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RESUMO GERAL 
 
 

RODRIGUES-VIEIRA, Alessandra Abreu. Diversidade e estrutura genética 
de Astronium concinnum Schott e Senefeldera verticillata (Vell.) Croizat, 
espécies arbóreas da Floresta Atlântica, ES. 2017. Tese (Doutorado em 
Genética e Melhoramento) - Universidade Federal do Espírito Santo, Alegre-
ES. Orientador: Dr. Marcos Vinicius Winckler Caldeira. Coorientadores: Dr. 
Fábio Demolinari de Miranda e Dra. Márcia Flores da Silva Ferreira. 
 
 

A fragmentação de habitats decorrente da perturbação antrópica, modifica 
a paisagem dos ambientes florestais, entre eles, a Floresta Atlântica que hoje 
se encontra como um conjunto de fragmentos florestais isolados. A situação 
atual desse bioma vem causando a extinção local de várias populações e 
outras vêm sofrendo perdas inestimáveis de variabilidade genética. Astronium 
concinnum Schott (Gonçalo-Alves) e Senefeldera verticillata (Vell.) Croizat 
(Sucanga), são espécies arbóreas que têm característica adequadas para 
serem aproveitadas nos projetos de parques e jardins, além do uso 
farmacológico. A compreensão sobre os padrões de diversidade genética de 
uma espécie é um fator determinante na tomada de decisões para 
preservação, manejo e recuperação de áreas degradadas. Nesse sentido, 
amostras foliares de A. concinnum e S. verticillata foram coletadas em duas 
unidades de conservação, na Floresta Nacional (FLONA) de Pacotuba e na 
Reserva Particular do Patrimônio Natural (RPPN) Cafundó, localizadas em 
Cachoeiro de Itapemirim, ES. O objetivo principal desse estudo foi avaliar a 
diversidade genética, utilizando marcadores moleculares Inter Simple 
Sequence Repeats (ISSR) e, a partir dos resultados, inferir sobre o manejo 
mais adequado de preservação dessas espécies, além de selecionar árvores 
mais divergentes geneticamente para produção de mudas destinadas a 
recuperação de áreas degradadas da região. Também, foi realizada uma 
comparação entre quatro diferentes protocolos, tendo por objetivo, o 
isolamento de DNA genômico puro da espécie S. verticillata. Para a espécie A. 
concinnum, oito primers forneceram 121 fragmentos de DNA, com 73,55% de 
polimorfismo. A diversidade genética de Nei (H) e índice de diversidade de 
Shannon (I) foram 0,312 e 0,473, respectivamente. O fluxo gênico (Nm) foi de 
10,629. A análise de variância molecular (AMOVA) identificou que, 92,54% da 
diversidade genética ocorrem dentro da população. Foi identificada a formação 
de três grupos, por meio da análise Bayesiana. Pelo método de agrupamento 
de médias aritméticas não ponderadas (UPGMA), foi observada a formação de 
sete grupos. Objetivando o isolamento de DNA genômico puro de S. verticillata 
quatro protocolos foram comparados. O protocolo 1, Doyle e Doyle (1990) 
modificado pelo Instituto Agronômico de Campinas (IAC), forneceu DNA com 
pureza de 1,96 e a maior concentração média de DNA (224,22 ng/μL). O 
protocolo 2, Doyle e Doyle (1990) modificado pelo IAC, com alterações nas 
concentrações de Polivinilpirrolidona (PVP) e β-mercaptoetanol, forneceu 
pureza semelhante ao do protocolo 1 e concentração média de 201,02 ng/μL. 
Com o protocolo 3, Doyle e Doyle (1990) modificado pelo IAC, com alterações 
nas concentrações de PVP, β-mercaptoetanol e adição de Albumina de Soro 
Bovino (BSA), foram obtidos valores de 65,75 ng/μL e 1,5 de concentração e 
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pureza de DNA, respectivamente. Por fim, no protocolo 4, Doyle e Doyle (1990) 
com adição de Proteinase K, obteve-se valores de 67,6 ng/μL de concentração 
e pureza de 1,66. Os resultados de pureza de DNA, nos protocolos 3 e 4, 
indicaram que houve contaminação por proteínas durante o processo de 
extração. Sugere-se, a utilização do protocolo 1 para obtenção de DNA de boa 
qualidade de S. verticillata. Para as análises de diversidade genética de S. 
verticillata foram utilizados doze primers ISSR, resultando em um total de 179 
produtos de amplificação, com 75,97% de bandas polimórficas. Os resultados de 
H e I foram 0,329 e 0,503, respectivamente. O Nm estimado foi de 13,542. 
Maior diversidade genética foi constatada dentro das populações (94,98%), por 
meio dos resultados da AMOVA e, entre populações, o resultado foi de 5,02%. 
A análise Bayesiana de agrupamento forneceu a formação de três grupos. O 
dendrograma obtido pelo método UPGMA forneceu a formação de seis grupos. 
Por meio dessa pesquisa, foi constatada que, a maior diversidade genética 
ocorre dentro das populações, para ambas as espécies. Foram identificados 
indivíduos de A. concinnum e S. verticillata mais divergentes geneticamente e 
que, podem ser selecionadas como árvores matrizes para o fornecimento de 
sementes com variabilidade genética. Também, foi possível obter um protocolo 
que resultou em amostras de DNA de S. verticillata com maior qualidade. 

  
 

Palavras-Chave: Recursos genéticos, variabilidade genética, reflorestamento, 

extração de DNA, marcadores ISSR.  
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ABSTRACT 
 
 

RODRIGUES-VIEIRA, Alessandra Abreu. Diversity and genetic structure of 
Astronium concinnum Schott and Senefeldera verticillata (Vell.) Croizat, 
arboreal species of the Atlantic Forest, ES. 2017. Thesis (PhD in Genetics 
and Improvement) - Federal University of Espírito Santo, Alegre-ES. Advisor: 
Dr. Marcos Vinicius Winckler Caldeira. Co-mentors: Dr. Fábio Demolinari de 
Miranda and Dr. Márcia Flores da Silva Ferreira. 

 
 

 Habitat fragmentation due to anthropic disturbance modifies the 
landscape of forest environments, among them the Atlantic Forest that today is 
a set of isolated forest fragments. The current situation of this biome has been 
causing the local extinction of several populations and others have been 
suffering invaluable losses of genetic variability. Astronium concinnum Schott 
(Gonçalo-Alves) and Senefeldera verticillata (Vell.) Croizat (Sucanga) are 
arboreal species that are suitable for use in parks and gardens projects, as well 
as pharmacological use. Understanding the patterns of genetic diversity of a 
species is a determining factor in decision making for preservation, 
management and recovery of degraded areas. In this sense, foliar samples of 
A. concinnum and S. verticillata were collected in two conservation units, in the 
Pacotuba National Forest (FLONA) and in the Private Natural Heritage Reserve 
(RPPN) Cafundó, located in Cachoeiro de Itapemirim, State of Espírito Santo. 
The main objective of this study was to evaluate genetic diversity using Inter 
Simple Sequence Repeats (ISSR) molecular markers and, based on the results, 
to infer about the most appropriate management of these species preservation, 
besides selecting more genetically divergent trees for seedling production 
recovery of degraded areas of the region. Also, a comparison was made 
between four different protocols, aiming at the isolation of pure genomic DNA of 
the S. verticillata species. For the A. concinnum species, eight primers provided 
121 DNA fragments, with 73.55% polymorphism. The genetic diversity of Nei 
(H) and diversity index of Shannon (I) were 0.312 and 0.473, respectively. The 
gene flow (Nm) was 10,629. The analysis of molecular variance (AMOVA) 
identified that, 92.54% of genetic diversity occur within the population. Three 
groups were identified through Bayesian analysis. By the unweighted arithmetic 
means clustering method (UPGMA), the formation of seven groups was 
observed. Aiming the isolation of pure genomic DNA from S. verticillata four 
protocols were compared. Protocol 1, Doyle and Doyle (1990) modified by the 
Instituto Agronômico de Campinas (IAC), provided DNA with a purity of 1.96 
and the highest mean DNA concentration (224.22 ng / μL). Protocol 2, Doyle 
and Doyle (1990) modified by IAC, with changes in the concentrations of 
Polyvinylpyrrolidone (PVP) and β-mercaptoethanol, provided purity similar to 
protocol 1 and a mean concentration of 201.02 ng / μL. With protocol 3, Doyle 
and Doyle (1990) modified by IAC, with changes in the concentrations of PVP, 
β-mercaptoethanol and addition of Bovine Serum Albumin (BSA), values of 
65.75 ng / μL and 1.5 concentration and purity of DNA, respectively. Finally, in 
Protocol 4, Doyle and Doyle (1990) with Proteinase K addition, values of 67.6 
ng / μL concentration and purity of 1.66 were obtained. The DNA purity results, 
in protocols 3 and 4, indicated that there was contamination by proteins during 
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the extraction process. It is suggested that protocol 1 be used to obtain good 
quality S. verticillata DNA. Twelve ISSR primers were used to analyze the 
genetic diversity of S. verticillata, resulting in a total of 179 amplification 
products, with 75.97% of polymorphic bands. The results for H and I were 0.329 
and 0.503, respectively. The estimated Nm was 13,542. Greater genetic 
diversity was observed within the populations (94.98%), through AMOVA results 
and, among populations, the result was 5.02%. Bayesian cluster analysis 
provided the formation of three groups. The dendrogram obtained by the 
UPGMA method provided the formation of six groups. Through this research, it 
was observed that the greatest genetic diversity occurs within the populations, 
for both species. The most genetically divergent individuals of A. concinnum 
and S. verticillata have been identified and can be selected as seed trees for 
the supply of seeds with genetic variability. Also, it was possible to obtain a 
protocol that resulted in higher quality S. verticillata DNA samples. 
 
 
Key words: Genetic resources, genetic variability, reforestation, DNA 
extraction, ISSR markers. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 
 

A Floresta Atlântica é considerada um Hotspot mundial, sendo composta 

de uma imensurável riqueza em biodiversidade e, ao mesmo tempo, representa 

um dos biomas mais ameaçados devido a ações antrópicas (MITTERMEIER et 

al., 2004). Esse bioma, atualmente, consiste de um mosaico de remanescentes 

florestais que, somados todos os fragmentos de floresta nativa acima de três 

hectares, totalizam 12,5% de mata restante (INPE, 2015). 

De acordo com Assis et al. (2007), entre as tipologias que formam o 

bioma Floresta Atlântica no estado do Espírito Santo encontram-se as 

Florestas Estacionais Semidecíduas, estas representam a segunda mais 

importante formação vegetacional em termos de área ocupada, concentrada 

principalmente no sul do Estado. Nessa área, encontram-se duas unidades de 

conservação, a Floresta Nacional (FLONA) de Pacotuba e Reserva Particular 

do Patrimônio Natural (RPPN) Cafundó, ambas localizadas no município de 

Cachoeiro de Itapemirim, ES.  

A vegetação das áreas de estudo se classifica como Floresta Estacional 

Semidecidual Submontana (VELOSO et al., 1991). Contudo, quanto ao uso da 

terra prevalecem atividades como, plantios de café e cana-de-açúcar, 

pastagens, com remanescentes florestais localizados, sobretudo nos topos dos 

morros (PROJETO CORREDORES ECOLÓGICOS, 2005). A FLONA de 

Pacotuba e a RPPN Cafundó estão entre os maiores remanescentes florestais 

da Bacia do Rio Itapemirim, ES, esses fragmentos, compreendem 

remanescentes florestais significativos do município e adjacências, sendo de 

fundamental importância a conservação de ambos (Ipema, 2005).  

Nas unidades referidas encontram-se as espécies arbóreas Astronium 

concinnum e Senefeldera verticillata as quais fazem parte desse estudo. Em 

estudos sobre análises fitossociológicas realizados nessas unidades de 

conservação, foi relatado que essas duas espécies estão entre as que 

apresentaram maior valor de importância, sendo A. concinnum a espécie com 

maior valor de importância na RPPN Cafundó e S. verticillata tendo o maior 

valor de importância na FLONA de Pacotuba (ARCHANJO et al., 2012; ABREU 

et al. 2013). Esses resultados foram considerados no momento da escolha das 

espécies avaliadas no presente trabalho.  
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Astronium concinnum Schott, conhecida popularmente como Gonçalo-

Alves pertence à família Anacardiaceae. Ocorre no sul da Bahia, Espírito Santo 

e Zona da Mata de Minas Gerais, sendo especialmente comum na região norte 

do Espírito Santo onde floresce e frutifica entre os meses de agosto e 

novembro (LORENZI, 2002). A polinização é entomófila, não tendo a anemofilia 

qualquer participação nos processos que conduzem à fecundação. Entretanto, 

o vento torna-se primordial nos processos de dispersão das sementes. Trata-se 

de uma espécie dióica, contudo não tem 100% na taxa de alogamia (ALLEM, 

1991). 

De acordo com Lorenzi (2002), sua madeira é utilizada para confecções 

de móveis de luxo, objetos de adorno torneados, esquadrias, tacos e tábuas 

para assoalhos e para obras externas. Também é empregada na construção 

civil e naval e para obtenção de folhas faqueadas decorativas. A árvore pode 

ser aproveitada com sucesso no paisagismo rural e na arborização de parques 

e grandes jardins.  

Senefeldera verticillata (Vell.) Croizat pertence à família Euphorbiaceae, 

conhecida vulgarmente por Sucanga. Sua ocorrência se estende aos estados 

de Pernambuco, Bahia, Alagoas, Minhas Gerais, Espírito Santo e Rio de 

Janeiro (PSCHEIDT; CORDEIRO, 2012). A espécie tem flores unissexuais e de 

tamanho muito pequeno, a síndrome de dispersão é zoocórica (HANS, 2012). 

Segundo esse mesmo autor tem um grande valor econômico, como no uso 

terapêutico, contudo, essa espécie ainda é muito pouco estudada.   

A conservação dos recursos genéticos florestais tem se tornado 

prioridade, principalmente, pelos impactos negativos na funcionalidade e na 

composição dos ecossistemas, ocasionados pelo aumento da população e por 

suas atividades econômicas (LAURANCE et al., 2006). O extrativismo 

constante ocorrido na Floresta Atlântica levou a formação, do que antes eram 

extensas áreas de florestas, em vários fragmentos florestais, reduzindo o 

tamanho efetivo das populações vegetais, causando o isolamento espacial 

entre elas (YOUNG et al., 2001).  

Segundo Dick et al. (2008), processos assim causam redução da 

variabilidade genética e aumento da diferença entre populações por efeito da 

deriva genética. Também, podem levar ao aumento dos níveis de endogamia 

devido ao cruzamento entre indivíduos aparentados, além de poder interferir na 
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taxa de fluxo gênico, este, fundamental para a manutenção da variabilidade 

genética.  

A análise da diversidade genética em populações abrange a descrição 

dos níveis de variabilidade genética existente dentro das populações e como 

essa variação encontra-se distribuída entre e dentro das mesmas. Assim, a 

variação genética entre indivíduos de uma determinada espécie, é uma 

condição essencial para que haja evolução, uma vez que a seleção natural 

opera nas diferenças existentes dentro das populações, dessa forma, uma 

ampla variabilidade genética contida na população corresponderá a maiores 

chances de sobrevivência frente às mudanças do meio (HAMRICK, 1983). A 

base da preservação de espécies é a conservação da variabilidade genética 

nas populações, a descrição e distribuição da variação genética inter e 

intrapopulacional são primordiais para o emprego de medidas mais eficazes de 

preservação das espécies (RENAU-MORATA et al., 2005).  

Nos projetos de recuperação de áreas degredadas, particularmente 

aqueles que trabalham com a formação de pomares de sementes, é essencial 

o conhecimento da origem das sementes isso porque, dependendo do tipo de 

reprodução, dispersão de sementes e localização geográfica de uma 

determinada espécie, cada população poderá apresentar padrões de 

diversidade genética distintos. Assim, para recomendações quanto à 

constituição de lotes de sementes para plantios destinados a recuperação de 

áreas degredadas, é imprescindível o entendimento da variabilidade presente. 

Neste sentido, o emprego de marcadores moleculares em estudos de 

caracterização de ecossistemas florestais é tido como uma ferramenta útil para 

detecção de variações no genoma, o que permite avanços no entendimento 

genético das populações naturais (CAIXETA et al., 2009). Análises moleculares 

fornecem a possibilidade de se determinar regiões de referência nos 

cromossomos, chamadas marcadores moleculares, sendo definido como 

qualquer fenótipo molecular originário de um gene expresso, como por 

exemplo, um segmento específico de DNA (CAIXETA et al., 2006).  

Dentre os marcadores disponíveis para estudos moleculares, destacam-

se os do tipo ISSR (Inter Simple Sequence Repeat), que se caracterizam como 

marcadores dominantes e arbitrários multiloci. Os marcadores moleculares 

ISSR são regiões localizadas entre regiões microssatélites, que variam de 100 
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a 3000 pares de bases, e apresentam satisfatória sensibilidade a baixos níveis 

de variação genética (ZIETKIEWICZ et al., 1994). 

A técnica de marcadores com base em ISSR foi proposta através de 

microssatélites e busca a abundância aleatória das sequências simples 

repetidas que se encontram distribuídas ao longo dos genomas eucarióticos. A 

duplicação dessas sequências de DNA, contidas entre os microssatélites, 

ocorre por meio de amplificação da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), 

utilizando-se para isso, um único primer que contém de 16 a 18 pares de bases 

e é composto por dois a quatro nucleotídeos que ancoram na extremidade 5` 

ou 3` da fita de DNA (RAKOCZY-TROJANOWSKA; BOLIBOK, 2004). 

Os marcadores ISSR são amplamente utilizados em estudos de 

diversidade genética, por serem altamente polimórficos, não necessitam de 

conhecimento prévio do genoma, apresentam alta reprodutibilidade, 

corresponde a uma técnica menos onerosa em relação a outros marcadores, 

além de, possibilitar seu emprego em várias espécies de plantas (NYBOM 

2004, KUMAR et al., 2011). 

Diante de tais considerações, com a finalidade de auxiliar nos planos de 

recuperação de áreas degredadas, o presente trabalho avaliou os padrões de 

diversidade genética de possíveis matrizes fornecedoras de sementes, para 

formação de mudas compostas por progênies com boa representatividade da 

variabilidade genética existentes nas unidades de conservação supracitadas.  

Para tanto, essa pesquisa foi dividida em três capítulos, sendo o primeiro 

com o objetivo de avaliar o padrão de diversidade genética de árvores da 

espécie arbórea A. concinnum presentes na FLONA de Pacotuba e RPPN 

Cafundó. O segundo capítulo, consta de uma análise comparativa entre quatro 

protocolos de extração para isolamento de DNA puro, livre de polissacarídeos e 

compostos fenólicos, para a espécie S. verticillata, uma vez que, em ensaios 

preliminares de extração, houve dificuldade em obter DNA livre de tais 

compostos. E por fim, no terceiro capítulo, foram realizadas para a espécie S. 

verticillata, as mesmas avaliações de diversidade genética que foram feitas em 

A. concinnum.  
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Scientia Forestalis (Piracicaba, SP) 
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Diversidade e estrutura genética de Astronium concinnum Schott em 
fragmentos florestais do Espírito Santo  

 
 
 
RESUMO. Astronium concinnum é uma importante espécie arbórea que pode 
ser empregada em diversos fins, como no fornecimento de sombra para 
parques e jardins, além de ser utilizada em projetos de recuperação de áreas 
degradadas. Foram avaliados os padrões de diversidade genética de 
indivíduos de A. concinnum nas unidades de conservação, Floresta Nacional 
(FLONA) de Pacotuba e Reserva Particular do Patrimônio Natural (RPPN) 
Cafundó, empregando-se marcadores moleculares Inter Simple Sequence 
Repeats (ISSR). Os oito primers produziram 121 fragmentos de DNA e com 
uma porcentagem de bandas polimórficas de 73,55%. Os parâmetros, 
diversidade genética de Nei (H) e índice de diversidade de Shannon (I), 
forneceram valores de 0,312 e 0,473, respectivamente. O valor do fluxo gênico 
(Nm) foi de 10,629. A análise de variância molecular (AMOVA) indicou a 
ocorrência de diferenciação genética moderada entre as populações (7,46%). A 
análise Bayesiana identificou pequena variação genética entre as populações. 
O método de agrupamento de médias aritméticas não ponderadas (UPGMA) 
revelou a formação de sete grupos. Sugere-se a preservação de um número 
representativo de indivíduos, em cada localidade, para a conservação da 
variabilidade existente dentro das populações. Foram identificadas árvores de 
Gonçalo-Alves mais divergentes geneticamente, assim, as árvores localizadas 
na FLONA de Pacotuba poderão ser selecionadas para coleta de sementes, 
uma vez que, essa unidade de conservação é integrada a rede de sementes de 
florestas nativas. As mudas produzidas a partir dessas árvores e destinadas à 
recuperação de áreas degradadas irão representar melhor a diversidade 
genética local.   
 
 
Palavras-chave: Biodiversidade, Gonçalo-Alves, marcador ISSR; variabilidade 
genética 
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ABSTRACT. Astronium concinnum is an important tree species that can be 
used for various purposes, such as providing shade for parks and gardens, as 
well as being used for reclamation projects in degraded areas. The patterns of 
genetic diversity of individuals of A. concinnum in conservation units, National 
Forest (FLONA) of Pacotuba and Private Reservation of Natural Patrimony 
(RPPN) Cafundó, were evaluated using molecular markers Inter Simple 
Sequence Repeats (ISSR). The eight primers produced 121 DNA fragments 
and a percentage of polymorphic bands of 73.55%. The parameters, genetic 
diversity of Nei (H) and diversity index of Shannon (I), provided values of 0.312 
and 0.473, respectively. The value of the gene flow (Nm) was 10,629. The 
analysis of molecular variance (AMOVA) indicated the occurrence of moderate 
genetic differentiation among populations (7.46%). Bayesian analysis identified 
small genetic variation among populations. The unweighted arithmetic means 
clustering (UPGMA) method revealed the formation of seven groups. It is 
suggested the preservation of a representative number of individuals, in each 
locality, for the conservation of the variability existing within the populations. 
Gonçalo-Alves trees were identified as being more genetically divergent, thus, 
the trees located in the FLONA of Pacotuba could be selected for seed 
collection, as this conservation unit is integrated into the seed network of native 
forests. The seedlings produced from these trees and intended for the recovery 
of degraded areas will better represent the local genetic diversity. 
 
 
Keywords: Biodiversity, Gonçalo-Alves, ISSR marker; genetic variability 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

Localizadas no sul do estado do Espírito Santo encontram-se as unidades 

de conservação Floresta Nacional de Pacotuba (FLONA de Pacotuba) e 

Reserva Particular do Patrimônio Natural Cafundó (RPPN Cafundó), juntas, 

essas unidades representam importantes áreas de preservação ambiental da 

região (IPEMA, 2005). A FLONA de Pacotuba é integrada ao projeto do 

governo federal, Rede de Sementes Florestais Nativas, que visa identificar 

áreas de floresta naturais, potenciais produtoras de sementes por meio de 

critério de seleção de matrizes (ICMBIO, 2011). 

Astronium concinnum Schott (Anacardiaceae), conhecida popularmente 

como Gonçalo-Alves, é uma espécie que pode ser aproveitada com sucesso no 

paisagismo rural e para a arborização de parques e grandes jardins, sendo 

também empregada em trabalhos destinados a recuperação de áreas 

degradadas. A espécie ocorre principalmente no sul da Bahia, Espírito Santo e 

Zona da Mata de Minas Gerais (LORENZI, 2002). 

Um dos principais temas nas análises dos processos microevolutivos 

refere-se à genética de populações, que tem por princípio investigar e 

compreender sobre as alterações de frequências alélicas e genotípicas de 

populações ao longo do espaço e do tempo (FUTUYMA, 1998). O 

conhecimento sobre a organização da variabilidade genética de populações é 

um passo fundamental para a determinação de estratégias mais adequadas de 

conservação da biodiversidade, como por exemplo, na formação de pomares 

de sementes para recuperação de áreas degredadas (AVISE, 2010). A 

produção de mudas a partir de lotes de sementes oriundos de matrizes 

aparentadas pode levar ao estreitamento da base genética, encadeando em 

futuras populações desprovidas de variabilidade genética que por 

consequência, serão mais vulneráveis a doenças e condições climáticas 

adversas (LINS et al., 2003). 

Considerados como uma ferramenta eficaz no estudo de genomas, pois 

detecta polimorfismo diretamente no DNA, os marcadores moleculares 

possibilitam analisar a variabilidade genética em populações. Neste aspecto, o 

marcador ISSR (Inter Simple Sequence Repeats), que se baseia na 

amplificação de regiões entre sequências microssatélites adjacentes do DNA 
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via PCR (Polymerase Chain Reaction) se destaca, pois, além de não exigir um 

conhecimento prévio do genoma, pode ser empregado em várias espécies, 

apresenta elevado grau de polimorfismo, reprodutibilidade e baixo custo 

(GONZÁLEZ et al., 2002). 

Assim, o presente trabalho objetivou avaliar os padrões de diversidade 

genética de A. concinnum inseridas na FLONA de Pacotuba e RPPN Cafundó, 

por meio de marcadores moleculares ISSR, a fim de determinar estratégias 

mais adequadas de manejo e preservação. Também, selecionar matrizes mais 

divergentes geneticamente que pertencem a FLONA de Pacotuba, que é 

integrada ao projeto rede de sementes florestais, para coleta de sementes e 

produção de mudas destinadas a recuperação de áreas degradadas.    

 

 
2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
2.1 Local de estudo e amostragem 
 
 

Um total de 48 indivíduos de A. concinnum foi selecionado, 

aleatoriamente, para análise de diversidade genética. Folhas jovens e sadias 

foram coletadas, entre os meses de março e abril de 2016, sendo, 25 árvores 

pertencentes à FLONA de Pacotuba (20º45’ latitude Sul e 41º17’ de longitude 

Oeste) e 23 a RPPN Cafundó (20º43’ latitude Sul e 41º13’ de longitude Oeste) 

(Figura 1). Cada árvore selecionada teve uma distância mínima de 50 m, com 

intuito de evitar a coleta de indivíduos aparentados ou de clones. As amostras 

vegetais depois de embaladas em sacos plásticos contendo sílica gel foram 

levadas para laboratório, mantidas a -30 °C, liofilizadas e armazenadas até a 

extração do DNA. 
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Figura 1. Localização das áreas de amostragens da espécie Astronium 
concinnum, ES. 
 
 
2.2 Extração, quantificação e diluição do DNA 
 
 

A extração do DNA foi realizada com base no protocolo de extração de 

tecidos vegetais CTAB (Brometo de Cetiltrimetilamônio) com adição de 

proteinase K, proposto por (DOYLE e DOYLE, 1990). A quantificação e pureza 

foram determinadas por espectrofotometria no aparelho NanoDrop (Thermo 

Scientific 2000C). Com base nesses dados, foram preparadas soluções de 

trabalho de 10 ng µL-1 e armazenadas a -20 °C para análises posteriores. 

 
2.3 Amplificação dos fragmentos de DNA 
 

Inicialmente, foi realizado um ensaio testando-se 29 primers ISSR da 

University of British Columbia em quatro amostras para determinar quais 

seriam utilizados no estudo de diversidade genética das matrizes. Os oito 

primers de ISSR (Tabela 1) considerados adequados por apresentarem bom 

padrão de amplificação, bandas nítidas e bem definidas, foram selecionados 

para caracterização das 48 amostras de A. concinnum.  
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Cada reação de amplificação apresentou um volume final de 20 µL 

contendo 2,5 mmol L-1 de MgCl2; 0,8 mmol L-1 de dNTP; 1 unidade de enzima 

Taq DNA polimerase; tampão da enzima 1X (10 mmol L-1; Tris-HCl pH 8,5; 

50mmol L de KCl); 50 ng de DNA; 0,2 µmol L-1 de primer. As amplificações 

foram realizadas em termociclador (Applied Biosystems, modelo Veriti) 

programado para 1 ciclo inicial de desnaturação a 94 ºC por 5 minutos, seguido 

de 35 ciclos constituídos por três etapas: a) 45 segundos a 94 ºC, b) 45 

segundos a 52 ºC e c) 90 segundos a 72 ºC, seguidos por uma extensão final 

de 7 minutos a 72 ºC.  

Os produtos de amplificação do DNA foram separados por eletroforese 

em gel de agarose 2%, contendo brometo de etídio (0,50 μg mL-1), em tampão 

TBE (tris, ácido bórico e EDTA) a 94 volts com duração de aproximadamente 4 

horas. O tamanho dos fragmentos foi determinado com marcador de peso 

molecular de 100 pb (Ludwig). Após eletroforese os géis foram expostos à luz 

ultravioleta em fotodocumentador (ChemiDoc MP Imaging System – Bio Rad) 

para visualização dos fragmentos. 

 
2.4 Análise dos dados 

 

Na avaliação dos géis, a presença (1) e ausência (0) de bandas foram 

usadas para a construção de uma matriz binária. Com auxílio do software 

POPGENE versão 3.2 (YEH e BOYLE, 1997), foram calculados alguns 

parâmetros de diversidade: número de alelos efetivos (Ne), porcentagem de 

locos polimórficos (PLP), índice de diversidade de Shannon (I) e diversidade 

genética de Nei (H). Também, com este mesmo software, foram calculados o 

coeficiente de diferenciação genética (GST) e fluxo gênico (Nm).  

Com o auxílio do programa Genes (CRUZ, 2013), foi calculada uma 

matriz de similaridade entre os indivíduos por meio do coeficiente de Jaccard, a 

qual foi convertida em uma matriz de dissimilaridade pelo seu complemento 

aritmético (d = 1 – S). Um dendrograma foi construído pelo método de 

agrupamento de médias aritméticas não ponderadas (UPGMA). O ponto de 

corte para o dendrograma obtido foi estabelecido pelo método proposto por 

Mojema (1977).  
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Para averiguar a distribuição da variabilidade genética entre e dentro de 

populações, como também, avaliar como elas estavam estruturadas, foi 

utilizada a análise de variância molecular (AMOVA) por meio do software 

Arlequin versão 3.11 (EXCOFFIER et al., 1992).  

O programa Structure (PRITCHARD et al., 2000), baseado na estatística 

Bayesiana foi utilizado para definir o numero de grupos (k). Foram realizadas 

20 corridas para cada valor de K, 250.000 burn-ins e 1.000.000 simulações de 

Monte Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). Para a definição do valor de K 

mais provável empregou-se a média e o desvio padrão de cada valor de 

probabilidade de K e o método ΔK proposto por Evanno et al. (2005), por meio 

do software Structure Havester (EARL; VONHOLDT, 2012). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Foram obtidos um total de 121 produtos de amplificação, dentre os quais, 

89 (73,55%) apresentaram polimorfismo, o que infere sobre a validação dos 

iniciadores ISSR testados na avaliação de diversidade genética de A. 

concinnum.  

Esses dados estão próximos aos resultados encontrados por outros 

autores que empregaram marcadores ISSR. Liu et al. (2013), em estudos de 

diversidade genética em populações naturais de Machilus thunbergii, espécie 

arbórea ameaçada de extinção no leste da China, encontraram um total de 92 

locos dos quais, 84 foram polimórficos (91,30%). Tiago et al. (2015), em 

avaliações sobre a variabilidade genética da espécie arbórea Hymenaea 

courbaril, obtiveram amplificações de 54 locos, sendo 41 polimórficos (75,9%). 

De acordo com Xia et al. (2007), a porcentagem de locos polimórficos tem sido 

empregada para avaliar a diversidade genética em trabalhos com populações 

naturais e marcadores dominantes. 

A quantidade de bandas por primer variou entre 9 e 24, apresentando, em 

média, 15,12 por primer e os pesos moleculares dos diferentes locos variaram 

entre 200 e 2080 pares de bases (pb). O primer mais informativo foi o UBC878 

que forneceu o maior número de bandas polimórficas (18), já o iniciador 

UBC856 foi considerado o menos informativo produzindo apenas seis bandas 

polimórficas (Tabela 1).  
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Tabela 1. Primers utilizados e respectivas sequências de bases, número total 
de bandas, número de bandas polimórficas (BP), porcentagem de bandas 
polimórficas (PBP) e peso molecular (PM) mínimo e máximo com base em 
marcador de 100pb dos fragmentos obtidos de indivíduos de Astronium 
concinnum.  

Primer 
Sequências (5’- 3’) 

Total de 
bandas 

BP PBP % PM (min-max) 

UBC807 (AG)8T 9  7 77,77 320 - 900 

UBC808 (AG)8C 16  11 68,75 200 - 1550 

UBC818 (CA)8G 15  11 73,33 400 - 2080 

UBC827 (AC)8G 16  12 75,00 420 - 2040 

UBC836 (AG)8YA 18  16 88,88 210 - 2080 

UBC856 (AC)8YA 10  6 60,00 300 - 2080 

UBC868 (GAA)6 13  8 61,53 250 - 2080 

UBC878 (GGAT)4 24  18 75,00 300 - 2080 

TOTAL  121  89 73,55  

  

A diversidade genética entre as populações de A. concinnum foi estimada 

em 1,503 para Ne; 0,298 para He e 0,455 para I para FLONA de Pacotuba. 

Esses parâmetros de diversidade apresentaram valores de 1,502; 0,297 e 0,455; 

respectivamente, para RPPN Cafundó. Os valores de diversidade genética foram 

semelhantes entre as unidades de conservação, e o valor da PLP (73,55%) de 

locos polimorficos foi o mesmo em ambas as localidades (Tabela 2). 

 
Tabela 2. Diversidade genética de populações naturais de Astronium concinnum 
amostradas na FLONA de Pacotuba e RPPN Cafundó, Espírito Santo. 

População N Ne He I PLP (%) 

FLONA de Pacotuba 25 1,503 0,298 0,455 73,55 

RPPN Cafundó 23 1,502 0,297 0,455 73,55 

Espécie 48 1,533 0,312 0,473 73,55 
N: número de amostras; Ne: número de alelos efetivos; He: diversidade genética 
de Nei; I: índice de Shannon. PLP: porcentagem de locos polimórficos. 
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As estimativas de He e I de A. concinnum são consideradas altas, quando 

comparadas com dados de outras espécies arbóreas. Estopa et al. (2006), 

encontraram valores um pouco maiores para os mesmos parâmetros de 

diversidade, sendo 0,40 para  He e 0,58 para I, ao analisarem a diversidade 

genética de três populações de Eremanthus erythropappus empregando 

marcadores RAPD, também marcadores dominantes assim como os ISSR. 

Santos et al. (2015), avaliaram a variação genética de Attalea speciosa com 

marcadores RAPD e encontraram valores de 0,32 para He e 0,48 para I.  

O índice de diversidade de Shannon avalia o grau de certeza em que se 

prediz o quão é a proximidade genética entre os indivíduos. Assim, quanto 

menor a estimativa do índice, menor diversidade ocorre entre as plantas. Os 

resultados obtidos na presente pesquisa foram considerados altos, indicando 

alta diversidade genética entre os indivíduos de A. concinnum.  

Os resultados da abordagem Bayesiana indicaram a divisão dos 

indivíduos de A. concinnum da FLONA de Pacotuba (amostras de 1 a 25) e 

RPPN Cafundó (amostras de 26 a 48) em três grupos genéticos identificados 

por diferentes cores na figura abaixo (Figura 2). 

 

 
Figura 2. Representação dos 48 indivíduos de duas populações naturais de 
Astronium concinnum utilizando o programa Structure. Os indivíduos de 1 a 25 
(FLONA de Pacotuba, ES) e de 26 a 48 (RPPN Cafundó, ES) estão 
representados por barras verticais. 

 
 
Por meio do gráfico construído pelo Structure conclui-se que, entre as 

árvores e, em ambos os fragmentos florestais, há mistura de material genético, 

sendo essa mistura mais proeminente na RPPN Cafundó. Esse aspecto indica 

que está havendo, entre as duas localidades, um intenso intercâmbio de 

material genético. Segundo Allem (1991), A. concinnun é uma espécie dioica e 

com polinização entomófila, sendo a dispersão das sementes realizada pelo 

vento. As unidades FLONA de Pacotuba e RPPN Cafundó apresentam 

considerável similaridade nas características da paisagem como também, uma 
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distância de cerca de 1,5 quilômetros. Dessa forma estas características, 

aliadas ao tipo de reprodução e dispersão de sementes, certamente estão 

contribuindo para que ocorra intercâmbio de material genético entre as duas 

localidades. 

Portanto, infere-se que não há grande diferença genética entre as 

unidades de conservação, uma vez que não houve separação de grupos 

genéticos por localidade. Entretanto, por meio de um contraste de distribuição 

de cores no gráfico, observa-se que a distribuição do grupo azul foi mais 

proeminente na população da FLONA de Pacotuba e o grupo vermelho foi mais 

proeminente da RPPN Cafundo, esse aspecto indica existir certa diferenciação 

genética entre as duas unidades de conservação, o que foi comprovado por 

meio do resultado do Φst (0,074) que revelou diferenciação genética 

moderada. 

As estimativas da avaliação Bayesiana junto aos métodos de Monte 

Carlo, por meio das Cadeias de Markov (MCMC), nas análises de alocação de 

indivíduos, fornecem estimativas paramétricas com maior precisão devido a 

maior robustez dos estimadores utilizados nesta estatística (PRITCHARD et al., 

2000; EVANNO et al., 2005; FALUSH et al., 2007). O agrupamento é realizado 

fundamentado no princípio proposto por Rannala e Mountain (1997), que 

considera situações em que a partir de dados genéticos de uma amostra de 

indivíduos, e assumindo-se que os mesmos têm origem de populações 

desconhecidas, os algoritmos Bayesianos agrupam indivíduos geneticamente 

similares e identificam grupos formados.  

Os resultados presentes na tabela 3 foram fornecidos pela análise de 

variância molecular (AMOVA), que indicou que a diversidade genética, em sua 

maioria, ou seja, 92,54% ocorre dentro das populações e 7,45% da diversidade 

está inserida entre as populações. 

 

 

 

 

 

 

 



31 
 

Tabela 3. Análise de variância molecular (AMOVA) entre e dentro de duas 
populações naturais de Astronium concinnum com emprego de marcadores 
ISSR. 

Fonte de 
variação 

Graus de 
liberdade 

Soma de 
quadrados 

Componentes de 
variância 

Variação 
(%) 

Entre 
fragmentos 1 42,60 1,19 7,46 

Dentro dos 
fragmentos 46 664,88 14,84 92,54 

Total 47 707,49 16,04  

Φst = 0,074     

 
 

Tem sido relatado na literatura que, espécies com extensa distribuição 

geográfica, vida longa, com reprodução predominantemente realizada por 

fecundação cruzada e dispersão de sementes feita por meio de animais têm 

maiores níveis de variação genética em relação a espécies que possuem 

outras combinações de características, já nas espécies em que predomina a 

alogamia, maior variação genética é encontrada dentro de suas populações, 

diferentemente do que ocorre com espécies autógamas (Hamrick e Godt, 

1989). 

A forma como a variabilidade genética encontra-se distribuída entre e 

dentro de populações está relacionada às síndromes de dispersão de pólen e 

sementes, ao tipo de reprodução que a espécie apresenta e de como os 

indivíduos se encontram distribuídos dentro da população considerada 

(EPPERSON, 2003; SEBBENN et al., 2011). Segundo Hamrick e Godt (1989), 

espécies que apresentam sistema de reprodução cruzada ou mista, com 

dispersão de pólen pelo vento, a variação genética entre populações ocorre em 

média 10%, já para espécies autógamas a média dessa variação é de 51%.   

Os resultados de maior diversidade genética presente dentro da 

população, constatada no presente estudo, corroboram com outros estudos 

com populações naturais de espécies arbóreas. Brandão et al. (2011), 

avaliaram a estrutura genética de Myrcia splendens, utilizando marcadores 

moleculares ISSR, em áreas fragmentadas e corredores de vegetação de 

floresta semidecidual, localizadas em Lavras, MG, e encontraram nos dois tipos 
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de ambiente, maior diversidade genética intrapopulacional, 96,49% e 91,15%, 

respectivamente. Em estudos de variabilidade genética de populações de Butia 

eriospatha, inseridas em floresta ombrófila mista, localizadas em Barra Grande 

SC, Gavião et al. (2007), encontraram 89,86% da variabilidade genética dentro 

das populações e 10,14% entre as populações, utilizando marcador molecular 

RAPD. 

As diferenças genéticas entre populações diminuem conforme o aumento 

de fluxo alélico, este pode ser realizado via pólen e/ou sementes. 

Considerando o tipo de polinização de A. concinnum, a proximidade e a 

semelhança de paisagem, anteriormente mencionados, das unidades de 

conservação, já eram esperados os resultados de menor divergência genética 

ocorrendo entre as mesmas.   

Ainda que a variabilidade genética intrapopulacional seja maior, a 

estimativa de diferenciação genética entre as localidades foi considerada 

moderada (ΦST = 0,074), segundo WRIGHT (1978). Este autor relata ainda 

que, a diferenciação genética não se torna, de forma alguma, insignificante 

mesmo que o valor de ΦST seja igual ou ainda, inferior a 0,05. Esse resultado, 

portanto, deve ser considerado nos programas de conservação da espécie. A 

variabilidade genética é responsável pela manutenção das espécies ao longo 

do tempo, ela determina processos como a adaptação evolutiva perante as 

variações do ambiente. A compreensão da variação genética é crucial acerca 

das decisões do manejo florestal e para o emprego de ações de conservação. 

O coeficiente de diferenciação populacional (GST) e fluxo gênico (Nm) 

forneceram valores de 0,044 e 10,629, respectivamente. Essas análises 

também foram aplicadas com o objetivo de avaliar sobre a diversidade genética 

entre os fragmentos florestais. Os valores encontrados indicaram a taxa de 

fluxo gênico alta entre as duas localidades, processo que pode levar a menor 

diferenciação entre populações. Essa suposição é confirmada segundo dados 

fornecidos pela AMOVA que indicaram moderada diferenciação genética entre 

as duas áreas de estudo (ΦST = 7,46%), também, pela análise Bayesiana que 

não distinguiu as duas áreas com formação de grupos genéticos separados.  

Quando o fluxo gênico entre populações ultrapassa quatro migrantes por 

geração, ocorre homogeneização dos alelos entre elas que passam a funcionar 

como populações panmíticas (HARTL e CLARK, 1997). O fluxo gênico 
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desempenha um papel fundamental na manutenção da variabilidade genética 

dentro das populações, interferindo nos fatores genéticos negativos do 

processo de fragmentação ambiental, como a deriva genética e depressão por 

endogamia, que podem causar divergência genética entre populações 

(SLATKIN, 1987). No processo de deriva genética ocorrem modificações 

aleatórias nas frequências alélicas das populações com o passar das gerações, 

o que leva a fixação e à perda de alelos levando a redução da variação das 

populações (FALCONER, 1996). 

É importante ressaltar que, o material genético avaliado, corresponde a 

indivíduos de A. concinnun adultos de vida longa, portanto, o fluxo gênico 

calculado refere-se a uma estimativa histórica, reflexo de acontecimentos 

passados que levaram aos padrões atuais de estrutura genética. Para o 

entendimento acerca das implicações da fragmentação atual sobre os índices 

de diversidade genética, estudos com teste de progênie seriam mais 

adequados (KAGEYAMA et al., 2003). 

Com base nos marcadores ISSR a dissimilaridade entre as matrizes 

variou de 0,26 a 0,87. O menor valor para dissimilaridade (0,26) foi observado 

entre as matrizes 1 e 2, já o valor máximo (0,87), ocorreu entre as matrizes 40 

e 42. A semelhança genética detectada entre as matrizes 1 e 2, possivelmente 

é devido a proximidade que existe entre essas árvores na FLONA de Pacotuba, 

podendo se tratar de indivíduos aparentados.  

A análise visual dos dados do dendrograma, adotando-se com ponto de 

corte a dissimilaridade média de 85,23%, permitiu a separação dos indivíduos 

em sete grupos (Figura 3).  

 
 
 

 

 

 

 



34 
 

 

 
Figura 3. Dendrograma construído por meio do método de agrupamento de 
médias aritméticas não ponderadas (UPGMA), a partir dos valores de 
similaridade genética entre 48 indivíduos Astronium concinnum. Amostras de 1 
a 25 (FLONA de Pacotuba, ES), amostras de 26 a 48 (RPPN Cafundó, ES).  
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O coeficiente de correlação cofenética foi de 82% (CCC = 0,82), indicando 

que houve um bom ajuste entre a dissimilaridade obtida pelo coeficiente de 

Jaccard e as representadas no dendrograma. Pois, segundo Sokal e Rohlfe 

(1995), ajustes apropriados são aqueles referentes a valores superiores a 80%. 

Os grupos dois, quatro, cinco, seis e sete foram formados, cada um, por 

uma única matriz as quais foram as de número 5, 36, 45, 3, e 42 

respectivamente, sendo as matrizes 3 e 5 pertencentes a FLONA de Pacotuba, 

e as demais, a RPPN Cafundó, esses resultados sugerem que essas matrizes 

são geneticamente mais distintas. O par de matrizes 26 e 28 formou o grupo 

dois. O restante das matrizes foi inserido no grupo um que reuniu o maior 

número de indivíduos com matrizes de ambas às unidades de conservação. Os 

indivíduos 1 e 2 foram mais próximos geneticamente, entre todos os indivíduos 

avaliados. 

Com base na distribuição das matrizes no dendrograma, nota-se que não 

há grande diferença entre as duas unidades avaliadas, pelo fato de não haver 

predominância de formação de grupos com indivíduos distribuídos por 

fragmento florestal, tal como foi evidenciado pela análise Bayesiana. Também, 

os resultados do dendrograma corroboram com o resultado de Φst que indicou 

uma diferenciação genética moderada entre os fragmentos. 

O número mínimo de árvores, indicado para coleta de sementes 

buscando a manutenção genética nas populações naturais, varia entre os 

diferentes autores encontrados na literatura. De acordo com Sebbenn (2006), 

deve-se selecionar, no mínimo, 30 árvores matrizes para realização de coleta 

de sementes. Contudo, Nogueira e Medeiros (2007), constataram sobre a 

importância de se selecionar um número entre 10 a 20 árvores matrizes, ao 

acaso, para coleta de sementes nas diferentes populações. Contudo, uma 

estratégia mais adequada seria a seleção de uma quantidade mínima de 

árvores, como referenciado acima, com base em um conhecimento prévio a 

cerca da variabilidade genética dos indivíduos de uma população. 

Desse modo, para produção de mudas destinadas a recuperação de 

áreas degredadas na região, sugere-se a formação de lotes de sementes a 

partir das árvores de A. concinnum pertencentes à FLONA de Pacotuba, 

consideradas nesse estudo, como mais divergentes geneticamente, como os 

pares: 1 e 5; 3 e 22; 6 e 12; 7 e 12; 9 e 13; 10 e 14; 14 e 23; 17 e 23; 19 e 20 e 
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21 e 23. Formando assim, um lote de sementes proveniente de 16 árvores que 

contêm alto valor de dissimilaridade entre si e, portanto, apresentando 

variabilidade genética adequada.  

Tendo em vista, com essa estratégia, conduzir as coletas dentro de uma 

sistematização procedimental que tem por objetivo compor lotes de sementes 

com baixa taxa de endogamia, evitando assim, problemas com deriva genética 

nas gerações sucessoras. 

 

4. CONCLUSÕES 

 

A caracterização molecular, por meio do marcador ISSR, foi eficaz para 

avaliar a diversidade genética entre os indivíduos de A. concinnum, 

identificando polimorfismo entre os indivíduos na população. 

Foi constatada moderada diferenciação genética entre os fragmentos 

analisados, indicando que o fluxo gênico histórico entre as populações é ainda 

alto o que limita os efeitos a deriva genética. Não foi comprovada 

consequências genéticas significativas incidindo sobre as populações de A. 

concinnum nos fragmentos estudados.  

As populações naturais de A. concinnum apresentam alta variabilidade 

genética intrapopulacional, portanto, como estratégia para preservação sugere-

se que sejam conservados vários indivíduos por população, de forma a permitir 

a manutenção dessa variabilidade. A espécie tem a possibilidade de ser 

preservada nas condições que se encontram atualmente, nas reservas em 

fragmentos florestais.  

As árvores que apresentam maior dissimilaridade genética devem ser 

priorizadas, uma vez que a partir delas, será possível formar lotes de sementes 

que irão representar a variabilidade genética existente. 
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Avaliação comparativa entre protocolos para obtenção de DNA de 
Senefeldera verticillata (Vell.) Croizat 

 
 

 
RESUMO. Compreender os padrões de variabilidade genética de uma 
determinada espécie é fundamental para o planejamento de projetos de 
preservação. Assim, os marcadores moleculares correspondem uma técnica 
eficiente para estudos de diversidade genética. Independente da técnica 
molecular utilizada, primeiramente torna-se necessário a obtenção de DNA livre 
de impurezas, para o sucesso das análises moleculares. Com o objetivo de 
obter DNA genômico puro, amostras foliares de Senefeldera verticillata foram 
utilizadas para testar quatro diferentes protocolos de extração de DNA. Foi 
constatado que o protocolo 1, Doyle e Doyle (1990), modificado pelo Instituto 
Agronômico de Campinas (IAC), forneceu a maior concentração de DNA 
(224,22 ng/μL), com resultados de pureza 1,96. A qualidade de DNA obtido 
pelo protocolo 2, Doyle e Doyle (1990), modificado pelo IAC com alterações 
nas concentrações de PVP e β-mercaptoetanol, foi semelhante ao do protocolo 
1, porém, com menores concentrações de DNA (201,02 ng/μL). O protocolo 3, 
Doyle e Doyle (1990), modificado pelo IAC com alterações nas concentrações 
de PVP, β-mercaptoetanol e adição de BSA, forneceu a menor concentração e 
qualidade de pureza, 65,75 ng/μL e 1,5, respectivamente. O protocolo 4, Doyle 
e Doyle (1990), com adição de Proteinase K, forneceu médias de concentração 
de 67,6 ng/μL e pureza 1,66. O BSA não proporcionou melhor desempenho ao 
protocolo 3 para extração de DNA, também, a proteinase K, não contribuiu para 
melhores resultados de extração do protocolo 4, sendo que os resultados de 
pureza para estes dois protocolos indicaram que houve contaminação por 
proteínas. Sugere-se a utilização do protocolo 1 para obtenção de DNA livre de 
impurezas de S. veticillata. 

 

Palavra chave: Análises moleculares; marcadores ISSR; métodos; PCR; 
protocolo 
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ABSTRACT. Understanding the patterns of genetic variability of a given 
species is critical to the planning of preservation projects. Thus, molecular 
markers correspond to an efficient technique for studies of genetic diversity. 
Regardless of the molecular technique used, it is first necessary to obtain DNA 
free of impurities, for the success of the molecular analyzes. In order to obtain 
pure genomic DNA, leaf samples of Senefeldera verticillata were used to test 
four different DNA extraction protocols. It was found that protocol 1, Doyle and 
Doyle (1990), modified by the Agronomic Institute of Campinas (IAC), provided 
the highest DNA concentration (224.22 ng / μL), with results of purity 1.96. The 
quality of DNA obtained by protocol 2, Doyle and Doyle (1990), modified by IAC 
with changes in the concentrations of PVP and β-mercaptoethanol, was similar 
to that of protocol 1, however, with lower concentrations of DNA (201.02 ng / 
μL). Protocol 3, Doyle and Doyle (1990), modified by IAC with changes in the 
concentrations of PVP, β-mercaptoethanol and addition of BSA, provided the 
lowest concentration and purity quality, 65.75 ng / μL and 1.5, respectively . 
Protocol 4, Doyle and Doyle (1990), with Proteinase K addition, provided 
concentration averages of 67.6 ng / μl and purity 1.66. BSA did not provide 
better performance for protocol 3 for DNA extraction. Also, proteinase K did not 
contribute to better extraction results from protocol 4, and the purity results for 
these two protocols indicated that there was contamination by proteins. It is 
suggested using protocol 1 to obtain DNA free of S. veticillata impurities. 

 

Key words: Molecular analysis; ISSR markers; methods; PCR; protocol 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Senefeldera verticillata (Vell.) Croizat, conhecida como Sucanga, pertence 

a família Euphorbiaceae, é uma espécie endêmica do Brasil, com ocorrência 

nos estados de Pernambuco, Bahia, Alagoas, Minhas Gerais, Espírito Santo e 

Rio de Janeiro (Pscheidt e Cordeiro, 2012). Segundo Hans (2012), a espécie é 

monóica e apresenta síndrome de dispersão zoocórica e, apesar de sua 

importância econômica, principalmente devido a suas propriedades 

farmacológicas, ainda é muito pouco estudada. 

O processo de fragmentação junto à degradação dos remanescentes 

florestais, principalmente daqueles próximos a centros urbanos, leva a 

modificações do ambiente original, afetando diretamente na base genética de 

muitas espécies que sobrevivem nesses locais (Pinto e Carvalho, 2004). Dessa 

forma, pesquisas que buscam estudar o padrão de variabilidade genética ainda 

existente são imprescindíveis, pois auxiliam em estratégias mais adequadas de 

manejo e conservação de espécies, tanto para a implantação de bancos de 

germoplasma, coleções de estudo ou para conservação in situ (Cruz et al., 

2011).  

Conforme relatado por Caixeta et al. (2009), os marcadores moleculares 

são uma ferramenta poderosa para estudos de variabilidade genética, 

atribuindo qualidade nas análises genéticas das espécies. Independente da 

técnica molecular empregada é fundamental a obtenção de DNA livre de 

contaminantes como polissacarídeos, proteínas e substâncias fenólicas que 

algumas espécies de plantas contem (Mazza e Bittencourt, 2000). Segundo 

Romano (1998), os co-isolamentos dessas substâncias podem afetar a 

qualidade do DNA e inibir a ação da Taq Polimerase, interferir na PCR 

(Polymerase Chain Reaction) ou na separação dos fragmentos de DNA durante 

a eletroforese.  

A metodologia mais empregada para extração de DNA em diferentes 

espécies vegetais é baseada no método que emprega, em seu tampão de 

extração, o detergente catiônico CTAB (Cationic Hexadecyl Trimetyl 

Ammonium Bromide), descrito por Doyle e Doyle (1990), sendo, contudo, 

frequente a realização de alterações dependendo das propriedades da espécie. 

O emprego do CTAB na purificação de DNA foi primeiramente descrito para um 
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procedimento que envolvia a precipitação de DNA por meio de baixas 

concentrações de cloreto de sódio (0,4 mol·L-1) na presença desse detergente 

(Murray e Thompson, 1980). O sal atua auxiliando no processo de dissociação 

das proteínas do DNA, e dependendo da concentração de NaCl no tampão de 

extração, forma um complexo com o DNA-CTAB que pode ser utilizado para 

precipitar o DNA seletivamente em situações em que é difícil a separação, 

como em folhas maduras (Kidwell e Osborn, 1992; Lodhi et al., 1994; Vroh Bi et 

al., 1996; Ferreira e Grattapaglia, 1996; Bered, 1998). 

Uma vez que os contaminantes podem comprometer os resultados 

obtidos em diferentes etapas do processo de extração de DNA, as adequações 

aos protocolos são de fundamental importância quando se deseja desenvolver 

procedimentos simples, rápidos e baratos e que forneçam DNA isento de 

impurezas (Molinari e Crochemore, 2001; Kotchoni e Gachomo, 2009).  

A justificativa do presente trabalho baseia-se no insucesso de testes 

preliminares de extração de DNA de S. verticillata. O protocolo inicialmente 

adotado foi o proposto por Doyle e Doyle (1990) com adição de proteinase K, 

como descrito no protocolo 4 nesse estudo. Devido aos resultados de obtenção 

de DNA contaminado, como pôde ser observado por meio de quantificação 

seguida de eletroforese, houve a necessidade de novos ensaios laboratoriais 

com a finalidade de obter DNA puro. Assim, nesse trabalho foram avaliados 

protocolos para extração de DNA genômico, objetivando obtê-los, livre de 

impurezas para a espécie S. verticillata, visando estudos de diversidade 

genética, utilizando para tal, o marcador molecular Inter Simple Sequence 

Repeated (ISSR). 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 Material vegetal 

Foram coletadas folhas maduras de quatro indivíduos de S. verticillata em 

duas unidades de conservação, duas amostras da Floresta Nacional de 

Pacotuba (FLONA de Pacotuba) e duas da Reserva Particular do Patrimônio 

Natural Cafundó (RPPN Cafundó), ambas localizadas no município de 

Cachoeiro de Itapemirim, ES. As amostras foram colocadas em sacos plásticos 
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contendo sílica gel e transportadas para laboratório, onde foram armazenadas 

a -30 °C, liofilizadas e reservadas até a sua utilização. 

2.2 Protocolos  

Para o presente estudo foram testados quatro protocolos: 

Protocolo 1: Protocolo Doyle e Doyle (1990), com modificações propostas pelo 

Instituto Agronômico de Campinas (IAC): 1,4 mol L-1 de NaCl2; 100 mmol L-1 de 

Tris-HCl a pH 8,0; 20 mmol L-1 de ácido etileno diamino tetracético (EDTA); 1% 

de Polivinilpirrolidona (PVP); 2% de brometo de cetil-trimetilamônio (CTAB); 

0,2% de β-mercaptoetanol. 

Protocolo 2: Protocolo Doyle e Doyle (1990), com modificações propostas pelo 

Instituto Agronômico de Campinas (IAC): 1,4 mol L-1 de NaCl2; 100 mmol L-1 de 

Tris-HCl a pH 8,0; 20 mmol L-1 de EDTA; 2% de PVP; 2% de CTAB e 1% de β-

mercaptoetanol. 

Protocolo 3: Protocolo Doyle e Doyle (1990), com modificações propostas pelo 

Instituto Agronômico de Campinas (IAC): 1,4 mol L-1 de NaCl2; 100 mmol L-1 de 

Tris-HCl a pH 8,0; 20 mmol L-1 de EDTA; 3% de PVP; 2% de CTAB; 2% de β-

mercaptoetanol e 0,5% de Albumina de Soro Bovino (BSA). 

Protocolo 4: Protocolo Doyle e Doyle (1990): 1,4 mol L-1 de NaCl2; 100 mmol 

L-1 de Tris-HCl a pH 8,0; 20 mmol L-1 de EDTA; 1% de PVP; 2% de CTAB; 

0,2% de β-mercaptoetanol e 0,1 mg/mL de Proteinase K. 

 

2.3 Procedimentos dos protocolos 1, 2 e 3 

 

1. Aproximadamente 300 mg de folhas foram maceradas com auxílio de pistilo 

e almofariz, até obtenção de um pó bem fino, posteriormente, foram 

transferidos para microtubos de 2,0 mL. 

2. Em cada microtubo foram adicionados 700µL de tampão de extração e 

homogeneizado.  

3. Incubou-se em banho maria a 65°C por 30 minutos, invertendo-se os 

microtubos a cada 10 minutos, posteriormente foram colocados para secar por 

5 minutos. 
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4. Foram adicionados um volume de 650 µL de clorofórmio-álcool isoamílico 

(CIA) 24:1 (v/v), para desproteinização homogeneizando-os por 10 minutos. 

5. Os microtubos foram centrifugados a 12.000 rpm durante 10 minutos (todos 

os passos de centrifugação foram realizados em centrífuga Pico 21 da Thermo 

Scientifiv, raio de 7,5 cm). 

6. A fase aquosa foi transferida para um novo microtubo de 2,0 mL. 

7. Foram adicionados 200 µL de tampão de extração e homogeneizado durante 

5 minutos.  

8. Adicionou-se 650 µL de CIA (24:1) e homogeneizado por 5 minutos.  

9. Os microtubos foram centrifugados a 12.000 rpm durante 10 minutos. 

10. A fase aquosa foi transferida para novo tubo onde se adicionou 650 µL de 

CIA 24:1. 

11. Novamente foram centrifugados a 12.000 rpm durante 10 minutos. 

12. As etapas 10 e 11 foram realizadas mais duas vezes. 

13. O DNA foi precipitado com 1 volume de isopropanol gelado mais 230 µL de 

Acetato de Amônio e homogeneizado por 5 minutos.  

14. Os microtubos foram centrifugados a 12.000 rpm durante 10 minutos. 

15. O precipitado foi lavado com 250 µL de etanol 70% e depois passou por 

centrífuga a 12000 rpm por 3 minutos, essa etapa foi realizada por mais duas 

vezes. 

16. O etanol foi retirado e o tubo colocado para secar em temperatura 

ambiente. 

17. O DNA foi ressuspendido em 40 µL de TE com RNAse (40 µg mL-1) e 

colocado em banho maria a 37 °C por 30 minutos. 

 

2.4 Procedimentos do protocolo 4 

 

1. As folhas foram maceradas com auxílio de pistilo e almofariz, até obtenção 

de um pó bem fino, aproximadamente 300 mg do tecido vegetal macerado 

foram transferidos para microtubos de 2,0 mL. 

2. Em cada microtubo foram adicionados 800 µL de tampão de extração e 

homogeneizados.  
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3. Incubou-se em banho maria a 65°C por 40 minutos, invertendo-se os 

microtubos a cada 10 minutos, posteriormente foram colocados para secar por 

5 minutos. 

4. Os microtubos foram homogeneizados em centrifuga a 14.000 rpm durante 5 

minutos e depois inverteu-se o sobrenadante em um novo microtubo.  

5. Foi adicionado um volume de 700 µL de clorofórmio-álcool isoamílico (CIA) 

24:1 (v/v) para desproteinização, homogeneizando-os por 5 minutos. 

6. Os microtubos passaram por centrífuga a 14.000 rpm durante 5 minutos. 

7. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo. 

8. Foi adicionado o mesmo volume de CIA 24:1 e homogeneizado por 10 

minutos.  

9. Os microtubos foram centrifugados a 14.000 rpm durante 5 minutos. 

10. A fase aquosa foi transferida para novo microtubo. 

11. A este volume foi adicionado 2/3 de Isopropanol gelado, os microtubos 

foram invertidos suavemente e incubados em freeze -80 ºC por 30minutos. 

12. Os microtubos foram centrifugados a 14.000 rpm durante 10 minutos e o 

sobrenadante invertido dentro de um Becker, preservando-se o pellet no fundo 

do microtubo.  

13. O precipitado foi lavado com 200 µL de etanol 70% gelado e depois passou 

por centrífuga a 14.000 rpm por 5 minutos. Esse passo foi repetido mais duas 

vezes, sendo que, na segunda repetição o pellet foi lavado com Etanol 95% 

gelado. 

14. O etanol foi retirado e o microtubo colocado para secar em temperatura 

ambiente. 

15. O DNA foi ressuspendido em 200 µL de TE com RNAse (40 µg mL-1) e 

colocado em banho maria a 37 °C por 30 minutos.  

 

2.5 Quantificação e qualidade do DNA obtido 

 

2.5.1 Quantificação por eletroforese 

 

Uma alíquota de cada amostra foi submetida à eletroforese em gel de 

agarose 0,8% já corado com brometo de etídio (0,50 µL mL-1), para verificar a 

integridade do DNA extraído por meio do gel de concentração.  
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2.5.2 Quantificação por espectrofotometria 

 

A quantificação e pureza foram determinadas por espectrofotometria no 

aparelho NanoDrop (Thermo Scientific 2000C). De acordo com as 

concentrações obtidas, foram preparadas soluções de trabalho de 10 ng µL-1 e 

armazenadas a -20 °C para análises posteriores. 

 

2.5.3 Amplificação por PCR 

 

Para averiguar a qualidade das amostras, foram efetuadas reações de 

amplificação foi efetuada com um volume final para cada reação de 20 µL 

contendo: 2,5 mmol L-1 de MgCl2; 0,8 mmol L-1  de dNTP; 1 unidade de enzima 

Taq DNA polimerase; tampão da enzima 1X (10 mmol L-1; Tris-HCl pH 8,5; 50 

mmol L-1 de KCl); 50 ng de DNA; 0,2 µM de primer.  

As amplificações foram realizadas em termociclador (Applied Biosystems, 

modelo Veriti) com as seguintes condições: uma etapa inicial de 5 minutos a 94 

ºC, seguido de 35 ciclos constituídos por três etapas: a) 45 segundos a 94 ºC, 

b) 45 segundos a 52 ºC e c) 90 segundos a 72 ºC, seguidos por uma extensão 

final de 7 minutos a 72 ºC. Os produtos de amplificação foram separados por 

eletroforese em gel de agarose 2%, contendo brometo de etídio (0,50 μg/mL), 

em tampão TBE (tris, ácido bórico e EDTA) a 94 volts com duração de 

aproximadamente 4 horas. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram 

estimados, por comparação, com o marcador molecular de 100 pb DNA Ladder 

(Ludwig). Após eletroforese os géis foram expostos à luz ultravioleta e 

fotodocumentados (ChemiDoc MP Imaging System – Bio Rad). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

As médias da quantificação e pureza do DNA obtido a partir das quatro 

amostras de S. verticillata, para cada método empregado, encontram-se 

descritas na Tabela 1.  

 

Tabela 1. Quantificação e pureza do DNA genômico obtido por diferentes protocolos 
de extração, utilizando amostras de tecido foliar de 300 mg de Senefeldera verticillata. 

Protocolos Concentração (ng μL-1) Razão (A260/A280 nm) 

Protocolo 1 224,22 1,96 
Protocolo 2 201,02 1,96 

Protocolo 3 65,75 1,50 
Protocolo 4 67,60 1,66 

 

 

Por meio dos resultados obtidos, é possível verificar uma variação entre 

os protocolos empregados. A menor concentração média de DNA (65,75 ng μL-

1) e qualidade de pureza (1,5) para S. verticillata foi obtida na extração baseada 

no método 3, seguido do protocolo 4, com médias de concentração de DNA e 

qualidade de pureza de 67,6 ng μL-1 e 1,66, respectivamente.  

Segundo Oliveira et al. (2007), metodologias que empregam a digestão 

enzimática (proteinase K), independente do tipo de extração de DNA genômico, 

possibilitam a obtenção de materiais com concentração de ácidos nucleicos e 

pureza satisfatórias para posterior amplificação do DNA, por meio da técnica de 

PCR. De acordo com Hubner et al. (2004), essa enzima atua no rompimento 

das proteínas nas ligações peptídicas, que possuam o grupo carboxila de lisina 

ou de arginina.  

O uso do BSA no mix de reação possibilita a obtenção de bandas mais 

claras, homogeneidade entre as amostras e principalmente evita que ocorram 

falhas de reações (FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1996). O BSA atua como 

estabilizador de atividades enzimáticas contra a desnaturação durante o 

armazenamento, diluições ou reações in vitro. Contudo, a adição de BSA a 

0,5% no protocolo de extração 3 não lhe proporcionou melhor eficiência, assim 

como não se obteve muito êxito com o método 4 que, emprega Proteinase K no 

tampão de extração, para a espécie desse estudo.  

Estudos realizados por Barbosa (1998) demonstraram que, amostras que 

apresentam A260/A280 variando entre 1,8 a 2,0 correspondem a DNA livre de 
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impurezas. Já relações com níveis inferiores a 1,8, representam amostras de 

DNA contaminado por proteínas e/ou outros contaminantes presentes nas 

amostras, e uma relação superior a 2,0 é indicativo de contaminação por 

clorofórmio ou fenol. Para estes casos uma nova precipitação do DNA seria 

aconselhável. Assim, de acordo com os resultados de pureza de DNA obtidos 

pelos protocolos 3 e 4, possivelmente as amostras foram contaminadas por 

compostos secundários como polissacarídeos e/ou polifenóis presentes em    

S. verticillata o que resultou em amostras de DNA com presença de 

contaminantes. 

De acordo com Hummel e Herrmann (1994), muitas espécies de plantas 

têm em seus tecidos, níveis altos de compostos secundários, como compostos 

fenólicos, além de polissacarídeos, o que é uma adaptação das plantas ao 

longo dos anos em resposta a herbivoria. Esses compostos, particularmente os 

fenólicos, dificultam ou inviabilizam a PCR, por inibirem a atuação da enzima 

DNA polimerase, o que reflete na qualidade final do DNA extraído.  

O protocolo 2 forneceu uma quantidade média de DNA de 201,02 ng μL-1 

livres de impurezas (1,96), contudo, o protocolo 1 possibilitou, entre os quatro 

protocolos empregados, a maior quantidade de DNA (224,22 ng μL-1) com 

pureza igual ao método 2 (1,96). O aumento nas concentrações de PVP e β-

mercaptoetanol no protocolo 3, não resultou em melhores condições para 

obtenção de DNA puro. Por outro lado, foi observado que, menores 

concentrações desses reagentes no tampão de extração, como foi utilizado nos 

protocolos 1 e 2, forneceram bons resultados de concentração e pureza do 

DNA, como foi observado por meio dos dados fornecidos na Tabela 1. 

O β-mercaptoetanol atua como um redutor de oxidação, no presente 

estudo forneceu, mesmo em uma pequena concentração (0,2%), no protocolo 

1, o melhor resultado para quantidade de DNA, assim como ocorreu para a 

concentração de PVP (1%) nesse mesmo protocolo. 

Também, para verificação da qualidade do DNA de S. verticillata, foi 

realizada a eletroforese das amostras em gel de concentração, como também, 

a amplificação por meio de PCR. Comparando-se os padrões de bandas entre 

os métodos utilizados é possível observar, pelo gel de concentração, melhor 

desempenho para o protocolo de extração 1, uma vez que houve a formação 

de bandas mais nítidas e mais robustas sem aparente degradação (Figura 1A). 
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O método 2, mesmo não fornecendo padrão de bandas semelhante ao 

protocolo 1, expressou razoável qualidade de DNA (Figura 1B).   

 
 

 
 

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose de quatro amostras de DNA de Senefeldera 
verticillata, obtidos por meio de diferentes protocolos. Figura 1A: protocolo 1; Figura 1B: 
protocolo 2; Figura 1C: protocolo 3; Figura 1D: protocolo 4. 

 

Os padrões de bandas dos protocolos 3 e 4, foram menos nítidos além de 

apresentar um certo arraste vertical, indicativo de impurezas presentes no DNA 

e degradação das amostras. Os resultados da figura 1 corroboram com os 

resultados de quantificação e qualidade de DNA fornecidos na Tabela 1. 

As metodologias, comumente utilizadas em laboratório, seguem 

protocolos padrões para extração de DNA, todavia, torna-se quase rotina a 

realização de testes com esses procedimentos, buscando-se adequar os 

protocolos aos tipos de tecidos ou espécies em que se trabalha onde o objetivo 

final é um DNA livre de impurezas. Dessa forma, torna-se complexo comparar 

resultados descritos na literatura, porém, é plausível, fazer uma comparação 

baseado na quantidade de tecido vegetal (Borges et al., 2012).  

De acordo com Ferreira e Grattapaglia (1996) com o emprego da 

metodologia CTAB, é possível chegar a concentrações de 10 a 200 ng μL-1 

utilizando de 50 a 200 mg de tecido foliar. No presente estudo, foram utilizados 

aproximadamente 300 mg do tecido vegetal e os resultados encontram-se 

próximos aos citados por este autor. Arriel et al. (2002), comparam a eficiência 

de quatro métodos de extração de DNA genômico de gergelim e obtiveram 

uma média, a partir dos métodos empregados, de 409,49 ng μL-1 com relação 

de pureza de 1,60, a partir de uma quantidade de 50 a 100 mg de tecido foliar. 

Em extração de DNA de Pequi (Caryocar brasiliense Camb.), a partir de 500mg 

de tecido vegetal, Cansanção e Coutinho (2013), obtiveram resultados que 

1      2        3      4 1       2       3       4 1       2       3        4 1         2         3         4 

A B D C 
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variaram entre 0,89 e 1,35 e 95 e 425 ng μL-1 para pureza e quantidade de 

DNA, respectivamente.  

Os testes de amplificação tiveram bons resultados para o DNA extraído 

pelos protocolos 1, 2, 3 e 4, obtendo-se boas amplificações por meio dos 

marcadores moleculares ISSR UBC810 e UBC811 (Figura 2).  

 

 

Figura 2. Produtos de amplificação de DNA de quatro amostras de Senefeldera verticillata. 
Padrão de bandas geradas com iniciadores ISSRs, UBC810 (Figura 2A) e UBC811 (Figura 2B). 
Coluna 1 = protocolo 1, Coluna 2 = protocolo 2, Coluna 3 = protocolo 3, Coluna 4 = protocolo 4. 

 

A quantidade e qualidade de DNA extraído, não interferiram nos padrões 

de amplificação, em outras palavras, apesar da presença de contaminantes 

observadas nos protocolos 3 e 4, houve amplificação por meio de todos os 

métodos de extração testados. Contudo, na prática, durante os ensaios 

realizados em laboratório tem sido observado que, a utilização no decorrer do 

tempo de DNA com qualidade de pureza inferior, tende a resultar em aumento 

de falhas no processo de amplificação. Dessa forma, fica clara a importância, 

para o sucesso da PCR, o emprego de DNA livre de impurezas, como é o caso 

dos resultados encontrados nos protocolos 1 e 2.  

 

4. CONCLUSÃO 

 

Os protocolos 1 e 2 mostraram-se adequados para extração de DNA de 

tecidos foliares de S. verticillata fornecendo quantidade e qualidade superior 

em relação aos outros procedimentos, para realização de reações de PCR-

ISSR. Contudo, o protocolo 1 requer menores quantidades de PVP e β-
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mercaptoetanol para fornecer a mesma qualidade em maior concentração de 

DNA, sugere-se, portanto, o emprego deste método para extração de DNA da 

espécie em questão.  

Os resultados dessa pesquisa irão permitir análises genéticas por meio de 

marcadores moleculares ISSR, para verificar os padrões de diversidade 

genética de populações de S. verticillata. 
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Diversidade genética de Senefeldera verticillata (Vell.) Croizat por meio de 
marcadores ISSR 

 
 
RESUMO. No Espírito Santo destaca-se a Floreta Estacional Semidecídua que 
forma a tipologia do bioma Floresta Atlântica, localizadas principalmente no sul 
do Estado. Senefeldera verticillata é uma espécie de ocorrência exclusiva da 
Floresta Atlântica e tem importância no uso terapêutico. Devido à escassez de 
informações sobre padrões de diversidade genética, caracterizou-se a 
diversidade genética com o emprego de marcadores moleculares Inter Simple 
Sequence Repeats (ISSR), para tanto, foram coletadas amostras foliares da 
espécie, em duas populações localizadas na Floresta Nacional (FLONA) de 
Pacotuba e na Reserva Particular do Patrimônio Natural (RPPN) Cafundó. 
Foram utilizados doze primers ISSR, que resultaram em um total de 179 
produtos de amplificação, com 75,97% de bandas polimórficas. Os valores de 
diversidade genética de Nei (H) e índice de fixação de Shannon (I) foram 0,329 
e 0,503, respectivamente. O fluxo gênico estimado para os fragmentos foi alto 
(Nm=13,542). A análise molecular de variância mostrou que maior parte da 
diversidade genética se encontra dentro das unidades de conservação 
(94,99%) e a diferenciação genética entre populações foi considerada 
moderada (ΦST=0,0501), dessa forma, propõe-se que um grande número de 
indivíduos, nas duas localidades, seja conservado para que a variabilidade 
existente seja preservada. A análise Bayesiana indicou que uma pequena 
variação genética ocorre entre as populações, pois não foi constatada, por 
meio do Structure, a organização de grupos por localidade. Foi identificada a 
formação de seis grupos por meio do método de agrupamento de médias 
aritméticas não ponderadas (UPGMA), em que 30 matrizes, de ambas os 
fragmentos, foram reunidas em um único grupo. Com esse trabalho, foi 
possível identificar divergência genética entre as árvores avaliadas nas 
unidades de conservação. Dessa forma, esses indivíduos mais divergentes e, 
localizados na FLONA de Pacotuba, que faz parte da rede de sementes de 
florestas nativas, poderão ser selecionados para o fornecimento de sementes 
com maior variabilidade genética. 
 
 
 Palavras-chave: Fluxo gênico; marcador molecular; preservação; 
variabilidade genética  
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ABSTRACT. In Espírito Santo stands out the Semideciduous Seasonal Floreta 
that forms the typology of the Atlantic Forest biome, located mainly in the south 
of the State. Senefeldera verticillata is a species of exclusive occurrence of the 
Atlantic Forest and has importance in the therapeutic use. Due to the scarcity of 
information on genetic diversity patterns, genetic diversity was characterized by 
the use of Inter Simple Sequence Repeats (ISSR) molecular markers. For this 
purpose, leaf samples were collected from two species located in the National 
Forest (FLONA) ) of Pacotuba and in the Private Reserve of Natural Patrimony 
(RPPN) Cafundó. Twelve ISSR primers were used, resulting in a total of 179 
amplification products, with 75.97% of polymorphic bands. The genetic diversity 
values of Nei (H) and Shannon (I) fixation index were 0,329 and 0,503, 
respectively. The estimated gene flow for the fragments was high (Nm = 
13,542). The molecular analysis of variance showed that most of the genetic 
diversity is within conservation units (94.99%) and genetic differentiation 
between populations was considered moderate (ΦST = 0.0501), so it is 
proposed that a large number of individuals, in both locations, is conserved so 
that the existing variability is preserved. The Bayesian analysis indicated that a 
small genetic variation occurs among the populations, since it was not verified, 
through Structure, the organization of groups by locality. It was identified the 
formation of six groups by means of the unweighted arithmetic means clustering 
(UPGMA) method, in which 30 matrices of both fragments were collected in a 
single group. With this work, it was possible to identify genetic divergence 
among the trees evaluated in conservation units. Thus, these more divergent 
individuals, located in the FLONA of Pacotuba, which is part of the network of 
seeds of native forests, can be selected to supply seeds with greater genetic 
variability. 
 
 
Keywords: Gene flow; molecular marker; preservation; genetic variability 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

A Floresta Atlântica é conhecida mundialmente como uma floresta com 

vasta riqueza em biodiversidade e endemismo. O Espírito Santo é detentor de 

uma área de 45.597 km2, sendo que aproximadamente 90% de sua cobertura 

vegetal eram compostas por Floresta Atlântica (Inpe, 2015). Segundo Assis et 

al. (2007), entre as tipologias que formam o bioma Floresta Atlântica no Estado, 

destacam-se as Florestas Estacionais Semidecíduas, que representam a 

segunda mais importante formação vegetacional em termos de área ocupada, 

concentrada principalmente na região sul.  

No sul do estado do Espírito Santo encontram-se as unidades de 

conservação Floresta Nacional de Pacotuba (FLONA de Pacotuba) e Reserva 

Particular do Patrimônio Natural Cafundó (RPPN Cafundó), esses fragmentos 

representam remanescentes florestais significativos da região, sendo de 

fundamental importância a conservação desses ambientes (Ipema, 2005). 

Senefeldera verticillata (Vell.) Croizat (Euphorbiaceae) conhecida 

vulgarmente por Sucanga, é endêmica do Brasil e ocorre nos estados de 

Pernambuco, Bahia, Alagoas, Minhas Gerais, Espírito Santo e Rio de Janeiro 

(Pscheidt e Cordeiro, 2012). A espécie é monóica com síndrome de dispersão 

zoocórica, sua ocorrência é exclusiva da Floresta Atlântica e, apesar de sua 

importância econômica como a sua utilização para fins terapêuticos, esta 

espécie ainda é muito pouco estudada (Hans, 2012). 

A variabilidade genética de uma espécie é a base para sua adaptação e 

sobrevivência, sendo o fator principal para que ocorra a evolução, a sua 

introdução ocorre, continuamente, por meio de fatores evolutivos como 

mutação e migração e, pode ser perdida por deriva genética, acasalamento 

entre indivíduos aparentados e seleção natural (Cole, 2003). O conhecimento 

acerca da diversidade genética de uma espécie torna-se primordial para 

tomada de decisões na constituição de lotes de sementes que irão compor 

mudas destinadas a conservação e melhoramento genético. 

Atualmente, existe uma ampla variedade de marcadores moleculares 

disponíveis, que permitem analisar a variabilidade genética entre e dentro de 

populações. Entre esses marcadores, destaca-se os ISSR (Inter Simple 

Sequence Repeat) (Zietkiewicz et al., 1994), que são marcadores moleculares 
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dominantes e semiarbitrários (Souza et al., 2005). Esses marcadores são cada 

vez mais utilizados em avaliações de diversidade genética de espécies 

arbóreas, constituem uma técnica menos onerosa, são altamente reprodutíveis 

e os procedimentos laboratoriais podem ser utilizados para várias espécies de 

plantas (Nybom 2004; Kumar et al., 2011). 

Com essas perspectivas, objetivou-se, por meio do marcador molecular 

ISSR, avaliar o padrão de diversidade genética de matrizes de Senefeldera 

verticillata localizadas nas unidades de conservação supracitadas, e assim, 

definir estratégias mais adequadas para sua preservação. Ainda, selecionar 

matrizes mais divergentes geneticamente presentes na FLONA de Pacotuba, a 

qual faz parte do projeto do governo federal, Rede de Sementes Florestais 

Nativas, para formação de pomar de sementes e produção de mudas a serem 

empregadas em trabalhos de recuperação de áreas degredadas na região. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Local de estudo e amostragem 

 

Folhas jovens e de aspecto saudável foram coletadas, aleatoriamente, de 

39 árvores maduras da espécie Senefeldera verticillata, entre os meses de 

março e abril de 2016, sendo, 17 árvores inseridas na FLONA de Pacotuba 

(20º45’ latitude Sul e 41º17’ de longitude Oeste) e 22 localizadas na RPPN 

Cafundó (20º43’ latitude Sul e 41º13’ de longitude Oeste) (Figura 1). Cada 

árvore selecionada teve uma distância mínima de 50 m com intuito de evitar a 

coleta de indivíduos aparentados ou de clones. As amostras foram 

acondicionadas em sacos plásticos contendo sílica gel e encaminhadas ao 

laboratório, mantidas a -30 °C, liofilizadas e armazenadas até a extração do 

DNA. 

 

 

 

 

 

 



62 
 

 

Figura 1. Localização dos locais de amostragem de Senefeldera verticillata, ES. 
 

 

2.2 Extração, quantificação e diluição do DNA 

 
 

A extração do DNA utilizada para avaliações de diversidade genética de 

S. verticillata, foi realizada de acordo com o protocolo testado no capítulo 2 

desse estudo e que forneceu os melhores resultados, sendo o mesmo sugerido 

para a extração de DNA dessa espécie. Assim, a metodologia empregada foi a 

extração de tecidos vegetais CTAB (Brometo de Cetiltrimetilamônio) proposto 

por (Doyle e Doyle, 1990), com modificações propostas pelo Instituto 

Agronômico de Campinas (IAC).  

A quantificação e pureza foram determinadas por espectrofotometria no 

aparelho NanoDrop (Thermo Scientific 2000C). Com base nesses dados, foram 
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preparadas soluções de trabalho de 10 ng µL-1 e armazenadas a -20 °C para 

análises posteriores. 

 
2.3 Reação em cadeia da polimerase (PCR), eletroforese e documentação 

 

 

Inicialmente, realizou-se um ensaio com 33 primers ISSR obtidos da 

University of British Columbia e, a partir desses testes, foram selecionados 12 

iniciadores ISSR para as analises definitivas em todos os indivíduos de S. 

verticillata por produzirem número de bandas confiáveis e polimorfismo 

reproduzível nas amostras.  

Cada reação de amplificação teve um volume final de 20 µL contendo 2,5 

mmol L-1 de MgCl2; 0,8 mmol L-1 de dNTP; 1 unidade de enzima Taq DNA 

polimerase; tampão da enzima 1X (10 mmol L-1; Tris-HCl pH 8,5; 50mmol L de 

KCl); 50 ng de DNA; 0,2 µmol·L-1 de primer. As amplificações foram conduzidas 

em termociclador (Applied Biosystems, modelo Veriti) sob as seguintes 

condições: uma etapa inicial de 5 minutos a 94 ºC, seguido por 35 ciclos de 94 

ºC por 45 segundos, 52 ºC por 45 segundos e 72 ºC por 90 segundos e uma 

extensão final de 72 ºC por 7 minutos.  

Os produtos de amplificação do DNA foram separados por eletroforese 

em gel de agarose 2%, contendo brometo de etídio (0,50 μg mL-1), em tampão 

de corrida TBE 1X (tris, ácido bórico e EDTA) a 94 volts por aproximadamente 

4 horas. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram estimados 

comparando-os com marcador de peso molecular de 100 pb (Ludwig). Em 

seguida os géis foram fotografados sob luz ultravioleta por meio de 

fotodocumentação (ChemiDoc MP Imaging System – Bio Rad). 

 

2.4 Análise dos dados 

 

Apenas bandas robustas e inequívocas foram selecionadas para as 

análises estatísticas. Os fragmentos ISSR amplificados foram analisados como 

1 para presença e 0 para ausência. O software POPGENE versão 3.2 (Yeh e 

Boyle, 1997) foi utilizado para calcular os seguintes parâmetros de diversidade 

genética: número de alelos efetivos (Ne), porcentagem de loci polimórficos 

(PLP), índice de diversidade de Shannon (I), diversidade genética de Nei (H).  
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O coeficiente de diferenciação genética (GST) e fluxo gênico (Nm) também 

foram calculados com o auxílio deste software. Por meio do programa Genes 

(Cruz, 2013), foi calculada uma matriz de similaridade entre os indivíduos, a 

qual foi convertida em uma matriz de dissimilaridade por meio do complemento 

aritmético do coeficiente de Jaccard e o dendrograma foi construído pelo 

método de agrupamento de médias aritméticas não ponderadas (UPGMA).  

Foi determinado, pelo método proposto por Mojema (1977), o ponto de 

corte para o dendrograma. A análise de variância molecular (AMOVA) foi 

empregada para avaliar a distribuição da variabilidade genética entre e dentro 

de populações, além de inferir sobre sua estruturação utilizando o software 

Arlequin versão 3.11 (Excoffier et al., 1992).  

O programa Structure (Pritchard et al., 2000), baseado em estatística 

Bayesiana foi utilizado para inferir o numero de grupos (k). Foram realizadas 20 

corridas para cada valor de K, 250.000 burn-ins e 1.000.000 simulações de 

Monte Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). Para a definição do valor de K 

mais provável foi utilizado a média e o desvio padrão de cada valor de 

probabilidade de K e o método ΔK proposto por Evanno et al. (2005) por meio 

do uso do software Structure Havester (Earl; VonHoldt, 2012). 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os doze primers utilizados possibilitaram a obtenção de 179 produtos de 

amplificação (bandas) dos quais 136 (75,97%) foram polimórficos. A utilização 

dos primers utilizados nesse estudo foi satisfatória para detecção de 

polimorfismo em populações naturais de S. verticillata, o valor do porcentual de 

bandas polimórficas pode ser comparado com resultados de outros trabalhos 

encontrados na literatura.  

Almeida et al. (2015), em estudo de diversidade genética por meio de 

marcadores AFLP, em populações de Cenostigma tocantinum espécie arbórea 

nativa da Amazônia, observaram um total de 186 locos, sendo 132 (71%) 

polimórficos. Aguiar et al. (2013), avaliaram a diversidade genética em 

populações selvagens de Eugenia uniflora em remanescentes florestais com 

diferentes estádios sucessionais, e encontraram 79% de locos polimórficos nas 
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área em que se encontravam em estádio avançado de sucessão e 70% para a 

área em estádio de sucessão inicial. 

O número de bandas por iniciador variou entre 8 e 24, com uma média de 

14,91 bandas por primer, sendo observada uma variação de pesos moleculares 

dos diferentes loci desde 150 a 2080 pares de bases (pb). O primer UBC818 

revelou o maior numero de bandas polimórficas (20), enquanto o UBC842 

representou o primer menos informativo produzindo somente três bandas 

polimórficas de oito (Tabela 1). 

Tabela 1. Sequências dos iniciadores utilizados na análise ISSR de Senefeldera 
verticillata e respectivos resultados de amplificação. 

Primer Sequência NTB NBP PBP % PM (min-max) 

UBC807 (AG)8T 13  11 84,61 150 – 1600 

UBC808 (AG)8C 18  15 83,33 250 – 2080 

UBC811 (GA)8C 13  10 76,92 250 – 1520 

UBC812 (GA)8A 17  10 58,82 240 – 2080 

UBC818 (CA)8G 24  20 83,33 360 – 2080 

UBC836 (AG)8YA 9  5 55,55 260 – 2080 

UBC842 (GA)8YG 8  3 37,50 250 – 2080 

UBC856 (AC)8YA 17  13 76,47 480 – 2080 

UBC864 (ATG)5 16  14 87,50 280 – 1500 

UBC868 (GAA)6 17 13 76,47 300 – 2080 

UBC880 (GGAGA)3 18  16 88,88 230 – 1020 

UBC891 HVH(TG)7 9  6 66,66 260 – 1220 

TOTAL  179  136 75,97  

NTB = número total de bandas; NPB = número de bandas polimórficas; PBP = 
porcentagem de bandas polimórficas; PM = peso molecular (mínimo e máximo). 
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Em nível de espécie, as diversidades genéticas medidas por Ne, He e I 

foram 1,538; 0,329 e 0,503, respectivamente. Com base nos cálculos de He e I, 

as variações genéticas das duas populações as classificaram como FLONA > 

RPPN, contudo, não havendo grande variação nos níveis de diversidade entre 

os dois fragmentos. O valor da PLP (75,97%) foi o mesmo para as duas 

unidades de conservação (Tabela 2). 

  

Tabela 2. Variação genética em populações de Senefeldera verticillata detectada por 
marcadores ISSR. 

População N Ne He I PLP(%) 

FLONA de Pacotuba 17 1,544 0,327 0,498 75,97 

RPPN Cafundó 22 1,501 0,310 0,478 75,97 

Espécie 39 1,538 0,329 0,503 75,97 

N: número de amostras; Ne: número de alelos efetivos; He: diversidade genética de 
Nei; I: índice de Shannon. PLP: porcentagem de locos polimórficos 
 
 

Segundo Pádua e Ferreira (2008), o valor de I pode variar entre 0 e 1, 

sendo que valores iguais a 1 indicam a máxima diversidade observada em uma 

população. Em condições naturais, o valor de He nunca é zero, devido a 

frequente incorporação de novos alelos pelos cruzamentos, mesmo em 

pequenas populações ou ambientes fragmentados, como também, por meio de 

perdas ocorridas pela deriva genética (Silva et al., 2014).  

Com a utilização de marcadores moleculares ISSR nessa pesquisa, 

quando comparada a outros trabalhos com espécies arbóreas e com emprego 

de metodologia semelhante, a diversidade em S. verticillata pode ser 

considerada alta. Santana et al. (2016), ao utilizarem marcadores moleculares 

ISSR para avaliar a diversidade genética de uma população natural de 

Myrciaria tenella (Myrtaceae) localizada na Reserva Particular do Patrimônio 

Natural em área de restinga, no município de Caju-SE, encontraram valores 

para I e He de 0,52 e 0,35; respectivamente, e os consideraram como níveis 

relevantes de diversidade. Em estudos sobre a diversidade e estrutura genética 

em população natural de Nectandra megapotamica, espécie de fecundação 

cruzada, localizada em área de Floresta Atlântica em Itaara-Rio Grande do Sul, 
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Costa (2015), encontraram valores muito próximos aos resultados do presente 

estudo para He e I, e porcentagem de locos polimórficos, utilizando marcadores 

RAPD. 

Os resultados de diversidade genética encontrados no presente trabalho 

podem estar relacionados com as características da espécie arbórea, assim 

como, com as características do local onde ela se encontra. Por se tratar de 

uma espécie de vida longa e estar em área de preservação, onde o corte 

seletivo não é permitido, a fragmentação ocorrida não foi o suficiente para 

afetar a diversidade genética existente. Também, devido à presença da fauna, 

especialmente pássaros, a dispersão de sementes por esses animais 

provavelmente tem contribuído para a manutenção da diversidade. 

A dissimilaridade entre as matrizes com base nos marcadores ISSR 

variou de 0,47 a 0,90. A dissimilaridade máxima (0,90) foi observada entre as 

matrizes 6 e 22, enquanto a menor (0,47) ocorreu entre as matrizes 14 e 16, 

sendo as quatro matrizes pertencentes a FLONA de Pacotuba.  

Com posse do agrupamento hierárquico (UPGMA) dos valores de 

dissimilaridade e tomando-se como ponto de corte a dissimilaridade média de 

94,46%, foi possível identificar a formação de seis grupos (Figura 2).  
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Figura 2. Dendrograma gerado por meio de marcadores ISSRs com o complemento 
aritmético do coeficiente de Jaccard e pelo método de agrupamento UPGMA, das 39 
matrizes de Senefeldera verticillata. Amostras de 1 a 17 (FLONA de Pacotuba, ES), 
amostras de 18 a 39 (RPPN Cafundó, ES). 
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As matrizes 38 e 6 foram posicionadas em grupos distintos, quatro e 

cinco, respectivamente, o que indica uma maior distinção genética entre esses 

indivíduos. Os pares, matrizes 13 e 26 e matrizes 22 e 30, formaram os grupos 

dois e seis, respectivamente. As matrizes 19, 23 e 20 foram reunidas formando 

o grupo três e, por fim, o grupo um, foi formado por 30 matrizes o qual 

englobou tanto indivíduos pertencentes à FLONA de Pacotuba como da RPPN 

Cafundó. Por meio da avaliação do dendrograma construído pelo agrupamento 

das matrizes, foi possível perceber maior variabilidade dentro dos fragmentos 

florestais do que entre eles, uma vez que, no dendrograma, não predominou a 

formação de grupos contendo indivíduos distribuídos por fragmento florestal.  

O coeficiente de correlação cofenética foi de 71% (CCC = 0,71) revelando 

alta associação entre as similaridades obtidas pelo coeficiente de Jaccard 

(matriz de dissimilaridade) e as representadas no dendrograma (matriz 

cofenética). Segundo Vaz Patto et al. (2004), valores de CCC superiores a 0,56 

correspondem a uma boa concordância entre as matrizes, dessa forma, o valor 

cofenético encontrado nesse estudo foi aceitável. Cruz et al. (2011) relatam 

que, quanto maior o valor da correlação, menor será a distorção provocada 

pelo agrupamento. 

Outras análises como (GST) e fluxo gênico (Nm) também foram realizadas, 

os dados fornecidos (GST=0,035; Nm=13,542) inferiram sobre intenso fluxo 

gênico entre as duas populações, diminuindo as diferenças entre as mesmas, 

sendo possível ser observado no dendrograma pela formação do grupo um, 

onde reuniu indivíduos de ambos os fragmentos florestais. 

A análise de variância molecular (AMOVA) indicou que 5,01% da 

variância total está entre populações e 94,99% dentro de populações, 

demonstrando que a maior variação genética está no componente 

intrapopulacional (Tabela 3). Esse resultado, possivelmente, é um reflexo do 

intenso fluxo gênico histórico que ocorre entre as unidades, dado que foi 

constatado no presente estudo. 
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Tabela 3. Análise de variância molecular para 39 indivíduos de Senfeldera verticillata 
em dois fragmentos florestais, Espírito Santo. 

Fonte de 
variação 

GL Soma de quadrados 
Componentes de 

variância 
Variação 

(%) 

Entre 
fragmentos 

1 55,630 1,47551 5,01 

Dentro dos 
fragmentos 

37 1005,056 27,92171 94,99 

Total 38 1060,685 29,39723  

ΦST = 0,0501     

GL=Graus de liberdade 
 

Em espécies alógamas ou de sistema misto de reprodução, em que 

predomina alogamia, a variação genética concentra-se dentro das populações 

e uma menor variação ocorre entre elas, sendo que a divergência entre 

populações será menor quanto maior for o fluxo gênico (Loveless e Hamrick, 

1987). Os resultados dessa pesquisa correspondem com os resultados 

encontrados na literatura para populações naturais de espécies arbóreas 

tropicais que informam que, em geral, a maior parte da diversidade genética 

está presente dentro das populações (Gomes et al., 2011; Rossi et al, 2014).  

A capacidade dos indivíduos em trocar genes, agregada à troca de 

material genético entre populações, diminui a diferença entre populações 

ocasionada por deriva genética e seleção natural, diminuindo assim, a 

diversidade genética entre populações. Dessa forma, como S. verticillata se 

trata de uma espécie tipicamente alógama os resultados de variabilidade 

encontrados estão de acordo com o esperado. 

O coeficiente de diversidade relativa entre grupos (GST) foi 0,0356, 

indicando que 3,56% da variação genética total ocorrem entre as populações. 

Este resultado é comparável com a variância entre populações fornecida pela 

AMOVA. A medida GST varia de 0 a 1 e expressa a proporção da diversidade 

total explicada por diferenças entre grupos (Cruz, 2011).  

O baixo valor de ΦST encontrado (0,0501) indica não haver estruturação 

entre as populações, em outras palavras, a ocorrência de fluxo gênico histórico 

entre elas é alta. Segundo Wright (1931), valores de Nm abaixo de 1 refletem 

em isolamento genético. Por outro lado, estimativas de Nm acima de 1 
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impedem perdas aleatórias de alelos dentro de populações por efeitos de 

deriva (Wright, 1951). O fluxo gênico, que nas espécies vegetais envolve a 

dispersão de pólen e de sementes, é o fator evolutivo responsável pela 

homogeneização das populações, contrapondo os efeitos da deriva genética e 

seleção, podendo também, ocasionar aumento de variabilidade genética em 

populações receptoras (Wright, 1931; Ridley, 2006). 

Mesmo não estando os dois fragmentos florestais isolados pela distância 

geográfica, cabe ressaltar que, considerando que S. verticillata se trata de uma 

espécie arbórea de ciclo de vida longo e, uma vez que foram selecionadas 

árvores adultas para a realização das avaliações, a estimativa da divergência 

genética é um reflexo do fluxo de genes histórico. Portanto, determinou os 

padrões observados de estrutura genética, logo, não necessariamente está 

havendo troca gênica em determinado evento reprodutivo. Para avaliação do 

fluxo gênico contemporâneo técnicas como a realização de testes de 

paternidade com emprego de marcadores mais informativos, como os 

microssatélites, seriam mais adequadas (Gaiotto et al., 2003). 

Os resultados de Nm e variabilidade genética intrapopulacional obtidos 

nesse trabalho indicam que, mesmo que a FLONA e a RPPN não formem 

juntas uma paisagem contínua, a fragmentação de habitats não afeta de forma 

significativa a diversidade genética de S. verticillata nesses ambientes. 

Contudo, Wright (1978), abordou que entre as subpopulações a diferenciação 

não é considerada insignificante, mesmo que os valores de FST sejam iguais ou 

menores que 0,05. Dessa forma, o resultado encontrado para ΦST, deve ser 

considerado frente às tomadas de decisões de preservação das unidades de 

conservação.   

Por fim, o valor do fluxo gênico histórico obtido nesse estudo pode ser 

reflexo, entre outros fatores, do considerável número de indivíduos presentes 

em ambos os fragmentos, além, da eficiência dos mecanismos de dispersão de 

sementes e de pólen. Dada à síndrome de dispersão zoocórica que a espécie 

apresenta (Hans, 2012). 

A partir de simulações realizadas pelo programa Structure utilizando a 

abordagem bayesiana, observa-se a divisão das matrizes de S. verticillata, 

pertencentes à FLONA de Pacotuba (amostras de 1 a 17) e RPPN Cafundó 

(amostras de 18 a 39) em três grupos genéticos, representados em cores 
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distintas, ficando clara a presença de mistura de material genético entre as 

matrizes (Figura 1). 

 

 

Figura 3. Análise da estrutura genética dos 39 indivíduos provenientes das duas 
populações (FLONA de Pacotuba, ES - 1 a 17 e RPPN Cafundó, ES - 18 a 39) 
coletadas de Senefeldera verticillata. Os indivíduos foram classificados em três grupos 
(K = 3). 
 
 

Por meio da visualização gráfica da estrutura populacional é possível 

observar que não houve uma separação padronizada de grupos genéticos por 

unidade de conservação, o que indica não haver grande diferença genética 

entre os fragmentos, conforme já evidenciado no dendrograma.  

Contudo, é possível observar um contraste na distribuição do grupo 

verde, mais proeminente na população da RPPN Cafundó e, do grupo 

vermelho, que foi mais acentuado na população da FLONA de Pacotuba, 

indicando existir uma certa diferenciação entre as duas localidades. Este fato 

foi confirmado pelo resultado do ΦST (0,0501) que revelou uma diferenciação 

genética moderada entre as unidades, segundo WRIGHT (1978) 

Esses resultados também estão de acordo com os dados da AMOVA que 

indicou que a maior parte da diferenciação genética incide em nível 

intrapopulacional, e também, pelo valor de fluxo gênico encontrado (Nm = 

13,542) que é responsável pelo intercambio de genes entre os fragmentos 

florestais, processo pelo qual permite a manutenção de variabilidade genética 

entre as matrizes de S. verticillata deste estudo.  
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4. IMPLICAÇÕES PARA A RESTAURAÇÃO 

 

A porcentagem de polimorfismo detectada pelo marcador ISSR em S. 

verticillata indicou que os primers utilizados nesse estudo, foram adequados 

nas análises de diversidade genética e auxiliarão nos trabalhos de preservação 

da espécie.  

Por meio dos resultados da AMOVA e GST foi constatada moderada 

diferenciação genética entre as unidades de conservação, assim, ambas as 

localidades possuem matrizes de S. verticillata que detêm variabilidade 

genética entre os indivíduos. Logo, devido à maior variabilidade genética 

encontrada dentro dos fragmentos florestais, recomenda-se a preservação de 

vários indivíduos de S. verticillata em ambas as unidades de conservação, com 

a finalidade de manter a variabilidade genética intrapopulacional existente. 

A recomendação de um número mínimo de árvores a serem selecionadas 

para coleta e formação de lote de sementes, pode variar entre os autores. De 

acordo com Sena e Gariglio (2008), a recomendação para coleta de sementes 

é de, no mínimo, 15 árvores por espécie. Já Martins (2012), propõe, para os 

projetos de recuperação de ecossistemas degradados, a coleta de sementes 

em um número de árvores que podem variar de 12 a 15 indivíduos e quando 

possível, em fragmentos distintos, ou de árvores que se encontrem distantes 

entre si, quando se tratam de fragmentos florestais de maiores dimensões, 

objetivando-se a formação de lotes de sementes que irão proporcionar a 

diversidade genética.  

Ainda que haja uma variação entre autores, quanto à proposta para 

seleção de um número mínimo de árvores, a finalidade em todos os casos é a 

aquisição de lotes de sementes com alta variabilidade genética. Em estudos de 

diversidade genética de Enterolobium contortisiliquum Santana et al. (2008), 

sugeriram que se devem priorizar árvores geneticamente mais distintas como 

matrizes fornecedoras de sementes para recuperação de áreas próximas.  

Essas propostas podem ser utilizadas para S. verticillata como estratégia 

na formação de pomares de sementes. Dessa forma, recomenda-se a coleta e 

formação de lotes de sementes a partir dos pares de árvores 1 e 16; 2 e 6; 3 e 

16; 4 e 6; 5 e 6; 9 e 13; 10 e 17; 12 e 16; 13 e 16 e 16 e 17. Essas árvores 

foram avaliadas no presente estudo, como os indivíduos com maior 
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dissimilaridade genética entre si, dentre os indivíduos analisados na FLONA de 

Pacotuba, sendo importante priorizá-las, uma vez que as mesmas representam 

alta variabilidade genética.  

Assim, a constituição de um lote de sementes a partir dessas árvores irá 

permitir a produção de mudas, provenientes de 12 árvores de S. verticillata e 

que irão representar uma variabilidade genética adequada para a recuperação 

de áreas degradadas na região. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Grande parte das ações voltadas para preservação de espécies florestais, 

bem como a recuperação ambiental de áreas perturbadas, desconhecem a 

variabilidade genética contida nos indivíduos e das sementes provenientes dos 

mesmos. Projetos direcionados nessa perspectiva podem representar em um 

fracasso para o estabelecimento das gerações futuras das espécies.  

As pesquisas em genética de populações são uma medida eficaz para 

recuperação de áreas degradadas e conservação florestal, uma vez que, 

avaliam a conservação genética das espécies e, de como a diversidade 

genética existente pode ser comprometida com os processos de fragmentação 

dos habitats. 

O emprego da técnica ISSR na caracterização da diversidade genética 

das possíveis árvores matrizes, indiscutivelmente, agrega qualidade a 

produção das mudas provindas dessas árvores. Esse direcionamento de 

trabalhos resulta em lotes de sementes que irão compor de forma mais 

representativa a diversidade genética existente.    

Constata-se que o período em que as áreas de estudo se encontram 

fragmentadas, não foi o suficiente para afetar os índices de diversidade 

genética das populações de A. concinnum e S. verticillata de modo 

significativo, além do que, a proximidade e similaridade da paisagem 

possivelmente vêm contribuindo para a ocorrência de fluxo gênico e 

consequente manutenção da diversidade genética. 

Contudo, diante das considerações e resultados obtidos, entende-se a 

importância do aprofundamento a cerca do conhecimento genético das 

espécies florestais que concorrem como matrizes fornecedoras de sementes 

para os projetos de recuperação ambiental.    
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8. ANEXOS 

 

 

Figura 1. Foto da espécie Astronium concinnum. 

 

 

Figura 2. Padrão de bandas do marcador molecular ISSR amplificadas a partir 
do emprego do primer UBC878 para amostras de Astronium concinnum da 
população da Floresta Nacional de Pacotuba, Cachoeiro de Itapemirim, ES. 
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Figura 3. Foto da espécie Senefeldera verticillata. 

 

 

 

 

Figura 4. Padrão de bandas do marcador molecular ISSR amplificadas a partir 
do emprego do primer UBC808 para amostras de Senefeldera verticillata da 
população da Floresta Nacional de Pacotuba, Cachoeiro de Itapemirim, ES. 
 

 


