é uma espécie de alta densidade e distribuição geográfica, encontradas em 

diversas formações (DURIGAN et al., 2000). Arbusto, arvoreta ou subarbusto podem atingir 

altura próxima de 20 metros e 40 cm de DAP (Diâmetro à altura do peito, medido a 1,30m do 

solo), quando adulta (LIMA et al., 2004).  

 A família Salicaceae é caracterizada por folhas simples, oblongas, elípticas ou 

ovaladas, alternas, serreadas e com estípulas; lâmina foliar medindo de 4 cm a 14 cm de 

comprimento por 1 cm a 4 cm de largura (CARVALHO, 2007) (figura 1a). Nas descrições 

taxonômicas do gênero, é bem comum a utilização de termos como pontos translúcidos, 

pontuações transparentes, traços transparentes ou glândulas nas folhas (TADEO et al., 2009). 

Suas flores apresentam muitos estames e gineceu tricarpelar com placentação parietal. 
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Apresenta grande variação em relação ao tamanho, forma e textura das folhas, à pilosidade 

dos ramos mais jovens e da inflorescência, ao número de flores por inflorescência e ao 

comprimento dos pedicelos (TORRES & YAMAMOTO, 1986). Nas figuras 1b e 1c é 

possível observar inflorescências sésseis reunidas em pequenas umbelas congestas e curto 

pedunculado, com 20 a 40 flores afixadas na axila foliar. As flores são pequenas e numerosas 

afixadas ao longo dos ramos, brancas, verde-esbranquiçadas. O fruto com cápsula ovoide 

verde e de cálice persistente, com uma a sete sementes (figura 1d). As sementes são glabras, 

apresentam testa foveolada com o arilo amarelo (CARVALHO, 2007). 
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Figura 1 – (a) Exemplar de C. sylvestris de aproximadamente cinco metros de altura com 

copa densa e arredondada; (b) detalhe da inflorescência de C. sylvestris; (c) ramo de C. 

sylvestris iniciando o florescimento; (d) detalhe da abertura dos frutos de C. sylvestris. 

 

 A espécie é polinizada por abelhas sem ferrão (Apidae) e moscas (sirfídeos); a 

floração tem ocorrência de maio a dezembro e os frutos maduros ocorrem de agosto a 

dezembro, no Estado de São Paulo (RAMALHO, 2004). A dispersão dos frutos e das 

sementes é zoocórica e dá-se principalmente pelo sabiá (Turdus rufiventris) e o 

monocarvoeiro (Brachyteles arachnoides) (MORAES, 1992). 

 

2.1.2 Uso da espécie Casearia sylvestris 

 

A guaçatonga tem sido fonte de estudos devido a seus princípios farmacológicos e seu 

potencial de adaptação. Suas folhas contêm teores elevados de óleos essenciais, flavonóides, 

saponinas, taninos, resinas e antocianosídeos (SILVA FIALHO et al., 2010) e propriedades 

medicinais importantes como ações hemostáticas, anestesiantes e cicatrizantes de lesões na 

pele e mucosas, ações diuréticas e diaforéticas, atividade contra peçonha de animais 

(CAPOBIANGO et al., 2009), características febrífuga, depurativa, antidiarréica, 

cardiotônica, diurética, analgésica e cicatrizante (BLANCO, 2009). Ação contra agentes 

microbianos como fungos (Aspergilus niger, Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans e 

Candida tropicalis) e bactérias (Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Staphyloccoccus aureus, 

Enterococcus faecali e Salmonella enteriditis) (OBERLIES et al. 2002, Da SILVA et al. 

2008).  

Além do potencial medicinal, C. sylvestris foi listada como uma espécie importante 

para conservação e manejo sustentável durante a primeira Reunião Técnica sobre Recursos 

Genéticos de Plantas Medicinais e Aromáticas (VIEIRA et al., 2002). Foi classificada como 

uma espécie de grande importância para a prática de repovoamento de áreas degradadas 

(LORENZI, 2002; BACKES & IRGANG, 2002). 

 

  

2.2 Diversidade Genética 

 

A preservação da diversidade genética tanto dentro como entre populações naturais é 

um dos principais objetivos da biologia de conservação. Para que a conservação dos recursos 



 

9 

 

 

genéticos seja efetiva, é necessário entender como a variação genética das espécies é 

distribuída. Tais informações podem ser empregadas para o estabelecimento de populações 

representativas dos recursos genéticos de uma dada espécie, visando a sua utilização em 

programas de restauração e conservação florestal (SACCHERI, 1998). Estudos demonstraram 

que a diversidade diminui com a baixa variabilidade genética e leva à diminuição do potencial 

reprodutivo (BOOTH & GRIME, 2003). O desenvolvimento e a manutenção da estrutura 

genética ocorrem devido a um conjunto de fatores evolutivos. Dentre esses fatores é possível 

citar as variações no conjunto gênico e sua organização dentro de genótipos, distribuição 

espacial dos genótipos, sistema de reprodução, dispersão das progênies, seleção, deriva 

mutação, eventos casuais e processos de crescimentos, mortalidade e reposição dos indivíduos 

que darão origem a futuras populações (HAMRICK, 1983; LOVELESS & HAMRICK, 

1984). Há algumas décadas, os projetos de restauração florestal no Brasil podem ter sido 

implantados com baixa diversidade genética dentro de populações. Isto acarretaria o aumento 

da endogamia pelo aumento do cruzamento entre indivíduos aparentados e da taxa de 

autofecundação, em detrimento da heterozigosidade e da adaptabilidade, o que interferiria na 

restauração em longo prazo, por ampliar a chance de extinção das populações de espécies 

vegetais.  

Estudos envolvendo variabilidade genética em populações naturais devem ser 

direcionados para a quantificação da variação existente e para a caracterização dos níveis de 

variabilidade das populações. Em espécies de plantas, os fatores que influenciam na 

distribuição da variabilidade genética incluem o tamanhão efetivo da população, a 

distribuição geográfica da espécie, o modo de reprodução, o mecanismo de dispersão das 

sementes e o tipo de comunidade onde a espécie é frequente. A estimativa da frequência 

alélica em uma população é considerada fundamental nos estudos evolutivos. A frequência de 

heterozigotos é um importante indicador de diversidade genética, pois cada heterozigoto 

detém alelos diferentes representando melhor a variação existente (HAMRICK, 1983).  

 

2.2.1 Estrutura genética de populações de plantas 

 

O sistema reprodutivo influencia a estrutura e a diversidade genética dentro e entre 

populações de plantas, bem como o tamanho efetivo da população e a intensidade na qual as 

populações são subdivididas por seleção ou por deriva genética (HOLSINGER, 2000; 

GLÉMIN et al., 2006). No entanto, as populações de plantas não são organizadas 

aleatoriamente em grupos de genótipos, mas são estruturadas no espaço e no tempo. Essa 
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estrutura pode ser expressa entre plantas geograficamente distintas. Em situações em que 

ocorra seleção diferenciada em estágios de ciclo de vida, podem ocorrer diferenças 

significativas entre classes de idade, refletindo em uma alteração da estrutura genética no 

tempo. Em outra situação, a adaptação em um microambiente é uma característica comum de 

população de plantas e sua existência pode levar a uma distribuição não aleatória de genótipos 

dentro de populações que leva a uma alteração da estrutura no espaço.  

A estrutura genética pode ser definida como sendo a distribuição não aleatória de 

alelos ou de genótipos no espaço e no tempo prescindindo dos processos meióticos que 

também podem afetar as frequências alélicas e genotípicas. A fundamentação da estruturação 

genética está no resultado da ação conjunta de forças evolutivas como a mutação, migração, 

seleção e deriva que operam dentro de um contexto histórico e biológico de cada espécie de 

planta e faz com que o equilíbrio de Hardy-Weinberg seja modificado (LOVELESS & 

HAMRICK, 1984). No estudo sobre restauração florestal, a recuperação de áreas que foram 

degradadas pela atividade humana é essencial para a sustentabilidade ambiental e recuperação 

dessas complexas redes de interações das forças evolutivas. A ecologia molecular tem 

buscado, com as ferramentas moleculares, auxiliar nos projetos de recuperação florestal com 

uma nova perspectiva no modelo de restauração, que dá ênfase para a recuperação de 

processos ecológicos que levem ao desenvolvimento de comunidades vegetais (SIQUEIRA et 

al., 2013). 

 

2.3 Marcadores Moleculares – Os Microssatélites na biologia da conservação  

 

 Marcadores moleculares têm sido utilizados em análise genética com muitas 

finalidades, como identificação de clones, linhagens, híbridos, cultivares, estudo de fluxo 

gênico e estimativas de taxas de cruzamento e parentesco (BUSCO et al., 2003). 

No processo de caracterização genética os marcadores moleculares têm sido 

amplamente utilizado devido a diversas características desejáveis, na maioria dos casos, 

como: a alta taxa de polimorfismo detectável, ausência de influência ambiental, são herdáveis, 

baixo custo por dado gerado, distribuição em todo o genoma com a possibilidade de 

automação de análises (FERREIRA et al., 2007). 

Existe atualmente uma infinidade de tipos de marcadores moleculares e podem ser 

classificados em dois grupos que são os baseados em restrição e hibridação e os que 

empregam o uso da PCR (Polymerase Chain Reaction). A escolha do tipo de marcador a ser 

empregado na análise depende de uma série de fatores relacionados ao objetivo da pesquisa, 
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recursos financeiros e de infraestrutura disponível (CIAMPI et al., 2007). Em estudos de 

ecologia molecular os marcadores são uma das principais ferramentas para se determinar 

polimorfismos no DNA e para entender as interações das populações e suas relações com as 

forças evolutivas (HEYWOOD & IRIONDO, 2003) 

Atualmente, os dados de genotipagem e sequenciamento de indivíduos de uma 

população já são considerados ferramentas poderosas no acesso a parâmetros demográficos e 

atuais de espécies ameaçadas de extinção. As técnicas moleculares já fazem parte de uma 

gama de ferramentas que atualmente são usadas para acessar a perda, cada vez maior, da 

biodiversidade (HAIG, 1998; AVISE, 2010). 

Os marcadores microssatélites ainda são muito utilizados em estudos de ecologia 

molecular. São regiões de sequência de DNA que consistem em arranjos de unidades de bases 

repetidas que exibem altos níveis de polimorfismos, herança codominante, fácil genotipagem, 

confiabilidade e têm sido sucessivamente usados em estudos ecológicos de diversidade 

genética populacional, fornecendo subsídios para o estabelecimento de áreas destinadas à 

conservação de espécies vegetais ameaçadas (ZUCCHI et al., 2012). Além disso, as 

ferramentas moleculares, como os marcadores microssatélites, auxiliam na elucidação de 

áreas com altos índices de diversidade genética que servirão de centros de diversidade 

genética para os projetos de restauração florestal (PREMOLI et al., 2012). WU & 

TANKSLEY (1993) afirmam serem marcadores de maior frequência dentro do genoma e se 

encontram distribuídos ao acaso. Devido a sua reprodutibilidade e por serem geneticamente 

mais informativos, os marcadores microssatélites são bastante indicados para estudos 

genéticos que envolvem plantas selvagens (BRONDANI et al., 2002). As taxas de mutação 

dos microssatélites são elevadas quando comparadas com as taxas de mutação de ponto que 

estão na ordem de 10
-2

 e 10
-9

 a 10
-10

, respectivamente (HANCOCK, 2000). A genotipagem se 

baseia no uso de pares de primers na reação de PCR para detectar variações em locos de 

sequências repetitivas compostas por sequências de um a seis nucleotídeos repetidos em 

tandem. Os alelos de um loco microssatélite diferem de tamanho em função do número de 

repetições das sequências básicas. Por serem codominantes, multialélicos, amplificados via 

PCR e dependentes de pequena quantidade de DNA a ser analisado, são de fácil detecção e 

altamente informativos, permitindo a investigação do sistema reprodutivo, da diversidade 

genética de populações, do fluxo gênico e de outros processos, como a deriva genética 

(HOSHINO et al., 2002; BUSO et al., 2003). Segundo OUBORG et al. (2010), os SSRs são 

os marcadores mais utilizados em estudos voltados a conservação e perfazem cerca de 80% 
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dos estudos em 2012, porém esta tecnologia tem sido substituída pelos SNPs genotipados por 

meio de Sequenciamento de Nova Geração-NGS (OUBORG et al., 2010). 

 

2.4 Restauração Florestal 

 

A fragmentação de habitat reduz o tamanho efetivo de suas populações e aumenta o  

isolamento espacial entre elas. Esses processos de alteração ambiental causam erosão da 

variabilidade genética e aumento da divergência interpopulacional devido à redução 

populacional, das taxas de endogamia e da redução do fluxo gênico (YONG et al., 2001). No 

Brasil, a recuperação de áreas degradadas teve seu marco no século XIX, com o 

reflorestamento do Parque Nacional da Tijuca, RJ (FREITAS et al., 2006). Devido à falta de 

conhecimento dos processos ecológicos, as primeiras tentativas de restauração florestal no 

Brasil se restringiram apenas ao plantio de árvores, onde eram utilizadas espécies nativas 

brasileiras e exóticas. Até ao inicio de 1980, a prática de restauração florestal ainda era feita 

sem levar em consideração os processos ecológicos para a manutenção da floresta nativa. 

Essa atividade era definida com base em aplicações de práticas agronômicas ou silviculturais 

de plantios de espécies perenes, com objetivo de reintrodução de espécies arbóreas em uma 

determinada área (RODRIGUES & GANDOLFI, 1996). Em função disso e de poucos 

conhecimentos técnicos, principalmente sobre a biologia das espécies utilizadas ou de seu 

comportamento biológico, muitos projetos de reflorestamento heterogêneo com espécies 

nativas e exóticas fracassaram (GONÇALVES et al., 2005). Essas iniciativas foram 

aprimorando, seguindo projetos de restauração modelados com as teorias ecológicas 

(BRANCALION, et al., 2009; RODRIGUES et al., 2011).  

A recuperação de ecossistemas degradados é uma prática antiga, mas só recentemente 

adquiriu maior importância no difícil processo de reconstrução das complexas interações da 

comunidade natural (RODRIGUES & GANDOLFI, 2004). Essa prática, juntamente com a 

proteção dos fragmentos florestais remanescentes, é essencial para o futuro de biomas e em 

especial da Mata Atlântica que é um dos biomas considerado um hotspot de biodiversidade do 

mundo (LAURANCE, 2009; RUSSO, 2009). Além da recuperação da biodiversidade, a 

restauração florestal pode restaurar outros aspectos ambientais das áreas devastadas como o 

controle de erosão, estabilização do ciclo hidrológico, melhoria da fertilidade do solo e a 

fixação do carbono atmosférico (PRIMACK & RODRIGUES, 2001). Devido ao alto grau de 

fragmentação de florestas não somente no Brasil como no mundo, a prática de restauração 
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florestal tornou-se um componente essencial para qualquer estratégia política que vise à 

redução do nível local e regional da extinção de espécies (RODRIGUES et al., 2011). 

O processo de fragmentação de habitats tem uma influência direta na composição 

genética de uma população, atuando na redução da variabilidade genética intrapopulacional e 

consequentemente, perda do seu valor adaptativo. Esse processo é, em sua maioria, uma ação 

antropogênica que altera a disponibilidade de habitat das espécies, o que leva à redução de 

biodiversidade e rupturas nos processos ecológicos (DOBSON et al., 1997). Uma população 

nestas condições sofre ação de uma série de fatores genéticos que, em poucas gerações, 

podem levar a população a uma extinção local. Devido a isso, os níveis de variabilidade 

genética foram incluídos pela IUCN (União Internacional para Conservação da Natureza) 

como importantes parâmetros usados na classificação de espécies ameaçadas. O 

conhecimento a respeito de como a diversidade genética está estruturada no espaço geográfico 

contribui para nosso entendimento sobre a história evolutiva e a dinâmica populacional das 

espécies (CABALLERO et al., 2010). O fluxo gênico e a riqueza alélica que é o número de 

alelos diferentes segregantes dentro de uma população são os parâmetros populacionais mais 

importantes na determinação de estratégias adequadas para a conservação da biodiversidade 

(AVISE, 2010; CABALLERO et al., 2010). 

 Ao longo dos últimos anos, a Lei Federal Brasileira tem sido fundamental na redução 

do desmatamento, envolvendo proprietários de terras em projetos de restauração florestal, 

posicionando o Brasil como um pioneiro entre as nações que procuram conciliar a produção 

econômica e de crescimento com a manutenção da biodiversidade (CALMON et al., 2011).

 Para que uma determinada espécie seja perpetuada nas áreas de processo de 

restauração florestal é necessário que apresente diversidade genética, que é a característica 

principal que uma população deve apresentar para se garantir ativa biologicamente e 

adaptável às mudanças ambientais e para que ela seja capaz de florescer, frutificar, dispersar 

sementes e que essas sejam capazes de germinar e gerar descendentes capazes de substituir, 

com o mesmo potencial, as plantas que as geraram quando entrarem em senescência 

(SHRESTHA et al., 2002; KAGEYAMA & GANDARA, 2004).  

A compreensão dos processos microevolutivos dentro das populações deve prosperar 

para que se possam melhorar as estratégias de domesticação, manejo e conservação das 

espécies. Para que se possa preservar uma espécie é preciso conservar ao máximo seus 

recursos genéticos que incluem toda a variação genética que ocorre dentro de todos os 

indivíduos de uma espécie (MORAN & HOPPER, 1987; CARTHEW, 1993). Dessa forma, a 

restauração deve ser realizada com ênfase em recuperar os processos ecológicos que levam ao 
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desenvolvimento de comunidades vegetais, como a interação biológica interespecífica de 

espécies que coevoluíram com os exemplares naturais introduzidos, a partir do diagnóstico da 

área a ser restaurada, do seu entorno imediato e regional (ENGEL & PARROTA, 2008).  

 A SER (The Society of Ecological Restoration, 2004) define a restauração ecológica 

como um processo de auxílio ao restabelecimento de um ecossistema que foi degradado. 

Assim, a proposta da restauração florestal não tem a pretensão de refazer uma floresta idêntica 

a que existia antes, mas de elaborar uma composição de espécies de modo que a comunidade 

estabelecida esteja preparada a manter seus processos ecológicos ao longo do tempo sem que 

seja necessário a intervenção do homem (SER, 2004; ENGEL & PARROTA, 2008). 

 Estudos com espécies de plantas nativas da Mata Atlântica são importantes para o 

entendimento da estrutura e diversidade genética, pois certamente aumentam as chances de 

sucesso no processo de restauração florestal (IVANAUSKAS et al., 2007; RODRIGUES et 

al., 2009) e podem ser usados em programas mais eficazes de conservação de áreas de 

reflorestamento recentes ou de enriquecimento genético de áreas já estabelecidas (BEKESSY 

et al., 2002). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Área de Estudo 

 

As coletas foram realizadas em cinco áreas dentro do Estado de São Paulo (Figura 2) 

com número variado de coletas (Tabela 1). Duas delas são áreas em que a iniciativa de 

reflorestamento foram tomadas e três são remanescentes florestais de Mata Atlântica. Umas 

das áreas de remanescente florestal foi a Mata Santa Genebra (Figura 3a) do município de 

Campinas com aproximadamente 252 hectares. A área está inserida em uma matriz 

constituída por um mosaico de culturas anuais e perenes, pastagens, reflorestamentos e 

pequenos assentamentos humanos sendo declarada Área de Relevante Interesse Ecológico 

(ARIE) pelo Governo Federal em 1985 (GUIRÃO; FILHO, 2011).  

Outra área de remanescente florestal foi a Estação Ecológica dos Caetetus (Figura 3b), 

situada nos municípios de Gália. A área possui 2.178,84ha de área pela qual percorrem 

córregos tributários do rio Paranapanema.Foi transformada em Estação Ecológica no ano de 

1987 pelos seus atributos naturais.  

Outra área de coleta em remanescente florestal foi a Estação Experimental do Tietê 

(Figura 3c). Localizada no município de Tietê ocupa uma área de 253,8ha. O clima regional é 

o mesotérmico, com inverno seco, temperaturas e precipitações pluviais medias anuais de 

20,5 C e 1.176 mm respectivamente (SACRAMENTO et al., 1999). 

A primeira área de reflorestamento (Figura 3d) foi a do município de Cosmópolis 

localizada na Bacia Hidrográfica do rio Jaguari. O projeto de reflorestamento foi implantado 

nos anos de 1955 e 1960 a partir de uma iniciativa da Usina Ester com o objetivo de refazer a 

mata ciliar as margens do rio Jaguari. O local onde existe hoje a área restaurada foi desmatado 

por volta dos anos 1950, onde permaneceu até o plantio, como um pasto ralo e sem qualidade. 

A recomposição vegetal de mudas envolveu uma área total de 25ha. É considerada uma das 

áreas mais bem sucedidas de restauração florestal na Mata Atlântica (NOGUEIRA, 2010).  

Outra área de restauração florestal (Figura 3e) foi a do município de Iracemápolis 

localizada no entorno do reservatório municipal de Iracemápolis. O plantio foi realizado em 

aproximadamente 50ha na área de preservação permanente, ocupada anteriormente pela 

cultura de cana-de-açúcar, começando em 1988 e sendo finalizado em 1990. O plantio desta 
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área foi realizado numa faixa de 50 metros no entorno do reservatório de água e em uma faixa 

de 30 m na margem do Ribeirão Cachoeirinha, formador do reservatório. 

 

Figura 2 - Mapa do Estado de São Paulo com as áreas de estudo marcadas em seus 

respectivos municipios. Em vermelho a Estação Ecológica dos Caetetus localizada na cidade 

de Gália, em amarelo a Estação Experimental do Tietê localizada na cidade de Tietê, em 

marrom a área de reflorestamento na cidade de Iracemápolis, em roxo a área de 

reflorestamento na cidade de Cosmópolis e em verde a Mata Santa Genebra localizada na 

cidade de Campinas. Fonte: IBGE, 2014. 

 

Tabela 1 - Dados referentes ao número de coletas, de indivíduos genotipados e às 

coordenadas geográficas das populações nas áreas de estudo da espécie C. sylvestris. 

População 
Amostras 

coletadas (nº) 

Indivíduos 

genotipados (nº) 

Tamanho da 

área (ha) 
Coordenadas geográficas da área 

Santa Genebra 112 46 252 22° 49’ 20’’ S e 47° 06’ 40’’ O 

Caetetus 125 46 2178 22° 24’ 11’’ S e 49° 42’ 05’’ O 

Tietê 101 46 253 22° 00’ 20’’ S e 47° 43’ 38’’ O 

Cosmópolis 106 46 25 22° 40’ 20’’ S e 47° 12’ 05’’ O 

Iracemápolis 92 46 50 22° 34’ 02’’ S e 47° 30’ 19’’ O 
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Figura 3 - Vistas aéreas das áreas de estudo no Estado de São Paulo. (a) Mata Santa Genebra 

localizada na cidade de Campinas; (b) Estação Ecológica dos Caetetus localizada na cidade de 

Gália; (c) Estação Experimental do Tietê localizada na cidade de Tietê; (c) Área de 

reflorestamento na cidade de Cosmópolis; (d) Área de reflorestamento na cidade de 

Iracemápolis. Fonte: Google Earth, 2012. 
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3.2 Material Vegetal 

 

 Folhas jovens de C. sylvestris foram retiradas de cada indivíduo identificado nas áreas 

determinadas para o estudo. Posteriormente foram identificadas (georreferenciadas) e as 

amostras condicionadas em nitrogênio líquido. Posteriormente foram estocadas em freezer em 

aproximadamente a -80ºC. 

 

3.2.1 Amostragem e preparação das amostras 

 

Em cada área de estudo foram coletadas de 90 a 130 amostras foliares posteriormente 

utilizadas de 40 a 50 indivíduos de C. sylvestris, totalizando, aproximadamente 250 amostras, 

a fim de obter as estimativas de parâmetros genéticos populacional em cada local. Foram 

amostrados apenas indivíduos juvenis quando esses se localizavam, no mínimo, a 10 metros 

do indivíduo adulto mais próximo. As amostras foliares foram armazenadas em nitrogênio 

líquido e posteriormente estocadas em uma temperatura de -80. Estas foram separadas em 

“trouxinhas” feitas com tecido tule e elástico e foram devidamente identificadas e liofilizadas. 

A liofilização permite que o material vegetal mantenha suas propriedades bioquímicas. Após 

a secagem do material vegetal, realizou-se a moagem das amostras em moinho com câmara de 

aço inoxidável (modelo MA048). O material foi separado em tubos hermeticamente fechados. 

 

3.2.2 Extração e quantificação de DNA 

 

Para a extração do DNA foi utilizado o protocolo desenvolvido por Doyle & 

 Doyle (1990).  A eletroforese para verificação da qualidade e quantidade do DNA extraído foi 

realizada em gel de agarose 1,0%. A esse gel foi aplicada uma amostra de cada um dos 

indivíduos amostrados (2 μL de DNA e 5 μL de corante azul de bromofenol). Utilizou-se 

como padrão de comparação marcador Lambda (λ), nas concentrações de 50, 100, 150, 200 e 

300 ng/μL. Após eletroforese a 90 volts foi visualizado em um aparelho transluminador com 

luz UV. 

 

3.3 Caracterização Molecular 

 

3.3.1 Condições de amplificação dos locos de SSRs 
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Foram testados 10 pares de primers desenvolvidos por CAVALLARI et al. (2008). 

Para a execução das reações de PCR foram usados os programas de PCR e os reagentes de 

acordo com o proposto por CAVALLARI et al. (2008). 

 

3.3.2 Eletroforese e genotipagem 

 

Após a amplificação de cada loco, o tamanho dos seus alelos foi determinado em um 

sequenciador automático LI-COR DNA Analyser 4300s (LI-COR Corporate). Através de uma 

tecnologia altamente sensível de florescência infravermelha este sequenciador separa, por 

peso molecular, diferentes fragmentos de DNA. As análises foram feita de forma “multiplex” 

das amostras por dois canais de fluorescência completamente independentes. Uma imagem 

separada para cada corante (IRDye) infravermelho é coletada. A genotipagem dos indivíduos 

foi realizada através da análise dos fragmentos amplificados pelo programa (Saga ™). As 

bandas polimórficas e monomórficas foram lidas automaticamente, tendo como referência os 

padrões de tamanhos moleculares de 50-350pb (Licor). 

  

3.3.3 Análise dos dados de SSRs 

 

Com a leitura dos géis pelo sequenciador automático LI-COR e a genotipagem 

dirigida pelo programa (Saga ™) foi gerada uma matriz de dados contendo todos os alelos e 

seus respectivos tamanhos em pares de base.  

Foram estimados parâmetros de diversidade genética, tais como as frequências alélicas 

e genotípicas, a diversidade genética por locos e por população, a riqueza alélica que 

distingue o número de alelos diferentes segregantes dentro de uma população, alelos 

exclusivos ou privados que são os alelos que estão presentes exclusivamente em determinada 

população amostrada, o coeficiente de endogamia (f), o número de alelos por loco (A), 

porcentagem de locos polimórficos (P), heterozigosidades observada (Ho) e esperada (ou 

diversidade genética - He). O parâmetro Ho corresponde à proporção real observada de 

indivíduos heterozigotos existentes nas populações estudadas utilizando os programas FSTAT 

(GOUDET, 1995) e GDA (LEWIS & ZYAKIN, 2000).  

O parâmetro He corresponde à frequência de indivíduos heterozigotos que se esperaria 

ter em um determinado loco, caso as populações avaliadas estivesse em equilíbrio de Hardy-

Weinberg.  
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A quantificação da estrutura genética de populações pode ser realizada empregando 

três metodologias: Estatísticas F (WRIGHT, 1951), diversidade gênica de Nei (NEI, 1977) e 

os coeficientes de coancestria de Cockerham (COCKERHAM, 1969; VENCOVSKY, 1992). 

Essas três metodologias possuem bases genéticas similares e se complementam em relação ao 

valor biológico das estimativas obtidas.  

A estatística de Cockerham (1969), análoga às estatísticas F(WRIGHT, 1951) são: 

Theta (análogo ao FST), F (análogo ao FIT) e f (análogo ao FIS). O f é uma estimativa de 

coeficiente de endocruzamento dentro da população, indicando se há déficit de 

heterozigotos, tendo em vista que numa população endogâmica há uma tendência no aumento 

do número de homozigotos. Theta é uma estimativa que verifica se existe estruturação 

populacional através da análise da redução de heterozigose entre amostras. Esse 

parâmetro calcula a probabilidade de dois alelos tomados ao acaso em duas populações serem 

idênticos por descendência. F é o coeficiente de endogamia total, considerando as duas 

populações, e mede a perda de heterozigose individual em relação à heterozigose total. Ou 

seja, a estatística F descreve a quantidade de endogamia entre subpopulações (FST ou 

Theta), dentro da população total (FIS ou f) e entre as subpopulações (FIT ou F).   

De acordo com COCKERHAM (1969) as estatísticas F podem ser apresentadas como 

a seguir: 

1 - FIT = (1 - FIS) (1 - FST), onde: 

 

FIT = Índice de fixação ou coeficiente de endogamia para o conjunto das populações  

         (em função do sistema reprodutivo e da subdivisão); 

FIS = Índice de fixação ou coeficiente de endogamia intrapopulacional (devido ao 

         sistema reprodutivo); 

FST = Índice de fixação ou coeficiente de endogamia interpopulacional (devido à 

         subdivisão). 

A distância genética entre as populações (NEI, 1978) e a confiabilidade dos nós 

avaliada por bootstrap (10000 replicações) foram calculados através do programa TFPGA 

(MILLER, 1997). O dendrograma foi construído utilizando o método UPGMA, o qual 

emprega médias aritméticas para formar agrupamentos, identificando na matriz de distâncias 

genética quais os indivíduos e populações que são mais similares. Essas são reunidas 

formando o grupo inicial. Calculam-se então as distâncias deste grupo em relação a outros já 

formados. O processo de identificação dos grupos mais similares se repete sobre a matriz de 

dissimilaridade até que todas as amostras estejam reunidas em um único grupo. 
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Foram estimados os índices de diversidade gênica de Nei (1977) DST, HS, HT e GST, 

também pelo programa FSTAT (GOUDET, 1995). As estatísticas de Nei independem do 

sistema reprodutivo da espécie estudada e podem ser usadas para organismos haploides, 

diploides e até poliploides. A fórmula de diversidade gênica média total (HT) corresponde a:  

 

Em que (HS) é a diversidade gênica média dentro das populações e (DST) é a diversidade 

gênica média entre as populações. A diferenciação genética relativa (GST) entre populações é 

obtida por: 

 

Os intervalos de confiança para as estimativas de endogamia intrapopulacional foram 

realizadas com o programa Genetix (BELKHIR et al., 2004) a partir de 1000 réplicas de 

bootstrap.  

Na determinação dos parâmetros de análise bayesiana implementada pelo programa 

STRUCTURE, nenhuma informação, em princípio, sobre as amostras foi usada para a 

determinação dos subgrupos, ou seja, considerou-se que elas não pertenciam a nenhum 

grupo conhecido. O modelo de ancestralidade adotado foi o de mistura, ou seja, cada 

genótipo pode ter uma fração de seu genoma oriundo em um ou mais dos grupos 

identificados. Considerou-se o modelo de frequências alélicas correlacionadas, baseado no 

fato de que há uma ancestralidade comum para muitos dos genótipos da população. Os 

dados foram coletados com 500.000 repetições MCMC (Cadeia de Markov Monte Carlo) 

após um período de 200.000 repetições iniciais (burnin). O método de EVANNO et al. 

(2005) foi utilizado para determinar o número ótimo de subgrupos (K) na população 

através do programa STRUCTURE HARVESTER v. 0.6.1 (EARL, 2011). A partir destes 

resultados foi obtida a matriz de estrutura populacional que contém a proporção do genoma 

de cada indivíduo com origem em algum dos K subgrupos identificados. 

O teste de Mantel (MANTEL, 1967) foi utilizado para investigar a significância entre 

matriz de distância genética e a matriz de distância geográfica entre as populações. Uma 

correlação significativa no teste de Mantel pode indicar a existência de isolamento por 

distância, ou seja, quanto mais afastadas geograficamente as populações estiverem, maior a 

tendência de diferenciação genética. Este teste apresenta, quando padronizado coeficientes de 

correlação (r) que variam entre -1 (forte correlação negativa) e +1 (forte correlação positiva). 



 

22 

 

 

A significância é dada por p o qual é estimado pela comparação entre r observados e a 

distribuição de valores de r obtidos por permutações. Para o presente trabalho, foram 

realizadas 10000 permutações. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Os fragmentos amplificados para cada loco foram visualizados em gel de acrilamida 

com base nas imagens de autorradiografias geradas pelo sequenciador automático LI-COR. A 

eletroforese dos produtos amplificados das populações de Caetetus, Santa Genebra, Tietê, 

Cosmópolis e Iracemápolis foi visualizada como demonstradas nas figuras 4 e 5. 

 

Figura 4 - Produto de amplificação para três locos de microssatélites para C. sylvestris das 

populações de Caetetus, Santa Genebra, Cosmópolis e Iracemápolis. (a) Csy 04; (b) Csy 06; 

(c) Csy 07. 

 

Figura 5 - Produto de amplificação de indivíduos da população de Tietê para três locos de 

microssatélites para C. sylvestris. (a) Csy 11; (b) Csy 14; (c) Csy 15. 
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Dos 10 pares de primers testados, oito marcadores foram otimizados. Como parte da 

otimização dos primers, foram testados alguns programas de PCR como os descritos por 

CAVALLARI et al. (2008), porém com algumas modificações na temperatura de anelamento 

e no número de ciclo da seguinte forma: 95 °C por 5 min, depois 7 ciclos de 94 °C por 30 s, 

65 °C por 1min 30 s, 72 °C por 1 min seguido de 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 53 °C por 1 min 

30 s, 72 °C por 1 min e uma extensão final de 60 °C por 30 min. A tabela 2 apresenta a 

caracterização genética dos oito pares de bases de SSRs otimizados.  

 

Tabela 2 - Caracterização genética dos oito SSRs otimizados e usados nas análises das 

amostras das populações de C. sylvestris: nomes dos locos; sequências dos iniciadores 

(primers); motivo repetidos em tandem; temperatura de anelamento (Ta) dos iniciadores 

otimizada; tamanho dos alelos expressos. 

*Sequência de primers desenvolvidos por CAVALARI et al. (2008). 

 

O total de alelos encontrados foi de 224 com polimorfidmo em 100% e contabilizados 

nas cinco populações variando de 6 (Csy16 na população de Cosmópolis) a 25 (Csy06 na 

população de Caetetus) por loco, com uma média de 28 alelos por loco (Tabela 3). A riqueza 

Locos       Sequências dos primers (5’- 3’) * Motivo Ta(ºC) Tamanhos dos alelos (pb) 

     
Csy 04 (F) CATAACTCTTTGCTTGCCCC (CT)17 67 124-168 

 

(R) TTGAACTCACATCTGCTGCC 

   
Csy 06 (F) TACCGTCCCTAGGACATTCG (CT)17 65 256-316 

 

(R) GCAATGCAGGTGATTTCTGA 

   
Csy 07 (F) TCATGAACAATGCCAAGCTC (TC)19 65 228-280 

 

(R)TGAAGCGAAATTCTGCCTTT 

   
Csy 11 (F) TTGTAGCACCACTTTGGCCT (AG)18 65 128-178 

 

(R) GGTCACTGTTGAAGTTTCTGGA 

   
Csy 14 (F) CTTTACATGGAAGGGCAACC (CA)10 65 260-314 

 

(R) TTTTTCCCTCACTGCATTCAT 

   
Csy 15 (F) GATGGGTCAATTTCAGGAAC (TC)11 65 254-300 

 

(R) TGTTCGCTCCTAAATGCAAA 

   
Csy 16 (F) GCATCTGGTTGGCTCAAAAT (TG)10 65 220-290 

 

(R) TGGCAAAGAGATCGAGGATT 

   
Csy 18 (F) CCTAGTCGGTGGCAAACATT (CT)11 65 260-314 

  (R) GCAAAGGAGCTTGAATCTGG       
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alélica média (Tabela 4) observada foi maior na população de Caetetus (15,36) e foi seguida 

por Tietê (13,90) e Santa Genebra (12,21), comparando-se com as áreas de Cosmópolis 

(11,62) e Iracemápolis (11,61). Os valores variaram de um mínimo de 5,99 para o loco Csy16 

em Cosmópolis até 23,77 para o loco Csy06 em Caetetus. 

 

Tabela 3 - Número de alelos obtidos em C. sylvestris avaliados com oito pares de primers 

(SSRs) em cinco populações: nome dos locos; identificação das populações; média de alelos 

por loco e por população com o uso do programa FSTAT. 

Locos Caetetus Cosmópolis Iracemápolis Santa Genebra Tietê Médias por loco 

Csy04 12 10 13      9 14 11,6 

Csy06 25 14 13 14 20 17,2 

Csy07 11 11 12 11 17 12,4 

Csy11 17 14 13 14 13 14,2 

Csy14 17 8 8 12 12 11,4 

Csy15 17 15 14 15 14 15,0 

Csy16 14 6 7 8 11 9,2 

Csy18 14 17 16 18 16 16,2 

Médias por 

população 
15,9 11,9 12 12,6 14,6 - 

 
 

Tabela 4 - Riqueza alélica (Ar) por loco e por população em C. sylvestris avaliados com oito 

pares de primers (SSRs) nas populações de Caetetus (CA), Cosmópolis (CO), Iracemápolis 

(IR), Santa Genebra (SG) e Tietê (TT) com o uso do programa FSTAT. 

Locos Ar (CA) Ar (CO) Ar (IR) Ar (SG) Ar (TT) 

Csy04 11,55 9,79 12,29 8,60 13,10 

Csy06 23,77 13,64 12,93 13,32 19,25 

Csy07 10,76 10,84 11,91 10,58 16,19 

Csy11 16,34 13,85 12,22 13,65 11,94 

Csy14 16,92 8,00 7,97 11,87 11,53 

Csy15 16,45 14,60 13,62 14,54 13,37 

Csy16 13,72 5,99 6,96 7,80 10,34 

Csy18 13,35 16,29 14,97 17,31 15,52 

Médias 15,36 11,62 11,61 12,21 13,90 
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Esses resultados corroboram com os resultados obtidos por CAVALLARI et al. (2010) 

cujo número de alelos encontrados em estudos com populações de duas variedades de 

Casearia (sylvestris e língua) em nove áreas diferentes foram altos e com média superior a 15 

alelos por loco na variedade sylvestris. Igualmente, as áreas de amostragem, a pesar de uma 

relativa distância geográfica, apresentam padrões semelhantes de diversidade.YONG et al. 

(1996) sugerem existir relação entre o tamanho da área amostrada (nesse trabalho em 

hectares) com a riqueza alélica encontrada o que corrobora com o presente estudo, no qual os 

maiores números de riqueza alélica foram encontradas nas maiores áreas (Tabela 5). Além 

disso, as populações de área natural de Caetetus, Tietê e Santa Genebra obtiveram números de 

alelos e riqueza alélica um pouco maiores do que as populações de áreas restauradas de 

Cosmópolis e Iracemápolis como mostram as tabelas. MARTINS et al. (2006) e MOURA et 

al. (2009) obtiveram resultados semelhantes em estudos de diversidade genética com 

populações fragmentadas de Lobeira (Solanum lycocarpum) com números superiores de 

alelos e riqueza alélica nas populações de áreas de unidade de conservação em relação as de 

áreas restauradas. Pelos dados apresentados é possível acreditar que Caetetus, por ser uma 

área maior e de melhor consrvação entre as demais áreas nativas e de restauração apresenta 

números de riqueza de genótipos um pouco maiores. As populações de Cosmópolis e 

Iracemápolis, de menores áreas e restauradas apresentaram os menores índices. 

 

Tabela 5 - Dados referentes ao tamanho das áreas de estudos e riqueza alélica correspondente 

as suas populações.  

População Tamanho da área (ha) Riqueza alélica (Ar) 

Caetetus 2178 15,4 

Tietê 253 13,9 

Santa Genebra 252 12,2 

Cosmópolis 25 11,6 

Iracemápolis 50 11,6 

 

Um elevado número de alelos exclusivos ou privados foi observado principalmente 

nas áreas de floresta nativa (Figura 6). A população com maior número foi a de Tietê com um 
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total de 52 de alelos privados seguido pela população de Caetetus (32), Santa Genebra (9), 

Iracemápolis (6) e Cosmópolis (2).  

 

 

 

Figura 6 - Número de alelos privados ou exclusivos para as cinco populações de C. sylvestris. 

A população de Tietê, em vermelho, apresentou os maiores números referente aos alelos 

privados ou exclusivos e Cosmópolis (em laranja) os menores números. 

 

A alta frequência de alelos privados ou exclusivos na população de Tietê (52) em 

relação às demais populações sugere que não exista fluxo gênico entre essa população com as 

demais populações estudadas, o que justificaria a baixa porcentagem do genoma dos 

indivíduos desta população nas demais populações reveladas pelo teste de atribuição (Figura 

10). VALLE et al. (2011) trabalharam com populações de Bemisia tabaci e sugeriram que a 

baixa frequência de alelos exclusivos ou privados nas populações indica a existência de fluxo 

gênico ente elas, sendo que as populações mais próximas provavelmente apresentam fluxo 

gênico mais intenso em relação às populações mais distantes. Essa tendência pode ser 

observada entre as populações de Santa Genebra, Iracemápolis e Cosmópolis, cujos valores de 

alelos privados foram os menores e cujas distâncias geográficas são, também, as menores 
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(inferiores a 60km entre elas de acordo com o mapa da figura 2). A baixa frequência de alelos 

exclusivos nas populações de Santa Genebra, Cosmópolis e Iracemápolis também pode ser 

explicada pela prática de plantio de mudas, no processo de restauração florestal (nas 

populações de Cosmópolis e Iracemápolis) ter sido, provavelmente, realizada com mudas 

obtidas da área natural de Santa Genebra, já que sua localização no município de Campinas 

abrange a região mais próxima do município de Cosmópolis e Iracemápolis, onde estão 

localizadas as duas áreas restauradas. Possivelmente pelo fato destas três populações serem 

mais proximamente relacionadas, como observado no cálculo proposto por Evanno et al. 

(2005) para a obtenção do valor de K mais provável, tenha observado uma alta probabilidade 

de K=3, isto é, de serem três os grupos formados por essas populações, considerando as 

populações de Santa Genebra, Iracemápolis e Cosmópolis um grupo (Figura 8). 

KARASAWA (2005) comenta que a elevada variação no número de alelos exclusivos em 

plantas pode ocorrer do fato de as populações terem passado por períodos variáveis de 

isolamento genético durante sua recente história evolutiva. Fato esse constatado por 

MARTINS et al. (2008) o qual sugerem que a fragmentação florestal está causando restrição 

no fluxo gênico da espécie de Copaifera langsdorffii, especialmente nos fragmentos mais 

distantes, possivelmente em virtude da dificuldade da movimentação dos polinizadores. Isso 

também foi observado no presente trabalho, cujas populações de Tietê e Caetetus se 

encontram geograficamente mais isoladas e distantes das demais populações (mais de 100km 

de distância de acordo com o mapa da figura 2). Além disso, a alta frequência de alelos 

exclusivos ou privados nas populações de Tietê e de Caetetus demonstra que essas populações 

possuem potencial para servirem de fontes de mudas para inserção em outras áreas em 

projetos de restauração florestal ou de enriquecimento alélico da espécie C. sylvestris.  

Os dados da diversidade gênica por locos e por população (Tabela 6), baseado nos 

valores médios, indicam a área de Caetetus (0,895) seguido pela área de Tietê (0,884) e Santa 

Genebra (0,870) como as áreas de maiores índices de diversidade. A área de Cosmópolis 

(0,846) apresentou o menor valor para este parâmetro, precedidas por Iracemápolis (0,848). O 

loco que apresentou maior diversidade foi o Csy06 na região de Caetetus (0,959) e o que 

apresentou menor valor foi o Csy04 na região de Iracemápolis (0,712). 
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Tabela 6 - Diversidade gênica por loco e por população em C. sylvestris avaliados com oito 

pares de primers (SSRs) estimados pelo programa FSTAT. 

Locos Caetetus Cosmópolis Iracemápolis Santa Genebra Tietê 

Csy04 0,756 0,757 0,712 0,751 0,857 

Csy06 0,959 0,889 0,917 0,857 0,941 

Csy07 0,893 0,875 0,881 0,887 0,929 

Csy11 0,910 0,876 0,853 0,902 0,820 

Csy14 0,942 0,831 0,859 0,878 0,855 

Csy15 0,920 0,911 0,910 0,903 0,902 

Csy16 0,885 0,734 0,757 0,860 0,857 

Csy18 0,897 0,897 0,895 0,925 0,910 

Média 0,895 0,846 0,848 0,870 0,884 

 

Os resultados encontrados nos dados referentes à diversidade gênica indicam índices 

de diversidade genética poucos superiores nas áreas naturais de Tietê e Caetetus em relação às 

demais áreas. As áreas de restauração florestal de Cosmópolis e Iracemápolis apresentaram 

índices um pouco mais baixos de diversidade genética como observado. Em estudos de 

genética de conservação de Araucaria angustifólia, AULER et al. (2002) observaram que 

populações fragmentadas dessa espécie obtiveram níveis mais baixos de diversidade gênica 

do que as populações de áreas conservadas. MARTINS et al. (2008) encontraram uma 

tendência de menor diversidade genética em áreas fragmentadas em relação as áreas 

preservadas e contínuas em estudos com Copaifera langsdorffii mas essa diferença não foi 

significativa. Estudos de simulação (CARLINI-GARCIA et al., 2001; KALINOWSKI, 2002) 

e revisão (BALLOUX & LUGON-MOULIN, 2002) mostrou que locos altamente 

polimórficos, como os marcadores microssatélites utilizados no presente estudo, 

proporcionaram estimativas confiáveis de divergência genética em relação aos locos com 

menor polimorfismo.  

Com as estatísticas F de Wright foram estimados os coeficientes médios de endogamia 

dentro de população (FIS) que no presente trabalho foram elevados, com média maior para a 

população de Iracemápolis (0,647) e o de menor média para a população de Tietê (0,369). Os 

coeficientes por locos variaram de valores negativos (Csy16 e Csy18 em Tietê) a 0,954 no 

loco Csy07 em Iracemápolis (Tabela 7). A tabela 8 apresenta os valores das estatísticas F (f, F 

e Ɵ), que correspondem ao FIS, FIT e FST, respectivamente, entre as cinco populações para os 
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oito pares de primers analisados. O valor de f quantifica o nível de endocruzamento 

dentro de populações.  

 

Tabela 7 - Dados relativos aos valores de FIS (coeficiente médio de endogamia dentro de 

população) por loco e média por população de C. sylvestris avaliados com oito locos em cinco 

áreas amostrais com o programa FSTAT. 

Locos Caetetus Cosmópolis Iracemápolis Santa Genebra Tietê 

Csy04 0,338 0,400 0,359 0,566 0,239 

Csy06 0,374 0,215 0,540 0,417 0,122 

Csy07 0,854 0,891 0,926 0,900 0,555 

Csy11 0,212 0,402 0,583 0,518 0,841 

Csy14 0,662 0,935 0,948 0,949 0,898 

Csy15 0,764 0,922 0,800 0,613 0,542 

Csy16 0,648 0,860 0,846 0,874 -0,167 

Csy18 0,322 0,265 0,175 0,295 -0,075 

Médias 0,522 0,611 0,647 0,641 0,369 

 

Tabela 8 - Estatísticas análogas F (f, F e Ɵ) em populações de C. sylvestris avaliados com 

oito microssatélites em cinco populações com o uso do programa FSTAT. Intervalo de 

confiança (IC) em porcentagem realizado com 1000 réplicas de bootstrap. 

  f F Ɵ 

Global 0,554 0,586 0,070 

Limite Superior 0,715 0,736 0,099 

Limite Inferior 0,396 0,433 0,048 

    

Intervalo confiança (%) 95 95 95 
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O coeficiente médio de endocruzamento nas populações (FIS) e o global (F) no 

presente trabalho (Tabela 8) foram bastante elevados. A população restaurada de Iracemápolis 

obteve o maior índice de endocruzamento dentre as populações (Tabela 7).  

Efeitos da fragmentação sobre índices altos de endogamia também foram relatados em 

espécies arbóreas tropicais como Eucalyptus albens (PROBER & BROWN, 1994) e 

Swietenia humiles (WHITE et al., 1999). Isso é um indicativo de que a espécie possui altos 

índices de endogamia e subdivisão entre as populações. No entanto, a população de Santa 

Genebra, sendo uma área considerada natural e conservada, mas com muita ação antrópica, 

apresentou o segundo maior índice de endocruzamento no presente estudo. Isso pode ocorrer 

devido à fragmentação florestal diferencial reduzir o tamanho e aumentar o isolamento 

espacial populacional e, portanto, é teoricamente esperado o aumento do coeficiente de 

endogamia (BITTENCOURT & SEBBENN, 2009). Ainda, o florescimento em períodos 

diferentes no ano e a ocorrência de períodos com baixa frequência de florescimento (como 

foram constatados na espécie Casearia sylvestris) podem intensificar os efeitos de endogamia 

(PEDRONI et al., 2002). Esses efeitos também foram observados em estudos de fragmentação 

florestal com Pithecellobium elegans (HALL et al., 1996).  

Cabe ressaltar que, embora a endogamia tenha sido elevada, a diversidade genética nas 

populações de Casearia sylvestris foi expressiva. O valor de Ɵ (análogo ao FST) é uma 

estimativa que verifica se existe subestruturação populacional através da análise da 

redução de heterozigose em uma subpopulação, e pelo valor obtido (Ɵ = 0,07) indica que as 

populações de C. sylvestris estão moderadamente estruturadas (HARTL & CLARK, 2010). 

Esse grau de diferenciação entre as populações (FST = 0,07) pode fornecer uma estimativa do 

fluxo gênico aparente e mostra que entre as cinco populações ainda há uma troca de genes ao 

longo das gerações, gerando essa diferenciação interpopulacional moderada. Porém, a 

fragmentação das populações e a ausência de corredores ecológicos que as interligue, leva ao 

isolamento cada vez maior entre elas, impedindo a troca de genes, aumentando cada vez mais 

os efeitos da endogamia e deriva genética (MACEDO, 1993; RODRIGUES et al., 2011). 

A média da diversidade genética total (HT), de Nei (NEI, 1977) foi de 0,935 (93,5%), 

mostrando alta diversidade genética das populações nas áreas estudadas (Tabela 9). 
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Tabela 9 - Dados relativos aos parâmetros de heterozigosidade de Nei (NEI, 1978) em C. 

sylvestris avaliados com oito pares de primers (SSRs) nas populações de Caetetus, Santa 

Genebra, Iracemápolis, Cosmópolis e Tietê com o uso do programa FSTAT. 

Locos HS HT DST GST 

Csy04 0,767 0,822 0,055 0,082 

Csy06 0,913 0,939 0,026 0,035 

Csy07 0,893 0,92 0,027 0,036 

Csy11 0,872 0,925 0,053 0,071 

Csy14 0,873 0,946 0,073 0,095 

Csy15 0,909 0,951 0,042 0,054 

Csy16 0,818 0,937 0,119 0,153 

Csy18 0,905 0,934 0,03 0,039 

Média 0,869 0,922 0,053 0,071 

 

A maior parte desta diversidade genética, no entanto, está concentrada dentro das 

populações (HS = 0,869) considerando os oito locos avaliados. Os valores de diversidade (HS) 

para os locos variaram de 0,767 (76,7%) a 0,913 (91,3%), com o loco Csy06 apresentando o 

maior valor e o loco Csy04 o menor. Já os valores da proporção da variação entre áreas (GST) 

variaram de 0,035 (3,58%) para o loco Csy06 a 0,153 (15,3%) para o loco Csy16, 

apresentando este índice uma média de 0,071 (7,1%).  

A tabela 10 mostra um resumo dos dados estatísticos por população dos números de 

indivíduos, número de alelos, riqueza alélica, polimorfismo, heterozigosidades médias 

observada e esperada o grau médio de endocruzamento (f ) e seu intervalo de confiança (IC). 

 

 

Tabela 10 - Estimativas dos parâmetros genéticos baseados em oito locos microssatélites para 

cinco populações de C. sylvestris. Número de indivíduos amostrados por loco (N); número 

médio de alelos por loco (A); Riqueza alélica (Ar); número de locos polimórficos em 
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porcentagem (P); heterozigosidade média observada por população (Ho), diversidade gênica 

(He), índice de fixação (f ) e seu respectivo intervalo de confiança (IC). 

 

População N A Ar P(%) Ho He f IC  

Caetetus 46 15,878 15,361 100 0,428 0,889 0,521 (0,473 - 0,560) 

Cosmópolis 44 11,875 11,628 100 0,332 0,839 0,607 (0,557 - 0,637) 

Iracemápolis 46 12.000 11,613 100 0,298 0,841 0,649 (0,598 - 0,684) 

Santa Genebra 46 12,625 12,215 100 0,313 0,863 0,640 (0,569 - 0,697) 

Tietê 46 14,625 13,909 100 0,559 0,879 0,366 (0,303 - 0.395) 

 

Valores menores de heterozigosidade foram observados nas cinco populações quando 

comparadas à heterozigosidade esperada ou diversidade gênica (Tabela 9), indicando um 

número maior de homozigotos nas populações do que o esperado, considerando cruzamento 

aleatório. A população restaurada de Iracemápolis apresentou o menor valor de Ho (0,298) e o 

maior coeficiente de endogamia (0,649) e a população de Tietê o maior valor (Ho = 0,559) e, 

por conseguinte, o menor coeficiente de endogamia (0,366). No entanto, todas as populações 

indicaram menores valores de Ho em relação a He.  MOREIRA et al. (2010) também, 

encontraram uma heterozigosidade esperada média alta (0,529) em treze locos microssatélites 

para nove populações de Coccoloba cereifera em campos rupestres da Serra do Cipó em 

Minas Gerais. Utilizando dez locos microssatélites, ZUCCHI et al. (2003) estimaram, para 

dez populações de Eugenia dysenterica, uma espécie arbórea do Cerrado, uma 

heterozigosidade esperada média de 0,442. 

A população de Tietê é significativamente diferente das demais populações e a 

população de Caetetus é significativamente diferente das populações de Santa Genebra, 

Cosmópolis e Iracemápolis. Porém as populações de Santa Genebra, Cosmópolis e 

Iracemápolis não foram significativamente diferentes entre si. 
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A partir das distâncias genéticas de Nei foi construída a matriz de distância genética 

(Tabela 11) e um dendrograma representativo das distâncias genéticas entre as populações a 

partir dessa matriz de distância genética interpopulacional baseada na distancia genética de 

NEI (1978) utilizando o coeficiente de agrupamento de UPGMA (Figura 7) juntamente com 

os valores de bootstrap que indicam a consistência dos nós do dendrograma.  

 

Tabela 11 - Agrupamento baseado na distância genética de NEI (1978) das cinco populações 

de C. sylvestris. 

Nó Distância Genética Populações incluídas 

1 0,254 2 4 
   

2 0,410 2 3 4 
  

3 0,486 1 2 3 4 
 

4 1,746 1 2 3 4 5 

 

 

 

 
Figura 7 - Agrupamento baseado nos índices de distancia genética (NEI 1978) entre as cinco 

populações de C. sylvestris com agrupamento de UPGMA, juntamente com os valores de 

bootstrap de consistências dos nós do dendrograma. 

 

Os valores encontrados na matriz de distâncias genéticas que estão apresentados na 

tabela 11 e no dendrograma da figura 7, sugerem um padrão da variabilidade genética entre as 

populações, sendo que as populações Cosmópolis e de Iracemápolis são mais próximas 

geneticamente em relação as demais populações. É possível perceber uma distância genética 

maior da população de Tietê em relação às demais populações, formando dois grupos 
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distintos com a população de Tietê como um grupo e as demais populações formando outro 

grupo. Poderíamos esperar que a população de Tietê apresentasse pouco fluxo gênico devido 

ao isolamento pela distância geográfica, já que as populações de Cosmópolis e Iracemápolis 

são geograficamente mais próximas possibilitando maior ocorrência de fluxo gênico entre 

elas, assim como com as populações de santa Genebra e Caetetus, porém, no presente 

trabalho, não houve correlação entre distância geográfica e as distâncias genéticas estimadas 

(Figura 11). 

O teste de atribuição de indivíduos de C. sylvestris às populações utilizando o modelo 

de ancestria com mistura, com frequência de alelos correlacionados e aplicados a estes dados 

mostrou a formação de dois grupos com o número K de agrupamentos mais prováveis na 

presente análise sendo K=2 como mostra o gráfico da figura 13. Os dados foram 

posteriormente submetidos ao teste de atribuição considerando K=2 e do total de 228 

amostras analisadas, 79,8 % foram dispostos em um único grupo (verde), com Q > 0,8 que 

correspondem às populações de Caetetus, Cosmópolis, Iracemápolis e Santa Genebra. O 

restante dos indivíduos da população foi alocado em um grupo distinto (vermelho) composto 

majoritariamente pelos indivíduos da população de Tietê, perfazendo a formação de dois 

grupos distintos. O gráfico obtido com o programa STRUCTURE para as cinco áreas 

amostradas de C. sylvestris, formou dois grupos. Em verde as áreas de Caetetus, Santa 

Genebra, Cosmópolis e Iracemápolis e em vermelho a área de Tietê (Figura 9). O gráfico em 

barras da figura 10 representa o mesmo teste de atribuição para as amostras de C. sylvestris 

das cinco populações avaliados para K=2, mas com os indivíduos representados pelas barras 

verticais coloridas. A mesma cor em indivíduos diferentes indica que eles pertencem ao 

mesmo grupo. Cores diferentes no mesmo indivíduo indicam a porcentagem do genoma 

compartilhado com cada grupo. As populações de Caetetus, Santa Genebra, Cosmópolis e 

Iracemápolis estão representadas em verde e a de Tietê em vermelho. Q = coeficiente de 

ancestralidade do indivíduo em cada grupo. 
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Figura 8 - Valores de ΔK para cada valor de K (1-10), calculado de acordo com o proposto 

por EVANNO et al. (2005). O maior valor de ΔK corresponde ao K mais provável, que no 

gráfico corresponde a K=2. 

 

  

 

Figura 9 - Gráfico de estruturação genética partir da analise dos dados de marcadores SSR 

com o software STRUCTURE em cinco populações de C. sylvestris com K=2. As populações 

de Caetetus, Santa Genebra, Cosmópolis e Iracemápolis estão representadas em verde e a 

população de Tietê em vermelho. 
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Assim como já havia indicado pelas análises do dendrograma, a abordagem Bayesiana 

confirmou a formação de dois grupos. Pode-se perceber que a população de Tietê possui uma 

composição genética mais distinta das outras populações. É possível verificar uma baixa 

porcentagem do genoma da população de Tietê (vermelho) compartilhado com as demais 

populações (verde) e nenhuma proporção do genoma proveniente das demais populações 

compartilhado com Tietê, para os locos analisados. ANDERSEN et al. (2009), em estudo com 

Brassica rapa afirmaram que um agrupamento entre várias populações como o das 

populações de Caetetus, Cosmópolis, Iracemápolis e Santa Genebra pode ser um indício de 

elevado fluxo gênico, mas que também pode indicar a ação do homem no processo de manejo 

da espécie e, no presente estudo, essa ação humana pode estar diretamente relacionada com o 

processo de restauração florestal com a inserção de mudas, que pode indicar que mudas 

derivadas das áreas naturais relacionadas nesse grupo (Caetetus e Santa Genebra) foram 

usadas no plantio da prática da restauração das outras duas áreas (Cosmópolis e 

Iracemápolis). 

Os testes de MANTEL (1967) apresentaram um coeficiente de correlação negativa (r = 

-0,184) entre as distâncias geográficas e as distâncias genéticas estimadas (Figura 11). O FST 

linearizado (eixo y) significa a correção das estimativas de FST entre os pares de populações. 

As distâncias geográficas estão representadas no eixo x em quilômetros (Km). O valor de Rxy 

significa o coeficiente de correlação, que neste trabalho foi negativo e com valor em módulo 

baixo. O p-valor de 0,589 significa que o teste não foi significativo, ou seja, que não há 

evidências de isolamento genético por distância entre as populações estudadas. O gráfico 

resume esses dados, onde os pontos azuis são as divergências genéticas entre os pares de 

população e a reta é a porcentagem pela qual a divergência genética é determinada pelas 

distâncias geográficas. A equação que descreve a reta está descrita no gráfico.  

 

 

       
 

SPxy Rxy p-valor 

-6.384 -0.184 0.589    
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Figura 11 - Relação entre as distâncias genéticas de Nei (1978) e distâncias geográficas (em 

Km) para as cinco populações de Casearia sylvestris através do teste de Mantel para 

correlações das matrizes.  

 

 Esses resultados demonstram que dentre as cinco populações estudadas, a população 

de Tietê e a de Caetetus possuem alta frequência de alelos exclusivos ou privados. Isso faz 

com que essas áreas possam ser potenciais fontes de mudas de espécie de Casearia sylvestris 

em futuros projetos de restauração florestal. O processo de fragmentação florestal tem uma 

influência direta na composição genética de uma população e projetos de enriquecimento 

alélico, com inserção de indivíduos geneticamente distantes, também é uma opção para 

impedir a redução da variabilidade genética intrapopulacional. Neste caso, tanto em projetos 

novos de restauração florestal como em projetos de redução da fragmentação de habitats, as 

populações de Tietê e de Caetetus podem servir de fontes da espécie C. sylvestris. 

 O conhecimento a respeito de como a diversidade genética está estruturada contribui 

para nosso entendimento sobre a história evolutiva e a dinâmica populacional das espécies. 

No caso do presente trabalho, foi possível perceber que apesar de restauradas, as áreas que 

passaram por esse processo têm mantido relativa diversidade genética em relação às áreas 

naturais e que o uso de dados genéticos, que é uma ferramenta poderosa de auxílio à pesquisa 

conservacionista, principalmente nas estimativas de parâmetros demográficos de populações 

ameaçadas, tem se destacado e, como no presente trabalho, sobretudo com o uso de 

marcadores moleculares microssatélites. No entanto, AVISE (2010) relata que o futuro das 

análises genéticas voltadas à conservação está passando por outra revolução, ainda referente 

ao avanço das técnicas de biologia molecular, que agora fornecem marcadores capazes de 

detectar polimorfismo de um único nucleotídeo (SNP – Single Nucleotide Polymorphism) e 

genotipagem por sequenciamento (GBS – Genotype by Sequencing). Com esta tendência, está 

havendo um ganho nas inferências estatísticas que se tornam cada vez mais robustas devido à 

grande quantidade de informações genéticas disponível. Isso é possível com a interligação 

entre: quantidades elevadas de informações biológicas (uso de marcadores SNPS), inferências 

estatísticas robustas (como a abordagem Bayesiana) e teorias inovadoras, como a teoria da 

coalescência. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 

Os oito locos microssatélites selecionados para a genotipagem apresentaram 

polimorfismo e foram adequados para a caracterização das cinco populações de C. sylvestris 

no presente estudo.  

A variabilidade genética encontrada nas populações estudadas de C. sylvestris é 

majoritariamente observada dentro de populações. 

Os índices de diferenciação entre populações (FST) foram baixos. 

A população de Tietê é significativamente diferente das demais populações. 

A população de Caetetus é significativamente diferente das populações de Santa 

Genebra, Iracemápolis e Cosmópolis. 

Os índices de diversidade genética observados nas populações de C. sylvestris nesse 

trabalho, utilizando os marcadores microssatélites selecionados, foram um pouco maiores nas 

regiões de remanescentes naturais em relação às áreas restauradas.  

Os índices de variabilidade genética nas populações de Cosmópolis e de Iracemápolis 

(áreas restauradas) foram um pouco menores do que os índices de diversidade genética das 

populações de Caetetus, Santa Genebra e Tietê (áreas naturais). 

 Maiores números de alelos e riqueza alélica foram identificadas nas populações de 

áreas naturais com destaque para a região de Tietê. 

Há mais alelos exclusivos ou privados nas áreas nativas do que nas áreas restauradas e 

uma tendência de baixo fluxo gênico das populações de Tietê e de Caetetus com as demais 

populações desse estudo. 

Valores baixos de heterozigosidade foram observados nas cinco populações quando 

comparadas à heterozigosidade esperada ou diversidade gênica indicando um número maior 

de homozigotos nas populações do que o esperado sobre cruzamento aleatório. 

As populações de Cosmópolis e de Iracemápolis, ambas de áreas restauradas, são as 

mais próximas geneticamente. 

A alta frequência de alelos exclusivos ou privados nas populações de Tietê e de 

Caetetus demonstra que essas populações possuem potencial para servirem de fontes de 

mudas para inserção em outras áreas em projetos de restauração florestal ou de 

enriquecimento alélico da espécie C. sylvestris. 
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Não existe correlação entre as distâncias geográficas e as distâncias genéticas 

estimadas, ou seja, não existem evidências de isolamento genético por distância geográfica 

entre as populações estudadas. 
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