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RESUMO 

 

Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze é uma gimnosperma endêmica do 
Brasil de ampla ocorrência nas paisagens da Região Sul e de ocorrência limitada 
na Região Sudeste. Popularmente conhecida como pinheiro brasileiro, possui 
uma arquitetura peculiar, beleza e tamanho dos adultos fazendo das matas com 
Araucaria um ecossistema único. A parte Sul de Minas Gerais é parte do limite 
Norte de distribuição da espécie e informações genéticas de suas populações são 
importantes para a sua conservação, pois essas áreas podem conter genes 
adaptativos restritos a estes locais e que devem ser conservados em face da 
elevada destruição e fragmentação destas áreas. A espécie é considerada como 
ameaçada de extinção na Lista Oficial do IBAMA (Ministério do Meio 
Ambiente, 2008) e, em Minas Gerais foi classificada como vulnerável a extinção 
(COPAM 085/97). Este estudo teve o objetivo de quantificar os níveis de 
diversidade e a estrutura genética em populações remanescentes de Araucaria 
angustifolia localizadas na Serra da Mantiqueira, Sul do estado de Minas Gerais 
utilizando marcadores microssatélites (SSR). Os estudos da diversidade genética 
e estrutura genética foram realizados em 450 indivíduos distribuídos em nove 
populações de A. angustifolia. Oito primers SSR foram utilizados gerando um 
total de 65 alelos. Os dados genéticos apontam que as áreas remanescentes ainda 
retêm uma alta diversidade genética (He = 0,77). A AMOVA indicou que a 
maioria da diversidade genética (90%) ocorre dentro das populações. Não houve 
correlação significativa entre distância genética e geográfica (r= 0,08939 p = 
0,6749). Não foi detectada endogamia (f =- 0,09). A análise Bayesiana indicou 
que a diversidade genética foi distribuída em dois grupos genéticos (k = 2). Foi 
identificado gargalo genético em oito das populações amostradas. Barreiras de 
fluxo gênico foram detectadas, provavelmente, resultante do relevo acidentado 
da região. Observou-se estruturação genética em quatro das populações 
amostradas. A alta diversidade genética retida nas populações indica que ainda 
existe variabilidade genética na A. angustifolia nas áreas amostradas, entretanto, 
essa variabilidade será mantida se houver plantios ou condução da regeneração. 

 
 

Palavras-chave:  SSR.  Pinheiro do Paraná.  Conservação genética.  Serra da 
Mantiqueira.  Marcadores Moleculares. 

 
 
 

 



ABSTRACT 

 

Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze is an endemic gymnosperm from 
Brazil, which is widespread in Southern landscapes, and restricted in the 
Southeast. It is popularly known as Brazilian pine, with a peculiar architecture, 
beauty and size of adult trees; making forests with Araucaria a unique 
ecosystem. The Southern Minas Gerais is part of the north boundary of the 
distribution of this tree species in Brazil, and genetic information related to its 
population is important for conservation, because these areas may contain 
adaptive genes restricted to these locations; which should be preserved due to 
high destruction and fragmentation of these ecossystens. This tree specie is 
considered endangered on the Oficial List of IBAMA (Ministry of Environment, 
2008), and it has been classified as vulnerable to extinction in Minas Gerais 
(COPAM 085/97). In this study, we aimed to quantify levels of diversity and 
genetic structure of remaining population of Araucaria angustifolia located in 
the Serra da Mantiqueira, Southern Minas Gerais, using microsatellite markers 
(SSR). Studies about genetic diversity and structure were performed on 450 
individuals distributed in 9 different populations of A. angustifolia. Eight SSR 
primers were used to generate 65 alleles. The genetic data point out that the 
remaining areas retain a high genetic diversity so far (He = 0.77). The analysis 
of molecular variance indicated that the majority of genetic diversity, about 
90%, occurs within populations. There was no significant correlation between 
genetic and geographic distances (r = 0.08939 p = 0.6749). The inbreeding was 
not detected (f = - 0.09). The Bayesian analysis indicated that the genetic 
diversity was distributed in two genetic groups (k = 2). The genetic bottleneck 
was identified in eight of sampled populations. Gene flow barriers were 
detected, probably due to presence of mountains. The genetic structuring was 
found in four of sampled populations. The high genetic diversity retained in 
populations indicates that still existing genetic variability of A. angustifolia in 
sampled areas, therefore, this variability will be maintained if there is planting or 
regeneration management. 

 
 

Key-words: SSR. Parana Pine. Conservation genetics. Mantiqueira Mountain 
Range. Molecular Markers. 
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1 INTRODUÇÃO 

Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze é uma gimnosperma endêmica 

da América do Sul, no Brasil é conhecida como pinheiro brasileiro e sua 

arquitetura peculiar, beleza e tamanho dos adultos fazem das matas com A. 

angustifolia um ecossistema único (DILLENBURG et al., 2009). A espécie 

ocorre em pequenas populações no extremo nordeste da Argentina, na província 

de Missiones (COZZO, 1980), no leste do Paraguai há uma única população 

natural na Reserva Nacional del Pinalito, localizada no Sul do Departamento del 

Alto Paraná, a Sudoeste de Foz do Iguaçu (REITZ; KLEIN, 1966). No Brasil, a 

espécie possui ampla ocorrência nas paisagens da Região Sul e limitada na 

Região Sudeste sendo presente em regiões com elevada altitude e que possuem 

estações do ano bem definidas.   

A espécie dominou a paisagem no Sul do Brasil provavelmente desde a 

última glaciação até o final do século passado (CARVALHO, 1994), quando a 

intensa exploração predatória, levou-a próxima à extinção. Por isso, desde a 

década de 1970 a espécie encontra-se na lista oficial da FAO das espécies 

arbóreas sul-americanas em risco de extinção (FOOD AND AGRICULTURE 

ORGANIZATION OF THE UNITED NATION, 1996). Na lista publicada no 

Diário Oficial de 24 de setembro de 2008, a espécie é classificada como espécie 

da flora brasileira ameaçada de extinção, em Minas Gerais de acordo com a 

deliberação COPAM 085/97, encontra-se classificada como vulnerável à 

extinção e na lista da flora do estado do Rio Grande do Sul como vulnerável 

(ASSEMBLÉIA LEGISLATIVA-RS). Na lista da IUCN, está classificada como 

criticamente ameaçada (THE IUCN…, 2014). 

Sua intensa exploração, baseada unicamente no extrativismo, 

praticamente dizimou a espécie, estima-se que de sua área original de 200 mil 

Km2 restam aproximadamente 6 mil Km2 (± 2,5%) (KOCH; CORRÊA, 2002). 



16 

 

As áreas remanescentes de A. angustifolia constituem refúgios e, devido às 

alterações climáticas previstas, a espécie poderia estar confinada a áreas 

progressivamente menores (BACKES, 2009). Portanto, medidas para a 

conservação genética da espécie devem ser prioritárias, antes que sua 

variabilidade genética remanescente esteja comprometida. Se é que isto já não 

ocorreu. 

Na Região Sudeste, a espécie ocorre de modo esparso na Serra da 

Mantiqueira em Minas Gerais e em fragmentos dispersos nos estados de São 

Paulo, Rio de Janeiro e Espírito Santo. Essas áreas constituem populações 

relíquias e a sua conservação é de grande importância, pois elas podem conter 

genes que conferem adaptabilidade para ambientes específicos, como os de 

maiores altitudes (>2.000 m) e menores latitudes. Na Serra da Mantiqueira, 

observa-se que as populações remanescentes encontram-se isoladas e em 

ambientes fragmentados. 

A espécie foi objeto de estudos genéticos em vários estados, como São 

Paulo (MANTOVANI et al., 2006; PATREZE; TSAI, 2010; SEBBENN et al., 

2003, 2004; SOUSA; HATTERMER, 2003; SOUSA; HATTEMER; 

ROBINSON, 2002), Rio de Janeiro (SOUSA et al., 2004; STEFENON et al., 

2003, 2004, 2007, 2008; STEFENON; GAILING; FINKELDEY, 2008a), 

Paraná (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007, 2008, 2009; SHIMIZU; JAEGER; 

SPOCHAKI, 2000) e Santa Catarina (AULER et al., 2002; FERREIRA, 2012; 

MEDRI et al., 2003; SANT’ANNA et al., 2013; SCHLÖGL; SOUZA; 

NODARI, 2007; SCHMIDT et al., 2007; STEFENON et al., 2003, 2004, 2007, 

MEDINA-MACEDO et al., 2015). Embora, a espécie tenha sido analisada com 

objetivo de conservação genética em várias áreas de sua ocorrência, somente 

uma população em Minas Gerais foi estudada para esta finalidade (HAMPP et 

al., 2000). 
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A distribuição norte limítrofe da espécie é no estado de Minas Gerais e 

conhecer os níveis de diversidade e a estrutura genética dessas populações é 

importante para a formulação de medidas de conservação da espécie. Os limites 

de ocorrência de uma espécie podem conter genes únicos que devem ser 

estudados visando à manipulação das populações em programas de 

melhoramento florestal para que benefícios econômicos (madeira e pinhões) e 

ecológicos não sejam perdidos.  

Diante disso, para se conhecer parte da diversidade e estrutura genética 

da espécie A. angustifolia no estado de Minas Gerais, foram selecionadas nove 

localidades com ocorrência natural da espécie na região da Serra da Mantiqueira 

para a realização deste estudo. Espera-se que populações remanescentes de 

Araucaria angustifolia localizadas na Serra da Mantiqueira possuam alta 

diversidade genética. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Quantificar os níveis de diversidade e a estrutura genética em 

populações remanescentes de Araucaria angustifolia localizadas na Serra da 

Mantiqueira, sul do estado de Minas Gerais.  

2.2 Objetivos específicos 

a) detectar a presença de alelos nulos em nove populações naturais de 

Araucaria angustifolia ; 

b) quantificar os índices de diversidade genética de nove populações 

naturais de Araucaria angustifolia; 

c) verificar a distribuição da diversidade genética entre nove 

populações naturais de Araucaria angustifolia; 

d) estimar os índices de endogamia; 

e) verificar a existência de correlação entre distâncias geográficas e 

genética em populações de A. angustifolia; 

f) mensurar a divergência e similaridade genética entre populações de 

A. angustifolia; 

g) analisar a estrutura genética populacional com base em modelo de 

agrupamento Bayesiano; 

h) detectar a descontinuidade genética entre as populações de A. 

angustifolia; 

i) estudar a distribuição genética espacial dos indivíduos de A. 

angustifolia; 
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j) testar se as populações se encontram em equilíbrio de mutação e 

deriva o que pode indicar gargalo genético. 

3 REFERENCIAL TEÓRICO 

3.1 Araucaria angustifolia Bert. (O.) Kuntze 

A espécie Araucaria angustifolia, juntamente com algumas espécies de 

Podocarpus, compõe o restrito número de gimnospermas nativas do Brasil 

(RIZZINI,1997). Seu nome genérico deriva de Arauco, uma região do Chile, seu 

nome específico é uma palavra latina significando “folha estreita” 

(CARVALHO, 2003). Pertencente à ordem Coniferae, classe Coniferopsida, 

família Araucariaceae, a espécie Araucaria angustifolia se ramifica em oito 

variedades: elegans, sancti josephi, caiova, indehiscens, nigra, striata, semi-alba 

e alba (CARVALHO, 1994). 

3.2 Descrição da espécie 

A família Araucariaceae fazia parte da flora terrestre desde o período 

Triássico, se expandiu e se diversificou durante o Jurássico e no Cretáceo 

inferior (142 a 100 milhões de anos atrás) e, manteve-se como componente 

significativo na vegetação da Gondwana até a última parte do Cenozoico. Desde 

então, vários gêneros desta família foram se extinguindo. O gênero Araucaria é 

representado por cerca de 20 espécies, de ocorrência restrita ao hemisfério sul, a 

maioria com ocorrência na Oceania (HAINES; PRAKASH; NIKLES, 1984; 

KERSHAW; WAGSTAFF, 2001). 

A espécie Araucaria angustifolia é uma conífera, predominantemente 

dioica, podendo ser encontrados raros indivíduos monoicos (Figura 1).  
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Figura 1 Indivíduo de Araucaria angustifolia monoico  

Fonte: DANNER et al. (2013). 

 

Há predominância de indivíduos masculinos tanto em áreas de 

ocorrência natural, como em plantios (BANDEL; GURGEL, 1967). A espécie é 

perenifólia e sua polinização é anemocórica e ocorre entre os meses de setembro 

a outubro (MATTOS, 2011). O período longo da liberação do pólen pode ser 

uma adaptação para aumentar o sucesso da polinização, pois o vento promove 

uma dispersão difusa do pólen com altas taxas de perda (VIEIRA; IOB, 2009). 

A altura das árvores pode variar de 10 a 35 m e DAP (diâmetro à altura do peito) 

de 50 a 120 cm (adultas). Seu tronco é retilíneo e cilíndrico (Figura 2 A) e se 

ramifica em pseudo-verticílios; as acículas são simples, alternas, espiraladas e 

coriáceas (Figura 2 B). Possui casca grossa resistente, áspera e rugosa (Figura 2 

C). 
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Figura 2 Araucaria angustifolia – Indivíduo adulto (A), acículas (B) e casca 

(C)  

 

Os estróbilos masculinos, androstróbilos (popularmente conhecidos por 

mingotes), são cilíndricos, medem de 10 a 22 cm de comprimento e de 2 a 5 cm 

de diâmetro, formados por escamas férteis. Quando imaturos têm cor verde 

(Figura 3 A), quando maduros apresentam cor acastanhada (Figura 3 B). A 

época da maturação dos estróbilos masculinos ocorre entre 28 de setembro a 15 

de outubro (MATTOS, 2011). Porém, este período pode ser alterado por 

diferenças em latitude, temperatura, podendo amadurecer mais cedo ou terem 

este período mais prolongado. 

 

 
Figura 3 Estróbilos masculinos imaturos (A), estróbilos masculinos maduros 

(B) de Araucaria angustifolia  
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Os estróbilos femininos, ginostróbilos (conhecidos popularmente como 

pinhas), apresentam forma arredondada (CARVALHO, 1994). No início da 

formação é difícil de serem visualizados, pois ficam protegidos pelas folhas 

terminais dos ramos. Quando maduros, apresentam em média de 48,57 cm de 

diâmetro com máximo de 61 cm (VERNALHA et al., 1972) (Figura 4). O ciclo 

reprodutivo da Araucaria angustifolia compreende um período que vai da 

formação do carpelo primordial à maturação da pinha, durando cerca de quatro 

anos (BITTENCOURT et al., 2005). 

 

 
Figura 4 Estróbilos femininos de Araucaria angustifolia  

 

O ginostróbilo ou pinha é constituído pelos seguintes elementos 

(MATTOS, 2011): 

 

a) Falhas ou brácteas escamiformes estéreis (Figura 5): têm a forma de 

uma cunha, cuja base está presa ao eixo da pinha. Em seu conjunto, 

“calçam” os pinhões ainda na pinha. O número médio de “falhas” 

por pinha é de 820.  
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Figura 5 Brácteas escamiformes estéreis de Araucaria angustifolia – “falhas” 

 

b) Pinhão chocho: são pinhões atrofiados, não possuem endosperma 

por não ter ocorrido a fecundação do óvulo. 

c) Eixo central ou “sabugo”: é constituído de tecido rígido-carnoso e 

sua superfície contém uma substância glutinosa com 69% de 

umidade, pequena quantidade de resina e material fibroso (Figura 6). 

Tem forma oval-oblonga e a superfície é faveolada, cujas cicatrizes, 

onde se inserem os pinhões ou “falhas”, dispõem-se em espiral. 

 

 

Figura 6 Eixo central ou “sabugo” de Araucaria angustifolia  
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d) Pinhão: chamado diásporo ou pinhão (Figura 7 A). Prende-se ao eixo 

central da pinha pela base, enquanto que o conjunto das suas 

extremidades e as falhas formam a superfície da pinha (Figura 7 B). 

 

 

Figura 7 Pinhão ou diásporo (A), pinhão inserido ao eixo central da pinha (B) 

de Araucaria angustifolia 

A classificação da A. angustifolia quanto à categoria sucessional é 

variável, sendo que Backes (1988), Klein (1960) e Reitz e Klein (1966) a 

classificam como pioneira e estritamente heliófita, Imaguire (1979) como 

secundária longeva, mas com características de espécies pioneiras, e Rambo 

(1960) como clímax. Dillenburg (2009) cita que a disparidade na classificação 

pode ser entendida à medida que se compreende que cada espécie se comporta 

de uma forma diferente em relação ao processo de sucessão, podendo variar 

muito dependendo do ambiente ao qual ela está inserida.  

A. angustifolia é considerada uma boa indicadora climática e permite 

reconstrução detalhada da história climática em sua área de ocorrência 

(BEHLING, 1995a, 1995b). Dados paleoecológicos das regiões com florestas 

com Araucaria são uma importante contribuição para o entendimento dos 
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ecossistemas, sua estabilidade e respostas a mudanças climáticas (BEHLING, 

1997). 

3.2.1 Ocorrência da espécie 

A distribuição geográfica de A. angustifolia ocorre no quadrilátero 

formado pelos paralelos 19°15’ e 31°30’S e pelos meridianos 41°30’ e 54°30’W 

e a isoterma 18 °C. No interior desse quadrilátero, a área ocupada originalmente 

pela espécie era de 200.000 km2 (AUBREVILLE, 1954; BACKES, 2009; 

DUTRA; STRANZ, 2003; LINDMANN, 1906; TEIXEIRA; COURA-NETO, 

1986; VALVERDE, 1957). Os limites de ocorrência se estabeleciam pela Serra 

Geral e Serra do Mar a Leste, e pelo rio Paraná a Oeste. Estimativas indicam que 

a espécie cobria principalmente os estados do Paraná (40% de sua superfície), 

Santa Catarina (31%) e Rio Grande do Sul (25%) e como manchas esparsas no 

sul de São Paulo (3%), internando-se até o Sul de Minas Gerais (1%) e em áreas 

de altitudes elevadas do Rio de Janeiro e Espírito Santo (GUERRA et al., 2002; 

KOCH; CORRÊA, 2002). Nas áreas de ocorrência, as altitudes variam de 1500 

m na Serra da Mantiqueira (22°S) até 200 m no extremo sul (31°30’ S) 

(BACKES, 2009). 

 

3.2.2 Utilização  

O pinhão é consumido como alimento desde o período Paleolítico, é rico 

em gorduras, mas pode ajudar na perda de peso por conter o ácido pinoleico que 

age desencadeando a liberação de dois hormônios supressores de fome, 

colecistoquinina e glucagon. Contribui também para o sistema cardiovascular, 

pois é fonte de gorduras monoinsaturadas, associadas a níveis baixos de 
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colesterol e menor risco de ataques cardíacos. São também ricos em vitaminas E, 

K, cobre, ferro e manganês que ajudam na manutenção do sistema 

cardiovascular. Os antioxidantes e o cobre presentes no pinhão retardam o 

processo de envelhecimento, ajudando a remover os radicais livres. Os pinhões 

contêm luteína, antioxidante importante na prevenção de doenças oculares, 

como a degeneração macular e catarata e possuem também vitamina A sob 

forma de betacaroteno. O pinhão também contém proteínas e magnésio que 

contribuem para melhorar os sintomas de fadiga, tensão muscular e cólicas.  

Além de todos os benefícios para a saúde, o pinhão é uma fonte de renda 

extra aos produtores rurais. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística (2014), em Minas Gerais, foi observada uma safra maior no ano de 

2001 (655 toneladas), seguida de uma queda constante até o ano de 2006, no 

qual foi obtida a menor produção (195 ton.) na série histórica analisada, com 

recuperação leve da produção até 2009 (304 ton.). Minas Gerais caracteriza-se 

por ter a menor produção de pinhão dentre os estados produtores, devido a sua 

reduzida área de Floresta Ombrófila Mista. É possível verificar que o preço 

médio do pinhão foi aumentando de 2001 a 2009 ao nível nacional e também 

nos estados de forma geral. Minas Gerais foi o estado que mais apresentou 

variações em seus preços no período analisado. Em 2002, o estado apresentou o 

menor preço por quilo de todos os anos e entre todos os estados, chegando a 

custar R$ 0,51 /Kg. Já em 2008, o preço médio encontrado em Minas Gerais foi 

um dos maiores do país, R$ 1,42/Kg. Um dos problemas enfrentados é em 

relação às margens de lucro, pois a parte mais expressiva fica com o 

intermediário. Estes pagam ao produtor em média R$ 0,60/Kg e vendem ao 

varejista por R$ 1,60/Kg (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E 

ESTATÍSTICA, 2014). O baixo preço do produto pago ao produtor rural 

estimula que esse colete o máximo possível de pinhões.  
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A produção da semente ocorre durante os meses mais frios do ano, por 

isso os pinhões se tornam um importante recurso para a fauna, que pode ser 

classificada como predadora e dispersora. Entre os predadores, destacam-se o 

Spermologus rufus (bicudo) que permanece dentro da semente se alimentando 

do endosperma e embrião (BARRETO; ANJOS, 2002) e a Cydia araucaria 

(Broca-do-pinhão) que coloca seus ovos nas pinhas e as lagartas perfuram os 

pinhões que se tornam inviáveis para germinação e consumo. Entre as aves, os 

principais predadores são Amazona pretrei (papagaio charão) e a Cyanocorax 

caeruleus (gralha azul), na região Sudeste, a Cyanocorax cristatellus (gralha do 

campo), porém os mesmos agem como dispersores por coletar as sementes 

diretamente das pinhas, auxiliando a dispersão barocórica e ao voarem perdem 

as sementes contribuindo para a dispersão para áreas distantes. Entre os 

mamíferos que atuam na predação estão os macacos, veados, quatis, capivaras, 

javalis, ouriços, pacas, esquilos e outros pequenos roedores que são responsáveis 

por alta taxa de predação. O esquilo e a cotia atuam como dispersores enterrando 

as sementes e as transportando para locais distantes (>25 m) (BORDINGNON; 

MONTEIRO-FILHO, 2000). O consumo do pinhão tem relação com a reserva 

nutritiva necessária para o ciclo reprodutivo das espécies. A predação influencia 

os padrões de germinação e recrutamento de novos indivíduos da espécie.  

A espécie também sustenta relações ecológicas fundamentais permitindo 

que espécies tolerantes à sombra possam crescer e se desenvolver (AULER et 

al., 2002), tais como diversas as espécies de epífitas vasculares exclusivas, 

(WILBERGER et al., 2009), fungos e líquens.  

A madeira é leve e sem falhas e reúne uma variedade de aplicações 

como na construção de casas, forros, soalhos e vigas. Vastas áreas de pinheirais 

foram cultivadas exclusivamente para a confecção de caixas e palitos de fósforo. 

A madeira foi utilizada em mastros de embarcações como também para a 



28 

 

fabricação de papel (ASSOCIAÇÃO DE PRESERVAÇÃO DO MEIO 

AMBIENTE E DA VIDA, 2015). 

3.2.3 Exploração 

Estima-se que da área original da A. angustifolia que era de 200 mil 

Km2, restam aproximadamente 6 mil Km2 (KOCH; CORRÊA, 2002).  

O momento decisivo para o início da devastação das florestas de A. 

angustifolia no Sul do Brasil foi o final de século XIX, com o início da 

construção da ferrovia São Paulo - Rio Grande que resultou na Guerra do 

Contestado. Em 1900, o governo brasileiro contratou a holding Brazil Railway 

Company para construir a estrada de ferro. A empresa Southern Brazil Lumber 

and Colonization integrava a holding e foi responsável por instalar serrarias a 

partir de 1911 entre os estados do Paraná e Santa Catarina, na região dos campos 

gerais no Paraná e na divisa com o estado de São Paulo. No intuito de suprir a 

capacidade produtiva das serrarias, a Lumber comprou fazendas, as quais eram 

cobertas de florestas de A. angustifolia.  Essas fazendas eram habitadas por 

posseiros e pequenos agricultores que viviam há anos na região explorando a 

Ilex paraguariensis (erva mate). A construção da ferrovia favoreceu um 

processo de especulação de terras e disputas políticas entre coronéis e posseiros 

pobres pelo acesso à terra, o que resultou a Guerra do Contestado que ocorreu de 

1912 a 1916. 

Foi dada a cessão gratuita das terras laterais à ferrovia com extensão de 

18 km, nove de cada lado, até o limite máximo de 15 km em cada direção. Nesse 

contexto, a empresa Brazil Railway Company iniciou o desenvolvimento dos 

serviços de colonização das terras ao longo da estrada de ferro, e a exploração 

dos grandes pinhais existentes na região que atravessavam a zona contestada por 

Santa Catarina e Paraná (THOMÉ, 1983). 
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Além da A. angustifolia, também se explorava comercialmente a imbuia, 

o cedro e a canela, em escala menor. Em relatório de abril de 1917, consta que a 

produção total (em toras) da serraria de Três Barras nos cinco primeiros anos de 

funcionamento foi de pouco mais de 107 milhões de pés cúbicos (ou 249.000 

m³), o que significou a devastação de 2.484 alqueires (6.011 ha), rendendo uma 

média de 41,4 m³ por ha. (BISHOP, 1974).  

A maior parte da madeira explorada era de A. angustifolia, que além de 

ser a árvore mais abundante na mata era também a mais valorizada no mercado. 

Em valores monetários, o lucro líquido das vendas de madeira do ano de 1919 

alcançou 1.995 contos de réis.  

A partir daí, a construção de novas ferrovias, a crescente migração, tanto 

de europeus, quanto dos descendentes destes das colônias mais antigas do Rio 

Grande do Sul, Santa Catarina e Paraná, promoveram um avanço crescente em 

direção às florestas nativas de araucária em todo o planalto sul-brasileiro. Ao 

mesmo tempo, proliferaram serrarias, principalmente a partir da I Guerra 

Mundial, passando a ser um fator de grandes oportunidades de negócio frente à 

crescente demanda por madeira em outras regiões do país e no exterior. Todo 

esse processo esgotou as florestas de araucária por volta da década de 1970, 

quando a indústria madeireira passou a realizar plantios de espécies exóticas de 

rápido crescimento para garantir a continuidade da atividade. (CARVALHO, 

2006). 

Não há registro bibliográfico sobre o corte da A. angustifolia na região 

da Serra da Mantiqueira, entretanto os moradores da região relatam que a 

exploração se deu para a venda da madeira para serrarias e para a Companhia 

Siderúrgica Nacional (CSN) em Volta Redonda (RJ), onde a madeira alimentava 

os fornos.  

Em 1976, com a Instrução Normativa IBAMA DC 020/1976 (ANEXO 

A), todo o licenciamento de pinheiros plantados ou não, ficou suspenso nos 
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meses de abril, maio e junho devido à queda das sementes. No caso de 

licenciamento para corte de pinheiros nativos, para cada indivíduo abatido, 15 

mudas da mesma espécie deveriam ser repostas. Em 2001, a Resolução Conama 

n° 278 de 24 de maio de 2001 (ANEXO B) proibiu o corte e a exploração de 

espécies ameaçadas de extinção da flora da mata Atlântica. A espécie é 

protegida por lei e outro aspecto que ajuda em sua proteção é o fato de 72 

unidades de conservação federais e estaduais estarem localizadas na área de 

distribuição da espécie no Brasil, com um total de 885.858,23 ha de áreas 

protegidas (INDRUSIAK; MONTEIRO, 2009). As localidades onde foi coletado 

o material vegetal para a realização deste estudo estão inseridas em duas Áreas 

de Proteção Ambiental (APA), uma federal e outra estadual. Estas áreas são 

importantes para a conservação in situ da espécie. 

3.3 Unidades de Conservação  

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA), Unidades de 

Conservação (UC) são espaços territoriais, incluindo seus recursos ambientais, 

com características naturais relevantes, que têm a função de assegurar a 

representatividade de amostras significativas e ecologicamente viáveis das 

diferentes populações, habitats e ecossistemas do território nacional e das águas 

jurisdicionais, preservando o patrimônio biológico existente. As UC de uso 

sustentável asseguram às populações tradicionais o uso sustentável dos recursos 

naturais de forma racional e ainda propiciam às comunidades do entorno o 

desenvolvimento de atividades econômicas sustentáveis.  

Estas áreas estão sujeitas a normas e regras especiais. São legalmente 

criadas pelos governos federal, estaduais e municipais, após a realização de 

estudos técnicos dos espaços propostos e, quando necessário, consulta à 

população. 
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De acordo com a lei n° 9.985/2000 (Sistema Nacional de Unidades de 

Conservação – SNUC) (BRASIL, 2000), as unidades de conservação são 

divididas em dois grupos: 

1° - Unidades de Proteção Integral: o principal objetivo dessas unidades 

é a proteção, por isso as regras e normas são mais restritivas, permitindo apenas 

o uso indireto dos recursos naturais; ou seja, aquele que não envolve consumo, 

coleta ou danos aos recursos naturais. As categorias de proteção integral são: 

estação ecológica, reserva biológica, parque, monumento natural e refúgio de 

vida silvestre. 

2° - Unidades de Uso Sustentável: são áreas que visam conciliar a 

conservação da natureza com o uso sustentável dos recursos naturais. Nesse 

grupo, atividades que envolvem coleta e uso dos recursos naturais são 

permitidas, mas desde que praticadas de uma forma que a perenidade dos 

recursos ambientais renováveis e dos processos ecológicos esteja assegurada. As 

categorias de uso sustentável são: área de relevante interesse ecológico, floresta 

nacional, reserva de fauna, reserva de desenvolvimento sustentável, reserva 

extrativista, área de proteção ambiental (APA) e reserva particular do patrimônio 

natural (RPPN). 

As coletas de material biológico (acículas e sementes) para a realização 

deste estudo foram realizadas em nove municípios localizados na Serra da 

Mantiqueira sendo oito pertencentes à APA, da Serra da Mantiqueira e dois, à 

APA Estadual Fernão Dias – Unidades de Uso Sustentável. 

3.3.1 Área de Proteção Ambiental da Serra da Mantiqueira 

Em Minas Gerais, a espécie possui ampla distribuição na área de 

abrangência da Área de Proteção Ambiental da Serra da Mantiqueira, 

considerada a oitava área insubstituível do mundo (LE SAOUT et al., 2013). 
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Área de Proteção Ambiental (APA) é uma área extensa, com grau de ocupação 

humana com atributos bióticos, abióticos, estéticos ou culturais especialmente 

importantes à qualidade de vida e ao bem das populações humanas. O objetivo 

básico é de proteger a diversidade biológica, disciplinar o processo de ocupação 

e assegurar a sustentabilidade do uso dos recursos naturais. Pesquisa e visitação 

são estabelecidas pelo órgão gestor. 

A Serra da Mantiqueira é uma das maiores e mais importantes cadeias 

montanhosas do sudeste brasileiro e abrange parte dos estados de São Paulo, Rio 

de Janeiro e Minas Gerais. Apresenta extrema importância ecológica, integrando 

o bioma Mata Atlântica, com formações mistas de campos, florestas e enclaves 

de matas de A. angustifolia. Possui uma grande diversidade de ecossistemas, 

como consequência de sua topografia que apresenta desníveis de mais de 2.000 

m, pois suas altitudes variam entre 700 m, a cota mais baixa, e 2.798,39 m em 

seu ponto culminante, na Pedra da Mina, divisa dos estados de Minas Gerais e 

São Paulo. Nela são encontrados campos de altitude, diferentes tipos de 

florestas, matas de araucária e pequenas áreas brejosas, que abrigam um grande 

número de espécies endêmicas, além de várias espécies de animais e vegetais em 

extinção, como a onça parda e outros felinos, o lobo guará, a lontra, o papagaio 

do peito roxo, dentre outros. 

A Área de Proteção Ambiental da Serra da Mantiqueira - 
APASM foi criada em 1985 pelo Decreto Federal nº. 91.304 
(ANEXO C), abrangendo uma área de 437.627,29 ha, 
distribuídos entre os estados de São Paulo, Minas Gerais e 
Rio de Janeiro. Sob a denominação de APA da Serra da 
Mantiqueira, fica declarada área de proteção ambiental, a 
região situada nos municípios de Aiuruoca, Alagoa, 
Baependi, Bocaina de Minas, Delfim Moreira, Itanhandu, 
ltamonte, Liberdade, Marmelópolis, Passa Quatro, Passa 
Vinte, Piranguçu, Pouso Alto, Santa Rita do Jacutinga, 
Virgínia e Wenceslau Brás, no estado de Minas Gerais; 
Campos do Jordão, Cruzeiro, Lavrinha, Pindamonhangaba, 
Piquete, Santo Antônio do Pinhal e Queluz, no estado de 
São Paulo e Resende no Estado do Rio de Janeiro (Figura 
8). Localizada estrategicamente numa das maiores e mais 
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importantes cadeias montanhosas do Leste Sul Americano e, 
ao mesmo tempo, entre importantes eixos de 
desenvolvimento do País, tem como principais objetivos 
proteger e preservar parte dessa cadeia, bem como a flora 
endêmica e andina, os remanescentes das florestas de A. 
angustifolia, a continuidade da cobertura vegetal do espigão 
central e das manchas de vegetação primitiva e a vida 
selvagem, principalmente as espécies ameaçadas de 
extinção. Possui alta riqueza de espécies animais e vegetais 
raras e endêmicas, e por isso é apontada em consenso como 
área prioritária para a conservação da biodiversidade na 
categoria de maior importância. A ocupação humana na 
região abrangida pela APASM, apesar de sua riqueza 
cultural, historicamente pressionou os recursos naturais. As 
consequências negativas são o mau uso do solo e a ocupação 
desordenada o que resulta na degradação e na fragmentação 
de habitats bem como na contaminação dos recursos 
hídricos, sendo que nesta região estão importantes nascentes 
que formam as bacias dos rios Grande e Paraíba do Sul. Por 
seu potencial natural, a região da APASM é procurada tanto 
para a implantação de florestas homogêneas para exploração 
comercial, como para instalação de loteamentos irregulares 
e implantação de projetos de turismo, entre outras atividades 
privadas, além de sofrer com pressões antrópicas de fogo, 
parcelamento de solo e uso inadequado de Áreas de 
Preservação Permanente (APP). Desta forma, visando somar 
esforços no sentido de articular os diferentes interesses na 
região, foi criado em 2004 o Conselho Consultivo da APA – 
CONAPAM, com o principal objetivo de estimular e 
coordenar a gestão participativa dessa unidade de 
conservação que parece ser um importante caminho para sua 
gestão. São grandes os desafios para se gerir 
ambientalmente um território tão extenso e com tantos 
interesses conflitantes, em especial se tratando do Bioma 
Mata Atlântica. Por isso, torna-se necessária a aplicação de 
políticas públicas que contemplem as especificidades 
sociais, econômicas e ambientais da região, o que requer 
atenção das diferentes esferas de decisão e a participação da 
comunidade nos processos de planejamento e de gestão 
dessa unidade de conservação (Texto fornecido pela Equipe 
da APA da Serra da Mantiqueira, modificado). 
 

É importante destacar que a APA Serra da Mantiqueira abrange em sua 

extensão outras Unidades de conservação: Parque Nacional do Itatiaia, Parque 

Estadual de Campos do Jordão, Parque Estadual da Serra do Papagaio, Floresta 
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Nacional de Passa Quatro e um grande número de Reservas Particulares do 

Patrimônio Natural, formando um mosaico de Unidades de Conservação. 

Diante de toda a diversidade contida na área, torna-se imprescindível a 

pesquisa com a finalidade de conservação e preservação, ainda mais importante 

após a publicação do artigo de Le Saout et al. (2013), publicado na revista 

Science, considerando a APA Serra da Mantiqueira a oitava área insubstituível 

do planeta, juntamente com o Parque Nacional do Itatiaia. 

 

 

Figura 8 Abrangência da APA Mantiqueira.  

Fonte: PRÓ-FUNDAÇÃO MANTIQUEIRA (2014). 

3.3.2 Área de Proteção Ambiental Fernão Dias  

A APA Fernão Dias foi criada com a finalidade de compensação 

ambiental da obra de duplicação da Rodovia Fernão Dias em 1997 (Decreto 

Estadual nº 38.925 de 17 de julho de 1997) (ANEXO D). Existente há 15 anos, 
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ela abrange oito municípios do Sul de Minas Gerais (mais de 180 mil hectares) 

(Figura 9) e tem como focos principais a conservação dos recursos hídricos das 

bacias dos rios Piracicaba/Jaguari, Sapucaí; o manejo adequado do solo; o 

ordenamento do turismo; a proteção dos remanescentes de Mata Atlântica e a 

promoção de Educação Ambiental em todos os municípios da APA.  

 

Figura 9 Abrangência APA Fernão Dias 

Fonte: ÁREA DE PROTEÇÃO AMBIENTAL FERNÃO DIAS (2014). 

 

3.4 Diversidade e Estrutura Genética 

Uma condição fundamental para que haja evolução é a existência de 

diversidade genética. A seleção natural atua entre as variantes dentro das 
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populações em relação à adaptação ao ambiente, proporcionando variabilidade 

entre populações e, por fim, variabilidade entre espécies (TORGGLER; 

CONTEL; TORGGLER, 1995). A diversidade genética de uma espécie ou de 

uma população deve-se aos efeitos combinados de sua história genealógica e 

processos evolutivos (COMES; KADEREIT, 1998). 

A conservação de espécies tem por base a manutenção dos níveis 

naturais de variabilidade genética nas populações (YEEH; KANG; CHUNG, 

1996), portanto, conhecer os níveis e distribuição da variação genética é 

fundamental para se estabelecer práticas conservacionistas efetivas e eficientes. 

Em espécies arbóreas, a preservação da diversidade genética é essencial 

para a sobrevivência das populações às intempéries do meio e faz-se cada vez 

mais necessária, considerando-se a ocorrência de mudanças climáticas globais. 

Devido à sua grande longevidade e ao potencial para elevadas taxas de fluxo de 

pólen, as árvores devem possuir altos níveis de diversidade genética dentro das 

populações para que possam persistir a períodos de alterações ambientais 

(HAMRICK, 1983). 

Entende-se como estrutura genética a distribuição da diversidade 

genética entre e dentro de populações. A estrutura genética de uma espécie é 

definida como a medida dos padrões de variação dada pela diversidade genética 

da população, a variação nos níveis de diversidade em diferentes populações e a 

extensão e variação da correlação ou distância genética entre populações 

(BROWN, 1978). Desta forma, a estrutura genética é a distribuição não casual 

de alelos ou genótipos no tempo e no espaço, sendo desprezados outros fatores 

que possam afetar as frequências alélicas e genotípicas, como a organização do 

genoma e os processos meióticos. 

A estrutura genética é desenvolvida e mantida devido às interações de 

um complexo conjunto de fatores evolutivos, como variação no conjunto gênico, 

organização dessa variação em genótipos, distribuição espacial dos genótipos, 
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sistema de reprodução que controla a união de gametas para a formação das 

progênies, dispersão das progênies, seleção, deriva, mutação, eventos casuais e 

processos de crescimento, mortalidade e reposição de indivíduos que darão 

origem às populações futuras (ALVAREZ-BUYLLA; GARAY, 1994; 

HAMRICK, 1983; HAMRICK; GODT, 1989; LOVELESS; HAMRICK, 1984). 

A diferenciação entre populações geralmente deve-se à seleção e deriva 

genética, sendo o fluxo gênico um fator contrário a essas forças (HAMRICK; 

GODT, 1989). 

O conhecimento do nível e da distribuição da variabilidade genética 

dentro de uma espécie pode propiciar uma melhor compreensão de sua história 

ecológica e evolutiva (HAMRICK; GODT, 1996). A estrutura genética também 

foi conceituada por Weir (1990) como o modo pelo qual a diversidade genética é 

partilhada dentro e entre as populações, sendo de particular interesse para a 

conservação dos recursos genéticos e fundamental para o manejo racional dos 

recursos de populações naturais, pois fornece a matéria-prima para mudanças 

evolutivas futuras e níveis diferentes de variação em diferentes populações 

podem fornecer evidência de eventos evolutivos no passado. 

Em plantas, devido à sua mobilidade limitada, a estrutura genética pode 

estar associada à distribuição espacial e temporal dos genótipos (BROWN, 

1978; LOVELESS; HAMRICK, 1984). Dessa forma, as espécies podem 

apresentar estruturação como resultado da heterogeneidade ambiental e da 

pressão seletiva diferencial.  

No que diz respeito ao tamanho populacional, quanto maior o tamanho 

populacional maior a diversidade genética dentro da população e, 

consequentemente, menor a diferenciação entre as populações. Desta forma a 

alta diferenciação entre as populações e a baixa diversidade genética 

populacional podem ser observadas em espécies com baixa densidade de 

indivíduos, de autofecundação e ou propagação vegetativa com limitada 
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dispersão de pólen e sementes (LOVELESS; HAMRICK, 1984; ZANETTI; 

CAVALLI, 2003). A redução no tamanho populacional tem como fator 

preocupante a alta susceptibilidade à deriva genética, e consequentemente, a 

redução da diversidade. Além da deriva genética, pequenas populações podem 

estar mais sujeitas à endogamia, decorrente da maior probabilidade de 

autofecundação e cruzamentos entre indivíduos aparentados (KAGEYAMA; 

GANDARA, 1998; KELLER; WALLER, 2002). 

A descrição da variabilidade genética nas populações é uma ferramenta 

importante na genética de populações por possibilitar o estudo dos mecanismos 

de manutenção dessa variabilidade (NEI, 1977). O incremento nos níveis de 

diversidade é dado pela ocorrência de mutações, que geralmente ocorrem em 

taxas muito baixas, restringindo-se a uma perspectiva de longo prazo 

(ALLENDORF; LUIKART, 2012). Já a redução nos níveis de diversidade 

ocorre em ritmo mais acelerado devido a fatores como deriva genética, 

endogamia, seleção natural (NEI, 1977). 

Desta forma, a mensuração dos níveis de diversidade genética é de 

grande relevância na identificação de espécies e populações prioritárias para a 

conservação, e avaliações dos níveis de diversidade genética têm sido 

empregadas como ferramentas para subsidiar a adoção de estratégias de manejo 

e de conservação genética em inúmeros estudos (BARBOSA et al., 2010; 

BATISTINI et al., 2009; GAJERA et al., 2010).  

São muitos os métodos utilizados para avaliar a estrutura genética de 

populações e verificar o grau de variabilidade existente em uma dada espécie. 

Com o avanço em melhorias nas técnicas de biologia molecular, é possível 

observar polimorfismo diretamente na sequência gênica de organismos, 

ampliando novas perspectivas para pesquisa em conservação (ZUCCHI et al., 

2003). Dentre elas destaca-se a técnica de microssatélites (SSR).  
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3.5 Estrutura Genética Espacial 

O padrão espacial de indivíduos de uma população é caracterizado pela 

forma como estes indivíduos estão distribuídos na área. Em estudos genéticos, a 

autocorrelação espacial pode ser utilizada tanto para estimar o grau de 

isolamento de populações a partir das frequências gênicas ou fenotípicas em 

cada população, como em nível intrapopulacional, na qual esta técnica é 

utilizada para auxiliar na detecção de agrupamentos de indivíduos aparentados 

(GANDARA, 1996). O conhecimento da estrutura genética espacial é 

importante para se estabelecer estratégias de amostragem em populações 

naturais para conservação genética, formando assim amostras significativas. 

Estudos na estrutura populacional de espécies arbóreas têm demonstrado que a 

distribuição de alelos e genótipos não é aleatória dentro das populações. Tal 

estrutura pode ser determinada pela dispersão de pólen e sementes, habitat de 

distribuição e seleção micro ambiental (HAMRICK, 1983). Futuyma (1992) cita 

que se em uma população existem limitações físicas que não permitem 

cruzamentos aleatórios, deverá haver maior probabilidade de cruzamentos entre 

indivíduos próximos, levando à redução dos heterozigotos e formação dos 

grupos, estruturando a população.  

O fato de ocorrer estrutura genética espacial positiva, ou seja, indivíduos 

aparentados próximos dentro das populações, pode ser um indicativo de 

cruzamento endogâmico (SEBBENN, 1997). Porém, padrões genéticos não 

aleatórios podem existir sem distribuição espacial agregada dos indivíduos. Por 

outro lado, uma população pode apresentar distribuição espacial agregada sem 

qualquer acompanhamento de estrutura genética (LOVELESS; HAMRICK, 

1984). Segundo Heywood (1991) isso pode ocorrer devido ao fato de que os 

padrões espaciais e genéticos resultam, comumente, da heterogeneidade 

ambiental e de pressões de seleção.  
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A estrutura genética espacial dentro de populações de plantas é 

primariamente determinada pelos efeitos da limitada dispersão de pólen e 

sementes, isolamento em pequenas manchas, mortalidade diferencial e seleção 

para micro-habitats (MORAES; KAGEYAMA; SEBBENN, 2005). Em escalas 

maiores a estrutura genética é afetada por fatores históricos e isolamento pela 

distância. 

A estrutura espacial dos genótipos pode ser estimada pela autocorrelação 

espacial como também ser analisada a partir de estimativas de coeficientes de 

parentesco ou coeficientes de coancestralidade, baseados na probabilidade de 

identidade dos alelos em dois genes homólogos amostrados da mesma maneira. 

Segundo Ritland (1996), as estimativas de coancestria são definidas 

como probabilidade de identidade por descendência entre alelos. A partir de 

dados de marcadores genéticos estima-se uma “coancestria relativa” que pode 

ser definida como a razão de diferenças de probabilidades de identidade por 

estado (ROUSSET, 2002). O índice I de Moran tem sido utilizado amplamente 

no estudo da distribuição espacial dos genótipos, mas muitos autores têm 

empregado os coeficientes de coancestralidade para analisar a estrutura genética 

espacial de espécies arbóreas (LOISELLE et al., 1995; MYAMOTO; 

KURAMOTO; YAMADA, 2001). Estes coeficientes, além de informarem sobre 

a presença ou não de estruturação, indicam o grau de parentesco entre os 

indivíduos. 

É importante conhecer a estrutura genética de plantas que serão 

incluídas em programas de manejo ou conservação genética. Este conhecimento 

torna-se importante também na implantação de estratégias amostrais em 

populações naturais para, no final, obter-se amostra que represente a diversidade 

populacional. Pode-se também, com essas informações, minimizar os impactos 

causados pelo manejo sustentável na diversidade genética de espécies florestais. 
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3.6 Marcadores Microssatélites (SSR) 

Os marcadores moleculares surgiram devido à necessidade da detecção 

de polimorfismo genético diretamente no DNA. Um marcador molecular é 

definido como qualquer fenótipo molecular oriundo de um gene expresso ou de 

um segmento específico de DNA (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). 

Milach (1998) descreve que marcadores moleculares são características de DNA 

que diferenciam dois ou mais indivíduos e são herdados geneticamente. Existem 

marcadores bioquímicos (Proteína) e marcadores de DNA. Há uma grande 

variedade de marcadores de DNA, entre eles, o microssatélite ou sequências 

repetitivas simples (SSR) é o mais adequado para estudos genéticos (ASHLEY, 

2010; CHASE; KESSELI; BAWA, 1996). 

Os marcadores microssatélites, também chamados de SSRs (Single 

Tandem Repeats) ou STRs (Short Tandem Repeats) são formados por sequências 

de uma a seis bases de comprimento repetidas em série (JACOB et al., 1991) e 

estão entre as sequências mais variáveis de DNA no genoma dos eucariotos. A 

análise de locos microssatélites é realizada por meio da técnica de PCR 

(Polymerase Chain Reaction) utilizando-se iniciadores (Primers) 

complementares (18 a 25 bases) às regiões que os flanqueiam. 

Com base no seu motivo de repetição, podem ser classificados como 

perfeitos – a sucessão das unidades de repetição não é interrompida - imperfeitos 

– a sequência de repetições está dividida por um ou mais nucleótideos - e 

compostos - quando são constituídos por motivos de repetição diferentes 

(WEBER et al., 1990). 

O conteúdo genético informativo de um marcador microssatélite é, 

geralmente, bastante alto, por se tratar de sequência de alta taxa evolutiva. 

Mesmo em comparações de germoplasma com estreita base genética, geralmente 

detecta-se um alto número de alelos em um loco SSR. Diante dos diversos tipos 
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de marcadores disponíveis, eles são diferenciados pela tecnologia utilizada, 

custo, facilidade de uso, consistência e repetibilidade e, principalmente, na 

habilidade do parâmetro que se quer detectar, seja ela por diferenças entre 

indivíduos, estrutura genética de populações, filogenia ou filogeografia. 

Entre as vantagens apresentadas pelos marcadores microssatélites pode-

se citar a codominância, que permite detectar os dois tipos de alelos que um 

indivíduo diploide pode apresentar (homozigotos e heterozigotos); o alto 

polimorfismo baseado na variação do número dos elementos repetidos, 

provavelmente devido aos erros de DNA polimerase durante o processo de 

replicação e reparo da molécula de DNA; são abundantes, cobrem 

extensivamente o genoma, possuem natureza multialélica; necessitam de 

pequenas quantidades de DNA para análise, e são de fácil detecção por PCR 

(reação em cadeia da polimerase). 

A fácil detecção via PCR possibilita sua utilização em estudos forenses e 

análises moleculares não invasivas (SCHLOTTERER, 2004), uma vez que 

permite a amplificação em amostras de reduzida quantidade ou qualidade de 

DNA, mesmo o DNA altamente degradado (JARNE; LAGODA, 1996; 

TABERLET; WAITS; LUIKART, 1999; WASER; STROBECK, 1998). 

Mutações nas regiões flanqueadoras podem ocorrer e estas são 

responsáveis pela ocorrência de alelos nulos, isto é, alelos que não são 

amplificados na reação de PCR (JARNE; LAGODA, 1996). Em consequência, 

indivíduos heterozigotos podem ser identificados como homozigotos. Outro 

problema que pode ocorrer é a homoplasia, ou seja, a existência de alelos 

idênticos como resultado de processos mutacionais convergentes e não 

ancestralidade comum. A ocorrência da homoplasia reduz o número de alelos 

observados por população, a proporção de heterozigotos e a diversidade genética 

(ESTOUP et al., 1995; JARNE; LAGODA, 1996); é esperada em todos os 

modelos mutacionais exceto pelo IAM (Infinite Allele Model) de Kimura e 



43 

 

Crow (1964). A ocorrência de homoplasia foi detectada em taxa mais elevada 

entre espécies do que entre populações da mesma espécie e é rara a detecção 

dentro de populações. Todavia, a presença de alelos nulos e homoplasia não 

constituem um problema, uma vez que a grande variabilidade encontrada nos 

microssatélites compensa, geralmente, a ocorrência (ESTOUP; JARNE; 

CORNUET, 2002; JARNE; LAGODA, 1996). 

Vários estudos com Araucaria angustifolia foram realizados usando 

marcador microssatélite com objetivos diversos, como os realizados por 

Bittencourt e Sebbenn (2007, 2008, 2009), Danner et al. (2013, 2013a), Medina-

Macedo et al. (2015), Patreze e Tsai (2010), Salgueiro et al. (2005), Sant’anna et 

al. (2013), Schmidt et al. (2007), Stefenon et al. (2007, 2008) e Stefenon, 

Gailing e Finkeldey (2008a). Os trabalhos pioneiros para a utilização de 

microssatélites foram realizados por Salgueiro et al. (2005) e Schmidt et al. 

(2007), sendo otimizado um total de 37 primers microssatélites. 

Salgueiro et al. (2005) utilizaram nDNA (DNA nuclear) de 60 

indivíduos de três populações diferentes (RJ, SP, PR) de Araucaria angustifolia 

para desenvolver oito primers (ANEXO E), sendo encontrados três a 11 alelos 

por locus. Os oito loci foram testados para desvio do equilíbrio de Hardy-

Weinberg e desequilíbrio de ligação em A. angustifolia. Observou-se desvio do 

equilíbrio de Hardy-Weinberg nos locos Ag62 (P = 0,025) e CRCAc1 (P <5/10). 

Após a correção de Bonferroni, apenas o loco CRCAc1 apresentou desvio 

significativo. Nos indivíduos de populações do PR e RS, nenhum desvio 

significativo do Hardy-Weinberg e desequilíbrio de ligação foi observado. Na 

população RJ, o loco Ag62 (P = 0,004) e CRCAc1 (P <5/10) apresentaram 

desvio de Hardy-Weinberg significativo. Nesta população, o teste exato de 

Fisher para desvio de ligação foram inferiores a 5% para os seguintes pares de 

loci: AG20 AG56 × (P = 0,031), AG56 × Ag62 (P = 0,044), Ag62 × CRCAc1 (P 

= 0,046), Ag62 × CRCAc2 (P = 0,041) e AG94 × CRCAc2 (P = 0,035). Dado 
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que com a correção de Bonferroni, a taxa de erro correspondendo a um período 

experimental de limiar de 5% foi reduzida para 2%. Além disso, quando o teste 

exato de Fisher foi calculado para todas as populações, não foi encontrado 

desequilíbrio de ligação significativo. 

Schmidt et al. (2007) desenvolveram 29 pares de primers (ANEXO F) 

todos altamente polimórficos, com média de 8,1 alelos por locus com valores 

médios de heterozigosidade esperada e observada de 0,72 e 0,63 

respectivamente. Seis loci (Aang09, Aang12,Aang17, Aang18, Aang35 e 

Aang44) apresentaram desvio ao equilíbrio de Hardy-Weinberg após correção 

para vários testes (método de Bonferroni, P <0,0017). Além disso, desequilíbrio 

de ligação significativo foi encontrado para quatro (Aang02 / Aang03, Aang04 / 

Aang09, Aang04 / Aang43 eAang03 / Aang44) das 406 comparações de pares. 

No entanto, o desvio de equilíbrio pode ser devido à amostragem limitada (DNA 

extraído de um único indivíduo). Portanto, os altos níveis de polimorfismo 

presentes nos primers caracterizados para A. angustifolia são utilizados para 

estudos de genética de suas populações. 

Os primers SSR para Araucaria angustifolia desenvolvidos e 

caracterizados por Salgueiro et al. (2005) e Schmidt et al. (2007) foram de 

grande importância para a realização de vários estudos com a espécie, com 

objetivos relacionados à estrutura genética (STEFENON et al., 2007), dispersão 

de sementes e pólen (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007, 2008; SANT’ANA et 

al., 2013), fluxo gênico (STEFENON et al., 2007a), efeitos genéticos da 

fragmentação florestal (BITTENCOURT; SEBBENN, 2009), diversidade 

genética intratopulacional (PATREZE; TSAI, 2010), impacto da monoicia 

(DANNER et al., 2013), segregação mendeliana em loci SSR (DANNER et al., 

2013a) e a diversidade genética detectada por meio do fluxo de pólen 

(MEDINA-MACEDO et al., 2015).  
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Vários trabalhos foram realizados com a espécie utilizando outros tipos 

de marcadores como as isoenzimas (SHIMIZU; JAEGER; SPOCHAKI, 2000), 

que quantificaram a variabilidade genética de população remanescente no 

Parque Nacional do Iguaçu (PR). Auler et al. (2002) analisaram a estrutura e 

diversidade por meio de variação não adaptativa de populações naturais em 

Santa Catarina. Sousa, Hattemer e Robinson (2002) avaliaram a herança e 

relações isoenzimática das variantes da espécie (PR, SC, SP). Sousa e Hattermer 

(2003) investigaram a dispersão de pólen e fluxo gênico em populações naturais 

(PR, SC, SP). Sousa et al. (2004) quantificaram a variação e a estrutura genética 

em populações naturais (PR, SC, SP), Sousa et al. (2005) analisaram a 

correlação do sistema de cruzamento em populações naturais (PR, SC, SP); 

Mantovani et al. (2006) quantificaram a estrutura genética interna e a taxa de 

cruzamento (SP), Ferreira et al. (2012) realizaram análises genéticas em florestas 

plantadas e naturais em Santa Catarina. 

Os marcadores de DNA polimórfico amplificado ao acaso (Random 

Amplified Polymorphic DNA- RAPD) foram utilizados por Mazza e Bittencourt 

(2000) para modificações no método padrão CTAB de extração de DNA a partir 

de acículas de árvores adultas (PR). Medri et al. (2003) analisaram os efeitos do 

manejo na diversidade genética em uma população em Santa Catarina e 

concluíram que o manejo levou a uma redução da variabilidade genética da 

população remanescente.  

Stefenon et al. (2003) utilizando Polimorfismo de Tamanho de 

Fragmento Amplificado (Amplified Fragment Length Polymorphism - AFLP), 

analisaram a eficiência informativa dos marcadores AFLP investigando a 

diversidade genética intrapopulacional de um remanescente de Floresta 

Ombrófila Mista do Estado de Santa Catarina concluíram que a técnica AFLP 

foi eficiente na análise de diversidade genética de populações naturais de 

Araucaria angustifolia. 
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Stefenon et al. (2004) desenvolveram um protocolo de extração de DNA 

e capacidade informativa de marcadores RAPD para a análise da diversidade 

genética de populações naturais da espécie (SC, SP) e demostraram ao final a 

eficiência do marcador como ferramenta para estudos genéticos. 

Usando a técnica de sequenciamento, Hampp et al. (2000) investigaram 

sequências de DNA para identificar melhores procedências de A. angustifolia 

para reflorestamento em áreas de pastagem na região de ocorrência da espécie. 

Para isso, analisaram a distinção de sementes (SC, PR, SP, RJ, MG). Ao final 

identificaram um fragmento de 2 Kpb de comprimento e a frequência desse 

fragmento ocorre em paralelo com o número, duração e intensidade de geadas. 

Mesmo não sendo uma sequência típica de microssatélites, este fragmento pode 

ser utilizado como marcador para triagem de ecótipos da Araucaria angustifolia.   

As informações obtidas dos trabalhos citados são importantes para o 

conhecimento dos aspectos genéticos da espécie. Dados sobre a estrutura, 

diversidade, fluxo de pólen e índices de endogamia da espécie foram obtidos 

principalmente para populações de A. angustifolia de ocorrência na região Sul 

do país. Os resultados apontam para alta diversidade genética para indivíduos 

adultos e altos índices de endogamia nas progênies. As informações resultantes 

desses trabalhos, juntamente com dados ecológicos da espécie deveriam servir 

de base para a elaboração da legislação ambiental para a conservação e gestão da 

espécie. Entretanto, infelizmente a legislação vigente não considera trabalhos 

científicos realizados com a espécie, gerando uma lacuna de informação 

extremamente importante para a sua conservação. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Caracterização das Populações e Coleta de Material 

As populações amostradas de Araucaria angustifolia encontram-se no 

domínio Atlântico (AB’SABER, 2003; VELOSO; RANGEL FILHO; LIMA, 

1991). Em geral, seu entorno é composto por Floresta Ombrófila Mista, 

inseridas em uma matriz antropizada, com áreas destinadas ao cultivo de 

monoculturas ou pastagem. De acordo com a classificação de Koeppen o clima 

na região é subtropical, mesotérmico, úmido, com estação seca e média 

pluviométrica anual de 2.000 mm. 

Para o estudo de diversidade genética, acículas de A. angustifolia foram 

coletadas em nove localidades no estado de Minas Gerais (Tabela 1, Figura 10). 

As amostras foram coletadas aleatoriamente por caminhamento, respeitando 

uma distância mínima de 100 m para evitar coleta de indivíduos aparentados. 

Foram coletadas acículas de 50 indivíduos por localidade, pois segundo Carlini-

Garcia, Vencovsky e Coelho (2001), este número é o mínimo recomendado para 

a amostragem da população para a espécie. As amostras foram acondicionadas 

em saco plástico, contendo sílica gel para desidratação do tecido. Ao término das 

coletas, as amostras foram transportadas para o Laboratório de Conservação 

Genética de Espécies Arbóreas, do Departamento de Ciências Florestais, da 

Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais onde foram armazenados a uma 

temperatura de -20 °C até o momento da extração do DNA. 

A amostragem se diferenciou dos trabalhos já realizados com a espécie 

pela particularidade da sua ocorrência nestes locais. Nas áreas amostradas é 

pouco frequente encontrar fragmentos com indivíduos de Araucaria 

angustifolia, pois estes encontram-se distribuídos de forma esparsa, dificultando 

a coleta de outra forma. 
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Tabela 1 Local e tamanho amostral utilizados para o estudo de diversidade 

genética de Araucaria angustifolia 

Local Códigos N Coordenadas (S/W) Alt. (m) 
Aiuruoca AI 50 21º58`33” S 44º36’10” W 989 

Alagoa AL 50 22º10’14’’ S 44º38’31” W 1132 

Bocaina de Minas BO 50 22º10’04” S 44º23’42” W 1210 

Delfim Moreira DM 50 22º30’32” S 45º16’48” W 1200 

Extrema EX 50 22º51’18”S 46º19’04”W 973 

Gonçalves GO 50 22º39’32”S 45º51’21”W 1350 

Itamonte IT 50 22º17’02”S 44º52’12”W 933 

Liberdade LI 50 22º01’44”S 44º19’12”W 1152 

Passa Quatro PQ 50 22º23’24”S 45º58’01”W 938 

Total  450    

N = Tamanho amostral. 
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Figura 10 Localização das populações amostradas de Araucaria angustifolia. 

MG, Imagem: ARCGIS v.10.1. EX (Extrema), GO (Gonçalves), DM 

(Delfim Moreira), PQ (Passa Quatro), IT (Itamonte), AL (Alagoa), AI 

(Aiuruoca), BO (Bocaina de Minas) e LI (Liberdade) 
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4.2 Extração do DNA e PCR-SSR 

A extração de DNA genômico dos indivíduos coletados de A. 

angustifolia foi realizada pelo método descrito em Mazza e Bittencourt (2000). 

Após a extração, o DNA foi solubilizado em TE (Tris 1mM; EDTA 1mM) e 

armazenado à -20 °C até o momento da reação de PCR-SSR. O DNA 

concentrado foi diluído em água esterilizada Milli-Q a uma concentração final 

de 10 ng/mL para os testes com marcadores microssatélites. Dos 20 pares de 

marcadores microssatélites disponíveis para A. angustifolia, oito foram 

selecionados para amplificação em três sistemas multiplex (Tabela 2).  

A amplificação dos fragmentos de DNA pela Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR-SSR) foi realizada no Laboratório de Bioengenharia da 

Universidade Tecnológica Federal do Paraná - Campus Ponta Grossa, utilizando 

o Qiagen Multiplex PCR Master Mix num volume final de 10 µL, que continha 

5 µL de PCR Master Mix (2x), 1 µL de pares de primers (2 mM de cada primer) 

2 µL de DNA genômico (10 ng/µL), e 1 µL de solução-Q e água Milli-Q. 

O programa de PCR utilizado no termociclador envolveu: (1) um passo 

inicial de desnaturação do DNA e de ativação da Taq polimerase em 95 °C 

durante 15 minutos; (2) 35 ciclos de amplificação em três fases (94 ºC durante 

30 s, temperatura de anelamento por 90 s e extensão a 72 °C durante 60 s); e (3) 

uma extensão final a 72 °C durante 10 minutos. Após a amplificação, 10 µL de 

água Milli-Q autoclavada foram adicionados a cada amostra e estas refrigeradas 

a 4 °C até a genotipagem.  

Para genotipagem foi utilizada uma solução de volume final de 10 µL 

contendo 2 µL da solução dos fragmentos amplificados de cada amostra, 0,125 

µL de padrão sequenciador LIZ GS 600 e o volume restante com Hi-Di 

formamida. O polimorfismo foi detectado pela rotulagem de pares de primers 

SSR marcados com corantes fluorescentes nas combinações triplex ou duplex, 
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seguido por electroforese capilar para detectar fragmentos no sequenciador 

automático ABI 3500xL GeneticAnalyzer (AppliedBiosystems) no 

Departamento de Bioquímica da UFPR – Campus de Curitiba. O tamanho dos 

fragmentos amplificados (alelos) foi determinado utilizando o software 

GeneMapper v.4.1 (AppliedBiosystems) e os valores relativos ao tamanho dos 

alelos foram exportados para planilha de Excel para as análises estatísticas. 
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Tabela 2 Combinações Multiplex para Primers SSR de Araucaria angustifolia usadas neste estudo 

Primer Dye Multiplex 
Temp. de 

anelamento ºC 
Elementos 
repetidos 

Fragmentos 
(pb) 

Autor Araucaria 
Acesso 

GenBank 

Ag 45 Fam I 57.8ºC (GT)4 160 – 162 
Salgueiro et al., 

(2005) 
A. angustifolia AJ749966 

AS 190 Ned I 57.8ºC (AT)8(GT)12 195 – 201 
Robertson et al., 

(2004) 
A. subulata AY426083 

CRCAC1 Fam I 57.8ºC (GA)19 170 – 282 
Scott et al., 

(2003) 
A. cunninghamii AF522871 

Ag 20 Fam II 59.3 ºC (GA)12 231 – 249 
Salgueiro et al., 

(2005) 
A. angustifolia AJ749964 

Ag 56 Ned II 59.3 ºC (TC)11 140 – 152 
Salgueiro et al., 

(2005) 
A. angustifolia AJ749967 

Aang 14 Fam III 56.5 ºC (GA)27 200 – 224 
Schmidt et al., 

(2007) 
A. angustifolia AY865583 

Aang 28 Hex III 56.5 ºC (CT)11 148 – 160 
Schmidt et al., 

(2007) 
A. angustifolia AY865592 

CRCAC2 Ned III 57.8ºC (GA)23 170 – 210 
Scott et al., 

(2003) 
A. cunninghamii AF522871 
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4.3 Análises Estatísticas 

Para cada população, foi realizado o teste de desequilíbrio de ligação 

para verificar se os loci usados nas análises são amostrados de forma 

independente do genoma. O teste foi realizado pelo software FSTAT 2.9.3.2 

(GOUDET, 2002), aplicando-se a correção de Bonferroni com múltiplas 

permutações (RICE, 1989). 

4.3.1 Detecção de Alelos Nulos 

Os microssatélites são marcadores de DNA codominantes, amplamente 

utilizados em biologia da conservação, ecologia e filogenia por serem altamente 

polimórficos, terem alta reprodutividade e simplicidade do uso da PCR, porém 

frequentemente são detectados alelos nulos, sttuter (repetições mais curtas ou 

mais longas que o verdadeiro alelo - locos adicionais) e dropout (são alelos que 

aparecem bastante afastados da série principal). A presença de alelos nulos, 

stuters e dropout podem levar a desvios nas proporções do equilíbrio de Hardy-

Weinberg devido ao excesso de homozigotos. Para detectar possíveis erros na 

genotipagem, foi utilizado o software Micro Checker Versão 2.2.3 (VAN 

OOSTERHOUT et al., 2004), a significância foi obtida por 1.000 permutações e 

intervalo de confiança a 95% com 10.000 reamostragens. A frequência de alelos 

nulos em cada locus foi ajustada usando o estimador Oosterhout que considera 

as amostras não amplificadas como DNA degradado, erro humano, etc.; a 

frequência dos alelos nulos é estimada a partir do cálculo prévio das frequências 

alélicas de todos os loci visíveis. A frequência dos alelos nulos também foi 

calculada pelo método de Dempster, Laird e Rubin (1977), utilizando o software 

FreeNA (CHAPUIS; ESTOUP, 2007). 
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4.3.2 Diversidade Genética 

Para caracterizar a diversidade genética, foram estimados para cada 

locus e para cada população: a riqueza alélica ou número médio de alelos (K), o 

número de alelo efetivo por locus (Ae), a heterozigosidade observada (Ho) e a 

heterozigosidade esperada (He) segundo expectativas do Equilíbrio de Hardy-

Weinberg, utilizando-se o software GDA (LEWIS; AZYKIN, 2002). A 

aderência das frequências genotípicas às proporções esperadas pelo Equilíbrio 

de Hardy-Weinberg foi testada por meio do teste exato (GUO; THOMPSON, 

1992) com o software GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2012) para cada 

população, a combinação das probabilidades foi realizada pelo método de Fisher 

(2000).  As estimativas do índice de fixação médio dentro de populações (), do 

índice de fixação total para o conjunto das populações ( ) e da divergência entre 

populações (P) com intervalo de confiança a 95% foram obtidas por 10.000 

reamostragens utilizando-se o software GDA (LEWIS; AZYKIN, 2002). A 

diferenciação genética foi estimada pela estatística FST clássica de Wrigth (NEI, 

1977) e pela estatística GST de Hedrick (HEDRICK, 2005) utilizando-se o 

software GDA_NT (DEGEN, 2006). A estimativa de diferenciação genética 

também foi realizada usando o método de estimativas de alelos nulos (ENA) 

(10.000 permutações) implementado pelo programa FreeNA (CHAPUIS; 

ESTOUP, 2007), que corrige a presença de alelos nulos. A estimativa de fluxo 

gênico (Nm) e a frequência alélica foram obtidas com o software GenAlEx 

(PEAKALL; SMOUSE, 2012). 
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4.3.3 Estrutura Genética 

Foi estimada a distância de Nei (DN) (NEI, 1978). A DN foi estimada 

entre pares de população utilizando o software GenAlEx (PEAKALL; 

SMOUSE, 2012). O software FreeNA (CHAPUIS; ESTOUP, 2007) foi utilizado 

na correção estimativa de alelos nulos (ENA) (10.000 permutações) descrita 

pelos autores para DN, as estimativas são corrigidas para alelos nulos pelo 

algoritmo de Dempster, Laird e Rubin (1977). A matriz de distância genética 

(DN) utilizada para construção de um dendrograma foi construída de acordo 

com o método UPGMA (método da média não ponderada) com o software 

NTSYS-pc 2.0 (ROHLF, 2001). As estimativas de divergência populacional 

foram quantificadas pela estimativa do P, também foi calculada uma análoga a 

esta, denominada RST, pelo software GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2012). 

Adicionalmente foi estimado o GST, segundo método de Hedrick (2005), 

utilizando o programa GDA_NT (DEGEN, 2006) e o FST de Wrigth (NEI, 

1977). A análise das coordenadas principais (PCoA) (SMITH, 2002) foi 

realizada utilizando o software GENALEX (PEAKALL; SMOUSE, 2012) com 

base nos valores de RST, calculados para os dados originais de frequências 

alélicas e genotípicas. No intuito de testar a hipótese de isolamento por distância, 

foi aplicado o teste de Mantel (SLATKIN, 1995), comparando matriz de 

distância genética entre pares de população e matriz de distância geográfica 

utilizando o software NTSYS-pc 2.0 (ROHLF, 2001). 

A variação genética dos indivíduos dentro e entre populações foi 

avaliada por análise de variância molecular (AMOVA) utilizando o software 

GENALEX (PEAKALL; SMOUSE, 2012). 
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A análise da estrutura genética populacional foi realizada com base em 

modelo de agrupamento Bayesiano, utilizando o software STRUCTURE 2.2 

(PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000), sendo os indivíduos 

agrupados de acordo com seus genótipos em K populações variando de 1 a 10. 

Cada execução foi realizada quatro vezes de forma independente para cada valor 

de K. O parâmetro assumido foi o “admixture” com burn-in 100.000 repetições 

para 50.000 interações. A análise foi feita de acordo com Earl e Von Holdt 

(2012). O número de agrupamentos foi determinado de acordo com o 

STRUCTURE HARVEST (EARL; VON HOLDT, 2012). Para indicar a 

presença de descontinuidade genética no espaço geográfico foi utilizado o 

software Barrier v.2.2 (MANNI; GUERARD; HEYER, 2004). As populações 

são conectadas pelo método de triangulação de Delaunay, identificadas pelo 

algoritmo de Monmonier (MANNI; GUERARD; HEYER, 2004) a partir das 

coordenadas geográficas obtidas pelo Sistema de Posicionamento Global (GPS) 

e das distâncias genéticas (FST). Com as coordenadas geográficas de cada 

população, é construído um mapa, aplicando o método de triangulação de 

Delaunay para conectá-las em uma rede, formada por um conjunto de três 

pontos (ABC), sendo ligados somente se um círculo que passe sobre elas não 

inclua nenhuma outra população. Segundo o método proposto por Legendre e 

Legendre (1998), a descontinuidade dos dados multivariados foi obtida pela 

divisão das distâncias genéticas de cada ligação ABC da rede pela distância 

geográfica. A descontinuidade é delimitada pelos valores mais elevados 

encontrados ao longo da rede de Delaunay (LEGENDRE; LEGENDRE, 1998; 

MANEL et al., 2003). As barreiras são identificadas a partir do algoritmo de 

Monmonier (MANNI; GUERARD; HEYER, 2004). 
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4.3.4 Estrutura Genética Espacial 

Como proposto por Loiselle et al. (1995), estimou-se o coeficiente de 

coancestria multiloco (Fij ) entre plantas para diferentes classes de distância. A 

análise foi realizada com o auxílio do software SPAGeDi versão 1.2 (HARDY; 

VEKEMANS, 2002). O coeficiente de coancestria estima a probabilidade de 

identidade dos alelos em dois genes homólogos amostrados da mesma maneira 

(GONÇALVES et al., 2010), neste caso assume-se a ausência de endogamia, ou 

seja, o coeficiente de endogamia foi considerado igual a zero. Por meio da 

reamostragem Jackknife, o erro padrão da média das estimativas foi obtido, 

sendo utilizado na construção de intervalos de confiança a 95% de probabilidade 

para o coeficiente médio de coancestria, estimado para as classes de distância, 

conforme Hardy e Vekemans (2002). Em cada classe de distância foram 

realizadas 1.000 permutações, para testar se ocorre a estruturação genética 

espacial. A extensão da estrutura genética espacial nas populações estudadas foi 

estimada pela estatística Sp que permite a comparação da magnitude da estrutura 

genética espacial entre populações diferentes (VEKEMANS; HARDY, 2004). A 

magnitude foi calculada pela fórmula Sp=-blog/(1-Fij (1)), em que blog é a 

inclinação da curva de regressão do coeficiente de coancestria e Fij (1) é a média 

do coeficiente de coancestria da primeira classe de distância (Fij ). 

4.3.5 Aderência ao Equilíbrio de Mutação e Deriva 

Para testar se as populações estão em Equilíbrio entre Mutação e Deriva, 

que pode indicar gargalo genético, foi utilizado o software Bottleneck 2.1.2 

(PIRY; LUIKART; CORNUET, 1999). A metodologia descrita por Cournet e 

Luikart (1996) baseia-se no princípio de que populações que experimentam uma 

recente redução em seu tamanho efetivo populacional apresentam uma redução 
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do número de alelos e diversidade genética (He) ou esperada pelas proporções 

de EHW. Nesse caso o número de alelos é reduzido mais rapidamente do que a 

heterozigosidade (He) o que faz com que He se torne maior do que a 

heterozigosidade esperada sob Equilíbrio entre Mutação e Deriva (Heq) uma vez 

que Heq é calculada a partir do número de alelos (COURNET; LUIKART, 

1996; PIRY; LUIKART; CORNUET, 1999). 

O teste para verificar se as populações de A. angustifolia passaram por 

uma redução recente na diversidade genética foi conduzido usando três modelos 

de mutação: Modelo de Alelos Infinitos (IAM), que supõe que cada mutação 

cria um novo alelo; Modelo Simples de Mutação (SMM), em que a cada 

mutação ocorre o ganho ou a perda de uma repetição e o Modelo de Passos de 

Mutação (TPM) que é intermediário aos modelos anteriores sendo adequado 

para a maioria dos conjuntos de dados microssatélites (DI RIENZO et al., 1994). 

A significância foi obtida por meio do teste de Wilcoxom por ser robusto para 

amostras com pequeno número de locos polimórficos (< 20) (PIRY; 

LUIKART; CORNUET, 1999).  

As taxas de migração foram estimadas utilizando o programa GeneClass 

2 v.2 (PIRY; LUIKART; CORNUET, 2004).  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O resultado do teste de desequilíbrio de ligação mostrou que não houve 

desequilíbrio significativo, após a correção de Bonferroni (p <0,001). Portanto, 

os oito loci utilizados foram usados para todas as análises genéticas. 

5.1 Detecção de Alelos Nulos 

O teste para detecção de alelos nulos não indicou a presença de stutters e 

dropout, no entanto, mostrou a presença de alelos nulos para os loci Ag45 e 

AG56. A frequência estimada de alelos nulos para o locus Ag45 variou de 

21,6% nas populações amostradas em IT e 28% em AL e para o locus Ag56 foi 

de 24,4% em DM, 8% em IT e 10% em LI. Portanto, alelos nulos foram 

observados no locus AG45 em duas das nove populações (IT e AL) e no locus 

AG56 em três populações (DM, IT e LI).  

A presença de alelos nulos em marcadores microssatélites é frequente, 

pois podem surgir por falhas na amplificação ou quando uma sequência de 

mutação altera uma ou ambas as regiões flanqueadoras (CALLEN et al., 1993). 

A presença de alelos nulos acima de 25% pode alterar os resultados de várias 

estimativas como o número de alelos, heterozigosidade, o índice de endogamia 

(DEWOOD; NASON; HIPKINS, 2006) e a distância genética (CHAPUIS; 

ESTOUP, 2007). 

A presença de alelos nulos foi detectada nas populações localizadas em 

DM, IT, AL e LI, com frequência variando de 8 a 28%. Alguns estudos sugerem 

que a ocorrência de alelos nulos em baixa frequência (< 25%) não interferem na 

avaliação da estrutura de populações. Segundo revisão realizada por Dakin e 

Avise (2004), 90% dos artigos relatam a ocorrência de loci microssatélites com 

alelos nulos, sendo esses loci incluídos na análise sem correção para potencial 
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viés. Também relatam que em 233 artigos publicados, os alelos nulos com uma 

frequência inferior a 20% têm um impacto mínimo nos estudos de parentesco. 

Kelly et al. (2011) citam que os alelos nulos com frequências inferiores ou iguais 

a 25% mostraram ter efeitos irrelevantes na avaliação da estrutura populacional. 

Já neste estudo, apenas o locus AG45 na população de AL teve frequência 

superior a 25% (28%). A estimativa da diferenciação genética e da distância 

genética, efetuada pelo método de estimativa de alelos nulos (ENA) pelo 

software FreeNA (CHAPUIS; ESTOUP, 2007), mostraram que estes alelos 

nulos não influenciaram os resultados obtidos, sendo que os valores com 

correção e sem correção não se diferenciaram (Fst sem ENA: 0,0170/Fst usando 

ENA: 0,0168). 

5.2 Índices de Diversidade Genética 

A análise dos oito loci, no total de 450 genótipos avaliados, detectou 65 

alelos e todos os loci foram polimórficos. O número de alelos por locus (K) e o 

número de alelos efetivos (Ae) foram os mesmos para todos os locos avaliados, 

com média de 8,125. O número de alelos por locus variou de dois (Ag45) a 15 

(CRC2) com média de oito alelos por locus. A heterozigosidade observada 

variou de 0,31 (Ag45) a 0,98 (Ag20) e a heterozigosidade esperada (He) variou 

de 0,46 (AG45) a 0,90 (CRC2) com média de 0,77 (Tabela 3). O índice de 

fixação total foi negativo (- 0,067). 
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Tabela 3 Parâmetros genéticos para loci microssatélites considerando o 

conjunto das populações de Araucaria angustifolia 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
N= número de indivíduos amostrados, K = número de alelos, He= diversidade genética, 
Ho= heterozigosidade observada, F: índice de fixação total. 

 

Nas populações avaliadas, o número médio de alelos por locus (K) 

variou de 6,25 (LI) a 7,13 (PQ, IT). Os valores de diversidade genética foram 

próximos nas populações amostradas com He médio de 0,77 (Tabela 4). O 

coeficiente de endogamia foi negativo (-0,09) indicando ausência nos desvios de 

panmixia, confirmado pela proximidade dos valores de He e Ho. Para a média 

das populações, o índice de fixação (f) para os loci foi diferente de zero (Tabela 

3). Os maiores índices de fixação para o conjunto de populações foram obtidos 

pelos loci AG45 e Ag56, o valor médio entre locus para foi de -0,067, sugerindo 

a ausência de endogamia. 

Loco N K He Ho F 

Ag45 431 2 0,46 0,31 0,336 

CRCAC1 430 4 0,67 0,87 -0,302 

AS190 431 7 0,80 0,91 -0,127 

Ag20 410 10 0,85 0,98 -0,150 

Ag56 401 7 0,79 0,73 0,074 

Ag14 435 13 0,84 0,96 -0,143 

Ag28 434 7 0,83 0,92 -0,111 

CRCAC2 435 15 0,90 0,89 0,018 

Média 426 8,125 0,77 0,82 -0,067 
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Tabela 4 Parâmetros genéticos para as populações de Araucaria angustifolia  

População N Aex Ae He Ho f 

DM 45 0,020 6,75 0,73 0,80 -0,09 

PQ 46 - 7,13 0,76 0,84 -0,09 

IT 45 0,020 7,13 0,76 0,81 -0,06 

AL 44 0,014/0,016 6,75 0,77 0,84 -0,09 

AI 49 - 6,63 0,73 0,77 -0,05 

LI 50 - 6,25 0,73 0,83 -0,13 

BO 49 0,010 6,63 0,76 0,81 -0,06 

GO 49 - 6,5 0,77 0,81 -0,05 

EX 47 - 6,38 0,75 0,86 -0,15 

Média 47  6,68 0,76 0,82 -0,09 

 
N= número de indivíduos amostrados, Ar = alelos exclusivos, Ae= número efetivo de 
alelos por locus, He= diversidade genética, Ho= heterozigosidade observada, f: índice de 
fixação. 

 

A frequência dos alelos apresentou ampla variação entre as populações. 

A presença de alelos exclusivos e de baixa frequência foi observada nas 

populações DM (0,020), IT (0,020), AL (0,014 e 0,016) e BO (0,010) (ANEXO 

G). Foram detectados 5,3% de alelos com frequência inferior a 5%, considerados 

raros; 60,4% de alelos intermediários (5 < % < 25) e 34,3% de alelos comuns (% 

> 25). 

A probabilidade do método de Fisher (2000) indicou que os oito loci 

apresentam desvios significativos das proporções esperadas pelo equilíbrio de 

Hardy-Weinberg (p < 0,05) (Tabela 5). 
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Tabela 5 Probabilidades exatas (Teste Exato de Fisher (2000)) dos desvios das 

proporções de Hardy Weinberg em loci microssatélites nas 

populações de Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze 

 Ag45 CRCAC1 AS190 Ag20 Ag56 Ag14 Ag28 CRCAC2 

DM 0,150ns 0,000*** 0,004** 0,000*** 0,000*** 0,066ns 0,041* 0,000*** 

PQ 0,006** 0,000*** 0,016* 0,000*** 0,004** 0,001** 0,004** 0,000*** 

IT 0,002** 0,007** 0,076ns 0,000*** 0,107ns 0,000*** 0,000*** 0,000*** 

AL 0,000*** 0,000*** 0,000*** 0,000*** 0,028* 0,000*** 0,000*** 0,000*** 

AI 0,007** 0,088ns 0,000*** 0,000*** 0,464ns 0,000*** 0,000*** 0,000*** 

LI 0,858ns 0,000*** 0,000*** 0,000*** 0,002** 0,000*** 0,016* 0,000*** 

BO 0,337ns 0,007** 0,000*** 0,000*** 0,083ns 0,000*** 0,000*** 0,000*** 

GO 0,032* 0,000*** 0,000*** 0,000*** 0,358ns 0,000*** 0,000*** 0,000*** 

EX 0,331ns 0,000*** 0,002** 0,000*** 0,014* 0,001*** 0,000*** 0,000*** 

 
ns= não significativo, * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 

 

O número de alelos (65) encontrado neste estudo foi alto, assim como a 

variação do número de alelos entre os loci, sendo de 2 (Ag45) a 15 (CRC2), com 

média de 8,125 alelos por locus (Tabela 3). Este resultado é próximo a valores 

encontrados em outros estudos realizados com a espécie. Na Tabela 6, são 

apresentados os dados referentes aos estudos genéticos realizados com a espécie, 

em florestas contínuas e fragmentadas na região Sul do país. Já este estudo foi 

realizado na região da Serra da Mantiqueira (MG), onde a espécie ocorre de 

forma esparsa. Na região, raramente são encontrados fragmentos com A. 

angustifolia, sendo mais comum a ocorrência de indivíduos isolados em uma 

matriz antropizada, portanto, pode-se classificar o ambiente amostrado como 

fragmentado.
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Tabela 6 Dados dos estudos realizados com a espécie Araucaria angustifolia  

Fonte Marcador Pop. Locos Indivíduos A Ae(M) He 

Shimizu et al. (2000) Isoenzima 1 8 120  - 0,25 

Auler et al. (2002) Isoenzima 9 15 328 33 1,3/1,9(1,6) 0,11 

Mantovani et al. (2006) Isoenzima 1 16 334 26 - 0,17 

Ferreira et al. (2012) Isoenzima 1 9 278 26 - 0,11 

Salgueiro et al. (2005) SSR 3 8 60 49 3/11(7,12) 0,34 

Stefenon et al. (2007) SSR 6 5 384 73 7/21(14,6) 0,71 

Bittencourt & Sebbenn (2007) SSR 1 8 228 77 4/16(9,6) 0,59 

Bittencourt & Sebbenn (2008) SSR 1 8 298 62 3/15(7,75) 0,58 

Bittencourt & Sebbenn (2009) 

Patreze& Tsai (2010) 

SSR 

SSR 

1 

1 

8 

6 

1.179 

105 

106 

70 

4/20(13,25) 

5/18(11,7) 

0,58 

0,74 

Sant’anna et al.(2013) SSR 1 9 513 86 3/22(9,56) 0,63 

Medina-Macedo et al. (2015) SSR 2 10 869 81 4/16(8,1) 0,70 

Neste estudo SSR 9 8 450 65 2/15(8) 0,77 

 
Pop. = número de populações estudadas; A= quantidade total de alelos; Ae(M) = variação de alelos por loco (média de alelos por 
loco); He= diversidade genética. 
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Para uma comparação mais real dos dados obtidos neste trabalho, foram 

selecionados os trabalhos com A. angustifolia que utilizaram os mesmos loci 

microssatélites (Tabela 7), sendo estes Ag45, CRCAC1, AS190, Ag20, Ag56, Ag14, 

Ag28 e CRCAC2. 

Neste estudo, foram analisadas nove populações de A. angustifolia com 

um total de 450 indivíduos, utilizando oito loci microssatélites, sendo dectados 

65 alelos que tiveram variação entre dois e 15 alelos por locus com média 8,12, 

a diversidade genética (He) variou de 0,46 e 0,90 com média de 0,77. Salgueiro 

et al. (2005), usando oito loci microssatélites em três populações (RJ, PR e SC) 

de A. angustifolia, detectaram de três a 11 alelos, com média de 7,12 alelos por 

locus. Os valores de alelos por locus são próximos aos obtidos neste trabalho 

(Tabela 6). Em relação ao He, Salgueiro et al. (2005) detectaram valores de 0,39; 

0,17 e 0,37 para as populações amostradas em RJ, PR e SC respectivamente. 

Nota-se uma diferença considerável em relação aos valores encontrados neste 

estudo (0,85; 0,46 e 0,79) (Tabela 3). A diferença no He pode ser em decorrência 

do número de populações analisadas e também pelo fato de Salgueiro et al. 

(2005) terem utilizado a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida corado 

com nitrato de prata, diferente do estudo desde trabalho em que se utilizou o 

sequenciador automático. 

Bittencourt e Sebbenn (2007) utilizaram oito loci microssatélites para a 

análise de paternidade e investigação do modelo de dispersão de pólen e 

semente, para isso, avaliaram 228 indivíduos adultos de A. angustifolia e 

detectaram 77 alelos, variando de quatro a 16 (média 9,6) alelos por locus. O 

número de alelos observado foi próximo ao encontrado neste trabalho (Tabela 

6). Os valores de diversidade genética considerando os mesmos locos, exceto 

AG20, corroboraram com os resultados deste trabalho, porém os valores 

estimados aqui foram maiores quando comparados à média dos valores 

encontrados por Bittencourt e Sebbenn (2007) (Tabela 7). Bittencourt e Sebbenn 
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(2008) usando oito loci detectaram 62 loci em 298 indivíduos adultos e 

detectaram um número de alelos semelhante ao aqui obtido (Tabela 6). Os 

valores de diversidade genética obtidos neste trabalho foram mais elevados do 

que os valores encontrados por Sant’anna et al. (2013) que utilizaram nove loci 

para analisar 513 indivíduos e detectaram 86 alelos. O número de alelos por 

locus e o valor de He foram semelhantes aos encontrados neste trabalho, exceto 

para o loco Ag20, que foi inferior. Considerando o valor médio de He (0,63), 

este valor foi menor quando comparado ao aqui obtido (0,77). Medina-Macedo 

et al. (2015) utilizaram oito loci microssatélites na análise de 295 indivíduos de 

A. angustifolia, e o número de alelos obtido foi diferente no loco Ag 45 (6), 

comparado ao encontrado neste estudo (2) (Tabela 7). Os valores de He foram 

próximos aos obtidos por Medina-Macedo et al. (2015), exceto para o loco Ag20 

cujo valor foi menor, entretanto, na média, o valor de He (0,70) para o conjunto 

de locos avaliados foi semelhante ao obtido neste estudo (0,77). 

 

Tabela 7 Número de alelos por loco dos principais estudos realizados com a 

espécie A. angustifolia 

  Ag45 CRC1 AS190 Ag20 Ag56 Ag14 Ag28 CRC2 

Atual trabalho 2 4 7 10 7 13 7 15 

Salgueiro et al. (2005) 3 ---- ---- 8 6 ---- ---- ---- 

Stefenon et al. (2007) 7 ---- ---- 18 ---- ---- ---- 14 
Bitencourt e Sebbenn 
(2007) 4 5 ---- 8 8 ---- ---- 16 
Bitencourt e Sebbenn 
(2008) 3 5 ---- 7 6 ---- ---- 10 

Patreze e Tsai (2010) ---- ---- ---- ---- 9 15 ---- ---- 

Sant'ana et al. (2013) 3 3 ---- 8 6 ---- ---- 12 
Medina-Macedo et al. 
(2015) 6 7 9 10 8 8 6 ---- 
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Os resultados obtidos aqui neste trabalho indicam que as populações de 

A. angustifolia estudadas possuem uma diversidade genética alta quando se 

comparada aos estudos citados. Entretanto, é difícil comparar resultados de 

parâmetros genéticos entre populações de uma mesma espécie, pois as 

avaliações são realizadas com o número de indivíduos amostrados e loci 

diferentes. Deve-se considerar também que, o fato dos marcadores serem 

produzidos por empresas diferentes e os dados serem analisados em diferentes 

equipamentos, contribuem para a obtenção de dados divergentes (MEDINA-

MACEDO et al., 2015). A diversidade genética (He) estimada para as nove 

populações analisadas é considerada alta para as espécies arbóreas (0,76).  

Detectou-se desvio significativo das espectativas do Equilíbrio de 

Hardy-Weinberg (EHW) (Tabela 5) nos oitos loci microssatélites utilizados 

neste estudo, porém, não foi detectada a deficiência de heterozigotos. Não foi 

observado desequilíbrio de ligação significativo, após a correção Bonferroni, 

sendo que a proporção de alelos nulos ocorreu em baixa taxa não interferindo 

nos resultados . Os desvios do EHW podem ser resultados da análise para testar 

a aderência ao Equilíbrio de mutação e deriva, os quais indicaram que oito das 

nove populações passaram por uma redução recente no tamanho populacional, 

de acordo com o modelo TPM que é o mais indicado para analisar conjunto de 

dados de microssatélite (Tabela 13). Os resultados indicam a presença de 

gargalo genético nas populações, o que pode estar levando a um declínio 

genético dessas populações. Provavelmente na próxima geração ocorrerá uma 

diminuição da diversidade genética, pois os efeitos da endogamia somente são 

observados após algum distúrbio e o declínio da diversidade genética ocorre 

lentamente ao longo de gerações sucessivas (AGUILAR et al., 2008; KRAMER 

et al., 2008). 

 

 



68 

 

 

 

 

5.3 Estrutura Genética 

A divergência genética entre as populações utilizando o GST de Hedrick 

(2005) apresentou maior valor (0,12) quando comparada com o valor encontrado 

para θp (0,019) (WEIR; COCKERHAM, 1984). A divergência utilizando a 

estatística FST foi de 0,017, não sendo afetada pela correção ENA (Tabela 8). 

Tabela 8 Estatística F (WEIR; COCKERHAN, 1984) para oito loci 

microssatélites de Araucaria angustifolia 

Loci θp GST(Hedrick)  

Ag45 0,045 0,094 

CRC1 0,011 0,051 

AS190 0,010 0,089 

Ag20 0,021 0,169 

Ag56 0,019 0,129 

Ag14 0,014 0,122 

Ag28 0,009 0,097 

CRC2 0,019 0,234 

Média 0,019 0,123 
 
θp: divergência genética entre populações; GST(Hedrick): divergência entre as populações. 

 

A divergência genética total foi de 0,17, sendo a menor observada entre 

as populações LI e AI (0,001) e a maior entre AL e DM (0,103) (Tabela 9). 
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Tabela 9 Matriz de divergência genética (Nei, 1978) após correção de alelos 

nulos (abaixo da diagonal) e distância geográfica (Km) entre os pares 

de populações de Araucaria angustifolia (acima da diagonal) 

  DM PQ IT AL AI LI BO GO EX 

DM - 35,05 47,66 75,73 90,65 113,10 98,51 61,47 113,05 

PQ 0,045 - 14,00 41,18 58,27 78,37 63,50 96,45 148,10 

IT 0,052 0,018 - 28,08 44,28 65,59 25,47 108,40 160,22 

AL 0,103 0,091 0,041 - 21,42 37,39 25,47 136,46 188,29 

AI 0,086 0,073 0,033 0,025 - 30,04 31,98 149,28 200,91 

LI 0,100 0,086 0,036 0,046 0,001 - 20,18 173,80 225,63 

BO 0,079 0,051 0,036 0,025 0,050 0,052 - 159,92 211,58 

GO 0,084 0,051 0,053 0,034 0,078 0,083 0,013 - 51,83 

EX 0,091 0,015 0,035 0,055 0,038 0,048 0,035 0,042 -  
 

A divergência genética entre as populações foi quantificada por quatro 

métodos (Tabela 10). Os resultados diferiram estatisticamente de zero. 

 

Tabela 10 Quantificação de divergência genética entre populações de Araucaria 

angustifolia 

Método Resultado 

θP 0,019 

FST(Wrigth)  0,017 

GST(Hedrick) 0,123 

RST 0,099 

 

Quando se considera o valor de θP de 0,019, isso indica que 1,9% da 

diversidade genética encontra-se entre as populações. A estimativa FST de 0,017 
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ficou bem próxima à anterior indicando que 1,7% da diversidade encontram-se 

distribuídas entre as populações. Os valores das estimativas GST e RST foram 

próximos. Entre as quatro estimativas a mais indicada é o GST de Hedrick, sua 

superioridade se deve ao método que considera a frequência dos alelos (raros) e 

os diferentes tipos de alelos presentes nas populações, além de ser mais 

apropriada quando o número de loci utilizados é inferior a 20, o que é o caso 

deste estudo. Assim a estimativa de divergência genética entre as nove 

populações de A. angustifolia foi de 0,123, ou seja, 12% da diversidade genética 

estão distribuídas entre as populações. Auler et al. (2002) utilizando marcadores 

isoenzimáticos obtiveram valores de divergência genética para A. angustifolia de 

GST de 0,056 e FST de 0,044, uma divergência baixa que foi confirmada pelas 

estimativas de distâncias genéticas, o mesmo autor comenta que existe uma 

grande variação na estrutura populacional de gimnospermas. O valor de 5,6% é 

muito próximo aos 6,8%, uma média de GST para coníferas polinizadas pelo 

vento com base em marcadores isoenzimáticos de acordo com Hamrick e Godt 

1989. 

Bittencourt e Sebbenn (2009), utilizando oito loci microssatélites, 

encontraram GST de 0,164 na avaliação de indivíduos adultos em ambiente 

contínuo, fragmentado e grupo de árvores isoladas na paisagem, indicando que 

16,4% da diversidade genética estavam distribuídos entre as populações. 

Quando o grupo de árvores foi excluído da análise, o valor de GST foi reduzido 

para 0,098 indicando a alta contribuição do grupo para a diferenciação entre 

populações. Quando a análise foi realizada individualmente para os grupos, essa 

contribuição ficou mais clara, com maior divergência detectada no grupo de 

árvores, GST de 0,258; para florestas fragmentadas, o GST foi de 0,031 e para a 

população contínua, o GST foi de 0,026. Os resultados obtidos para o estudo 

citado anteriormente mostraram uma variabilidade genética maior dentro do que 

entre as populações, o que representa o comportamento natural das espécies 
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arbóreas. Os resultados aqui obtidos também mostraram esse comportamento, o 

valor obtido de 0,123 sugere que tenha ocorrido altos níveis de fluxo gênico 

histórico entre as populações, possivelmente mesmo antes da exploração da 

espécie ocorrida nas décadas de 70 e 80, uma vez que a estimativa de fluxo 

gênico histórico foi de 12. O resultado de divergência genética dentro das 

populações analisadas está de acordo com os valores relatados para as espécies 

perenes, polinizadas pelo vento em estágio sucessional final, que apresentam 

maior diversidade genética dentro das populações (HAMRICK; GODT, 1996). 

O dendrograma gerado pelo método UPGMA, com base nas distâncias 

genéticas entre as populações, mostrou um distanciamento da população DM 

com as demais (Figura 11) e a formação de dois grupos. O primeiro formado 

pelas populações de PQ, IT e EX, AI e LI (subgrupo) e o segundo formado por 

AL, BO e GO com maior similaridade entre as populações de BO e GO. 

 

 

Figura 11 Dendrograma do agrupamento entre pares de populações de 

Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, localizadas no estado de 

Minas Gerais: DM (Delfim Moreira), PQ (Passa Quatro), IT 

(Itamonte), AL (Alagoa), AI (Aiuruoca), LI (Liberdade), BO 

(Bocaina de Minas), EX (Extrema), de acordo com as distâncias 

Genéticas de Nei (1978) 
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No dendrograma acima (Figura 11), observa-se a formação de dois 

grupos principais, sendo um grupo representado pela população de DM e o outro 

formado pelas demais populações. O grupo formado pelas demais populações é 

subdividido em três subgrupos de acordo com a similaridade genética. A 

população EX apresentou similaridade com as populações de PQ e IT, mesmo 

estando localizada a 154 km de distância das mesmas. As populações com maior 

similaridade, BO e GO, encontram-se distanciadas de 160 km. Esse resultado 

corrobora com o valor obtido pelo teste de Mantel, indicando a ausência de 

correlação entre as distâncias genética e geográfica (r = 0.08939 p = 0.6749). 

Esses resultados sugerem que as populações não estão estruturadas em um 

padrão de isolamento por distância, proposto por Wrigth (1943). A similaridade 

genética entre as populações de BO e GO, evidenciada pelo dendrograma, 

também reforça a não estruturação das populações. A análise das coordenadas 

principais explicou 62,99% (eixo 1) e 34,27% (eixo 2) da diferenciação genética 

entre as populações de A. angustifolia (Figura 12). Estes valores corroboram 

com o resultado do dendrograma, indicando o isolamento da população DM 

(Figura 11). A diferenciação da população de DM em relação às demais é pouco 

explicada pelo isolamento, pois há fluxo entre as mesmas, essa diferenciação 

pode estar ocorrendo devido a características locais que diferenciam essa 

população. A distância genética da população de DM em relação às demais 

também se confirma pelos altos valores de diferenciação genética com as demais 

populações estudadas (Tabela 9). 
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Figura 12 Análise das coordenadas principais das populações de A. angustifolia 

 

A análise de variância molecular (AMOVA) indicou que a maior 

proporção de variabilidade genética ocorre dentro das populações (90%) (Tabela 

11). A AMOVA revelou baixa diferenciação genética entre as populações de A. 

angustifolia amostradas. Da diversidade genética total, 10% da variação 

ocorreram entre as populações (RST=0,099, p<0,0001).  

 

 

Tabela 11 Análise de variância molecular (AMOVA) em populações de 

Araucaria. angustifolia 

Fonte de Variação GL SQ QM Variação% P 

Entre Populações 8 1341784,507 167723,063 10% 0,001 

Dentro de Populações 441 11344952,24 25725,515 90% 0,001 

 
GL: graus de liberdade e SQ: soma do quadrado dos desvios. 

 

A análise da variância molecular (AMOVA – Tabela 11) indicou uma 

baixa divergência genética entre as populações, apesar do GST ser o modelo 
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conceitualmente mais indicado, o que mais se ajusta ao conjunto dos dados e o 

que mais se aproximou foi o Rst = 0,099. A maioria das espécies perenes e de 

fecundação cruzada apresenta valor de diversidade genética mais elevado dentro 

do que entre as populações (NYBOM; BARTISH, 2000). 

A análise da estrutura genética populacional com base em modelo de 

agrupamento Bayesiano realizada no programa STRUCTURE revelou a 

existência de dois grupos genéticos distintos (K=2), como mostra o gráfico com 

os valores (Figura 13), ou seja, os genótipos de A. angustifolia analisados neste 

trabalho pertencem a dois grupos distintos. 

 

 

Figura 13 Valores dos agrupamentos genéticos (K) e log da probabilidade 

média (LnP(D)) obtidos pela análise Bayesiana 

 

Os resultados da análise Bayesiana sugerem uma subdivisão em dois 

grupos genéticos, indicando que essa divisão representa a estrutura genética das 

populações estudadas. Foi possível identificar que a população DM é a que mais 

se distanciou das demais (Figura 13). As populações IT, PQ, AL, AI, LI, BO, 

GO e EX, que de acordo com o dendrograma apresentaram mais de 92% de 

similaridade genética, se agruparam em um grande grupo genético. Um fato que 

pôde influenciar o isolamento da população de DM, é que saindo deste 

município no sentido divisa dos estados de Minas e São Paulo, a ocorrência de 

A. angustifolia diminui consideravelmente, isolando esta população. Entretanto, 
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a análise da presença de migrantes pelo programa GeneClass2 (PIRY et al., 

2004) revelou a existência de migrantes das populações de LI e AL na 

população de DM e migrante de DM na população de PQ, indicando a existência 

de fluxo gênico, provavelmente esse fluxo ocorreu antes da exploração e corte 

da A. angustifolia na região estudada. Para compreender essa diferenciação 

detectada na população de Delfim Moreira, são necessários estudos 

complementares nessa população. 

A triangulação de Delaunay, para verificar a presença de 

descontinuidades genéticas na paisagem, indicou a existência de pelo menos sete 

barreiras (Figura 15). É importante ressaltar que as populações amostradas estão 

localizadas na Serra da Mantiqueira que possui topografia acidentada, 

apresentando altitudes variando entre 700 m e 2.798,39 m, onde é comum a 

presença de vales e de várias montanhas secundárias apontadas como prováveis 

barreiras ao fluxo gênico. Os resultados obtidos pelo programa Barrier, 

utilizando as diversidades Bayesiana e as coordenadas geográficas, 

evidenciaram a ocorrência de barreiras geográficas entre as populações 

estudadas, porém, as barreiras detectadas não interferem no fluxo gênico entre 

os indivíduos, como foi demonstrado com os resultados da análise de migrantes 

realizada pelo programa GeneClass2 (PIRY et al., 2004). 
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Figura 14 Imagem gerada pelo ARCGIS v.10.1. Representando a triangulação de Delaunay (linhas laranja) 

Legenda: As linhas em preto (a, b, c, d, e, f, e g) indicam as descontinuidades genéticas para o conjunto de populações de A. 

angustifolia. 
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5.4 Estrutura Genética Espacial 

A distribuição espacial dos genótipos dentro de cada população foi 

obtida por meio do coeficiente de Kinship de coancestria (HARDY, 2003) entre 

plantas para cada classe de distância (Figura 16). Os valores dos eixos X e Y 

apresentam variação de acordo com os valores de coancestria e classes de 

distância de cada população analisada. No anexo H é possível observar as áreas 

de amostragem e como os indivíduos estão distribuídos nas mesmas.  
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Figura 15 Correlogramas do coeficiente de coancestria (Kinship), por classes de 

distância, para indivíduos de Araucaria angustifolia nas populações 

naturais amostradas na Serra da Mantiqueira, Minas Gerais. Intervalo 

de confiança a 95% de probabilidade 

(...continua...) 
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Figura 15 Correlogramas do coeficiente de coancestria (Kinship), por classes de 

distância, para indivíduos de Araucaria angustifolia nas populações 

naturais amostradas na Serra da Mantiqueira, Minas Gerais. Intervalo 

de confiança a 95% de probabilidade 

(...continua...) 
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Figura 15 Correlogramas do coeficiente de coancestria(Kinship), por classes de 

distância, para indivíduos de Araucaria angustifolia nas populações 

naturais amostradas na Serra da Mantiqueira, Minas Gerais. Intervalo 

de confiança a 95% de probabilidade 

(...continua...) 
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“Figura 16, conclusão” 

 

 

Analisando o correlograma das populações de Araucaria angustifolia 

(Figura 16) observa-se a ausência de estruturação genética significativa nas 

populações DM, AI, LI, BO, GO e EX (p>0,05), o que representa distribuição 

aleatória dos genótipos dentro destas populações, indicando que a estratégia de 

amostragem respeitando um distanciamento mínimo de 100 m entre indivíduos 

coletados foi eficiente nessas populações. Entretanto, nas demais populações, foi 

constatada estruturação espacial com valores significativos de coancestria 

(P<0,05), além dos valores de SP que foram diferentes de zero e significativos a 

95% de probabilidade (Tabela 12). 

Na população PQ, os coeficientes de coancestria foram significativos na 

primeira classe de distância (0 a 230 metros) e assumiu valores de 0,0113 (P = 

0,00); e ainda na segunda classe de distância (230 a 500 metros) e assumiu o 

valor de 0,0106 (P = 0,00). Esses resultados indicam estruturação espacial onde 
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os indivíduos geograficamente mais próximos são geneticamente similares e 

resultado de coancestria positiva, ou seja, neste local existe uma grande 

probabilidade de os indivíduos localizados a uma distância inferior a 500 metros 

sejam aparentados.  

Na população de IT, houve estruturação espacial na segunda classe de 

distância (1,23 km) com valor de 0,0080 (P = 0,00). Em IT para se amostrar 

indivíduos não aparentados, deve-se repeitar uma distância superior a 1,23 km 

entre estes. 

Na população AL, a estruturação espacial ocorreu na segunda classe de 

distância com valor de 0,0048 (P = 0,0370). Esse resultado indica que indivíduos 

distanciados a 1,18 km podem ser aparentados. 

As classes de distância representadas nos correlogramas seriam uma 

indicação do distanciamento mínimo entre indivíduos a serem amostrados para 

coletas de sementes visando à obtenção de maior variabilidade genética, pontos 

a partir de onde a coancestria é nula (BOUVET, 2004; CLOUTIER et al., 2007; 

JIN; HE; LU, 2003; KELLY; HARDY; BOUVET, 2004). 

A dispersão limitada de pólen e sementes é reportada como as maiores 

causas de estruturação genética espacial dentro de populações (LATTA et al., 

1998; SMOUSE; PEAKALL, 1999). As análises indicam um padrão de 

estruturação variável entre as diferentes populações avaliadas, esse modelo pode 

ocorrer em decorrência de características locais da população, como a 

interferência do vento na polinização, elementos da paisagem e pelo tipo de 

dispersão de sementes da espécie que é principalmente barocórica e apresenta 

também dispersão secundária.   

Na Tabela 12, são apresentados os valores da estatística SP da estrutura 

genética espacial para as populações de Araucaria angustifolia analisadas neste 

estudo. Os valores de SP são medidas de magnitude da estruturação genética 

dentro da primeira classe de distância. A tabela também contém os valores de 
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significância (P) dos testes de permutação, o coeficiente de Kinship para a 

primeira classe de distância (Fij) e os valores da inclinação da curva de regressão 

do coeficiente de coancestria (Blog). 

 

Tabela 12 Caracterização da estrutura espacial de Araucaria angustifolia em 

nove populações, incluindo para cada população o coeficiente de 

kinship (Fij ) para primeira classe de distância, Blog, estatística Sp e 

valor de significância (P) 

Populações Fij Blog Sp P 

DM -0,0163 0,0341 -0,03362 0,4505ns 

PQ 0,0133 -0,1550 0,1571 0,0000* 

IT -0,0060 -0,1404 0,1395 0,0030* 

AL 0,0006 -0,1012 0,1012 0,1389ns 

AI -0,0184 0,0441 -0,0433 0,4206ns 

LI -0,0122 0,0482 -0,0477 0,3387ns 

BO -0,0022 0,0181 -0,0180 0,4166ns 

GO 0,0001 -0,1184 0,1184 0,0669ns 

EX -0,0042 -0,0804 0,0801 0,3487ns 

 
*P< 0,05; ns não significativo. 

 

Os valores de SP variaram de -0,0180 a 0,15714. A média dos valores de 

SP (0,0079) para a espécie estudada foi semelhante à de espécies cuja dispersão 

de sementes é feita por animais (dispersão secundária de sementes de A. 

angustifólia) (0,0088) (VEKEMANS; HARDY, 2004) e próxima à de espécies 

com dispersão de pólen pelo vento (0,0064) (VEKEMANS; HARDY, 2004). 

Como citado por VEKEMANS; HARDY (2004), é esperado que 

espécies de limitada dispersão de sementes apresentassem estruturação genética 

espacial dentro das populações, assim a relação genética seria maior entre 

vizinhos do que entre indivíduos distantes. Neste estudo priorizou-se a coleta de 

material vegetal de indivíduos adultos reprodutivos como também o sistema de 
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coleta adotado (100 metros de distância entre indivíduos) priorizou a não 

estruturação. Assim apenas três das nove populações amostradas apresentaram 

estruturação genética. Contudo estudos de estrutura genética espacial em 

microescala com amostragem de regenerantes, estudos de avaliação de níveis de 

dispersão de pólen e sementes podem auxiliar no melhor entendimento da 

estrutura genética espacial da espécie na região amostrada. 

5.5 Aderência ao Equilíbrio de Mutação e Deriva 

De acordo com o resultado do Modelo de Passos de Mutação (TPM), 

realizado pelo teste de Wilcoxon, oito das nove populações de A. angustifolia 

estudadas passaram por uma redução recente no tamanho da população (Tabela 

13). 
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Tabela 13 Análise de Bottleneck realizada para as populações de Araucaria angustifolia 

Pop DM PQ IT AL AI LI BO GO EX 
T

E
S

T
E

 D
E

 
W

IL
C

O
X

O
N

 IAM P 0,002* 0,002* 0,002* 0,002* 0,002* 0,002* 0,002* 0,004* 0,002* 

SMM P 0,273 0,578 0,422 0,422 0,098 0,629 0,809 0,770    0,320 

TPM P 0,002* 0,014* 0,006* 0,010* 0,191 0,020* 0,027* 0,037* 0,002* 

 
P: Probabilidade <0,05, significativo excesso de heterozigosidade detectado pelo teste de Wilcoxon. 
IAM: Modelo de alelo infinito; SMM: Modelo Siples de Mutação e TPM: Modelo de duas fases de mutação. 

 

 



87 

 

A análise da presença de migrantes pelo programa GeneClass2 (PIRY et 

al., 2004) revelou a presença de 11 indivíduos migrantes pelo teste de máxima 

verossimilhança entre as populações (Tabela 14) utilizando-se as informações 

dos oito loci microssatélites. O maior número de migrantes ocorreu em LI com 

quatro migrantes para DM, IT, BO. A migração ocorreu de forma unilateral 

apenas entre LI e IT, sendo que essas populações estão localizadas a uma 

distância espacial de 65,59 km. Houve troca de alelos entre as populações 

localizadas em maiores distâncias: LI/DM(113,10 km) e AL/DM (75,73 Km). 

 

Tabela 14 Migrantes identificados pela análise de máxima verossimilhança a 

partir de oito locos microssatélites de Araucaria angustifolia 

Migrantes Pop. de origem Pop. de destino Valor de P* 

LI13 LI DM 0,007 

AL21 AL DM 0,004 

LI46 LI DM 0,006 

DM19 DM PQ 0,008 

LI36 LI IT 0,001 

AL20 AL LI 0,005 

IT23 IT LI 0,001 

LI1 LI BO 0,006 

AI8 AI BO 0,005 

PQ49 PQ BO 0,003 

GO7 GO EX 0,005 
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6 CONCLUSÕES 

a) Foi detectada a presença de alelos nulos nas populações de DM, IT 

AL, LI, porém, em baixa frequência não interferindo na avaliação da 

estrutura das populações. 

b) As populações de Araucaria angustifolia estudadas apresentaram 

altos níveis de diversidade (He = 0,77). A maior parte dessa 

diversidade genética (90%) encontra-se dentro das populações. 

c) O coeficiente de endogamia entre os indivíduos de A. angustifolia 

analisados foi negativo (f =  - 0,09) indicando ausência no desvio de 

panmixia. 

d) O resultado do teste de Mantel indicou ausência de correlação entre 

distância genética e geográfica (r = 0,08939, p = 0,6749). 

e) A divergência genética entre as populações diferiu estatisticamente 

de zero ( ST(Hedrick) = 0,123). 

f) Os resultados da análise Bayesiana sugerem uma subdivisão em dois 

grupos genéticos e essa subdivisão representa a estrutura genética 

das populações estudadas. 

g) A triangulação de Delaunay indicou a existência de pelo menos sete 

barreiras responsáveis pela descontinuidade genética entre as 

populações. As barreiras estão relacionadas ao relevo acidentado da 

região com presença de montanhas e vales. 

h) Os estudos de estrutura genética espacial mostram que as populações 

DM, AI, LI, BO e GO apresentam distribuição aleatória dos 

genótipos. Nas demais populações (PQ, IT, AL e EX), os indivíduos 

apresentam estruturação espacial, indicando parentesco. 
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i) A ocorrência de gargalo genético foi detectada em oito das nove 
populações analisadas. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS E TRABALHOS FUTUROS 

A espécie A. angustifolia é classificada pela União Internacional para a 

Conservação da Natureza (IUCN) como criticamente em perigo. Entretanto, por 

estar representada em várias unidades de conservação de proteção integral, por 

ser uma espécie com alto potencial de cultivo e também colonizadora de áreas 

abertas, A. angustifolia foi considerada “em perigo” (EN). Seu status foi alterado 

de vulnerável em decorrência de uma redução de floresta de 97% dentro de três 

gerações de árvores devido ao corte desde o início do século 20, com uma taxa 

de 80.000 ha por ano.  

Plantios de Pinus sp e Eucaliptus sp, a conversão de florestas para usos 

como plantação de soja, milho e pecuária, além do impacto causado pela 

presença de animais exóticos, como o javali, causam uma perda irreversível de 

habitat.  

A proteção de recursos genéticos da A. angustifolia é importante e 

depende principalmente do entendimento da diversidade e estrutura genética de 

suas populações remanescentes (FERREIRA et al., 2012). Vários trabalhos 

relacionados à conservação genética foram realizados com a espécie na região 

Sul do Brasil, onde a espécie ocorre de forma predominante. Alguns outros 

estudos contemplaram populações localizadas em Campos do Jordão (São 

Paulo), Extrema (Minas Gerais) e Passa Quatro (MG). Este é o primeiro estudo 

utilizando microssatélites para investigar a diversidade e estrutura genética de A. 

angustifolia em populações localizadas no estado de Minas Gerais. 

Os resultados obtidos neste estudo indicam alta variabilidade genética 

para a espécie nas localidades estudadas. Os dados genéticos apontam que as 

áreas remanescentes ainda retêm uma alta diversidade genética (He = 0,77). 

Entretanto, esses resultados foram obtidos com indivíduos adultos e que 

sobreviveram da exploração da espécie nas décadas de 70 e 80. Isso indica que 
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ainda existe variabilidade genética na A. angustifolia nas áreas amostradas, 

entretanto, essa variabilidade será mantida se houver plantios ou condução da 

regeneração. Para verificar a dinâmica genética nessas áreas limítrofes de 

ocorrência da espécie, seria imprescindível que estudos das progênies fossem 

conduzidos. As consequências decorrentes da exploração ocorrida são 

manifestadas ao longo de várias gerações. Portanto, para se ter o conhecimento 

da manutenção da variabilidade genética da região estudada, os regenerantes 

devem se avaliados. Das nove populações estudadas somente foi observada a 

presença de regenerantes, em torno de 15 indivíduos abaixo da árvore-mãe, na 

localidade de Bocaina de Minas. Indivíduos jovens são inexistentes como 

relatado por Soares (1979), Sousa et al. (2005) e Stefenon et al. (2007), portanto, 

a falta de regeneração vem ocorrendo desde 1979. Outro aspecto que pode 

interferir na existência de regeneração natural é a característica heliófila da 

espécie, no início, ela necessita de sombra para se desenvolver, mas no decorrer 

do seu desenvolvimento, depende da luz o que pode ser dificultado quando esse 

regenerante se encontra em meio à floresta, sendo assim, a regeneração fica 

confinada a bordas de floresta e campos (STEFENON et al., 2007). 

Outro fato observado durante as coletas de material biológico é o alto 

índice de adultos mortos. O alto índice de morte e baixa incidência ou até 

inexistência de regenerantes alerta para a situação da espécie como relatado pelo 

Professor da Universidade Federal do Paraná, Flávio Zanette, em entrevista na 

emissora de rádio Band News FM de Curitiba. Na entrevista, ele afirma que o 

fato de haver mais mortes do que “nascimentos” está levando à extinção local da 

espécie no estado do Paraná, fato que pode estar ocorrendo também na região da 

Serra da Mantiqueira. Estudos com a espécie são escassos na região, outros 

estudos devem ser realizados (filogeografia, fluxo de pólen, fenologia, etc.) para 

se ter a real situação da espécie na região na área da Serra da Mantiqueira. 
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De forma geral, os dados obtidos neste trabalho apontam que nas áreas 

amostradas, os indivíduos de A. angustifolia possuem ainda alta diversidade 

genética e que esta deve ser utilizada para a produção de mudas para futuros 

plantios. 
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ANEXOS 
ANEXO A – Portaria Normativa 
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ANEXO B – Resolução Conama 

 



111 

 

 
 



112 

 

ANEXO C – Decreto n. 91.304 
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ANEXO D – Decreto n. 38.925 
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ANEXO E - Loci Microssatélites desenvolvidos por Salgueiro et al. (2005) 

(Adaptada de Salgueiro et al. 2005) 

 

Loco SSR Elementos repetidos Sequências do primer 5´ - 3´ Temperatura de 
Anelamento 

(ºC) 

Ag 20 (GA)12 

 

F: ACTAGGAATGGATGTTGGTG 

R: AAGGTATGGCATCATGTCTC 

65 

Ag 23 (TA)5 

(GT)4 

F: CCCTGTTAGACCTATGGTTG 

R: ATATCATCCATCAATGAGGC 

58 

Ag 45 (GT)4 

AT(GT)7 

F: CCATCCTCCATCATTCATCC 

R: TCCCTCCCTATGTCCCAAAG 

60 

 

Ag 56 (TC)11 F: 
CCACACTCAAAACAATAGCAGTTC 

R: TGAAGTTGGCCAATCAGATAC 

60 

Ag62 (TC)13 F: ATATGGTGGGGTGCCTACAG 

R: TCCAATCGTTCCTCCAACAG 

55 

Ag94 (CT)12 F: CCCCACAATAACCCAAGATG 

R: AGTAAAATCCGCTAACAAATGC 

55 

CRCAc1*  (GA)19† F: ACAACATGGAAAACATATGAG 

R: CCGTGTAACATTATGACTGC 

55 

CRCAc2* (GA)23† F: ATGCATGACTAGGATGAACA 

R: ATAGTTCTGCTTATCACATCT 

55 

*Desenvolvido por Scott et al. (2003); † repetição em Araucaria cunninghamii (Scott et 
al. 2003) 
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ANEXO F - Loci Microssatélites desenvolvidos por Schmidt et al. (2007) 

(Adaptada de Schmidt et al. 2007) 

Loco SSR Elementos 
repetidos 

Sequências do primer 5´ - 3´ Temperatura de 
Anelamento (ºC) 

Aang01 (CT)22 F: TGACGGGTTCACTCCTACCT 
R: TAGGAACCCCCATTCATTTG 

56 

Aang02 (GA)27 F: AAGGGCCAGAATGAAAAGGT 
R: TTCACCCCCACATATTGTTGT 

56 

Aang03 (CT)13 F: CGCCTACCTCAATCACTGGT 
R: TGGGACAATGTGCTTATCCA 

56 
 

Aang04 (GA)12 F: TTGAAACCAACCATGATCCA 
R: GTTTTCCATTGCGATGTGG 

56 

Aang07 (GA)24 F: ACCTCACAGGGACACCTCAC 
R: TTTTCATGCATGTTGCTTGC 

54 

Aang09 (GA)12 F: TCTTCTACAATAGCTCATTCCCTT 
R: TGAGGAGAGGGAAGAGAAGGT 

54 

Aang12  (GA)23 F: AAGGGTTCACAATGCTGAGG 
R: TGGATTTTATTATGATGGTTGTTCC 

56 

Aang13 (GA)20 F: AAGGGTTCACAATGCTGAGG 
R: TGGATTTTATTATGATGGTTGTTCC 

56 

Aang14 (GA)27 F:GAGCACGTGCAGATGTTGAT  
R:CCATCCTCTCCATGACCACT  

56 

Aang15 (GA)19 F: TGGTCGATCGTAGGGATCAT 
R: GCTGTCGAGCCTCCTATCAC 

56 

Aang17 (GA)22 F: TAAAAAGGGTGCAAATGTGG 
R: TTGTCATGGTCGCATCTTGT 

56 

Aang18 (TC)9 F: ACACGTTTAATCAGACGAAGAAG 
R: ATGCCACCTTTTTCAGCAAC 

54 

Aang21 (GT)12 F: GGAGACACCTCACCCCCTA 
R: TGATGAGGGAGGATTACAAGC 

56 

Aang22 (GA)10 F: TCAACTTGCAAGGTCACCTCTA 
R: ATGGGAGCCCCTTCTAGTGT 

56 

Aang23 (GA)19 F: TGAGGTATTTGGGCTAGCAA 
R: CTTCCACGCTCTCACTTTCC 

56 

Aang24 (CT)19 F: CTCTCCTTCCCCTTGCTCTT 
R: AGGTGGATCACCCACTGAAG 

56 

Aang27 (CT)12 F: CATGGTGGCTATTGCTCCTT 
R: AGAAGCCATCAAAGGAGTGG 

56 

Aang28 (CT)11 F: TCCATTGCATTAGTTTGGGATA 
R: TTTCCAATCATACATTCACCACA 

58 

Aang30 (CT)21 
 

F: GTGGAGGTCTTGGCTAATGG 
R: TAGCTGGGAGCTGATCCAAT 

56 

Aang35 (GA)10 

 
F: GGTGAAGCTTCGTTTCAAGG 
R: CCACTTGTCTTCACCAACCA 

56 

Aang36 
 

(GA)14 F: CACCCCCTGTAGGATTCAAA 
R: ATGGTTGCTGATGATGACGA 

56 

Aang37 (GA)18 

 
F: GGGGAGTTTCCATGAGATGA 
R: TCCACTCACCACTCTGAGGA 

54 
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Loco SSR Elementos 
repetidos 

Sequências do primer 5´ - 3´ Temperatura de 
Anelamento (ºC) 

Aang41 (GA)12 

 
F: TTGTCCATGTGAACGAGTCC 
R: TCTCTCCATTATTCATACATGCTC 

56 

Aang42 (GA)15 

 
F: TGCACCAATGAACACCACTT 
R: GCCCACCAACTACCACCATA 

56 

Aang43 (GA)24 F: AGGCTCACATCAGGCTCACT 
R: TGGTTTTGGTGGTCAAATCA 

56 

Aang44 
 

(CT)15 F: CAGAGGGTGGACACTTGGTT 
R: CACAAACCCCTTTTGCCTAA 

54 

Aang45 (CT)15 F: AGGCTCACATCAGGCTCACT 
R:TGGTTTTGGTGGTCAAATCA 

54 

Aang46 (CT)12 F: TCCACCTACCTCAATCACTGG 
R: TGGGACAATGTGCTTATCCA 

56 

Aang47 (GA)15 F: GATATGAAAAGAAGGGTTCTATGCT 
R: TTTCTTCCATTCCTCCAAGC 

58 
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ANEXO G - Frequência dos alelos nos oito locos microssatélites de 

populações naturais de Araucaria angustifolia localizadas em Minas Gerais 

POPULAÇÕES 

Locus Alelo/n DM PQ IT AL AI LI BO GO EX 

AG45 N 42 48 46 47 50 50 49 49 50 

160 0,429 0,344 0,315 0,479 0,23 0,19 0,459 0,5 0,27 

  162 0,571 0,656 0,685 0,521 0,77 0,81 0,541 0,5 0,73 

CRC1 N 42 48 46 46 50 50 49 49 50 

195 0,143 0,208 0,239 0,141 0,07 0,11 0,102 0,143 0,16 

197 0,548 0,458 0,446 0,326 0,43 0,43 0,469 0,51 0,45 

199 0,262 0,25 0,261 0,38 0,42 0,37 0,347 0,276 0,25 

  201 0,048 0,083 0,054 0,152 0,08 0,09 0,082 0,071 0,14 

AS190 N 42 48 46 47 50 50 49 49 50 

170 0,119 0,031 0,033 0,011 0,04 0,05 0,153 0,214 0,01 

172 0,119 0,219 0,228 0,266 0,22 0,14 0,245 0,255 0,23 

174 0,226 0,219 0,239 0,234 0,2 0,18 0,153 0,184 0,25 

176 0,31 0,323 0,315 0,223 0,3 0,24 0,235 0,143 0,28 

178 0 0,021 0,011 0,011 0,01 0 0 0 0,02 

180 0,167 0,125 0,163 0,202 0,16 0,28 0,153 0,112 0,18 

  182 0,06 0,063 0,011 0,053 0,07 0,11 0,061 0,092 0,03 

AG20 N 43 48 39 36 47 50 48 49 50 

231 0,151 0,063 0,077 0,208 0,181 0,15 0,031 0,071 0,02 

233 0,081 0,031 0,077 0,028 0,021 0,02 0,021 0,02 0,02 

235 0,093 0,042 0,231 0,194 0,16 0,22 0,104 0,122 0,03 

237 0,186 0,219 0,154 0,125 0,266 0,12 0,125 0,122 0,19 

239 0,081 0,115 0,128 0,111 0,106 0,12 0,156 0,133 0,13 

241 0,256 0,271 0,141 0,167 0,096 0,15 0,26 0,286 0,28 

243 0,151 0,24 0,167 0,111 0,106 0,09 0,24 0,224 0,28 

245 0 0,021 0,026 0,042 0,064 0,13 0,052 0 0,05 

247 0 0 0 0,014 0 0 0 0 0 

  249 0 0 0 0 0 0 0,01 0,02 0 

AG56 N 41 47 37 32 47 50 49 48 50 

140 0,049 0,085 0,23 0,094 0,096 0,14 0,214 0,198 0,1 

142 0,488 0,202 0,297 0,406 0,468 0,39 0,296 0,24 0,25 
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POPULAÇÕES 

144 0,317 0,213 0,135 0,125 0,17 0,16 0,214 0,208 0,24 

146 0,11 0,191 0,149 0,219 0,085 0,12 0,143 0,156 0,21 

148 0,037 0,245 0,108 0,109 0,138 0,13 0,133 0,188 0,16 

150 0 0,064 0,081 0,031 0,043 0,06 0 0,01 0,04 

  152 0 0 0 0,016 0 0 0 0 0 

AG14 N 50 43 50 50 49 50 50 50 43 

200 0,01 0 0 0,03 0 0 0,02 0,02 0,012 

202 0 0 0 0 0 0 0,01 0 0 

204 0 0,081 0,01 0,04 0,092 0,05 0,09 0,08 0,081 

206 0 0 0 0 0 0 0,01 0,01 0 

208 0,01 0,047 0,07 0,07 0,051 0,04 0,07 0,05 0,047 

210 0,03 0,023 0,03 0,05 0,01 0 0,01 0 0 

212 0,2 0,186 0,24 0,11 0,122 0,15 0,16 0,14 0,093 

214 0,43 0,256 0,29 0,21 0,265 0,32 0,25 0,27 0,279 

216 0,08 0,023 0,09 0,22 0,194 0,15 0,15 0,18 0,151 

218 0,02 0,093 0,11 0,2 0,173 0,14 0,15 0,18 0,233 

220 0,18 0,198 0,11 0,07 0,082 0,13 0,08 0,07 0,105 

222 0,01 0,012 0,01 0 0,01 0 0 0 0 

  224 0,03 0,081 0,04 0 0 0,02 0 0 0 

AG28 N 50 44 50 50 49 50 50 50 41 

148 0,1 0,17 0,12 0,08 0,092 0,09 0,04 0,07 0,098 

150 0,16 0,148 0,14 0,13 0,071 0,04 0,09 0,12 0,122 

152 0,25 0,261 0,28 0,19 0,224 0,13 0,2 0,18 0,28 

154 0,2 0,17 0,23 0,26 0,276 0,38 0,38 0,28 0,232 

156 0,05 0,057 0,1 0,17 0,163 0,15 0,17 0,12 0,061 

158 0,12 0,08 0,04 0,09 0,112 0,15 0,05 0,15 0,11 

  160 0,12 0,114 0,09 0,08 0,061 0,06 0,07 0,08 0,098 

CRC2 N 50 43 50 50 50 50 50 50 42 

170 0,11 0,151 0,08 0,12 0,18 0,15 0,1 0,16 0,214 

172 0,04 0,081 0,1 0,19 0,16 0,17 0,14 0,14 0,25 

174 0,03 0,047 0,04 0,08 0,11 0,12 0,1 0,05 0,119 

180 0,08 0,105 0,07 0,06 0,03 0,04 0,12 0,09 0,083 

184 0,06 0,012 0,09 0,1 0,1 0,09 0,1 0,08 0,071 

188 0 0,023 0,14 0,14 0,1 0,11 0,05 0,06 0,06 
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POPULAÇÕES 

190 0,04 0,081 0,1 0,17 0,13 0,12 0,18 0,2 0,095 

194 0,01 0,105 0,1 0,12 0,11 0,11 0,12 0,14 0,06 

196 0,17 0,174 0,08 0,02 0,07 0,09 0,09 0,07 0,048 

198 0,2 0,093 0,1 0 0,01 0 0 0,01 0 

200 0,11 0,035 0,01 0 0 0 0 0 0 

204 0,02 0 0 0 0 0 0 0 0 

206 0,03 0,012 0 0 0 0 0 0 0 

208 0,1 0,081 0,07 0 0 0 0 0 0 

  210 0 0 0,02 0 0 0 0 0 0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


