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RESUMO 

 

A fragmentação das áreas de vegetação nativa remanescentes e a crescente ação antrópica 

estão entre as principais ameaças para a conservação da biodiversidade e consequente 

redução da diversidade genética. Neste sentido, obtenção de informações que revelem os 

níveis de diversidade genética, bem como os processos que a mantém, tornam-se necessárias 

quando se deseja praticar medidas conservacionistas. O uso de marcadores moleculares para 

o conhecimento da variabilidade genética em nível de DNA torna-se ferramenta de destaque 

para tais estudos. Dentre as espécies arbóreas que ocorrem na Floresta Atlântica, destaca-se 

a Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan., por apresentar características relevantes de 

interesse econômico e em processos de recuperação de áreas degradadas.  Assim, o presente 

estudo objetivou caracterizar a diversidade genética dentro e entre populações de 

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan., amostradas em quatro fragmentos de Floresta 

Atlântica no sul do estado do Espírito Santo - ES utilizando marcadores moleculares Inter 

Single Sequence Repeats (ISSR). Amostras de DNA de 120 indivíduos foram analisadas 

utilizando doze primers ISSR, gerando 241 fragmentos, dos quais, 196 foram polimórficos 

(81,32%). Obteve-se como resultados, o conteúdo de informação polimórfica (PIC), com 

média 0,32, caracterizando os marcadores como informativos. O número ótimo de locus foi 

de 176. A diversidade genética intrapopulacional fundamentada no índice de Nei (H’) e índice 

de Shannon (I) é média se considerarmos as populações separadamente (H’ = 0,211 a 0,272 

e I = 0,320 a 0,410), e alta para a espécie considerando todos os locais (H’ = 0,363 e I= 0,535).  

Constata-se através da análise de variância molecular (AMOVA) que existe diversidade 

genética entre e dentro das populações dos fragmentos estudados, sendo que a maior parte da 

variação genética (73,64%) é encontrada dentro dos grupos. Também foi constatada alta 

diferenciação genética entre as populações (ΦST = 0,26), com pequenas taxas de fluxo gênico 

(Nm = 1,88), próximo do valor considerado limite para isolamento genético. Tais resultados 

confirmados pela abordagem bayesiana realizada pelo software STRUCTURE.  Os dados 

obtidos permitiram identificar indivíduos adultos de A. colubrina nas áreas de estudo com 

potencial para serem utilizadas como matrizes em coleta de sementes, visto que apresentam 

significativa diversidade genética. 

 

Palavras-chave: diversidade genética, ISSR, angico branco, floresta estacional semidecidual, 

conservação da biodiversidade. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Considerado um bioma de importância global, a Floresta Atlântica é constituída por um 

conjunto de formações florestais e outros tipos de vegetação. Sua extensão original abrangia 

continuamente cerca de 130 milhões de hectares, que foram reduzidos a um mosaico de 

fragmentos (MINISTÉRIO DO MEIO AMBIENTE, 2010). 

A Fundação SOS Mata Atlântica em parceria do Instituto Nacional de Pesquisas 

Espaciais (INPE) publicou em 2016 o estudo relativo à extensão da destruição do Bioma da 

Mata Atlântica no “Atlas da Mata Atlântica”, referentes ao período de 2015 a 2016 apontando 

um desmatamento de 29.075 hectares, o que representa um aumento significativo de 57,7% 

em relação ao período anterior (2014-2015). Dentre os estados sinalizados no contexto, o 

Espírito Santo aparece com aumento no desmatamento de cerca de 116%, evidenciando alto 

índice de interferência na área. 

A grande fragmentação das áreas de vegetação nativa remanescentes e a perda de habitat 

estão entre as principais ameaças para a conservação da biodiversidade (MINISTÉRIO DO 

MEIO AMBIENTE, 2016).  Este processo impõe uma série de efeitos deletérios, como 

subdivisão de populações, aumento da taxa de endogamia e consequente erosão genética, 

menor resistência a distúrbios e risco de extinção local (RIBEIRO et. al. 2009).  

Diante desse contexto, estudos sobre diversidade genética em programas de 

melhoramento têm sido direcionados, com o objetivo de estabelecer medidas mitigadoras 

para a reversão do quadro de perda  e manutenção de biodiversidade, visando servir de base 

na seleção de árvores matrizes potencialmente promissoras para gerar populações com 

elevada variabilidade e adaptação, expandindo o potencial de cobertura de coleta de sementes 

com finalidades de recuperação e restauração de áreas degradadas (HIGA; SILVA, 2006; 

NOGUEIRA, 2007; RODRIGUES et al., 2009). 

Dentre as espécies arbóreas que ocorrem na Floresta Atlântica, destaca-se a 

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan., conhecida popularmente como angico branco, 

apresenta potencial apícola, medicinal, é utilizada na construção civil, na confecção de 

móveis, bem como para lenha e carvão (LORENZI, 2009). A espécie é amplamente 

distribuída (RODRIGUES; OSUNA, 2004; NEPOMUCENO, 2007).   
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Na região sul do Espirito Santo (ES), diante da drástica perda de áreas florestadas, 

devido ao extrativismo de madeiras, tem sido observado através de expedições a campo a 

elevada ocupação de espécie do gênero Anadenanthera. Embora espécies desse gênero 

ocupem naturalmente os biomas regionais, acredita-se que esta vasta ocorrência possa ter 

relação com a perda da biodiversidade em função das diferentes ações antrópicas, que por 

sua vez, pode favorecer espécies mais tolerantes, de fácil ocupação e alta capacidade de 

regeneração, tais como a Anadenanthera colubrina.  

Portanto, para que programas de melhoramento ou de conservação possam ser bem-

sucedidos, é essencial o conhecimento da diversidade genética intra e interpopulacional para 

o delineamento de estratégias de conservação, monitoramento, manejo, restauração de áreas 

degradadas e identificação de árvores matrizes para a coleta de sementes. Desta forma, o uso 

de marcadores moleculares para o conhecimento da variabilidade genética torna-se 

ferramenta eficiente (CRUZ et al., 2011; MARTINS, 2014). 

Os marcadores moleculares do tipo Inter Simple Sequence Repeat-ISSR (MEYER et al., 

1993; GUPTA et al., 1994; ZIETKIEWICZ; RAFALSKY; LABUDA, 1994), permitem 

quantificar a diversidade genética proporcionando um grande número de fragmentos 

polimórficos (GUIMARÃES, 2009). São considerados uma ferramenta importante para 

subsidiar estudos genéticos com espécies vegetais (CRUZ et al., 2011, IDREES; IRSHAD, 

2014), pois apresentam alto índice de informação, sendo utilizados com bastante sucesso na 

determinação da variabilidade e diversidade genética, filogenia, mapeamento genômico e em 

estudos de biologia evolutiva (NG; TAN, 2015). 

Neste sentido, o presente estudo objetivou caracterizar a diversidade genética dentro e 

entre populações de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan., amostradas em quatro 

fragmentos de Floresta Atlântica no sul do estado do Espírito Santo - ES por meio de  

marcadores moleculares ISSR,  investigando as seguintes questões:  i)  quais são os níveis de 

diversidade genética e como a diversidade genética está distribuída entre e dentro das 

populações? ii) em função do tamanho dos fragmentos em estudo e tempo de regeneração, 

existe diferença nos índices de diversidade genética da população? iii) as atividades 

antrópicas exercidas em decorrência de corte seletivo na área, influenciaram na diversidade 

genética da população? 
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2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 Fragmentação florestal e redução da variabilidade genética 

 

A fragmentação florestal é definida como a subdivisão populacional de áreas 

contínuas em demes isolados, por exemplo, um fragmento florestal representado por qualquer 

área de vegetação natural contínua, interrompido por barreiras naturais ou antrópicas, 

caracterizando um processo de redução do tamanho populacional e a formação de um novo 

arranjo para a estrutura genética espacial das populações (EWERS; DIDHAM, 2006; 

TEMPLETON, 2011). Tal evento está entre as ameaças mais importantes para a conservação 

da biodiversidade, visto que exerce uma série de efeitos na estrutura genética da população, 

onde a população é submetida a redução do seu tamanho original (CONTE, 2004; 

CABALLERO et al., 2010). 

Nessas populações menores pode ocorrer a curto prazo, efeitos mais intensos da 

deriva genética, o que significa ter as frequências de seus genes afastadas daquelas da 

população original, inclusive chegando a perder alelos, ou seja, uma força evolutiva que 

promove mudanças aleatórias nas frequências alélicas de populações finitas. Devido ao 

isolamento das populações, a deriva atua de forma independente em cada subpopulação 

(RODRIGUESS; GANDOLFI, 2007; TEMPLETON, 2011). 

Contrário a diferenciação genética entre as populações fragmentadas, o fluxo gênico 

pode ser definido como o mecanismo resultante do movimento de genes entre as populações 

e favorece o processo evolutivo por possibilitar a adaptação às condições locais e promover 

a evolução espalhando novos genes e combinações gênicas entre populações de uma 

determinada espécie. Assim, a variação genética entre as espécies resulta de um balanço entre 

forças evolutivas que tendem a produzir diferenciação local, no caso a deriva genética e a 

seleção natural, e a força que tende a produzir uma homogeneização genética entre as 

populações, o fluxo gênico (TEMPLETON, 2011). 

Esses eventos podem ser diretamente influenciados por questões históricas, fatores 

ecológicos, genéticos e demográficos sofridos pelas populações, como por exemplo, a 

colonização recente, competições com espécies invasoras, sistema reprodutivo das plantas e 
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características históricas, como a variação no sistema de cruzamento e no modo de dispersão 

de sementes (BORN ET AL., 2008; COLLEVATTI ET AL., 2010). 

Nesse sentido, estimativas a respeito da diversidade genética e medidas diretas e 

indiretas de fluxo gênico são de grande importância para o manejo e conservação dos recursos 

genéticos florestais, pois funcionam como parâmetro para quantificar o grau de diferenciação 

genética dentro e entre as populações naturais presente nos fragmentos, caracterizar a 

estrutura genética espacial e fornecer parâmetros acentuados sobre o quanto a fragmentação 

está estruturando a composição genotípica de uma população (MELO, 2012).  

 

2.2 Marcação de árvores matrizes 

 

Para promover a restauração de áreas degradadas, é necessário atentar-se a 

importância da produção de mudas de boa qualidade. Entende-se por isso, plantas resultantes 

de sementes com a maior capacidade de adaptação a eventos catastróficos. Observa-se o uso 

de árvores matrizes para a coleta de sementes, sendo estas caracterizadas em virtude de 

apresentarem características fenotípicas superiores às demais da mesma espécie 

(NOGUEIRA, 2007; ROGALSKI et al., 2005). 

As características sinalizadas para considerar uma árvore matriz, dependem da 

finalidade da seleção, porém algumas características são comuns a todas as finalidades: boa 

condição fitossanitária; ritmo de crescimento; porte; forma do tronco; forma da copa; 

ramificação; vigor; densidade da madeira; e produção de sementes (NOGUEIRA; 

MEDEIROS, 2007; SENA; GARIGLIO, 2008). 

Ainda, torna-se importante destacar que para a marcação de determinada matriz se faz 

necessário considerar os objetivos a que se destina, pois caso a finalidade seja obtenção de 

madeira, a altura e o diâmetro do caule se tornam características imprescindíveis, entretanto, 

se for a produção de frutos, deve-se levar em consideração o tamanho e à forma da copa 

(SENA; GARIGLIO, 2008). 

Para a marcação de matrizes com a finalidade de produção de mudas, auxílio à prática 

de coleta e permitir o monitoramento da qualidade das sementes de cada espécie deve-se 

eleger várias árvores como matrizes  num mesmo ambiente e em ambientes distintos para 

garantir a diversidade genética das populações, visto que para um maior ganho genético, é 
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necessário garantir que os indivíduos superiores mantém variabilidade genética para futuras 

gerações, portanto para se obter sucesso na coleta de sementes de alta qualidade, as árvores 

matrizes selecionadas devem ser representativas da diversidade genética da população, a fim 

de conservar o potencial das espécies (SEBBENN, 2002; MARTINS et al., 2009). 

Para apontar números mínimos e distância entre as matrizes para posterior coleta de 

sementes, diferentes fontes literárias apresentam resultados variados.  Higa & Silva (2006) 

apontam que, deve-se coletar sementes em pelo menos 30 árvores matrizes para 

reflorestamentos ambientais. Nogueira e Medeiros (2007) indicam que a coleta deve ser feita 

entre 10 e 20 árvores matrizes ao acaso em cada população. Já Sena e Gariglio (2008) 

recomendam que a coleta seja feita em no mínimo, 15 árvores por espécie. Ainda que 

apresentem um número variável, é possível observar que o objetivo em todas as fontes é o 

mesmo, obter sementes que representam a variabilidade genética da população local. 

Outras características devem ser observadas como: tipologia florestal, solos e clima e 

a identificação de localização das matrizes para posterior coleta de semente. Por fim, tais 

informações devem ser registradas e armazenadas para acesso dos demais pesquisadores. 

(HIGA; SILVA, 2006). 

 

2.3 Caracterização, ocorrência e potencialidades da espécie Anadenanthera colubrina 

 

A. colubrina pertence à família Fabaceae, é popularmente conhecida como “angico 

branco”, angico-branco-liso, angico cambuí, cambuí-angico, cambuí-vermelho, cauvi, 

curupai, jurema-preta. (LORENZI, 2009). Amplamente distribuída, desde o nordeste do 

Brasil até a Bolívia, Argentina, Paraguai e Peru (RODRIGUES; OSUNA, 2004; 

NEPOMUCENO, 2007).  

De acordo com o sistema de classificação, a posição taxonômica da espécie obedece à 

seguinte hierarquia, exposto na Tabela 1.  

Tabela 1 - Classificação taxonômica atual da Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan. 

 Especialização Taxonomia 

Classe Equisetopsida 

SubClasse Magnoliidae 

Super ordem Rosanae 

(Continua) 
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Ordem Fabales 

Família Fabaceae 

Gênero Anadenanthera Speg. 

Espécie Anadenanthera colubrina (Vell.) 

Brenan. 

Fonte: Tropicos.org. Missouri Botanical Garden. Acesso 13 Abr. 2018. 

É característica de floresta secundária, heliófita e em resposta as variações climáticas 

sazonais apresentam-se caducifólias (MONTEIRO et al., 2006). Possui entre 10 e 20m de 

altura e 30 e 60cm de diâmetro a altura do peito (DAP) (Figura 01a) (BORGES, 2012; 

MEDEIROS, et al. 2017).  

Sua madeira é densa, de superfície lisa, clara e lustrosa, com caule reto ou tortuoso, 

mais ou menos cilíndrico (Figura 01f) (CARVALHO, 2002; FERNANDES; et al. 2016; 

MONTEIRO; et al. 2006). Fuste pode atingir cerca de 12m. As gemas apicais possuem 

ramificação dicotômica, tortuosa e irregular, que podem causar bifurcações no fuste, com 

engalhamento grosso.  A casca é pouco espessa de (20mm), com textura externa lisa, áspera 

e provida de fendas finas longitudinais. (Figura 01e). As folhas são compostas bipinadas, a 

raque da folha possui 15 a 20 cm de comprimento, com 15 a 35 pares de pinas multifoliados 

(Figura 1b) (CARVALHO, 2002).  

As flores estão organizadas em inflorescências, medindo até 40 cm de comprimento 

sendo que cada gema produz de duas a cinco inflorescências e coloração branca a creme 

levemente perfumadas (Figura 1b) (BORGES, 2010; CARVALHO, 2002). A sementes são 

estenospérmicas, com formato achatado e orbicular, é rugosa, coriácea, de coloração marrom, 

altamente polida dando um aspecto brilhante (Figura 1d). A dispersão de frutos e sementes é 

autocórica e, principalmente, barocórica (por ação da gravidade) (Figura 1c) (BARRETO & 

FERREIRA, 2011; CARVALHO, 2002). 

 

(Conclusão) 
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Figura 1- Figuras ilustrativas de Anadenanthera. colubrina: árvore adulta (a), flor e folhas (b), fruto (c), semente (d), casca (e) e madeira (f). 

Fonte: LORENZI, 2002.
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Outra característica da espécie é o fato de ser andromonóica, ou seja, produz tanto 

flores hermafroditas quanto masculinas, sendo que cada glomérulo apresenta os dois tipos de 

flores. Na região superior da inflorescência encontra-se as flores hermafroditas, enquanto as 

masculinas estão dispostas na região inferior (BORGES, 2012). A espécie é de preferência 

alógama, devido a autoincompatibilidade, ou seja, a incapacidade da planta fértil formar 

sementes quando fertilizada por seu próprio pólen, com polinização realizada por abelhas e 

pequenos insetos, tendo seu período de floração variando de agosto a outubro dependendo da 

região (CARVALHO, 2003; COSTA et al., 1992).  

Entre os seus principais usos, destaca-se a medicina popular, sendo indicado o uso 

para tratar de problemas respiratórios e inflamações (MONTEIRO, et al. 2006), a produção 

de tacos, marcenaria, desdobro, obras internas, ripas, embalagens, construção civil e naval, 

possui lenha e carvão de boa qualidade (CARVALHO, 2002).  Apresenta características 

relevantes em processos de recuperação de áreas degradadas, tais como, capacidade de 

estabelecimento em condições limitadas, atração de fauna, rápido crescimento e grande 

deposição de serapilheira (BARBOSA, 2000). 

 

2.4 Análise da diversidade genética com base no uso de marcadores moleculares ISSR 

 

A diversidade genética em plantas pode ser estimada de várias maneiras. O mais 

simples indicador de variabilidade genética é a própria variabilidade morfológica. As 

características morfológicas, porém, podem ser influenciadas pelo ambiente, apresentando 

variação contínua e grande plasticidade. Portanto, faz-se necessário a utilização de 

características não influenciáveis pelo ambiente. As técnicas de biologia molecular permitem 

a observação de polimorfismo diretamente nas sequências do material genético dos 

organismos. Nesse sentido marcadores moleculares abrem novas perspectivas para pesquisas 

em conservação de espécies e têm sido amplamente utilizados no monitoramento da 

variabilidade genética (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998, TACUATIÁ, 2012). 

Marcadores moleculares surgiram na década de 1980, e se destacam por serem 

evolutivamente neutros, aplicáveis a qualquer material vegetal e em qualquer estágio de 

desenvolvimento, permitindo obter um número quase ilimitado de polimorfismos 

distribuídos aleatoriamente ao longo de todo o genoma (FALEIRO, 2007; GUIMARÃES et 

al., 2009). Tal marca representa qualquer fenótipo molecular resultante da expressão de um 
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gene ou de um segmento específico de DNA, que pode ser detectado e a sua herança 

monitorada (RAJEEV et al., 2007).  

Os marcadores moleculares referem-se a diferenças entre indivíduos nas suas 

sequências de nucleotídeos ao longo da fita de DNA e podem ser classificados em função de 

sua herança, como dominantes e codominantes. Em indivíduos diploides, marcadores 

codominantes permitem a distinção de ambos os alelos homólogos de um loco. Já os 

marcadores dominante não permitem distinguir o fenótipo heterozigoto do homozigoto 

dominante (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). 

Fundamentado na técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) ou Reação em Cadeia 

da Polimerase, várias categorias de marcadores moleculares foram desenvolvidas. Destacam-

se o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA - Polimorfismo de DNA Amplificado ao 

Acaso) (WILLIAMS et al., 1990); AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism - 

Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos Amplificados) (VOS et al, 1995); SSR 

(Simple Sequence Repeats - Sequências Simples Repetidas) ou microssatélites (LITT; LUTY, 

1989) e o ISSR (Inter Simple Sequence Repeats - Inter Repetições de Sequência Simples) 

(MEYER et al., 1993; GUPTA et al., 1994; ZIETKIEWICZ, RAFALSKY; LABUDA, 1994).  

Tais marcadores são considerados as principais classes para estudos genéticos vegetais 

e diferem com respeito as características importantes como abundância genômica, nível de 

polimorfismo detectado e informação genética, especificidade dos locos, reprodutibilidade, 

requerimentos técnicos e investimento financeiro (MALIK et al., 2014). 

Entre os marcadores moleculares citados podemos destacar o ISSR. A técnica de 

marcadores ISSR foi desenvolvida por grupos de pesquisas independentes por volta de 1990 

(MEYER et al., 1993; GUPTA et al., 1994; ZIETKIEWICZ, RAFALSKY; LABUDA, 1994) 

e envolve a amplificação de DNA por PCR e a utilização de um único primer (de 16 a 25 

pares de base) desenvolvido com base nas sequências microssatélites nas extremidades 5’ e 

3’ (GUIMARÃES et al., 2009; IDREES; IRSHAD, 2014). 

Esses marcadores permitem quantificar a diversidade genética proporcionando um 

grande número de fragmentos polimórficos (GEORGE, 2009) e são considerados uma 

ferramenta importante para subsidiar estudos genéticos com espécies vegetais (CRUZ et al., 

2011, IDREES; IRSHAD, 2014), pois são altamente informativos, sendo utilizados com 

sucesso na determinação da variabilidade e diversidade genética, filogenia, mapeamento 

genômico e em estudos de biologia evolutiva (NG; TAN, 2015). 
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Por serem marcadores dominantes ISSRs produzem em uma única reação múltiplos 

fragmentos de DNA (considerados locus), sem a necessidade do conhecimento prévio da 

sequência de DNA das regiões alvo (NG; TAN, 2015), apresentam natureza hiperváriavel, 

alta transferibilidade e baixo custo (BORÉM; CAIXETA, 2009; SOUZA, 2015). Também 

têm sido utilizados com sucesso em análises de diversidade genética em espécies arbóreas 

tais como: Bertholletia excelsa (RAMALHO, 2016), Hancornia speciosa (SOARES et al., 

2017), Mimosa caesalpiniaefolia (ARAÚJO et al., 2016), Lecythis pisonis Cambess (BORGES, 

2016), Schizolobium parahyba var. amazonicum (JUNIOR, 2017) e Plathymenia reticulata. 

(CRUZ, 2017).  Em tais estudos, os marcadores ISSR demonstraram eficiência para revelar 

e quantificar a diversidade genética das espécies. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

 

Caracterizar a diversidade genética dentro e entre populações de Anadenanthera 

colubrina (Vell.) Brenan., amostradas em quatro fragmentos de Floresta Atlântica no sul do 

estado do Espírito Santo por meio de marcadores moleculares ISSR. 

 

3.2    Objetivos específicos  

 

 Caracterizar a distribuição da diversidade genética dos indivíduos demarcados 

utilizando marcadores moleculares ISSR; 

 Selecionar as árvores de Anadenanthera colubrina como potencial para serem 

utilizadas como matrizes para coleta de sementes, presentes em quatro 

fragmentos florestais, área de Floresta Atlântica do Espírito Santo; 

 Obter informações que contribuam para a conservação de Anadenanthera 

colubrina presentes nos locais de estudo; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Caracterização da área de estudo 

 

Para realização do estudo, os indivíduos foram marcados e coletados em quatro 

fragmentos de Floresta Atlântica no sul do estado do Espírito Santo – ES (Figura 2). 

 

Figura 2 - Mapa de localização da área de estudo, indicando o estado, os quatro fragmentos, a localização de 

cada indivíduo de Anadenanthera colubrina (na cor vermelha). Fonte: A autora. 

O fragmento 01, conhecido como Floresta da Rosal, está localizado no município de 

Guaçuí – ES, na Área de Preservação Permanente  
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(APP) as margens da represa da Usina Hidrelétrica Rosal, que pertence a empresa 

CEMIG (Companhia Energética de Minas Gerais), distante do centro urbano cerca de 19,4 

km (20º 53’ latitude Sul e 41º 42’ de longitude Oeste). 

A usina possui uma área de espelho d’água de 170 hectares e é limitada pelos 

municípios de Guaçuí/ES, São José do Calçado/ES e Bom Jesus do Itabapoana/ RJ 

(REZENDE et al., 2009; CURTO, 2011). O local possui o relevo acidentado, com altitude 

média de 550 metros, ocorrência de chuvas entre os períodos de novembro a fevereiro, 

apresentando período mais seco de julho a setembro. Segundo a classificação de Köppen o 

clima da região se apresenta no tipo Cfa (subtropical, com verão quente), e com temperatura 

média anual de 19ºC, com precipitação anual em torno de 1.246 mm (ALVARES et al., 2013).   

Para a instalação da usina, por volta de 1990, toda a área passou por um grande processo 

de exploração de seus recursos madeireiros, em virtude de cortes seletivos de madeiras para 

utilização comercial e também para o desenvolvimento de atividades pecuárias na região. Em 

razão do seu potencial comercial, a Anadenanthera colubrina esteve dentre as espécies que 

teve sua madeira utilizada na fazenda e região, na produção de cercas, currais, produção de 

móveis, construção civil, lenha e carvão (LAGE, 2012).   

Ainda que tenha sofrido intensa exploração em seu entorno, a área possui 

aproximadamente 93 hectares de floresta preservada que constituem um dos remanescentes 

de Floresta Atlântica mais importantes da região (SANSEVERO; PIRES; PEZZOPANE, 

2006; CURTO et al., 2013).  

O fragmento 02, localizado no município de Jerônimo Monteiro – ES, na Rodovia 

S482, possui uma área de aproximadamente 2 hectares, com coordenadas geográficas de 

20°48’ latitude Sul e 41°21’ longitude Oeste. Possui altitude média de 168 m. A temperatura 

média é de 23°C, a precipitação pluviométrica de 1.200mm/ano e clima quente e úmido 

(ALVARES et. al, 2013). O solo que predominante nesta área é classificado como Latossolo 

Vermelho Amarelo (EMBRAPA, 2018). 

A área de estudo sofreu acentuada interferência no passado, sem qualquer 

preocupação com práticas de conservação, em especial com a manipulação da cultura do café 

e pastagens, técnicas antigas muito comuns utilizadas pioneiramente, com significativas 

derrubadas das matas e posterior queima da madeira, ocasionando um grande impacto de 

erosão no solo.  A região está em processo de regeneração natural, porém o local sofre com 
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ação antrópica em função da proximidade das ruas, casas e áreas urbanas em geral, 

interferindo diretamente na sua recomposição florística. 

O fragmento 03 localiza-se na Área de Relevante Interesse Ecológico (ARIE) Laerth 

Paiva Gama, antigo Horto Florestal Municipal, em Alegre – ES, situado próximo a rodovia 

ES 482, nas coordenadas 20°46’ latitude Sul 41°32’ de longitude Oeste, com altitude média 

345 m e área de 27,54 hectares aproximadamente, próximo ao perímetro urbano de Alegre. 

O solo que predominante nesta área é classificado como Latossolo Vermelho Amarelo 

(EMBRAPA, 2018) e o clima é caracterizado como Cwa, tropical quente úmido, 

apresentando inverno frio e seco (KӦPPEN, 1948), com inverno seco e o verão chuvoso, 

temperatura média de 23,1°C e a precipitação total anual média de 1341 mm (ALVARES et 

al., 2013). 

A transformação de Horto Florestal para ARIE Laerth Paiva, aconteceu no dia 28 de 

dezembro de 2005, através da Lei Municipal 2.693/2005. O Horto Florestal Municipal de 

Alegre - ES, foi criado após um período de exploração agrícola, em 1992, de acordo com a 

Lei Municipal nº. 1942/91, e inicialmente atendia ao Programa Estadual de Criação de Hortos 

Florestais. 

 Com a intenção de propiciar maior proteção, o local foi enquadrado em uma das 

modalidades de Unidades de Conservação da Lei Federal N° 9.985 que instituiu o Sistema 

Nacional de Unidades de Conservação da Natureza – SNUC,  a modalidade Área de 

Relevante Interesse Ecológico, ficando estabelecido que se chamaria Área de Relevante 

Interesse Ecológico Laerth Paiva Gama, que visa primordialmente à conservação da porção 

da Floresta Estacional Semidecidual Montana, que fora devastada no município de Alegre, 

(COUTO, 2013). 

A Área de Relevante Interesse Ecológico é uma Unidade de Conservação de Uso 

Sustentável, caracterizada como uma área em geral de pequena extensão, com pouca ou 

nenhuma ocupação humana, com características naturais extraordinárias ou que abriga 

exemplares raros da biota regional, preferencialmente declarada pela União, Estados e 

municípios quando tiver extensão inferior a cinco mil hectares (SEMA, 2013). 

O estudo foi realizado em um trecho de floresta secundária em estágio médio de 

regeneração, importante por abrigar diversas espécies da fauna e da flora nativa, que sofre 

com ações antrópicas da comunidade que reside no entorno, principalmente de agricultores, 
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evidenciado por clareiras e trilhas no interior do fragmento. Isso mostra a fundamental 

importância de preservar e conservar a área de mata nativa. 

A área é um centro de produção de mudas de essências florestais, unidade de 

sustentabilidade e um espaço destinado à prática contínua de educação ambiental, estudo e 

preservação do meio ambiente. Além disso, possui um bosque reflorestado, apropriado para 

o lazer e o contato com a natureza. 

O fragmento 04 está localizado em área do Instituto Federal de Educação Ciência e 

Tecnologia do Espirito Santo que compõe o Polo de Educação Ambiental - PEAMA (IFES, 

Campus de Alegre), no município de Alegre –ES, na rodovia ES 482 (20°46' de latitude Sul 

e 41°27' de longitude Oeste), com altitude média de 254 m. O clima da região é caracterizado 

como Cwa segundo a classificação de Köppen, tropical quente úmido, apresentando inverno 

frio e seco. A temperatura anual média é de 23,1ºC e a precipitação total anual média é de 

1341 mm (ALVARES et al., 2013). O relevo presente na região é constituído por áreas 

onduladas e montanhosas e topografia acidentada, intercaladas por pequenas áreas planas. O 

solo é classificado como Latossolo Vermelho Amarelo (MENDONÇA, 2007). 

O IFES, Campus de Alegre foi criado em 1992, abrange uma área aproximada de 70 

hectares, sendo 40 hectares composto por mata preservada secundária e capoeira. Em meados 

da década de 60 em virtude da exploração, a área sofreu com corte seletivo de madeira, 

cafezais e pastagem, o que resultou em um mosaico com fases sucessionais distintas em 

virtude dos diferentes estágios de regeneração, onde árvores mais antigas ocorrem adjacentes 

às mais jovens (LORENZONI, 2013). Atualmente vem se destacando também na formação, 

pois passou a ser procurado por muitos estudantes, pesquisadores e produtores rurais para 

pesquisas que podem contribuir para o conhecimento e preservação da biodiversidade local. 
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4.2 Coleta de dados 

 

Foram amostrados 120 indivíduos adultos de Anadenanthera colubrina, sendo 

representados na figura: 

 

  

 

Figura 3 - Mapa de localização das quatro áreas de estudo, indicando área da Rosal – Guaçuí (Fragmento 01), 

área em Jerônimo Monteiro (Fragmento 02), ARIE – Alegre (Fragmento 03), IFES - Alegre (Fragmento 04), 

onde os indivíduos das populações de Anadenanthera colubrina estão representados pela cor vermelha. Fonte: 

A autora. 
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 Os indivíduos foram selecionados por meio do método de busca, que consistiu em 

caminhadas por toda a área, numerados com tinta spray vermelha, suas coordenadas 

geográficas e altitudes demarcadas utilizando Sistema de Posicionamento Global – GPS 

(GPSmap 60CSx), a caracterização dendrométrica foi realizada com o auxílio da fita 

diamétrica afim de verificar o diâmetro a altura do peito, cerca de 1,30 m da base (DAP) e a 

altura aproximada constatada utilizando uma haste de 2,00m estimando visualmente o ponto 

de medição da árvore, descrito conforme ficha de caracterização de árvores matrizes (Anexo 

1). 

No fragmento 01, área da Rosal em Guaçuí, foram encontradas 40 árvores com altura 

entre 12 a 28 m e DAP de 16 a 76,5 cm, numeradas de 01 a 40, amostradas no interior da 

Área de Preservação Permanente - APP pertencente a CEMIG. O fragmento 02, possui 40 

árvores com altura entre 7,5 a 36 m e DAP entre 19 a 65,3 cm e refere-se a uma área de 

aproximadamente 2 hectares, que sofre com ação antrópica ao longo dos anos, localizada no 

município de Jerônimo Monteiro – ES, na Rodovia S482, numerados de 41 a 80. O fragmento 

03 é uma área de floresta mista, composta por regenerantes em diferentes estágios, chamada 

de Área de Relevante Interesse Ecológico (ARIE) Laerth Paiva Gama, conhecida 

popularmente como antigo Horto Florestal Municipal, Alegre – ES, situado próximo a 

rodovia ES 48, com área de 27,54 hectares, apresenta árvores com altura de 09 a 32 m e DAP 

09 a 27,1 cm, que foram numeradas de 81 a 96. Fragmento 04, área de aproximadamente 40 

hectares preservado, localizado em área do Instituto Federal de Educação Ciência e 

Tecnologia do Espírito Santo, no município de Alegre –ES com árvores com altura de 12 a 

32 m e DAP 12,6 a 34,5 cm, numeradas de 97 a 120. (Apêndice 1) 

Se comparadas, as áreas possuem tamanhos e estágios de regeneração, números de 

indivíduos adultos de Anadenanthera colubrina e acessibilidade para coletas diferentes.  

Foram coletadas um total de 120 indivíduos adultos (Apêndice 1), totalizando 120 amostras 

para as análises moleculares. 

Amostras foliares foram coletadas com uso de carabina de pressão CBC jade 5.5mm 

e estilingue para retirada de pequenas porções, e armazenadas no campo em sacos de papel 

contendo sílica para minimizar o processo de oxidação, que pode iniciar logo após a coleta.  

Após as amostras foram transferidas para sacos de alumínio e armazenadas em freezer 

-30 °C. Posteriormente, foram liofilizadas no Liofilizador L108 da Liobras. 
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4.3 Extração do DNA   

 

A extração do DNA foi realizada no Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular 

do Centro de Ciências Agrárias e Engenharias da Universidade Federal do Espírito Santo.   

Utilizou-se o protocolo de Doyle e Doyle (1990) com modificações propostas pelo 

Instituto Agronômico de Campinas (IAC), adequado para espécies vegetais com altas 

concentrações de polissacarídeos.  

Adicionar 700μL de tampão de extração (2% CTAB, 1,4 mol/L NaCl, 20mmol/L 

EDTA pH8; 100 mmol/L Tris-HCl pH 8,0; 1% PVP; 0,2% β-mercaptoetanol) em cerca de 

300 mg de tecido vegetal macerado e incubar a 65°C por 30 minutos. 

Diferentemente do protocolo tradicional de Doyle e Doyle (1990), após a retirada do 

banho-maria adiciona-se 650 μL Clorofórmio-Álcool Isoamílico (24:1) e homogeneizar a 

cada 10 minutos. Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos. Transferir a fase aquosa e 

adicionar 200 μL de tampão de extração juntamente com 650 μL Clorofórmio-Álcool 

Isoamílico (CIA) e homogeneizar novamente. Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos. Após 

esse passo transferir a fase aquosa para um novo eppendorf e novamente foi adicionar 650 

μL CIA centrifugando outra vez a 12000 rpm por 10 minutos. 

Para precipitar o DNA adiciona 1 volume de isopropanol gelado e 230 μL de acetato 

de amônio (solução não presente no protocolo tradicional). Centrifugar a 12000 rpm por 10 

minutos. Lavar 3 vezes com 250 μL de etanol 70%. Ao final, após secar o DNA ressuspender 

em 40 μL de TE + 40 μg/mL de RNAse, colocar em banho-maria a 37°C por 30 minutos. 

Após a extração, as concentrações e pureza de DNA das amostras foram estimadas usando 

espectrofotômetro Nanodrop (Thermo Scientifc 2000C).  
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4.4   Análises moleculares 

 

As análises moleculares foram inicialmente realizadas em testes com amostras de DNA 

de cinco indivíduos, utilizando 20 primes ISSR da University of British Columbia - UBC para 

seleção dos mais informativos (Tabela 2). Os marcadores que geraram amplificações com 

bandas bem definidas e de fácil visualização foram utilizados para os estudos de diversidade 

e estrutura genética em todos os indivíduos amostrados. 

Tabela 2 - Primers ISSR (University of British Columbia - UBC), testados em amostras de DNA de cinco 

indivíduos da espécie Anadenanthera colubrina e suas respectivas sequências (5’-3’).  

                      

 

           

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primers Sequências (5’-3’)* 

UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 

UBC 809  AGA GAG AGA GAG AGA GG 

UBC 810 GAG AGA GAG AGA GAG AT 

UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 

UBC 812 GAG AGA GAG AGA GAG AA 

UBC 813 CTC TCT CTC TCT CTC TT 

UBC 814 CTC TCT CTC TCT CTC TA 

UBC 815 CTC TCT CTC TCT CTC TG 

UBC 818 CAC ACA CAC ACA CAC AG 

UBC 822 TCT CTC TCT CTC TCT CA 

UBC 824 TCT CTC TCT CTC TCT CG 

UBC 827 ACA CAC ACA CAC ACA CG 

UBC 829 TGT GTG TGT GTG TGT GC 

UBC 834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 

UBC 836  AGA GAG AGA GAG AGA GYA 

UBC 840 GAG AGA GAG AGA GAG AYT 

(Continua) 
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          * A= Adenina; T= Timina; C= Citosina; G= Guanina; H = (A, T ou C); R = (A ou G); V = (A, C ou G) e  

Y = (C ou T). 

Para cada PCR com volume final de 20 µL, utilizou-se tampão 1X (10 mmol/L de Tris-

HCl pH 8,5 e 50 mmol/L de KCl), 2,5 mmol/L de MgCl2, 0,25 mmol/L de cada dNTP, 0,2 

μmol/L de primer, 1 unidade de Taq DNA polimerase e cerca de 50ng de DNA genômico. 

As amplificações foram realizadas em termociclador Veriti 96 Thermal cycler, com etapas 

de desnaturação a 94 °C, por 5 min, seguida de 35 ciclos de 94 °C, por 45 s, anelamento de 

52 ºC, por 45 s, e 72 °C, por 90 s, com extensão final de 72 °C, por 7 minutos. 

Os produtos da amplificação foram separados por eletroforese em gel de agarose 2%, 

com tampão TBE 1X (Tris - 0,089 mol/L, Ácido bórico – 0,089 mol/L e EDTA- 0,002 mol/L e 

água ultra-pura) numa voltagem de 100 Volts, por aproximadamente 4 horas.  

Após a corrida, os géis foram corados por imersão em solução de brometo de etídio 

(0,50 μg/mL) por aproximadamente 20 minutos e fotografados sob luz ultravioleta e os 

fragmentos de DNA visualizados com o sistema de fotodocumentação Image Lab™ (Bio-

Rad, Brasil), permitindo a distinção entre presença e ausência de bandas, além do tamanho 

dos fragmentos com auxílio do marcador de peso molecular Ladder 100 pares de bases (bp). 

 

 

 

 

 

 

 

 

UBC 842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG 

UBC 849 GTG TGT GTG TGT GTG TYA TCC A 

UBC 855 ACA CAC ACA CAC ACA CYT 

UBC 868 GAA GAA GAA GAA GAA GAA 

(Conclusão) 
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4.5 Análises estatísticas 

 

Os géis foram analisados a fim de verificar a relação entre número e tamanho de 

fragmentos observados para detecção de polimorfismos, o que permitiu interpretar para cada 

primer o padrão de bandas exibidas, onde cada banda ISSR foi considerado um loco 

independente e as bandas que apresentavam a mesma posição para os indivíduos indicavam 

amplificação do mesmo fragmento de DNA, desse modo, uma banda monomórfica para 

aquele loco gênico, e bandas em posições distintas eram de locos diferentes e portanto 

polimórficas. 

A partir da observação das imagens dos géis foi gerada uma matriz de codificação dos 

genótipos individuais, envolvendo os 120 indivíduos amostrados, atribuindo valor igual a 1 

para a presença de banda e 0 para ausência, considerando o tamanho dos alelos em cada loco. 

Inicialmente foi realizada uma análise descritiva dos dados, envolvendo número total de 

bandas (NTB), número de bandas polimórficas (NBP), porcentagem de bandas polimórficas 

(PBP) por primer e a variação de tamanho dos fragmentos gerados em pares de bases (TPB). 

O conteúdo de informação polimórfica (PIC) foi calculado para discriminar o poder 

do marcador em detectar polimorfismos entre os indivíduos, conforme proposto por Roldan-

Ruiz et al. (2000), tendo como indicadores a ausência e a presença de bandas: 

PICi = 2ƒi (1 – ƒi) 

Em que: 

PICi = O conteúdo de informação polimórfica do marcador i; 

ƒi = A frequência dos fragmentos presentes na amostra; 

1 - ƒi = A frequência dos fragmentos ausentes. 

 

A matriz binária foi submetida a análises estatísticas para estimativas dentro e entre os 

grupos. 

A similaridade foi estimada para cada par de indivíduos, a partir de simulações de 

reamostragens de diferentes tamanhos, com 2.000 permutações, obtendo a correlação (r) 

entre a matriz original e a simulada. O valor que indica o ajuste dessas matrizes, denominado 

valor de estresse (E), foi calculado e considerado satisfatório quando inferior a 0,05 e a 

correlação mais próxima de 1. (KRUSKAL, 1964). Através da análise de bootstrap utilizando 
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o auxílio do programa GENES (CRUZ, 2013), foi indicado o número ótimo de fragmentos 

polimórficos para o estudo. 

 

4.5.1 Análise intrapopulacional 

 

O cálculo de comparação de variação genética entre genótipos dos indivíduos foi 

efetuado com base nos índices de dissimilaridade. A comparação foi realizada par a par, 

considerando todos os indivíduos coletados e para cada unidade amostal individualmente. 

Inicialmente, para análise, estimou-se os coeficientes de similaridade (S) entre os pares de 

indivíduos com base no coeficiente de Jaccard (JACCARD, 1901), que compara o número 

de presença de bandas comuns e o número total de bandas envolvidas (MEYER et al., 2004). 

Os valores encontrados, para Jaccard, se enquadram na escala de 0 a 1, assim, quanto mais 

próximo de 1 maior será a similaridade conforme expresso abaixo:  

 

Em que:  

 a = Número de coincidências do tipo 1 – 1 para cada par de indivíduos;  

 b = Número de discordâncias do tipo 1 – 0 para cada par de indivíduos;  

 c = Número de discordâncias do tipo 0 – 1 para cada par de indivíduos;  

 

A partir dos resultados obtidos de medidas de similaridades, encontrou-se os índices de 

dissimilaridade entre os pares de indivíduos pela expressão:  

 

D = 1 - S 

Em que: o D= representa a Dissimilaridade, e o S a Similaridade entre os indivíduos 

par a par. 

Estes resultados, determinam a distância entre dois pontos, indicando que quanto maior 

este valor, maior será a dissimilaridade. 

A partir da matriz de dissimilaridade, utilizou-se o método de ligação de média não 

ponderada entre os grupos (Unweighted Pair-Group Method Average - UPGMA), 

determinando o número de agrupamentos genéticos entre os indivíduos e o seu resultado 

apresentado na forma de cinco dendrogramas, caracterizando as distâncias. Sua forma faz 
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referência a uma árvore composta por várias ramificações, onde nas extremidades estão 

alocadas as variáveis em investigação. Cada valor ordenado no eixo das abscissas (x), 

expressa a relação de similaridade ou dissimilaridade a partir das porcentagens de 

informação, obtendo um parecer de quanto determinados indivíduos de cada local são 

semelhantes ou divergentes molecularmente (SNEATH & SOKAL, 1973). 

O ponto de corte (Pc) para determinação do número de grupos formados no 

dendrograma, foi estabelecido pelo critério estatístico proposto por Mojema (1977), 

representado pela equação: 

  

Pc = m + kdp 

 

Em que: “m” representa a média dos valores de distância dos níveis de junção 

correspondentes aos estádios; k = 1,25 estabelecido conforme Milligan; Cooper, 1985; e dp 

o desvio padrão. 

O coeficiente de correlação cofenética (CCC) foi estimado a fim de verificar a 

confiabilidade dos dados e a consistência dos agrupamentos, verificando os ajuste entre as 

médias de dissimilaridades originais e as geradas graficamente (SOKAL; ROHLF, 1962). 

As análises acima foram estimadas por meio do programa GENES (CRUZ, 2013). 

 Por meio do programa POPGENE 1.32 (YEH; BOYLE,1997), foi estimada a 

diversidade genética molecular, pressupondo que os cálculos do locos estavam em Equilíbrio 

de Hardy-Weiberg. Assim, estimou-se os parâmetros de diversidade genética contida em cada 

um dos fragmentos amostrados considerando todos os indivíduos:  número de alelos 

observados (Na), número de alelos efetivos (Ne), diversidade genética de Nei (H’) (NEI, 

1978) e índice de Shannon (I) (SHANNON; WIEVER, 1949). 

 

4.5.2 Análise interpopulacional 

 

Para a análise interpopulacional, calculou-se a análise de variância molecular 

(AMOVA), para revelar a diferenciação genética dentro e entre os fragmentos amostrados, 

por meio do programa Arlequim versão 3.11 (LAURENT EXCOFFIER, 1998).   

A análise de fluxo gênico foi estimada indiretamente entre os indivíduos das 

populações amostradas a partir das estimativas de divergência genética entre grupos (GST), 

em função de Nm, pela fórmula Nm = 0,5 (1-GST) /GST (McDERMOTT; McDONALD, 
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1993). A distância genética entre as populações foi realizada usando o modelo proposto por 

Nei (1978). Essas análises foram realizadas com o programa POPGENE 1.32 (YEH; 

BOYLE, 1997). 

Por fim, foi realizada inferência Bayesiana entre todos os indivíduos, obtida pelo 

Structure 2.3.4 (PRITCHARD, STEPHENS e DONNELLY, 2000), fornecendo uma 

inferência do número de grupos genéticos (K) em que os genótipos estão estruturados. A 

análise foi realizada sob o modelo de mistura assumindo frequências alélicas independentes 

com um período “burn-in” de 2500 a 7500 corridas de repetições e 20 interações para cada 

K.  O número de grupos genéticos foi determinado pela metodologia ∆K proposto por 

Evanno; Regnaut e Goudet (2005) usando o software STRUCTURE HARVESTER (EARL; 

VONHOLDT, 2012). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Seleção de primers 

 

O DNA obtido a partir do método de extração, possibilitou a amplificação nos ensaios 

de PCR, demonstrando polimorfimos entre os indivíduos. 

Foram testados 20 primers, destes foram selecionados 12 (Tabela 3) por apresentarem 

perfil de amplificação satisfatório, número considerável de fragmentos bem definidos e de 

boa visualização (Figura 4) proporcionando um total de 241 bandas. O número de bandas por 

iniciador variou de 15 (UBC 809) a 26 (UBC 815), apresentando uma média de 20,08 bandas 

por primers com uma variação de 230 a 1500 pb. Do total de 241 bandas, 196 foram 

polimórficas, resultando em um percentual de 81,32% de polimorfismo. O primer que 

revelou o maior número de bandas polimórficas foi o UBC 827 com 100% de banda 

polimórficas enquanto o UBC 868 foi o menos informativo, apresentando 52,17%. 

O valor médio do conteúdo de informação polimórfica (PIC) foi de 0,32, variando entre 

0,43 (UBC 834) a 0,12 (UBC 868). 

Tabela 3 - Primers ISSR selecionados para A. colubrina apresentando número total de bandas (NTB), 

número de bandas polimórficas (NBP), porcentagem de bandas polimórficas (PBP), variação de tamanho dos 

fragmentos gerados em pares de bases (TPB) estabelecido com base em marcador de 100pb e conteúdo de 

informação polimórfica (PIC). 

 

(Continua)

Primer NTB NBP PBP (%) TPB (Máx – Min.) PIC 

UBC 807 22 17 77,27% 1160 – 320 0,29 

UBC 809 15 14 93,33% 1300 – 480 0,36 

UBC 810 21 19 90,47% 1200 – 320 0,34 

UBC 812 20 15 75% 1100 – 420 0,32 

UBC 815 26 20 76,92% 1500 – 520 0,32 
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(Conclusão) 
UBC 822 21 17 80,95% 1200 – 620 0,25 

UBC 827 22 22 100% 1200 – 490 0,33 

UBC 834 20 17 85% 1220 – 340 0,43 

UBC 836 20 14 70% 1180 – 460 0,32 

UBC 840 15 14 93,33% 1200 – 340 0,31 

UBC 842 16 15 93,75% 1100 – 230 0,36 

UBC 868 23 12 52,17% 1080 – 380 0,12 

 

TOTAL 

 

241 

 

196 

 

81,32 % 

 

- 

 

- 
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Figura 4 - Fragmentos provenientes da amplificação do DNA genômico de 29 indivíduos de A. colubrina em gel de agarose 2% com a utilização do primer UBC 868.  M - 

Marcador de peso molecular (Ladder 100 pb).  
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A diversidade genética pode ser acessada revelando polimorfismo de DNA sem 

qualquer influência ambiental (KUMAR et al., 2009; SANTANA et al., 2016). Marcadores 

dominantes, como os ISSR, são ferramentas úteis para analisar a diversidade genética, 

principalmente, em organismos não modelo ou pouco estudados (VELEZ et al., 2016), como 

é o caso da A. colubrina.  

Tais marcadores têm-se mostrado eficientes em diversos estudos de análise da 

diversidade genética, pois permitem inferir como a diversidade genética está distribuída 

dentro e entre os grupos e, com isso, fundamentam-se como um valioso instrumento em 

programas de melhoramento e estudos de diversidade (ROCHA et al., 2012).  

As 196 bandas polimórficas geradas a partir dos 12 primers utilizados no presente 

estudo estão dentro do esperado para esses marcadores. Colombo et al. (1998), trata sobre a 

necessidade de uma quantidade média aproximada ou superior de 50 a 100 bandas 

polimórficas para a obtenção de uma estimativa confiável das relações genéticas entre 

populações através de marcadores dominantes. Lira Neto (2011) utilizaram 17 primers de 

ISSR em três espécies de Croton, sendo detectados 317 bandas polimórficas de um total de 

327 bandas, indicando que esses marcadores são de fato muito úteis na detecção da 

diversidade genética no grupo. 

O valor percentual de polimorfismo é um parâmetro utilizado para aferir a eficiência 

dos marcadores moleculares ao estimar a variabilidade genética de populações (GRATIVOL 

et al., 2011).  Os dados obtidos neste estudo, demonstram que a partir dos 12 primers ISSR 

utilizados, obteve-se um total de 241 bandas, das quais 196 (81,32%) foram polimórficas, 

possibilitando afirmar, desse modo, que os marcadores ISSR foram eficientes na 

caracterização e discriminação da diversidade genética de A. colubrina.  

Os resultados corroboram com os apresentados por outros autores em estudos com 

metodologias similares. No trabalho de Dias et al. (2015) a diversidade genética de Vigna 

unguiculata, foi avaliada por nove iniciadores ISSR, onde obteve-se 62 fragmentos, sendo 47 

(75,81%) bandas polimórficas. A diversidade genética em Zabrotes subfasciatus utilizando 

marcadores ISSR, apresentou uma média de polimorfismo de 83,20%, indicando altos níveis 

de polimorfismo e de diversidade genética (SOUSA et al., 2008). No trabalho de Souza 

Sobreira et al. (2015) a diversidade genética entre os genótipos de Pitcairnia flammea foi 

estimada com 18 marcadores que geraram 180 bandas, das quais 159 (88%) foram 

polimórficas. 
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No presente estudo, observou-se um número alto de fragmentos polimórficos e um 

baixo percentual de bandas monomórficas, evidenciando a grande variabilidade genética e, 

também, mostrou a validação dos iniciadores ISSR testados, os quais poderão ser utilizados 

na caracterização de genótipos e em estudos de estrutura de populações, a fim de direcionar 

o programas de conservação, manejo e melhoramento da espécie. 

O conteúdo de informação polimórfica (PIC) revela a capacidade do iniciador em 

detectar a variabilidade existente entre os indivíduos, sendo que quanto maior essa 

capacidade, maior o seu valor (PRECZENHAK, 2013). O PIC é classificado conforme 

estabelecido por Botstein et al. (1980), onde marcadores com PIC superior a 0,5 são 

satisfatórios em conteúdo informativo, valores entre 0,25 e 0,50 como mediamente 

informativos e valores inferiores a 0,25 pouco informativos. O valor médio do PIC do estudo 

foi de 0,32, variando entre 0,43 (UBC 834) a 0,12 (UBC 868). Os iniciadores mais 

informativos, com PIC acima de 0,3 foram UBC 809, 810, 812, 815, 827, 834, 836, 840, 842, 

podendo assim melhor capturar a variabilidade entre os indivíduos e apenas um dos 

iniciadores, e o UBC 868 foi considerado pouco informativo apresentando valor de 0,12. 

A estimativa do número ótimo de fragmentos por bootstrap é importante, pois na 

realização de estudos genéticos, essa indicação do número mínimo de locos que devem ser 

utilizados nas análises contribui para a otimização do uso dos recursos e tempo, traduzidos em 

menor número de locos representativos da amostragem para caracterização da diversidade 

genética (GONÇALVES et al., 2014; VIEIRA et al., 2015). 

Para o estudo, a estimativa foi de 176 locos, com valor de estresse (E) de 0,02 e 

correlação (r) de 0,99 (Figura 5). Os valores encontrados são considerados representativos 

para o número de primes utilizados e o de fragmentos amostrados, visto que autores como 

Kruskal (1964) relatam uma precisão excelente, onde valor de E ≤ 0,05 é indicativo de uma 

excelente precisão nas estimativas. 
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Figura 5- Coeficiente de correlação (r) e o número de fragmentos polimórficos obtidos para os indivíduos de 

Anadenanthera colubrina. 
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5.2 Diversidade intrapopulacional 

 

Os índices de dissimilaridade verificam o grau de divergência e semelhança genética 

entre os pares de indivíduos de uma espécie adquiridos através da complementaridade do 

coeficiente de Jaccard, e foram utilizados para a comparação genética entre as árvores de A. 

colubrina, considerando todos os fragmentos e cada fragmento individualmente. 

Considerando todos os indivíduos da população de A. colubrina analisados 

conjuntamente nos fragmentos (Tabela 4), os valores de dissimilaridade variaram de 0,06 a 

0,68, com média de 0,37, sendo as menores distância entre os genótipos 100 e 101 e maiores 

distâncias genéticas os genótipos 41 e 109.  Utilizando o método de Mojema (1977) com k = 

1,25, o ponto de corte estabelecido foi de 74,50% e o coeficiente de correlação cofenética que 

verifica a consistência do agrupamento foi de 78,92% (CCC=0,7892).  A representação gráfica 

dos agrupamentos obtida pelo método UPGMA revelou a presença de 17 grupos no 

dendrograma (Figura 6). 

Tabela 4 – Dissimilaridade entre os indivíduos de A. colubrina por fragmento e todas as populações avaliadas 

em conjunto, com a variação, média, maior e menor distância genética. 

 

 

 

Para as populações avaliadas nos fragmentos separadamente, os resultados variam 

(Tabela 4). Para comparação entre os indivíduos da Rosal - Guaçuí os valores de 

dissimilaridade variaram de 0,08 a 0,57 com média de 0,32. A menor distância genética foi 

entre o par 32 e 33 e a maior distância entre 2 e 32. O agrupamento, revelou quatro grupos 

FRAGMENTO VARIAÇÃO MÉDIA DISTÂNCIA 

GENETICA 

MENOR           MAIOR 

 

01 -  Rosal – Guaçuí 

 

0,08 - 0,57 

 

0,32 

 

32 e 33 

 

2 e 32 

 

02 – Área em Jeronimo 

Monteiro 

 

    0,15 - 0,56 

 

0,35 

 

51 e 52 

 

41 e 44 

 

03 – ARIE – Alegre 

 

0,14 - 0,47 

 

0,30 

 

95 e 96 

 

84 e 96 

 

04 – IFES – Alegre 

 

0,06 – 0,54 

 

0,30 

 

100 e 5 

 

2 e 11 

 

 Todas as populações 

 

0,06 – 0,68 

 

0,37 

 

100 e 101 

 

41 e 109 
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(Figura 7). O ponto de corte estabelecido foi de 76% e o coeficiente de correlação cofenética 

foi de 84,93% (CCC= 0,8493). 

Entre os indivíduos da população da área em Jerônimo Monteiro (Tabela 4), a 

dissimilaridade variou de 0,15 a 0,56 com média de 0,35. A menor distância genética foi entre 

os indivíduos 12 e 13 e a maior distância entre as árvores 4 e 16. Quatro grupos foram 

observados (Figura 8). Foi estabelecido o ponto de corte de 79,54% e a correlação cofenética 

foi de 84% (CCC= 0,8492). 

Na avaliação entre os indivíduos da ARIE- Alegre (Tabela 4) os valores de 

dissimilaridade variaram de 0,14 a 0,47, com média de 0,40, sendo as menores distâncias 

entre os indivíduos 15 e 16 e as maiores entre os indivíduos 04 e 16, respectivamente. No 

dendrograma foram observados três grupos (Figura 9). O ponto de corte estabelecido foi de 

85,36% e o coeficiente de correlação cofenética foi de 87,38% (CCC= 0,8738). 

E para as comparações entre os indivíduos da população IFES- Alegre (Tabela 4) a 

variação da dissimilaridade foi de 0,06 a 0,54 com média de 0,30. A menor distância genética 

foi entre o par 4 e 5 e a maior distância entre 2 e 11. O agrupamento apresentado no 

dendograma demonstrou cinco grupos (Figura 10). O ponto de corte estabelecido foi de 

76,08% e o coeficiente de correlação cofenética foi de 95,88% (CCC= 0,9588). 
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Figura 6 – Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre os 120 indivíduos de A. colubrina, agrupados pelo método UPGMA, formando 17 grupos. Ponto de Corte (PC): 74,50%. 
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Figura 7- Dendrograma representativo da dissimilaridade genética na população do fragmento da Rosal - Guaçuí, representada por 40 indivíduos de A. colubrina, 

agrupados pelo método UPGMA, formando 4 grupos. Ponto de Corte (Pc): 76%. 

• 
• 

• 
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Figura 8- Dendrograma representativo da dissimilaridade genética na população da área em Jeronimo Monteiro, representada por 40 indivíduos de A. colubrina, agrupados 

pelo método UPGMA, formando 5 grupos. Ponto de Corte (Pc): 79.54%. 
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• 

• 
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Figura 9 - Dendrograma representativo da dissimilaridade genética na população do fragmento ARIE em Alegre, representada por 16 indivíduos de A. colubrina, agrupados 

pelo método UPGMA, formando 3 grupos. Ponto de Corte (Pc): 85.36% 

 

 

 

 

• 

• 
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Figura 10 - Dendrograma representativo da dissimilaridade genética na população do fragmento IFES em Alegre, representada por 24 indivíduos de A. colubrina, 

agrupados pelo método UPGMA, formando 5 grupos. Ponto de Corte (Pc): 76.08%.

• 
• 
• 
• 

• 
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O coeficiente de correlação cofenética (CCC) entre a matriz de de valores da 

dissimilaridades genéticas e as figuras dos dendrogramas, verificou a consistência do 

agrupamento. Valores confirmados a partir dos valores de CCC apresentados, aproximado ou 

acima de 0,8 indicando boa representatividade entre as distâncias (BUSSAD et al., 1990), 

demonstrando que os resultados são aceitáveis e revelam a conformidade entre as 

representações gráficas das distâncias e a suas matrizes originais. 

Ao observar os valores de dissimilaridade total, considerando todas as populações 

analisadas em conjunto e das populações avaliadas separadamente conforme tabela 4, foram 

verificados distâncias genéticas variando de 0,06 a 0,68, constatando um nível significativo 

de variabilidade genética nos genótipos de A. colubrina avaliados no presente trabalho, o que 

pode ser validado, a partir dos dendrogramas para cada grupo (Figura 6,7,8, 9 e 10). Os dados 

obtidos neste estudo, corroboram com os resultados encontrados por outros autores.   Cruz 

et. al (2017), em estudo para caracterizar a diversidade e estrutura genética de populações de 

Plathymenia reticulata, na área da Rosal minicípio de Gaçuí/ES, variaram de 0,15 a 0,64 com 

a formação de 09 grupos, sem nenhuma evidência de indivíduos idênticos em termos 

genéticos. Um resultado semelhante foi encontrado no trabalho de Dias et. al. (2015), em que 

foi observada distâncias genéticas variando de 0,09 a 0,31 apresentando um bom nível de 

variabilidade genética nos genótipos de Vigna unguiculata, com a formação de 10 grupos 

divergentes. Oliveira et al. (2007), estudou a diversidade genética de açaizeiro encontrando 

valores de dissimilaridade variando de 0,06 a 0,67, também apresentando alta diversidade 

genética. 

As matrizes número 01 e 02 (Rosal - Guaçuí), 58 (Área em Jeronimo Monteiro), 98 

(IFES – Alegre) apresentaram-se como mais divergentes entre todos os genótipos avaliados, 

formando grupos isolados com apenas um único genótipo. Ao verificar estimativas de 

dissimilaridade entre os pares de indivíduos é possível aferir a respeito da heterogeneidade 

das amostras, tornando a estratégia adequada para iniciar um programa de melhoramento 

onde deseja-se obter lotes de sementes com ampla variabilidade genética para fins de 

recuperação ou restauração florestal (LINDEN, 2009; CRUZ, 2011; GUPTA,2014). 

Dessa forma, é possível constatar que houve ampla distribuição genética nos grupos, 

revelando significativa variabilidade genética entre os indivíduos avaliados, sem nenhuma 

evidência de indivíduos geneticamente idênticos, indicando que todos podem ser usados para 

obter lotes de sementes. 
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Os parâmetros de diversidade genética avaliados para A. colubrina, estão descritos na 

Tabela 5. As análises foram calculadas para as populações em todos os fragmentos em 

conjunto, a população do fragmento da Rosal – Guaçuí, Área em Jeronimo Monteiro, IFES e 

ARIE – Alegre. 

Tabela 5 - Estimativa de diversidade genética para cada população de A. colubrina calculadas com o auxílio do 

software POPGENE. Tamanho da amostra (n), Número de alelos observados (Na), Número de alelos efetivos 

(Ne), Índice de Nei (H’), Índice de Shannon (I). Valores de média. 

 

 

O número de alelos observados (Na) considerando a espécie em todos os fragmentos 

analisados em conjunto, e as populações em cada fragmento separadamente obteve uma 

variação da média, conforme tabela 5, entre 1,65 a 1,99 e número de alelos efetivos (Ne) de 

1,345 a 1,464. Valores semelhantes estão de acordo com estudos realizados com populações 

de Copernicia prunifera e Hancornia speciosa, utilizando marcador dominante, com valores 

médios de aproximados 2,00 para alelos observados e 1,40 para alelos efetivos (COSTA et 

al., 2015, VIEIRA et al., 2015). 

As estimativas de diversidade de Nei (H’) obteve valores médios variando entre 0,211 

a 0,363 e o índice de Shannon (I) variou 0,320 a 0,535 (Tabela 5).  Estudos corroboram com 

os resultados encontrados para espécies arbóreas em que foram utilizadas metodologias 

similares. Análises da diversidade genética com Prosopis cineraria (Fabaceae) apresentou 

valores similares para o índice de Nei 0,301 e índice de Shannon 0,438 (SHARMA et al., 

2011).  A espécie Magnolia officinalis, obteve valores médios de 0,342 para o índice de 

diversidade de Nei e 0,496 para o índice de Shannon (YU et al., 2010). Abordagens realizadas 

POPULAÇÕES n Na Ne H’ I 

 

01 -  Rosal – Guaçuí 

 

40 

 

1,840 

 

1,464 

 

0,272 

 

0,410 

 

02 – Área em 

Jeronimo Monteiro 

 

40 

 

1,836 

 

1,426 

 

0,257 

 

0,393 

 

03 – ARIE – Alegre 

 

16 

 

1,642 

 

1,358 

 

0,211 

 

0,320 

 

04 – IFES – Alegre 

 

24 

 

1,345 

 

1,345 

 

0,219 

 

0,344 

 

Todas as populações 

 

120 

 

1,994 

 

1,647 

 

0,363 

 

0,535 
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por Ferreira (2011) na análise da diversidade genética de Annona crassiflora, os valores 

obtidos foram baixos quanto a diversidade genética (H’ = 0,19 e I = 0,24) fato que pode ser 

considerado devido a esses locais ainda sofrerem com o extrativismo. Em estudo com Cornus 

mas L. foram encontrados valores de H’ = 0,416 e I = 0.595, considerados como alta 

diversidade genética (HASSANPOUR; HAMIDOGHLI; SAMIZADEH, 2013). 

Índice de Shannon varia de 0 – 1, sendo 1 o máximo de diversidade genética de uma 

população (LEWONTIN, 1972).  Os índices de Shannon (I) e Nei (H’) indicam a quantidade 

de diversidade genética existente na população. Assim, quanto menor a estimativa do índice, 

menor diversidade ocorre entre as plantas. Os resultados obtidos, no presente estudo foram 

considerados de médio a altos, indicando alta diversidade genética entre os indivíduos de A. 

colubrina dentro do grupo e média, se considerarmos a população do fragmento 

separadamente. 

 Os valores para esses índices se avaliados separadamente em cada fragmento, 

apresentam números superiores na área da Rosal - Guaçuí (I = 0,410 e H’ = 0,272) quando 

comparados aos obtidos dentro das populações dos demais fragmentos (Tabela 5), porém 

estudo desenvolvido no mesmo local, apresentou variação de valores diferenciados (I = 0,380 

e H’ = 0,548) encontrados por Cruz et. al (2017) em unidades amostrais de Plathymenia 

reticulata. 

O valor superior apresentado, quando comparado aos das demais áreas, pode-se 

justificar, visto que o fragmento, na floresta da Rosal - Guaçuí apesar de ter passado por um 

grande processo de exploração de seus recursos madeireiros (LAGE, 2012), é uma Área de 

Preservação Permanente (APP) e tem uma maior extensão, com aproximadamente 93 

hectares, possuindo um vasto número de indivíduos adultos e saudáveis de A. colubrina. 

Porém, o valor significativo de diversidade para a espécie encontrado na região, não é 

compatível com o padrão elevado de Plathymenia reticulata presentado por Cruz et. al (2017) 

no mesmo local.  

Apesar de as áreas preservadas serem utilizadas como principais estratégias para a 

conservação de recursos genéticos de espécies arbóreas, nem sempre são capazes de proteger 

todas as espécies com a mesma intensidade (KATI et al., 2004), este pode ser o caso da 

A.colubrina se comparada ao estudo sinalizado anteriormente. 

A variação genética intrapopulacional mediana apresentada entre os indivíduos dos 

fragmentos pode ser explicada considerando o sistema reprodutivo, pois a espécie é de 
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preferência alógama, o fato dessas espécies possuírem polinização realizada por abelhas e 

pequenos insetos, (CARVALHO, 2003; COSTA ET AL., 1992) não favorecem a dispersão 

em longas distâncias, propiciando a diminuição da diversidade genética. 

Deve-se considerar também a relação do tamanho da população e os indivíduos adultos 

saudáveis em cada local, já que as dimensões são diferentes -  a área da Rosal em Guaçuí e a 

área em Jerônimo Monteiro, apesar de possuírem uma diferença significativa de tamanho, 

conforme citado no material e métodos, possuem um número equivalente de indivíduos 

adultos e saudáveis acessíveis e com facilidade para coletas. 

Outro fator de relevante destaque para o estudo é a ação antrópica local, visto que apesar 

de todos os fragmentos terem sofrido com as atividades antrópicas exercidas, em decorrência 

de corte na área, em diferentes períodos, os índices de diversidade no local não fizeram 

relação com o tempo ou o tamanho do fragmento em estudo.  

  

5.3 Diversidade interpopulacional 

 

Por meio da Análise de Variância Molecular (AMOVA), foi realizada a partição da 

variação genética em dois níveis: dentro e entre as populações, a fim verificar a estrutura 

genética. 

Tabela 6 - Análise de variância molecular (AMOVA) dentro e entre as quatro populações de A. colubrina com 

emprego de marcadores ISSR. 

 

 

Os valores obtidos nas análises realizadas, revelam que a maior parte da variação está 

dentro dos grupos com percentual de 73,64%, e 26,35% entre eles (Tabela 6). 

Fontes de variação Soma dos 

quadrados 

Componentes 

de variância 

Variação 

(%) 

Entre fragmentos   

    829,77 

 

9,02 

 

26,36 

Dentro dos fragmentos   

2802,72 

 

25,21 

 

73,64 

 

Total 

 

   3632,50 

 

34,24 

 

                ΦST 0,26356   
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A diversidade genética dentro e entre as populações está relacionada a dispersão de 

pólen e sementes, ao tipo de reprodução que a espécie apresenta e a distribuição dos 

indivíduos na população, onde constata-se que arbóreas preferencialmente alógamas 

apresentam uma elevada diversidade genética dentro das populações e menor entre elas 

(EPPERSON, 2003; SEBBENN et al., 2011). Da mesma forma, resultados similares foram 

descritos por diferentes autores em espécies arbóreas (OCELÁK et al. 2015; SAFAEI et. al. 

2016; RAMALHO et al., 2016). 

As estimativas de ΦST são equivalentes a estatística F proposta por Wright (1978) 

quantificando a diferenciação genética entre grupos de indivíduos em que valores de FST com 

amplitude de 0 a 0,05 representam pequena diferenciação genética, de 0,05 a 0,15 moderada 

diferenciação, de 0,15 a 0,25 grande diferenciação e valores acima de 0,25 indicam uma 

diferenciação genética muito grande. 

Apesar da diversidade genética dentro das populações apresentar valor maior, a 

estimativa de diferenciação genética entre as localidades foi considerada muito alta (ΦST = 

0,26), houve diferenciação genética significativa entre as populações. 

A considerável diversidade genética encontrada dentro dos grupos e a elevada 

diferenciação entre os grupos estudados, pode fazer referência a colonização da espécie, que 

formam numerosos angicais, fortemente influenciados por um possível efeito fundador, onde 

poucos indivíduos colonizam uma nova área, e tais indivíduos possuem uma amostra limitada 

da variação genética presente no local (MAYR, 1963), associado a dispersão de frutos e 

sementes, autocórica, principalmente, barocórica (CARVALHO, 2002). Em consequência, a 

espécie apresenta um padrão de distribuição agregado. Estudo de diversidade genética 

realizados por Lima et al. (2015) com Theobroma subincanum, utilizando metodologia 

semelhante, revela diferenciação genética menor entre indivíduos mais próximos 

geograficamente. 

Também relacionado ao possível efeito fundador está a fragmentação, pois em virtude 

das expansões urbanas e comerciais, no processo de extração, determinadas áreas são 

poupadas, normalmente por apresentarem solo de baixa qualidade, com pouca água onde as 

culturas comerciais não conseguem se estabelecer. A espécie A. colubrina apresenta dentre 

outras características relevantes a capacidade de estabelecimento em condições limitadas 

(BARBOSA, 2000), porém embora seja favorecido no processo de sobrevivência nas áreas 

fragmentadas, sofre com a perda da diversidade genética. 
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Uma outra questão de destaque já citada anteriormente, é o fato de que aliado a estrutura 

genética e tamanho das populações, estão os agentes polinizadores, onde espécies que são 

polinizadas por pequenos insetos e abelhas, como é o caso da A. colubrina, apresentam menor 

diversidade devido ao movimento limitado dos agentes e a estruturação nas populações é 

observada (LOVELESS e HAMRICK, 1984). A mesma argumentação foi realizada por Gois 

(2014) em seu estudo com Ziziphus joazeiro, destacando que a alta variação observada entre 

as populações pode ser resultado não apenas da distância geográfica e tamanho entre elas, 

como também pelas características ecológicas da espécie. 

Os elevados níveis de diferenciação encontrados entre as populações no presente 

estudo, referem-se ao fluxo gênico histórico entre populações, que podem ser de níveis 

elevados a moderados e que consequentemente podem estar associados à migração entre 

regiões (FUCHS; HAMRICK, 2010). 

O fluxo gênico histórico (Nm) foi calculado indiretamente, a partir do estimador de 

divergência genética entre grupos (GST = 0,2108), exibiu Nm igual a 1,88. De acordo com 

Wright (1931), valores de fluxo gênico inferiores a 1 indicam isolamento genético. Esse 

mesmo autor, em 1951, afirmou que valor de fluxo gênico superior a 1 é suficiente para 

impedir perdas aleatórias de alelos dentro de populações, ou seja, efeitos de deriva, onde 

possivelmente tal evento teria a tendência a causar diferenciação das frequências alélicas das 

populações, enquanto que o fluxo gênico causará a homogeneização (HARTL & CLARCK, 

2010). 

O valor de Nm estimado foi próximo do valor considerado limite pelo autor citado 

acima como fator que indica isolamento genético, fato relevante a ser destacado quando se 

pensa em estratégias de conservação da espécie. 

 Em outras espécies arbóreas foram encontrados valores similares. Moura (2005) 

verificou, em cinco populações de Eremanthus erytropappus, que 87,62% da variabilidade 

se encontra dentro das populações e entre as populações apenas 12,38%. Dario et. al (2008) 

em estudo realizado Dimorphandra mollis exibem consideráveis níveis de variabilidade 

genética dentro de suas populações (89,7%) e níveis altos de divergência entre elas (10,3%). 

Por fim, realizou-se uma avaliação da estrutura genética da população com a 

abordagem bayesiana aplicada a todas as populações (figuras 11 e 12) a fim de avaliar o 

número significativo de grupos genéticos. 
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A análise obtida pelo método de estatística ΔK (EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 

2005), mostrou que a população está estruturada em dois grupos genéticos, K=2. (Figura 12). 

 

 

 

Figura 11 - Gráfico dos valores de K (2), seguindo o critério proposto por Evanno; Regnaut; Goudet 

(2005) para definição do número de grupos, baseado na taxa de mudança no Ln(k). 
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Figura 12 - Gráfico de barras identificando o número de agrupamentos em relação as populações. Números  entre parênteses referem se às populações 

amostradas:  (1) Guaçui, (2)  Jerônimo Monteiro, (3) ARIE/Alegre,  (4)  IFES/Alegre.

População 01 (Rosal - Guaçuí) 

População 02 (Área em Jerônimo 

Monteiro) 

População 03 (ARIE - Alegre) 

População 04 (IFES - Alegre) 
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É possível observar em termos de genéticos que a área referente a população 1 (Rosal 

- Guaçuí) e população 02 (Área em Jerônimo Monteiro) possuem maior contribuição, com o 

grupo representado pela cor verde e as áreas da população 03 e 04 (ARIE e IFES – Alegre, 

respectivamente) pelo grupo com a cor vermelha. Conforme discutido acima, é possível 

verificar possível efeito fundador, a fragmentação no local favorecendo a espécie em 

detrimento da diversidade genética e diferenciação significativa entre os grupos. 

Portanto, os resultados obtidos neste estudo afirmam que a diversidade genética 

intrapopulacional é média se considerarmos as populações separadamente, e alta em nível da 

espécie considerando todos os locais. Os dados obtidos permitiram identificar indivíduos 

adultos de A. colubrina remanescentes nas áreas de estudo com potencial para serem 

utilizadas como matrizes em coleta de sementes, visto que apresentam uma significativa 

diversidade genética, bem como permitiu estimar que não há diferença significativa da 

diversidade genética da população relacionada diretamente em função do tamanho, tempo de 

regeneração e atividades antrópicas exercidas. 

Entre as populações, é possível observar que o valor de do fluxo gênico estimado foi 

próximo do valor considerado limite para isolamento genético. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 A diversidade genética intrapopulacional é média se considerarmos as populações 

separadamente, e alta para a espécie considerando todos os locais; 

  Existe diversidade genética entre e dentro das populações dos fragmentos estudados, 

sendo que a maior parte da variação genética é encontrada dentro dos grupos e alta 

diferenciação genética foi detectada entre as populações amostradas; 

 Não há diferença significativa da diversidade genética das populações relacionadas 

diretamente em função do tamanho, tempo de regeneração e atividades antrópicas exercidas. 

  Os resultados obtidos permitiram identificar indivíduos adultos de A. colubrina nas 

áreas de estudo com potencial para serem utilizadas como matrizes em coleta de sementes, 

visto que apresentam uma significativa diversidade genética; 

 O valor de do fluxo gênico estimado foi próximo do valor considerado limite para 

isolamento genético, fato relevante deve ser considerado em possíveis estratégias de 

conservação da espécie. 
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(Continua) 

APÊNDICE - Descrição das 120 árvores matrizes selecionadas para as análises moleculares. Número da Matriz; H: Altura; DAP: Diâmetro à altura do peito; 

Estado Reprodutivo; Posição da Paisagem; Condição de Luminosidade; Coordenadas; Altitude. Indivíduos coletados na área da Rosal – Guaçui referem-se as 

sequências de 1 a 40, indivíduos coletados em área particular em Jerônimo Monteiro 41 a 80, os coletados em ARIE– Alegre representam-se do 81 ao 96 e os 

coletados na área do IFES - ALEGRE são representados pelos números de 97 a 120. 

 

 

N° Matriz H (m) 

DAP 

(cm) Est. Reprodutivo P. Paisagem C. Luminosidade Coord. Alt. (m) 

1 22 76,5 Fruto dispersado Terço Inferior Interior da Floresta S 20  45' 38.5" / W 041 32' 03.6" 462 

2 18 34 Fruto dispersado Terço Superior Interior da Floresta S 20 53' 36.2" / W 041 42' 39.1" 607 

3 22 36 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20 53'24.7"/ W 041 42' 22.6" 480 

4 17 59 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20 53' 36.4" / W 041 42' 38.0"  539 

5 24 55,5 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20 53' 36.5" / W 041 42' 38.1"  545 

6 22 35 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20 53' 35.9" / W 041 42' 38.0" 550 

7 20 54 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20 53' 36.3"/ W 041 42' 39.5" 562 

8 22 68 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20 53' 37.0" / W 041 42' 39.2" 565 

9 18 46 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20 53' 37.1" / W 041 42' 39.2" 569 

10 12 24 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20 53'37.3" / W 041 42' 39.6" 573 

11 13 43 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20 53' 37.4"/ W 041 42' 39.3" 577 

12 16 47 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20 53' 38.4" / W 041 42' 39.2" 580 

13 19 59 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20 53' 36.2" / W 041 42' 41.6" 592 

14 18 16 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20 53' 36.0"/ W 041 42' 42.4" 595 

15 23 78 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20 53' 36.0" / W 041 42' 43.2" 590 

16 24 16 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20 53' 35.7" / W 041 42' 42.4" 599 

17 24 50,5 Fruto Dispersado Terço Superior Interior da Floresta S 20 53' 35.8" / W 041 42' 42.3" 600 

18 16 20 Fruto Dispersado Terço Superior Interior da Floresta S 20 53'  35.3" / W 041 42' 41.9" 604 

19 22 59 Fruto Dispersado Terço Superior Interior da Floresta S 20 53' 34.9"  / W 041 42' 42.4" 605 

20 27 48 Fruto dispersado Terço Médio Borda da Floresta S 20 53' 24.5" / W 041 42' 38.1" 549 

21 27 54 Fruto dispersado Terço Médio Borda da Floresta S 20 53' 24.7"  / W 041 42' 38.6" 551 
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22 24 73 Fruto dispersado Terço Médio Borda da Floresta S 20 53' 25.0" / W 041 42' 38.0" 550 

23 18 37 Fruto dispersado Terço Médio Borda da Floresta S 20 53' 22.2" / W 041 42' 37.1" 562 

24 20 41 Fruto dispersado Terço Médio Borda da Floresta S 20 53' 24.1" / W 041 42' 39.0" 568 

25 20 19 Fruto dispersado Terço Médio Borda da Floresta S 20 53' 25.9"  / W 041 42' 38.9" 581 

26 28 50 Fruto dispersado Terço Médio Borda da Floresta S 20 53' 26.4" / W 041 42' 30.2" 589 

27 12 39 Fruto dispersado Terço Médio Borda da Floresta S 20 53' 27.0" / W 041 42' 30.1" 594 

28 25 45 Fruto dispersado Terço Médio Borda da Floresta S 20 53' 27.1" / W 041 42' 30.2" 596 

29 24 62 Fruto dispersado Terço Médio Borda da Floresta S 20 53' 37.1"  / W 041 42' 39.2" 569 

30 22 23 Fruto dispersado Terço Superior Borda da Floresta S 20 53' 27.4"  / W 041 42' 30.2" 605 

31 26 66 Fruto dispersado Terço Superior Borda da Floresta S 20 53' 26.2" / W 041 42' 29.6" 610 

32 26 52 Fruto dispersado Terço Superior Borda da Floresta S 20 53' 26.2" / W 041 42' 28.0 616 

33 23 45 Fruto dispersado Terço Superior Borda da Floresta S 20 53' 26.7" / W 041 42' 28.1" 641 

34 22 43 Fruto dispersado Terço Superior Borda da Floresta S 20 53' 26.5"  / W 041 42' 28.2" 643 

35 26 62 Fruto dispersado Terço Superior Borda da Floresta S 20 53' 26.2" / W 041 42' 27.9" 618 

36 24 37 Fruto dispersado Terço Superior Borda da Floresta S 20 53' 25.2"  / W 041 42' 26.2" 619 

37 27 52 Fruto dispersado Terço Superior Borda da Floresta S 20 53' 25.1"  / W 041 42' 25.5" 624 

38 24 51 Fruto dispersado Terço Superior Borda da Floresta S 20 53' 25.7"  / W 041 42' 25.5" 624 

39 24 52 Fruto dispersado Terço Superior Borda da Floresta S 20 53' 26.0"/ W 041 42' 25.6" 625 

40 22 48 Fruto dispersado Terço Superior Borda da Floresta S 20 53' 26.1"   / W 041 42' 25.3" 627 

41 8 37,1 Fruto dispersado Terço Médio Borda da clareira S 20° 47' 23.4" / W 041° 23' 19.8" 117 

42 7,5 48,8 Fruto dispersado Terço Médio Borda da clareira S 20° 48' 14.3" / W 041° 21' 53.5" 124 

43 7,5 28 Fruto dispersado Terço Médio Borda da clareira S 20° 48' 14.3" / W 041° 21' 53.4" 128 

44 9 28,8 Fruto dispersado Terço Médio Borda da clareira S 20° 48' 14.0" / W 041° 21' 53.5" 134 

45 8 22,4 Fruto dispersado Terço Médio Borda da clareira S 20° 48' 14.0" / W 041° 21' 53.3" 145 

46 9 31 Fruto dispersado Terço Médio Borda da clareira S 20° 48' 14.7" / W 041° 21' 53.9" 153 

47 14 43,6 Fruto dispersado Terço Médio Borda da floresta S 20° 48' 17.2" / W 041° 21' 54.3" 163 

48 20 42,3 Fruto dispersado Terço Médio Borda da floresta S 20° 48' 16.7" / W 041° 21' 53.7" 166 

49 22 33 Fruto dispersado Terço Médio Borda da floresta S 20° 48' 16.8" / W 041° 21' 53.7" 167 

50 22 40.2 Fruto dispersado Terço Médio Borda da floresta S 20° 48' 17.2" / W 041° 21' 53.1" 166 
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51 19 22 Fruto dispersado Terço Médio Borda da floresta S 20°  48' 16.6" / W 041° 21' 52.8" 167 

52 19 26 Fruto dispersado Terço Médio Borda da floresta S 20°  48' 16.7" / W 041° 21' 52.8" 169 

53 19 46 Fruto dispersado Terço Médio Borda da floresta S 20°  48' 16.3" / W 041° 21' 53.1" 169 

54 22 19 Fruto dispersado Terço Médio Borda da floresta S 20°  48' 16.6" / W 041° 21' 53.2" 173 

55 24 38,5 Fruto dispersado Terço Médio Borda da floresta S 20°  48' 16.4" / W 041° 21' 53.2" 193 

56 24 56 Fruto dispersado Terço Médio Borda da floresta S 20°  48' 16.4" / W 041° 21' 53.5" 196 

57 26 46,4 Fruto dispersado Terço Médio Borda da floresta S 20°  48' 16.5" / W 041° 21' 53.5" 196 

58 27 49,3 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  45' 41.8" / W 041° 32' 12.2" 106 

59 26 22,5 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  45' 18.5" / W 041° 21' 54.5" 110 

60 24 19 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 18.6" / W 041° 21' 54.2" 131 

61 18 19 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 16.2" / W 041° 21' 55.7" 154 

62 19 19,5 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 16.1" / W 041° 21' 55.7" 158 

63 23 65,3 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 15.6" / W 041° 21' 56.1" 167 

64 24 43,5 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 15.3" / W 041° 21' 56.4" 171 

65 20 28 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 15.0" / W 041° 21' 56.7" 175 

66 36 54,5 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 14.7" / W 041° 21' 57.2" 180 

67 22 19 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 14.4" / W 041° 21' 57.3" 184 

68 24 19 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 14.4" / W 041° 21' 57.8" 189 

69 22 38,5 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 14.9" / W 041° 21' 58.0" 191 

70 20 19 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 14.7" / W 041° 21' 58.8" 194 

71 36 55 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 14.8" / W 041° 21' 58.9" 196 

72 18 19 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 14.8" / W 041° 21' 59.3" 196 

73 22 32 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 14.7" / W 041° 21' 59.6" 197 

74 22 35 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 14.6" / W 041° 22' 00.1" 199 

75 24 46 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 14.7" / W 041° 22' 00.9" 197 

76 16 27 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 14.8" / W 041° 22' 00.8" 196 

77 16 19 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 14.3" / W 041° 22' 01.1" 197 

78 19 25 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 09.4" / W 041° 21' 59.9" 177 

79 18 28,5 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 10.7" / W 041° 21' 55.8" 169 
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80 22 32,5 Fruto dispersado Terço Superior Borda da floresta S 20°  48' 11.3" / W 041° 21' 53.6" 169 

82 17 27 Fruto dispersado Terço Médio Clareira S 20°  46' 04.8" / W 041° 31' 57.3" 238 

83 18 27,1 Fruto dispersado Terço Médio Clareira S 20°  46' 01.8" / W 041° 32' 58.4" 243 

84 17 19 Fruto dispersado Terço Médio Clareira S 20°  46' 02.1" / W 041° 32' 59.5" 245 

85 18 16 Fruto dispersado Terço Médio Clareira S 20°  46' 01.1" / W 041° 33' 00.4" 343 

86 9 9 Fruto dispersado Terço Médio Clareira S 20°  46' 01.6" / W 041° 33' 01.0" 355 

87 14 16 Fruto dispersado Terço Médio Clareira S 20°  46' 01.4" / W 041° 33' 03.9" 349 

87 17 27 Fruto dispersado Terço Médio Clareira S 20°  46' 01.6" / W 041° 33' 04.1" 357 

89 17 21,2 Fruto dispersado Terço Médio Clareira S 20°  46' 01.0" / W 041° 33' 05.8" 361 

90 19 21,8 Fruto dispersado Terço Médio Clareira S 20°  46' 01.0" / W 041° 33' 08.1" 386 

91 12 11,9 Fruto dispersado Terço Médio Clareira S 20°  46' 01.2" / W 041° 33' 10.7" 403 

92 12 12,6 Fruto dispersado Terço Médio Clareira S 20°  46' 02.4" / W 041° 33' 12.1" 413 

93 16 12 Fruto dispersado Terço Médio Clareira S 20°  46' 01.3" / W 041° 32' 54.1" 301 

94 25 16 Fruto dispersado Terço Médio Clareira S 20°  46' 01.2" / W 041° 33' 11.9" 393 

95 26 18 Fruto dispersado Terço Médio Clareira S 20°  46' 01.1" / W 041° 33' 11.4" 393 

96 32 27 Fruto dispersado Terço Médio Clareira S 20°  46' 00.6" / W 041° 33' 03.3" 341 

97 22 34 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  21' 46.7" / W 041° 28' 16.3" 144 

98 17 37 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 52.4" / W 041° 27' 56.5" 142 

99 24 32 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 52.5" / W 041° 27' 56.4" 146 

100 12 27 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 52.7" / W 041° 27' 53.3" 157 

101 25 12,5 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 52.0" / W 041° 27' 56.5" 170 

102 17 16 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 51.9" / W 041° 27' 56.5" 173 

103 18 27 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 52.0" / W 041° 27' 57.3" 178 

104 12 21,2 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 51.9" / W 041° 27' 57.4" 185 

105 32 21,8 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 50.4" / W 041° 27' 58.1" 185 

106 18 13 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20° 45’ 51.2’’/ W 041° 27’ 57.8’’ 187 

107 18 12,6 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 51.4" / W 041° 27' 57.7" 188 

108 22 10 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 38.6" / W 041° 30' 34.8" 194 

109 17 12 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 51.2" / W 041° 27' 58.0" 193 
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110 23 16 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 48.3" / W 041° 27' 58.0" 207 

111 28 18 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20° 45’ 51.1’’ / W 041° 27’ 57.9’’ 193 

112 19 27 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20° 45’ 49.2’’ / W 041° 27’ 57.7’’ 209 

113 17 34,5 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 49.5" / W 041° 27' 57.9" 211 

114 17 33 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 50.4" / W 041° 28' 00.7" 205 

115 26 27,6 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 50.5" / W 041° 28' 00.7" 201 

116 27 32 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 50.4" / W 041° 27' 59.9" 202 

117 26 26,4 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 50.8" / W 041° 27' 59.9" 200 

118 32 38 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 50.8" / W 041° 27' 59.9" 194 

119 28 19,7 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 50.9" / W 041° 28' 01.6" 180 

120 26 28 Fruto dispersado Terço Médio Interior da Floresta S 20°  45' 51.6" / W 041° 28' 00.5" 219 
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