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Borges, Daniela Bitencourt; Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus – BA, 

fevereiro de 2014. Avaliação do modelo paleoclimático de refúgios da Mata 

Atlântica utilizando ferramentas genéticas. Orientadora: Drª Fernanda Amato 

Gaiotto. Co-orientador: Dr. Eduardo Mariano Neto 

 

A hipótese dos refúgios florestais da Mata Atlântica defende que, durante os muitos 

ciclos glaciais, as florestas retraíram-se em áreas menores que permaneceram 

florestadas durante as glaciações. Se essas áreas de estabilidade realmente existiram, as 

populações dependentes de floresta ficaram restritas a esses fragmentos nos períodos de 

glaciação, expandindo sua distribuição com o avanço da floresta nos períodos de ótimos 

climáticos. Por efeito fundador, apenas parte da variabilidade genética atingiria as áreas 

que não foram refúgio. Assim, acredita-se que os refúgios concentrem maior 

diversidade genética que as áreas recentemente colonizadas. Se esta diferença de 

variabilidade genética existe, as populações presentes nos refúgios propostos para Mata 

Atlântica também teriam populações potencialmente mais resilientes às perturbações 

antrópicas. Esta é uma informação importante para orientar políticas de gestão da 

diversidade, especialmente risco de extinção associado à redução de habitat. De acordo 

com o modelo de refúgios proposto, os padrões genéticos decorrentes dos efeitos de 

retração e expansão das áreas florestadas poderiam ser mensurados nas populações 

atuais por meio de ferramentas moleculares, como os marcadores microssatélites. O 

modelo biológico utilizado neste trabalho foi Melanoxylon brauna, uma espécie arbórea 

madeireira, endêmica da Floresta Tropical Atlântica, que se encontra ameaçada pela 

fragmentação e corte seletivo.  Assim, os objetivos desse estudo foram: (i) desenvolver 

primers microssatélites específicos para Melanoxylon brauna e (ii) estudar a diversidade 

e estrutura genética de populações naturais da espécie em locais que se encontram 

dentro e fora de refúgios florestais pleistocênicos propostos por simulações 

paleoclimáticas. Dessa forma, o presente trabalho foi dividido em duas partes: o 

capítulo 1 trata do desenvolvimento, através do sequenciamento de última geração 

(NGS), e caracterização de 38 marcadores microssatélites inéditos, polimórficos e 

específicos para a espécie; no capítulo 2, dezessete dos marcadores desenvolvidos foram 

utilizados como ferramenta molecular para avaliar se existe diferença na estrutura e 

diversidade genética e composição alélica de sete populações localizadas nos propostos 

refúgios e seis populações localizadas em áreas previstas como fora de refúgios. Os 

resultados aqui expostos podem ajudar na compreensão sobre a existência e limites dos 
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refúgios florestais e auxiliar a elaboração de estratégias de conservação para a Mata 

Atlântica que levem em conta os efeitos genéticos do histórico paleoclimático e 

biogeográfico. 
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Borges, Daniela Bitencourt; Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus – BA, 

February, 2014. Evaluation of paleoclimate model for Atlantic Forest refugia using 

molecular tools. Advisor: Drª Fernanda Amato Gaiotto. Co-advisor: Dr. Eduardo 

Mariano Neto 

 

According to the hypothesis of forest refugia in the Atlantic Forest, during many glacial 

cycles, certain forest areas were reduced but remained forested during glaciations. If 

these areas of stability have really existed, forest-dependent populations were restricted 

to those fragments during glacial periods and then expanded their distribution in further 

forest areas in times of climatic stability. Due to the founder effect, only part of the 

genetic variability could have reached non-refugia areas. Therefore, it is believed that 

the highest genetic diversity is concentrated in refugia, when compared to recently 

colonized areas. If such a genetic variability difference does exist, the refugia areas 

would presumably include populations and communities more resilient to anthropogenic 

disturbances. This information is essential to formulate management policies for 

conservation, especially in areas where the risk of extinction is associated with habitat 

reduction. According to the refugia model proposed, genetic patterns resulting from the 

effects of retraction and expansion of forested areas could be assessed in current 

populations with molecular markers, such as microsatellites. Melanoxylon brauna was 

used as a biological model in this study. It is a hardwood tree species endemic to the 

Atlantic Rainforest, which is endangered due to fragmentation and selective logging. 

The aims of our study were to (i) develop microsatellite primers specific to 

Melanoxylon brauna and (ii) study the diversity and genetic structure of natural 

populations in areas located inside and outside boundaries of Pleistocene refugia 

proposed by paleoclimatic simulations. Therefore, this study was divided into two parts: 

chapter 1 focuses on the simple sequence repeats (SSR) development using next-

generation sequencing (NGS) and characterization of 38 unpublished microsatellite 

primer pairs, which were polymorphic and specific for this tree species; chapter 2 

reports the use of 17 of those developed markers to assess differences in the genetic 

diversity and allelic composition of seven populations from areas of proposed refugia 

and six from areas predicted as non-refugia. The results discussed here will help in 

understanding the existence and limits of forest refugia and assist in developing 

conservation strategies for the Atlantic Forest, taking into account the genetic effects of 

the paleoclimatic and biogeographic history. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

O Domínio da Mata Atlântica abrangia originalmente 13% do território nacional, 

estando presente em 17 estados brasileiros (IBGE, 2004), porém, em decorrência da 

fragmentação, hoje ocupa apenas 11 % da sua cobertura original (RIBEIRO et al., 

2009). Devido à ação antrópica, perda de cobertura vegetal e alta taxa de endemismo é 

considerada como área prioritária para a conservação, sendo um dos 25 hotspots de 

biodiversidade conhecidos no mundo (MYERS, et al., 2000).  

Estudos realizados na Mata Atlântica têm apontado para uma sensibilidade 

acentuada de espécies arbóreas a processos de fragmentação e exploração madeireira 

levando a mudanças profundas nestas comunidades com perda de espécies importantes, 

especialmente aquelas longevas (PARDINI et al., 2009; LOPES et al., 2009). As 

espécies arbóreas madeireiras ainda sofrem com a exploração e corte seletivo. A partir 

da década de 70 e intensificando-se na década de 90, a exploração madeireira no sul da 

Bahia e nordeste de Minas Gerais foi mais severa sobre as populações de algumas 

espécies como o jacarandá (Dalbergia nigra), pequi preto (Caryocar edule), braúna 

(Melanoxylon brauna), maçaranduba (Manilkara maxima, M. salzmanii e M. multifida) 

e outras (MESQUITA, 1997). 

Endêmica da Mata Atlântica, Melanoxylon brauna vem sendo intensamente 

explorada para o aproveitamento de sua madeira. É uma árvore longeva e de 

crescimento lento, sua madeira é muito dura e de alta densidade, considerada madeira 

de lei e, por isso, tão valorizada. Devido à fragmentação da Mata Atlântica e corte 

seletivo, M. brauna é considerada como vulnerável na lista de espécies ameaçadas do 

IBAMA (2014). 

A exploração desordenada dessas e outras espécies da Mata Atlântica pode levar a 

uma redução da variabilidade genética das populações e, consequentemente, do seu 

potencial para responder a flutuações no ambiente. Esta situação agrava-se na medida 

em que os indivíduos, muitas vezes, encontram-se isolados em populações pequenas e 

em fragmentos de florestas desconectados, podendo levar à redução de alelos e da 

heterozigose (FARWIG et al., 2008), depressão endogâmica, e perda de diversidade por 

deriva genética (PIERCE, 2004; FREELAND e PETERSEN, 2011). As análises 

genéticas e de viabilidade populacional, que estudam as respostas das populações à 
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redução de hábitat e fragmentação, normalmente desconsideram a influência do 

histórico evolutivo recente. Contudo, os eventos de reduções populacionais por 

mudanças climáticas pretéritas podem influenciar diretamente as respostas das espécies 

às alterações de habitat atuais por alterar capacidades de permanência e evolução 

(NOGUÉS-BRAVO et al., 2010).  

Durante as mudanças climáticas do Pleistoceno, muitas espécies mudaram ou 

reduziram sua distribuição geográfica, adaptaram-se a elas ou extinguiram-se 

(LAWING e POLLY, 2011). As mudanças que ocorreram na vegetação e na 

distribuição de espécies têm sido consideradas como um importante fator para a 

diferenciação genética em níveis populacionais (BEHLING e LICHTE, 1997; 

PRANCE, 2002). Muitos trabalhos vêm sendo feitos no sentido de avaliar o impacto 

dessas mudanças pretéritas na biota atual, seja na diversidade genética ou haplotípica, 

seja na distribuição ou riqueza de espécies. (BEHLING e LICHTE, 1997; CADENA et 

al., 2012; CARNAVAL et al., 2009; NOGUÉS-BRAVO, 2009; PAULS et al., 2013).  

Um importante modelo paleoclimático, que propôs a localização da Mata 

Atlântica durante o último máximo glacial (UMG) do Pleistoceno, foi o modelo de 

Carnaval e Moritz (2008), que sugeriu três áreas estáveis para manutenção do bioma no 

passado: em Pernambuco, na Bahia e em São Paulo, áreas essas que também foram 

chamadas de refúgios. A existência e localização de tais refúgios ainda é controversa, 

porém, se tais oscilações climáticas realmente existiram, as consequências genéticas 

podem ser medidas nas populações atuais através dos marcadores moleculares. Essas 

consequências são: (i) maior diversidade genética nas populações de áreas estáveis 

(refúgios), em relação às áreas instáveis (não refúgios) devido ao longo tempo de 

permanência; (ii) assinaturas de expansão populacional em áreas instáveis, refletindo a 

colonização recente; (iii) ausência de padrões de isolamento por distância nas áreas 

recentemente colonizadas, visto que a colonização foi muito recente para permitir o 

reestabelecimento do equilíbrio migração/deriva; (iv) forte estrutura filogeográfica entre 

refúgios (CARNAVAL et al., 2009). 

O uso de ferramentas genéticas na investigação das retrações e expansões 

florestais tem ajudado a validar áreas de estabilidade para diversos grupos (CABANNE 

et al., 2008; CARNAVAL et al., 2009; FITZPATRICK et al., 2009; THOMÉ et al., 

2010; VALDEZ e D’ELÍA, 2013). As sequências mitocondriais, cloroplastidiais e 

nucleares são muito empregadas nos estudos sobre o impacto das mudanças climáticas 

pretéritas na biota. No entanto, a desvantagem no uso dessas sequências para elucidar 
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questões evolutivas é que podem refletir a evolução da região de DNA e não do 

organismo (RICHARD e THORPE, 2001).  

Os marcadores microssatélites são multialélicos, co-dominantes e altamente 

variáveis. Sua vantagem em relação às sequências é que abrange muitos pontos e estão 

bem distribuídos pelo genoma. Sua limitação é que devido a sua alta taxa de mutação 

(10
-2

 a 10
-6

 por geração) (KASHI e KING, 2006), podem não ser adequados para avaliar 

o histórico evolutivo de espécies com ciclos de vida curtos. Porém, para espécies 

longevas, como é o caso de espécies arbóreas, esta ferramenta tem se mostrado 

extremamente útil para análises populacionais e evolutivas (GONZÁLEZ-MARTÍNEZ, 

2006). 

Os microssatélites foram aqui empregados com objetivo de comparar a 

diversidade genética de populações de M. brauna que se encontram dentro e fora de 

refúgios florestais pleistocênicos propostos por simulações paleoclimáticas 

(CARNAVAL e MORITZ, 2008). Especificamente, pretendeu-se (i) Desenvolver e 

caracterizar locos SSR específicos, inéditos e polimórficos para a espécie M. brauna; 

(ii) Avaliar a possível presença de alelos exclusivos nas populações de refúgio. (iii) 

Avaliar o efeito da estruturação genética entre áreas propostas como refúgios e não 

refúgios. 

Hipotetiza-se que as populações de M. brauna coletadas em áreas previstas como 

refúgios tenham maior diversidade genética em relação àquelas coletadas em áreas 

instáveis ou não refúgios. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Mata Atlântica e histórico biogeográfico: 

 

A Mata Atlântica corresponde a um dos maiores conjuntos de florestas tropicais 

da América do Sul, e ocupava originalmente uma área de quase 1.500.000 km² no 

Brasil. Apesar de sua redução histórica, apresenta ainda cerca de 20.000 espécies de 

plantas e 1.361 espécies conhecidas de vertebrados, que corresponde de1 a 8% do total 

de espécies do planeta (SILVA e CASTELLETI 2003; MYERS et al., 2000). A ação 

antrópica associada à expansão agropecuária tende a isolar as áreas de floresta 

remanescentes imersas em paisagens dominadas por pastagens, plantações e áreas 

urbanas. Por conta da severa redução e isolamento, associada a uma alta diversidade e 

endemismos, a Mata Atlântica brasileira é considerada uma das 25 áreas prioritárias 

para a conservação no mundo, apontada como um “hotspot” (MYERS et al., 2000). 

Por se distribuir em uma enorme faixa na porção litorânea do Brasil, a Mata 

Atlântica cobre uma variação muito grande de solos, topografias e climas, com uma 

biota diferenciada, que pode ser subdividida em regiões biogeográficas (SILVA e 

CASTELETTI, 2003). A região biogeográfica da Mata Atlântica conhecida como Bahia 

compreende as florestas úmidas desde a região central do Estado do Espírito Santo até o 

sul de Sergipe. Apesar da intensa modificação a que foi submetida, a região sul da 

Bahia (GALINDO-LEAL e CÂMARA 2003), ainda apresenta a maior concentração de 

remanescentes florestais do nordeste brasileiro e a segunda maior do Brasil (RIBEIRO 

et al., 2009), compondo também, um dos três bolsões de endemismo para borboletas, 

anfíbios, aves, mamíferos e plantas (FARIA et al., 2007).  

O estudo de como os processos ecológicos pretéritos ou atuais influenciaram a 

distribuição de organismos e padrões de endemismo na Mata Atlântica é uma 

importante vertente da biogeografia.  

Dentro desta área destaca-se o estudo de modelos climáticos para propor hipóteses 

alternativas sobre a estrutura da população no passado (NOGUÉS-BRAVO, 2009). 

Estes modelos estão sendo amplamente utilizados para esclarecer questões evolutivas 

como extinção de espécies (MARTÍNEZ-MEYER et al., 2004; NOGUÉS-BRAVO, et 

al., 2008), mecanismos de especiação (PETERSON e NYÁRI, 2008, SOLOMON et al., 

2008), localização de refúgios do Pleistoceno (CARNAVAL e MORITZ, 2008), e 
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hotspots (CARNAVAL et al., 2009). O estudo genético voltado para compreensão do 

histórico biogeográfico é essencial para o entendimento do histórico microevolutivo e 

da possibilidade de persistência das espécies em longo prazo (AGUILAR et al., 2008).  

Pesquisas recentes sobre os modelos de refúgios apontam para maior diversidade 

genética nas populações localizadas nas áreas que foram previstas como refúgios 

florestais no Pleistoceno (CARNAVAL et al., 2009; FITZPATRICK et al., 2009). Essa 

maior diversidade pode permitir que estas populações tenham respostas adaptativas 

diferenciadas em relação às alterações ambientais. Assim, acredita-se que as populações 

que habitam as áreas de Mata Atlântica que permaneceram florestadas no passado 

tenham maior capacidade de responder às alterações ambientais atuais decorrentes das 

ações antrópicas, como a fragmentação dos habitats e redução da cobertura vegetal. 

Assim, estudos sobre o histórico biogeográfico da Mata Atlântica, especialmente sobre 

a localização e existência dessas áreas de estabilidade, ou refúgios, podem ajudar a 

delinear áreas prioritárias para a conservação e auxiliar na gestão e manejo de 

paisagens.  

 

Refúgios do Pleistoceno: 

 

Durante o pleistoceno as geleiras continentais avançaram e recuaram resultando 

em inúmeras mudanças ambientais, como, por exemplo, a configuração e extensão dos 

habitats, mudanças nas zonas climáticas e alterações na formação e dissolução das rotas 

de migração. Em contrapartida essas mudanças levaram a algumas alterações na 

dinâmica biogeográfica das espécies que, desde o Mesozoico, estavam adaptadas a 

climas estáveis e homogêneos. De acordo com a teoria dos refúgios florestais 

(HAFFER, 1969), essas oscilações climáticas pretéritas que alteraram a distribuição de 

animais e plantas têm implicações nos padrões atuais de diversidade (BROWN e 

LOMOLINO, 2006). Dessa forma, as florestas tropicais atuais são um mosaico de áreas 

que sempre foram florestadas e áreas instáveis que voltaram a ser florestadas após 

perturbações causadas durante um ou mais períodos glaciais (BENNETT e PROVAN, 

2008). 

Segundo essa teoria, o isolamento espacial entre os refúgios florestais teria agido 

como uma barreira para dispersão de alguns organismos, o que pode ter interrompido o 

fluxo gênico entre populações de espécies com distribuição limitadas às áreas de 
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refúgio, e, portanto, pode ter promovido especiação por vicariância (HAFFER, 2008). A 

hipótese de refúgios florestais tropicais tem sido largamente utilizada na explicação de 

padrões de diferenciação genética de animais e plantas e de padrões atuais de 

distribuição das espécies (CARNAVAL et al., 2009; FITZPATRICK et al., 2009). 

Os padrões de diferenciações genéticas podem ser mensurados nas populações 

atuais, pois as consequências genéticas que as glaciações causaram nos animais e 

plantas podem ser detectadas por meio de ferramentas moleculares. A principal 

consequência foi a manutenção de uma maior diversidade genética nas populações que 

habitaram áreas de refúgios em relação às áreas que não foram refúgios, devido ao 

longo tempo de permanência das populações nessas condições até a volta do ambiente 

completamente florestado. Outra consequência é a forte estrutura filogeográfica entre os 

refúgios, já que permaneceram desconectados por muito tempo. Além disso, as 

populações que se expandiram em áreas de não refúgio, apresentam assinaturas 

genéticas dessa expansão populacional que refletem a colonização pelos refúgios 

adjacentes. Essas decorrências dos refúgios vêm sendo cada vez mais corroboradas, 

podendo auxiliar na definição de estratégias de gestão de paisagens com vistas à 

conservação da biodiversidade na Mata Atlântica. 

 

Melanoxylon brauna 

 

A Melanoxylon brauna uma árvore de grande porte pertencente à família 

Fabaceae, subfamília Caesalpinioideae. Fabaceae é uma das famílias de plantas mais 

diversas do mundo, com aproximadamente 19.325 espécies (LEWIS et al., 2005) e é a 

segunda família mais diversa da floresta Atlântica, com 939 espécie neste bioma.  

A braúna é endêmica da Mata Atlântica brasileira e ocorre na Bahia, Espírito 

Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro, em áreas de Floresta Estacional Semidecidual, 

das Terras Baixas e Submontana; Floresta Estacional Semidecidual Baixo-Montana 

(OLIVEIRA-FILHO, 2006) e Floresta Ombrófila (MARIANO-NETO, 2004).  

É classificada como vulnerável na Lista Oficial de Flora Ameaçada de Extinção 

(IBAMA, 2014). Por ser uma madeira nobre e alcançar alto preço no mercado, foi muito 

explorada para comercialização (GONZAGA, 2006). Foi uma das principais madeiras 

utilizadas pelas serralherias no sul da Bahia (MESQUITA, 1997) sendo intensamente 
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explorada para confecção de móveis de luxo, estacas, moirões, postes, e instrumentos 

musicais (LORENZI, 1992).  

Floresce anualmente com duração intermitente entre fevereiro e maio (ENGEL e 

MARTINS, 2005). Foi observado, pela equipe desse trabalho em campo, florescimento 

em abril de 2013, entretanto não foi observado no mesmo período no ano de 2012 em 

nenhuma das localidades visitadas. Ainda não há estudos sobre a polinização dessa 

espécie, mas constatou-se em campo a presença de abelhas, como Apis e Xylocopa 

visitando as flores. A maturação dos frutos ocorre de agosto a novembro (CARVALHO, 

1994).  

É caracterizada por Rizzini, (1971) como uma árvore com cerca de 15 a 20 metros 

de altura e tronco de 40-80 cm de diâmetro. Foram observadas, contudo, por nossa 

equipe braúnas com cerca de 40 metros de altura e pelo menos 1 metro de diâmetro.  

As folhas são compostas, imparipinadas, alternas, com 15-29 folíolos opostos e 

glabros, lanceolado-ovados, assimétricos (RIZZINI, 1971), ápice de acuminado a 

cuspidado, base obtusa, consistência membranácea, margem íntegra, comprimento 6,0 a 

7,5cm, largura 2,0 a 3,5cm, nervação peninérvea, nervuras secundárias unidas entre si, 

formando uma série de arcos marginais proeminentes, nervuras planas na face superior 

e proeminente na face inferior, vênulas conspícuas em ambas as faces reticuladas, 

ausência de pelos, peciólulo canaliculado sob lente, mais espesso que a nervura 

principal, rugoso e glabro, com 0,3 a 0,4cm de comprimento (GARAY e RIZZINI, 

2003). Possui ainda flores amarelas, em panículas terminais amplas, fruto legume 

deiscente, contendo várias sementes duras envoltas por estrutura membranácea (asa) 

(BARROSO et al., 1999). Sua madeira, classificada como de lei, é muito pesada 

(densidade 1,05 g/cm³), compacta, dura ao corte e de grande durabilidade mesmo 

quando em ambientes adversos (LORENZI, 1992). 
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Figura 1: Melanoxylon brauna A. Cerca feita de madeira de brauna; B. Árvore adulta 

encontrada no município de Amargosa, Bahia; C. e D. Inflorescência. 

 

Marcadores Microssatélites: 

 

Os genomas de todos os organismos conhecidos possuem regiões de sequência 

repetida (CHAMBERS e MACAVOY, 2000), sendo que no genoma dos eucariotos 

essas regiões são abundantes. Existem regiões mais complexas como os minissatélites e 

mais simples como os microssatélites, também chamados SSRs (Sequências Simples 

Repetidas). Os SSRs que são sequências de DNA curtas de 2 a 6 nucleotídeos repetidos 

de 5 a 50 vezes em tandem (LITT e LUTY, 1989), são multialélicos e têm expressão 

codominante.  

Podem ser classificados pelo tamanho do motivo de repetição como mono, di, tri, 

tetra, penta e hexanucleotídeo e pelo tipo da repetição como (i) microssatélites perfeitos, 

em que não há interrupção no motivo de repetição, (ii) imperfeitos, que apresentam 

outra sequência além do motivo de repetição; (iii) interrompidos, em que há inserção de 
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algumas bases que não são a sequência repetida e (iv) compostos, que possuem mais de 

um motivo de repetição (GOLDSTEIN e SCHLOTTERER, 1999). 

Um alelo microssatélite é determinado pelo seu tamanho em pares de bases, e o 

polimorfismo se dá por mutações que alteram o tamanho da região repetida pelo 

aumento ou subtração de um ou mais motivos de repetição.  

As mutações em microssatélites podem ocorrer por dois processos principais, o 

primeiro devido a um erro na replicação do DNA, conhecido com slipage ou 

escorregamento da DNA polimerase que resulta em erro de pareamento durante a 

replicação (VIGUERA, 2001). O segundo devido ao crossing-over desigual das fitas de 

DNA durante a meiose. Segundo Harding et al., (1992), a presença de regiões repetidas 

aumentam a chance de ocorrer alinhamento desigual durante a recombinação, levando a 

mudanças no tamanho da sequência microssatélite. 

Os marcadores SSR possuem taxa de mutação de 10
-2

 a 10
-6

 nucleotídeos por 

geração, que é considerada alta quando comparada com genes codificantes (LI et al., 

2002). Devido ao seu elevado conteúdo de informação por loco, os microssatélites têm 

sido largamente utilizados em estudos de genética de populações (MORIN et al., 2009; 

RESENDE, et al., 2011; PANDEY et al., 2013), evolução (KASHI e KING, 2006; 

DLUGOSCH e PARKER, 2008) e estudos de filogenia e filogeografia (RICHARD e 

THORPE, 2001; RICHARD e THORPE, 2001 COLLEVATTI, 2003; ALDENHOVEN 

et al., 2010). 

Existem dois modelos mutacionais que são principalmente empregados para 

explicar o surgimento de novos alelos, o modelo de alelos infinitos (IAM – Infinite 

Allele Model; KIMURA e CROW, 1964) e o modelo de mutação por passos (SMM – 

Stepwise Mutation Model; KIMURA e OHTA, 1978). O primeiro considera que as 

mutações sempre originam um alelo novo através do acréscimo ou decréscimo de uma 

ou mais unidades de repetição e que as mutações sempre geram um alelo novo na 

população. O segundo pressupõe que um alelo só pode ser originado pela deleção ou 

inserção de apenas um motivo de repetição, dependendo, assim do estado alélico 

anterior. Desde que foi concebido, o modelo SMM tem sido amplamente usado para 

modelar a evolução dos locos microssatélites. 

Um grande obstáculo para a utilização dos marcadores microssatélites em 

organismos não modelo é o alto custo e intensa mão de obra envolvida no isolamento de 

um número considerável de sequências flanqueadoras dessas regiões genômicas que 

serão utilizadas como iniciadores (primers) (SCHOEBEL et al., 2013). 
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Tradicionalmente era necessário isolar sequências de DNA da espécie em questão, 

selecionar clones positivos e sequenciar através do método de Sanger, et al., (1977).  

Com a chegada das plataformas de sequenciamento de última geração (NGS), o 

desenvolvimento de iniciadores que amplifiquem regiões microssatélites tornou-se mais 

viável. Dentre as plataformas NGS, a mais utilizada na identificação de microssatélites é 

o pirosequenciamento 454 da Roche (ZALAPA et al., 2012; SCHOEBEL et al., 2013). 

A principal vantagem do NGS é que a etapa de clonagem e seleção de clones positivos 

não é mais necessária e a etapa de enriquecimento de biblioteca genômica é opcional. 

Além disso, esta plataforma é a que gera fragmentos sequenciados de maior tamanho 

(até 400 pares de base), evitando, assim a necessidade de tratamento bioinformático dos 

dados para montagem de fragmentos grandes o suficiente para possibilitar o desenho de 

primers. 

Diversidade genética 

 

A biodiversidade abrange todos os níveis de variação da vida, diversidade entre 

biomas, entre ecossistemas, entre espécies, populações e ente indivíduos. A diversidade 

genética é definida como a heterogeneidade de alelos e genótipos de um grupo, matéria 

prima sobre a qual a seleção natural pode atuar, permitindo a evolução dos organismos e 

adaptação a ambientes heterogêneos, presença de parasitas e mudanças ambientais 

(FRANKHAM, 2005). 

Os índices de diversidade genética mais comumente mensurados são: 

heterozigosidade observada, heterozigosidade esperada, número de alelos por loco, 

número efetivo de alelos por loco, alelos exclusivos e índice de fixação. 

Os fatores evolutivos que atuam sobre a diversidade genética são: deriva genética, 

mutação, seleção natural e migração. A deriva genética ocorre principalmente em 

populações pequenas e trata-se da oscilação das frequências alélicas de geração a 

geração devido a eventos estocásticos. A mutação insere alelos ao acaso nas populações, 

devido a erros que ocorrem durante a duplicação do DNA. A migração insere novos 

alelos nas populações através de alelos já existentes em outras populações. A seleção 

natural consiste na reprodução diferencial dos genótipos e age diminuindo a diversidade 

genética (FUTUYAMA, 2009). 

A maioria das espécies arbóreas sofreram gargalos genéticos em diferentes 

tempos, em um momento mais recente devido a fragmentação e exploração, e em um 
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momento mais antigo devido aos períodos glaciais e recolonizações (MÜLLER-

STARCK et al., 2005). O conhecimento sobre a distribuição e quantificação da 

diversidade genética nas populações remanescentes dessas espécies pode ajudar a 

propor hipóteses acerca dos processos históricos que influenciaram os padrões 

observados atualmente. Esse conhecimento também é extremamente importante para 

orientar políticas de conservação e manejo da biodiversidade. 
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4. CAPÍTULO 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Melanoxylon brauna como modelo para testar hipótese de refúgios da 

Floresta Atlântica 
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INTRODUÇÃO 

 

 

Durante o Pleistoceno, ocorreram muitos ciclos glaciais e interglaciais e as 

implicações de tais oscilações para a biota têm sido foco de estudos em todo o mundo 

(AVISE e WALKER, 1998; BENNETT e PROVAN, 2008; TOLLEFSRUD et al., 2008 

CEBALLOS, 2010). Nas regiões temperadas, muitas evidências que dão suporte a 

hipótese de que os biomas florestados se contraíram para próximo do equador durante 

os períodos glaciais (PETIT et al., 2002; WALKER et al., 2009; ALDENHOVEN et al., 

2010). O termo “refúgio” foi inicialmente aplicado para indicar um fragmento com 

tamanho suficiente para sustentar uma população durante um ciclo glacial (HAFFER, 

1969; STEWART et al., 2009). Na região Neotropical, entretanto, a localização, função 

e até mesmo existência de tais refúgios florestais glaciais têm sido bastante discutidas 

(BENNETT et al., 2012; KNAPP e MALLET, 2003). A ideia de um refúgio tropical foi 

inicialmente proposta por Haffer, (1969) para tentar explicar os padrões de 

megadiversidade da Floresta Amazônica, porém esse conceito também tem sido foco de 

diversos estudos recentes na Floresta Tropical Atlântica (CARNAVAL e MORITZ, 

2008; CARNAVAL et al., 2009; MARTINS, 2011; THOMÉ et al., 2010; PORTO et al., 

2013; AMARAL et al., 2013). 

Através de modelagens climáticas, Carnaval e Moritz (2008) geraram hipóteses 

sobre a distribuição da Mata Atlântica no passado com base em dados de precipitação 

anual, precipitação do trimestre mais úmido e do mais seco, média anual de 

temperatura, temperatura média do trimestre mais quente e mais frio, e assim, previram 

a localização da Mata Atlântica para três cenários: atual, 6000 e 21000 anos atrás. 

Através da sobreposição dos três cenários previstos por dois algorítimos; o MAXENT e 

o BIOCLIM, eles identificaram regiões da Mata Atlântica com alta probabilidade de 

terem permanecido florestadas durante o último máximo glacial (21 mil anos atrás), e 

essas regiões foram chamadas de refúgios. Os refúgios propostos foram validados pelos 

autores pela localização atual da Mata Atlântica, e por dados já publicados de registros 

de sítios paleopalinológicos. Os autores também procuraram validar esse modelo 

usando dados de DNA mitocondrial em 5 espécies de vertebrados, no entanto esses 

dados foram apenas parcialmente congruentes, pois as espécies preguiça (Bradypus 

variegatus), cuíca (Metachirus nudicaldatus) e lagarto (Gymnodactlus darwinii) 
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responderam ao modelo, apresentando maior diversidade genética no hipotético refúgio 

da Bahia, no entanto as espécies de roedores (Marmosops incanus e Phyllomys pattoni) 

apresentaram maior diversidade genética ao sul do refúgio Bahia, em uma área prevista 

como não refúgio. 

Acredita-se que áreas que permaneceram florestadas durante o último máximo 

glacial possua, nos dias atuais, maior diversidade genética do que regiões que foram 

colonizadas depois desse período. Esta hipótese baseia-se em aspectos clássicos da 

genética populacional, como por exemplo, a teoria do efeito fundador, em que poucos 

indivíduos colonizam um habitat vazio, fazendo com que a região colonizada possua 

menor diversidade que a região que cedeu os propágulos colonizadores. A previsão de 

refúgios da Mata Atlântica de Carnaval e Moritz (2008) foi posteriormente corroborada 

por dados moleculares de três espécies de anfíbios que mostraram maior diversidade 

haplotípica nas áreas consideradas refúgios (CARNAVAL et al., 2009) e por evidências 

de expansão populacional de anfíbios dos supostos refúgios para áreas de não refúgio 

(FITZPATRICK et al., 2009). Outros trabalhos, porém, não confirmam a localização 

destes refúgios, como por exemplo, Thomé et al., (2010) que encontrou assinaturas de 

expansão populacional em anfíbios, complexo de espécies Rhinella crucifer, contrárias 

à esperada pela previsão de Carnaval e Moritz (2008). Espécies com características 

ecológicas contrastantes (relacionadas com tolerância a períodos secos, preferência por 

tipos de solos, capacidade de dispersão e região de ocorrência) podem responder de 

maneiras diferentes ao histórico climático, diminuindo o poder preditivo do modelo. 

(BROWN e LOMOLINO, 2006).  

Apesar das sequências plastidiais e mitocondriais serem bastante usadas para 

entender como as espécies ou populações da mesma espécie se relacionaram no passado 

(RICHARD e THORPE, 2001; KNOWLES e RICHARDS, 2005; MARTINS et al., 

2009), os marcadores microssatélites e outros marcadores nucleares multiloco, também 

são apropriados para acessar a informação genética e responder perguntas sobre o 

histórico biogeográfico e sobre mudanças climáticas. (RICHARD e THORPE, 2001; 

ZAKHAROV e HELLMANN, 2008; AMARAL et al., 2013). A hipótese de refúgios 

florestais da Mata atlântica tem sido bastante estudada, corroborada ou refutada em 

animais, principalmente anfíbios. 

Grande parte da discussão sobre refúgios da Mata Atlântica giram em torno de 

estudos com vertebrados, pois é a categoria taxonômica mais estudada nesse sentido, 

com 89% dos trabalhos publicados em filogeografia na América do Sul (TURCHETO-
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ZOLET et al., 2013). Entre os poucos trabalhos desenvolvidos com plantas neste 

sentido estão alguns estudos com marcadores dominantes em Araceae (Monstera 

adansonii, Anthurium sinuatum e Anthurium pentaphyllum) (ANDRADE et al., 2007; 

ANDRADE et al., 2009), e estudos de filogeografia em Orchidaceae (Epidendrum 

denticulatum) (PINHEIRO et al., 2013) e Fabaceae (Dalbergia nigra e Plathymenia 

reticulata) (NOVAES et al., 2010; RIBEIRO, et al., 2011) que tem usado a teoria dos 

refúgios para explicar os padrões de estrutura e diversidade encontrados. Trabalhos com 

outros grupos taxonômicos menos estudados, como plantas, com diferentes 

comportamentos e mecanismos de dispersão são de extrema importância para prever 

cenários não enviesados da evolução da biota na Mata Atlântica e na América do Sul. 

Melanoxylon brauna é uma árvore endêmica da Mata Atlântica e extremamente 

ameaçada pela redução de habitat e corte seletivo. Foi escolhida como modelo para esse 

trabalho, pois em um estudo com marcadores dominantes ISSR (Inter Simple Sequence 

Repeat), comparando duas populações, a população que foi coletada em área prevista 

como refúgio, mesmo em fragmento pequeno e antropizado, apresentou maior 

diversidade genética que outra população coletada em um grande fragmento, sem 

histórico recente de retirada de madeira, porém em área prevista como não refúgio 

(BORGES, 2011), o que deu a ideia de que essa espécie responderia bem ao modelo. 

Assim, o objetivo desse trabalho foi comparar a diversidade genética, composição 

alélica e similaridade entre populações de M. brauna, coletadas em áreas com alta e 

baixa probabilidade de terem permanecido florestadas durante as mudanças climáticas 

do pleistoceno tardio, utilizando 17 marcadores SSR previamente desenvolvidos para 

essa espécie.  
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METODOLOGIA 

 

 

Delineamento amostral 

 

Foram consideradas como “refúgios” áreas do modelo de simulação 

paleoclimática de Carnaval e Moritz (2008) que apresentaram probabilidade entre 60 a 

100% de terem permanecido como floresta nos dois intervalos (21 e 6 mil anos atrás) e 

“não refúgio” áreas com probabilidade menor que 40% de terem permanecido com 

floresta nos dois intervalos, usando a definição mais restritiva de Mata Atlântica.  

Foram construídos mapas das áreas de refúgio e não refúgio, contendo a divisão 

política dos estados e os fragmentos de Mata Atlântica, com o auxílio do programa 

Diva-Gis 7.5 (HIJMANS et al., 2001). Para as expedições de coleta foram selecionadas 

áreas de alta ou baixa probabilidade de ter permanecido florestada e que contivessem 

atualmente remanescentes florestais. Autorização para as diversas coletas foram obtidas 

de órgãos ambientais, secretarias de meio ambiente e agricultura e proprietários rurais e 

empresas dos municípios selecionados.  

A amostragem foi feita em transecto e as plantas localizadas foram coletadas com 

podão, estilingue ou tesoura de poda. As coordenadas geográficas de cada indivíduo 

foram anotadas, assim como observações de campo, como altura da planta, se estava 

cortada, presença de flores ou frutos. Foram coletadas amostras foliares de jovens e 

adultos de Melanoxylon brauna em 13 localidades, no estado da Bahia, Espírito Santo e 

Minas Gerais, sendo que 7 pontos de coleta em áreas de refúgio e 6 em áreas de não 

refúgio. A definição de “adulto” surgiu a posteriori, com a análise da altura dos 

indivíduos amostrados que efetivamente apresentaram flores, neste caso foram 

considerados adultas as árvores com mais de 20m de altura. Em florestas úmidas 

nenhuma árvore com flores tinha menos de 25m, em florestas estacionais deciduais 

(Maracás, BA) foram observadas árvores floridas com 20m, porém troncos grossos 

(diâmetro acima de 70cm). As únicas exceções foram 3 indivíduos que eram rebrotos de 

grandes árvores cortadas em Aimorés, também em região de florestas estacionais. Estas 

árvores floriram em fustes com 15 metros de altura, porém, mesmo nesta região, as 

demais árvores floridas tinham mais de 20m de altura. Assim a definição considerou 

indivíduos que provavelmente nunca reproduziram como adultos. 
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Os municípios, estados e coordenadas geográficas das localidades estão descritos na Tabela 2, assim como o número de plantas amostradas 

em cada uma das localidades. A localização dos pontos de coleta no mapa é exibido na Figura 2. 

 
Figura 2: Mapa dos pontos de coleta de M. brauna. Os refúgios são mostrados em verde e os não refúgios em vermelho. Os círculos e as siglas 

indicam os pontos onde as amostras foram coletadas e as referências das localidades. 



23 
 

Tabela 2: Descrição dos pontos de coleta e amostras de Melanoxylon brauna. 

Localidad

e 

Estad

o 
Código Refúgio Data da coleta Coordenadas 

Número 

amostral

*
 

Lençóis BA LE Sim 11 a 13/10/2012 
12S 27' 53" 

14 (2) 
41W 18' 38" 

Amargosa BA AM Sim 21/07/2012 
13S 04' 25" 

32 (4) 
39W 38' 25" 

Maracás BA MA Sim 19/07/2012 
13S 31' 31" 

32 (2) 
40W 26' 46" 

Jequié BA JE Sim 18/07/2012 
13S 56' 51" 

32 (0) 
40W 06' 39" 

Itapebi BA IT Sim 15/01/2013 
15S 49' 34" 

32 (1) 
39W 32' 31" 

Potiraguá BA PO Sim 17/09/2013 
15S 45' 37" 

33 (2) 
39W 31' 56" 

Belmonte BA BE Sim 16 a 17/01/2013 
16S 00' 09" 

30 (0) 
39W 06' 30" 

Una BA UN Não 12/02/2013 
15S 20' 33" 

32 (1) 
39W 02' 10" 

Santa Cruz BA SC Não 16/01/2013 
16S 04' 49" 

32 (0) 
39W 12' 44" 

Porto 

Seguro 
BA PS Não 13 a 14/01/2013 

16S 20' 15" 

34 (1) 
39W 07' 42"   

Ibiraçu ES IB Não 12 a 13/04/2013 
19S 53' 13" 

16 (0) 
40W 22' 46" 

São Roque ES SR Não 11/04/2013 
19S 44' 47" 

32 (3) 
40W 41' 45" 

Aimorés MG AI Não 15/04/2013 
19S 31' 59" 

33 (6) 
41W 06' 07" 

*Número de adultos indicados entre parênteses. Indivíduo adulto foi considerado tendo 

altura superior a 20m. 
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Extração e quantificação de DNA 

 

As amostras foliares coletadas foram acondicionadas em sacolas plásticas e 

encaminhadas para o laboratório de Marcadores Moleculares da UESC, onde foram 

estocadas em geladeira (até cinco dias) ou freezer a -20°. 

O DNA genômico total das amostras foi extraído conforme Borges et al., (2012). 

A concentração e qualidade do DNA foram estimadas por comparação com 

concentração conhecida de DNA do fago λ após eletroforese em agarose 1%. As 

amostras foram coradas antes da corrida com 2 µl GelGreen™ diluído a 0,2% e 

visualizadas em transiluminador com lâmpadas de LED azul (470nm). O DNA foi 

diluído em água Milli-Q estéril para concentração de uso de 2,5 ng/ µl. 

 

Amplificação dos locos SSR 

 

Para cada reação de PCR foi preparado um mix de 13 ul contendo 7,5 ng de DNA 

genômico, 1,3ul de tampão 10x, 3,25 mM de cada dNTP, 3,6µg de BSA, 20mM de 

MgCl2, 1U de taq DNA Polimerase, 3,9 mM do primer reverse, 3,9 mM do primer 

foward acrescido da cauda M13 (CACGACGTTGTAAAACGA) e 1,43 mM de primer 

com sequência complementar a cauda M13 e marcado com fluorocromo (6-FAM, VIC, 

PET ou NED). O termociclador foi programado para um passo inicial de desnaturação a 

94°C por 1 min, seguido de 30 ciclos de 94° por 1 min, 56° por 45 s, 72° por 1 mim, 

mais 8 ciclos para anelamento da cauda M13 de 94° por 1 mim, 53° por 1 min, 72° por 

1min, seguido da extensão final a 72°C por 10 min. 

 

Genotipagem 

 

As reações de amplificação foram preparadas separadamente para cada loco e a 

eletroforese capilar foi realizada em sistema multiload. Para isso foram montados dois 

painéis hexaplex e um painel pentaplex englobando 17 locos desenvolvidos por Borges 

et al., (2014). Os locos utilizados nesse estudo foram escolhidos dentre os 39 

desenvolvidos de forma que o tamanho do amplicon possibilitasse a montagem dos 
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painéis multiload e também por terem maior número de alelos. Foram combinados até 

dois locos para cada fluorocromo, de forma que não houvesse sobreposição do tamanho 

do amplicon. Assim, cinco a seis locos foram analisados simultaneamente em uma 

corrida, reduzindo os custos e tempo envolvidos. Três tipos de fluorocromos foram 

empregados, 6-FAM, VIC e NED, sendo que o fluorocromo PET não foi utilizado, pois 

não apresentou boa resolução em testes iniciais, resultando em falhas de genotipagem. 

Para montagem do painel, cada poço da placa de genotipagem recebeu 2 µl da mistura 

do produto da PCR de cinco a seis locos amplificados de um indivíduo, acrescidos de 

7,8 µl de formamida HiDi e 0,2 µl do marcador de tamanho padrão LIZ-500. A placa 

foi desnaturada em termociclador a 94° por 3 minutos e em seguida disposta em gelo 

por 3 minutos para choque térmico. A eletroforese para análise de fragmento foi 

realizada no analisador genético ABI 3500 (Life Technologies) e os picos referentes aos 

tamanhos dos alelos foram analisados pelo software Gene Mapper versão 4.1 (Life 

Technologies). Todos os picos foram interpretados e corrigidos manualmente quando 

necessário. 

 

Análise de dados 

 

Diversidade genética e índice de fixação 

 

O número de alelos por loco (A), alelos exclusivos (Aex) foram obtidos por simples 

contagem com auxílio do suplemento GenAlEx 6.5 (PEAKALL e SMOUSE, 2012); 

foram considerados alelos exclusivos apenas aqueles com frequência maior que 1% na 

população. O número efetivo de alelos por loco (�̂�𝑒 =
1

1−�̂�𝑒
, NEI, 1987); índice de 

diversidade de Shannon (I= −1 × ∑(𝑝𝑖 × 𝐿𝑛(𝑝𝑖)), onde pi é a frequência em que cada 

alelo aparece e Ln é o logarítimo neperiano; a heterozigosidade esperada (He); 

heterozigosidade observada (Ho); e índice de fixação (F) também foram calculados pelo 

programa GenAlEx 6.5 (PEAKALL e SMOUSE, 2012).  
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Estrutura genética  

 

A estrutura genética foi avaliada por duas abordagens, frequentista e bayesiana. A 

principal diferença entre as duas é que a frequentista testa os dados a luz de uma 

hipótese, com base em um modelo teórico que se julga verdadeiro, calculando a 

probabilidade de um resultado, que pode ser definida como a chance de encontrar esse 

resultado em uma sequência de experimentos repetidos. A estatística bayesiana diz que 

os dados experimentais são verdadeiros, já que o pesquisador os observou e propõem 

um modelo a partir dos dados, assim as respostas dependem do que o pesquisador 

observa em seus experimentos, podendo inferir sobre a probabilidade de diferentes 

hipóteses.  

Para abordagem frequentista calculamos as estatísticas F de Wright (1931) com 

auxílio do suplemento GenAlEx 6.5 (PEAKALL e SMOUSE, 2012). Para abordagem 

bayesiana utilizamos o programa Structure 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000) para a 

estimativa do número de grupos K e para atribuir os indivíduos para um ou mais grupos 

K. Na análise, foi definido que o número de grupos K variasse entre 1 a 13. O modelo 

foi executado por 10 simulações independentes para cada K. Usou-se um comprimento 

“burn-in” de 10 mil interações e o comprimento de execução foi de 100 mil interações. 

O número mais provável de populações foi calculado pelo programa online Structure 

Harvester (EARL e VONHOLDT, 2011) estimando-o de acordo com o valor do modelo 

(ΔK), seguindo os procedimentos de Evanno et al., (2005). 

 

Distância genética e Agrupamento  

 

A distância genética entre as populações foi calculada como proposto por Nei 

(1987): 𝐷𝐴 = 1 − ∑ √𝑥𝑖 𝑦𝑖𝑖 , onde xi e yi são as frequências do alelo i nas populações x 

e y. A partir da matriz de distância de Nei foi feito um agrupamento entre as populações 

pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) 

utilizando o programa TreeFit 1.2 (KALINOWSKI, 2009). A árvore foi visualizada e 

editada pelo programa TreeView 1.6.6 (PAGE, 1996). 
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Análise de Variância Molecular  

 

A Análise de Variância Molecular (AMOVA, EXCOFFIER et al., 1992) foi 

calculada usando as medidas de distância genética par a par a partir do RST, (SLATKIN, 

1995) pelo suplemento GenAlEx 6.5 (PEAKALL e SMOUSE, 2012) para estimar a 

variância dentro das populações, entre populações e entre regiões. Essa análise foi feita 

considerando refúgios e não refúgios como regiões, ou grupos. 
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RESULTADOS 

 

 

Comparação da diversidade genética entre refúgio e não refúgio 

 

Considerando os índices por localidade (Tabela 3), a maior média de alelos por 

loco (A) foi de AI com 11,12 ± 0,89, seguido de JE com média de 10 ± 1,13 alelos por 

loco e SR também com média de 10 ± 0,71 alelos por loco. A localidade com maior 

número de alelos exclusivos foi SR (Aex = 14) seguido por JE (Aex = 11) e BE (Aex = 

10). O índice de diversidade de Shannon e heterozigosidade esperada apresentaram 

maiores valores nas populações de não refúgio do vale do Rio Doce. Em AI (I = 1,97, 

He =0,81), SR (I = 1,89, He =0,81) e IB (I = 1,75, He = 0,76). O índice de fixação (F) foi 

baixo a moderado para todas as populações, com destaque para os valores extremos UN 

(F = 0,03 ± 0,07) e IB (F = 0,17± 0,05). 

Tabela 3: Diversidade genética e índice de fixação de 13 populações de Melanoxylon 

brauna. 

 
A Aex Ae I Ho He F 

LE 6,471 1* 4,194 1,502 0,628 0,707 0,099 

IC 95% ±0,624 - ±0,571 ±0,105 ±0,037 ±0,030 ±0,050 

AM 8,529 5* 3,764 1,502 0,631 0,667 0,069 

IC 95% ±0,862 - ±0,403 ±0,125 ±0,063 0,046 ±0,059 

MA 8,353 4* 3,895 1,483 0,599 0,661 0,106 

IC 95% ±0,857 - ±0,542 ±0,132 ±0,059 ±0,047 ±0,054 

JE 10,000 11* 4,944 1,669 0,609 0,706 0,141 

IC 95% ±1,128 - ±0,861 ±0,140 ±0,054 ±0,042 ±0,058 

IT 8,471 7* 4,118 1,538 0,620 0,763 0,072 

IC 95% ±0,791 - ±0,460 ±0,136 ±0,064 ±0,052 ±0,061 

PO 8,647 4* 4,200 1,562 0,651 0,702 0,055 

IC 95% ±1,169 - ±0,497 ±0,127 ±0,033 ±0,039 ±0,034 

UN 7,706 7*
 

3,006 1,351 0,612 0,630 0,030 

IC 95% ±0,835 - ±0,216 ±0,094 ±0,059 ±0,035 ±0,067 

BE 9,353 10* 5,096 1,675 0,653 0,695 0,050 
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IC 95% ±0,996 - ±0,604 ±0,176 ±0,068 ±0,066 ±0,036 

SC 8,059 3* 3,753 1,463 0,649 0,656 0,034 

IC 95% ±0,829 - ±0,446 ±0,126 ±0,060 ±0,045 ±0,046 

PS 9,000 4* 5,131 1,587 0,568 0,676 0,153 

IC 95% ±1,361 - ±0,999 ±0,182 ±0,063 ±0,058 ±0,064 

IB 8,412 4* 5,163 1,749 0,621 0,763 0,175 

IC 95% ±0,758 - ±0,657 ±0,104 ±0,036 ±0,023 ±0,051 

SR 10,000 14* 5,584 1,886 0,743 0,804 0,069 

IC 95% ±0,707 - ±0,420 ±0,073 ±0,028 ±0,015 ±0,042 

AI 11,118 4* 5,996 1,970 0,754 0,809 0,064 

IC 95% ±0,887 - ±0,571 ±0,088 ±0,033 ±0,018 ±0,039 

A= média do número de alelos; Aex = média de alelos exclusivos; Ae = média de alelos 

efetivos; I = índice de diversidade de Shannon; Ho = heterozigosidade observada; He = 

heterozigosidade esperada; F= índice de fixação e IC = intervalo de confiança a 95% de 

probabilidade. 

*Soma 

 

 

Considerando agora o total de 384 indivíduos de Melanoxylon brauna 

genotipados usando 17 pares de primers, foi detectado um total de 420 alelos, sendo 71 

exclusivos de refúgios 65 exclusivos de não refúgios. Não houve diferença significativa 

na média do número de alelos por loco e número de alelos efetivos entre refúgio e não 

refúgio. Também não houve diferença no índice de diversidade de Shannon (I), He e Ho. 

(Tabela 4). 

Tabela 4: Medidas de diversidade genética de Melanoxylon brauna comparando 

“refúgio” e “não refúgio”.  

 
A Aex Ae I Ho He 

Refúgio (n=205) 

Média 20.882 4.176 7.913 2.268 0.631 0.834 

Soma 355 71 134.517 - - - 

Não refúgio (n=179) 

Média 20.529 3.823 8.000 2.312 0.666 0.838 

Soma 349 65 136.007 - - - 

A= número de alelos; Aex = número de alelos exclusivos; Ae = alelos efetivos; I = índice 

de diversidade de Shannon; Ho = heterozigosidade observada; He = heterozigosidade 

esperada e n = número amostral. 
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Estrutura genética 

 

O valor de K que melhor se ajustou aos dados foi K=2 (ΔK= 29,96, Figura 3). O 

gráfico de barras com K=2 gerado pelo Structure mostra uma separação entre as 

amostras coletadas em (LE, AM, MA e JE), amostras das regiões dos planaltos da Bahia 

(cluster 1), e as demais populações das áreas de baixada da Bahia e as amostras de 

Minas Gerais e Espírito Santo (cluster 2), mostrando que há estrutura entre as 

populações do sudoeste da Bahia e as outras populações, embora poucos indivíduos 

ainda apresentem composição genética dos dois grupos (Figura 4a). 

O segundo valor de K que melhor se ajustou aos dados foi K=3 (ΔK = 6,77), o 

gráfico gerado (Figura 4) mostra a separação de três grupos, (LE, AM, MA e JE), (IT, 

PO, BE, UN, SC e PS) e (IB, SR e AI). O terceiro maior valor de ΔK foi atribuído ao 

K=10 (ΔK = 6,04). Nesse agrupamento quase todas as populações são separadas, exceto 

(AM e MA), (PO e BE) e (SR e AI) (figura 4). O FST geral foi 0,183. O maior valor de 

FST par a par foi 0,179 entre as localidades MA e IT e o menor valor de FST foi de 0,04 

entre BE e PO (Tabela 5). 
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Figura 3: Resultado da análise utilizando o software Structure Harvester para sugerir o 

melhor valor de K para os indivíduos de Melanoxylon brauna. 
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Figura 4: Relações genéticas em 13 populações de Melanoxylon brauna (384 indivíduos) estimadas utilizando programa Structure baseado em 

marcadores microssatélites. O gráfico A (K = 2) mostra o arranjo mais provável, baseado no valor de ΔK segundo método de Evano. Os gráficos 

B e C (K=3 e K=10) mostram outras possibilidades de agrupamento com maiores valores de ΔK. 

Cluster 1 Cluster 2 

K=2 

K=3 

K=10 

A 

C 

B 
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Tabela 5: Valores de estrutura genética com base no FST par a par para as 13 populações de Melanoxylon brauna. 

 P= ambas as populações foram coletadas no planalto; 

 B= ambas as populações foram coletadas na baixada; 

 N= as populações foram coletadas em altitudes diferentes. 

 

Localidade AM IB IT JE LE MA PS SR SC UN BE AI PO 

AM 0,000 N N P P P N N N N N N N 

IB 0,113 0,000 B N N N B B B B B B B 

IT 0,156 0,115 0,000 N N N B B B B B B B 

JE 0,085 0,097 0,150  0,000 P P N N N N N N N 

LE 0,092  0,105  0,135  0,081  0,000 P N N N N N N N 

MA 0,050 0,112  0,179  0,077  0,076  0,000 N N N N N N N 

PS 0,136  0,085  0,094  0,133  0,133  0,141  0,000 B B B B B B 

SR 0,108  0,059  0,091  0,095  0,096  0,111  0,098  0,000 B B B B B 

SC 0,134 0,106  0,121  0,120  0,138  0,139  0,090  0,107  0,000 B B B B 

UN 0,163  0,114  0,070  0,154  0,148  0,170  0,079  0,106  0,107  0,000 B B B 

BE 0,130 0,099  0,115  0,133  0,143  0,153  0,093  0,101  0,087  0,126  0,000 B B 

AI 0,107 0,054  0,101  0,096  0,091  0,107  0,094  0,046  0,101  0,121  0,081  0,000 B 

PO 0,121  0,088  0,116  0,131  0,132  0,140  0,095  0,098  0,085  0,120  0,040  0,076  0,000 
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Agrupamento 

A análise de agrupamento mostrou formação de dois ou três grupos consistentes. 

Os valores de bootstrap dos ramos para formação destes grupos foram superiores a 

94%.  Este agrupamento está visivelmente ligado à localização geográfica das 

populações. O primeiro nó separa os grupos (LE, AM, MA e JE) e (UN, IT, PO, BE, 

SC, PS, SR, AI, IB) e o segundo nó separa (UN, IT, PO, BE, SC e PS) de (SR, AI, IB). 

 

Figura 5: À esquerda, pontos de coleta de M. brauna. Os refúgios são mostrados em 

verde e os não refúgios em vermelho. Os círculos e as siglas indicam os pontos onde as 

amostras foram coletadas e as referências das localidades. À direita dendrograma 

representando as distâncias genéticas de Nei (1987) entre populações. A confiabilidade 

de cada nó foi estimada a partir de 1000 bootstraps. 
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Análise Molecular de Variância  

 

As estimativas de variação dentro e entre populações e entre regiões calculadas 

pela AMOVA mostraram que a maior parte da variância total é atribuída à variação 

dentro das populações 86%, p < 0,00, enquanto a variação atribuída a diferenças entre 

populações é de 14%, < 0,00 e 0%, p<0,00 foi atribuída à variação entre regiões.  

 

 

Figura 6: Partição da variação genética pela Análise Molecular de Variância. Em verde 

a variação atribuída a diferenças dentro das populações, em vermelho entre populações 

e em azul, entre regiões.  
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DISCUSSÃO 

 

 

Este trabalho mostrou pela primeira vez o modelo paleoclimático de Carnaval e 

Moritz, (2008) sendo testado em um desenho específico com critério de seleção de áreas 

que levou em consideração réplicas localizadas explicitamente em áreas com alta e 

baixa probabilidade de ter permanecido florestada durante o último máximo glacial, 

propostas como refúgios e não refúgios. Essa também foi primeira vez que este modelo 

foi testado para uma espécie arbórea longeva e endêmica da Floresta Atlântica. 

Os resultados desse trabalho não concordaram precisamente o modelo de 

Carnaval e Moritz, 2008 e com os resultados de Carnaval et al., 2009. Populações que 

foram amostradas em regiões tidas como estáveis pelo modelo (CARNAVAL e 

MORITZ, 2008) não apresentaram níveis de diversidade genética significativamente 

mais altos do que em populações localizadas em áreas de baixa estabilidade. No entanto 

os dados desse estudo, que revelaram maior diversidade genética em populações de M. 

brauna que ocorrem no Vale do Rio Doce corroboram com Carnaval et al., 2014 que 

sugere áreas de estabilidade em florestas de topos de morros próximas e ao sul do Rio 

Doce. 

 

Diversidade genética 

 

A diferença no número de alelos exclusivos entre áreas de refúgio e não refúgio 

foi pequena para comprovar a hipótese inicial deste trabalho de que haveria maior 

diversidade em áreas de refúgio quando comparadas a áreas de não refúgio. Além disso, 

o maior número de áreas e indivíduos amostrados nas áreas de refúgio pode ter 

contribuído para revelar um número maior de alelos exclusivos neste grupo de 

populações. Em nenhum outro índice foi observada maior média de diversidade 

genética nos refúgios, refutando nossa hipótese inicial de que as populações coletadas 

em áreas previstas como refúgios teriam maior diversidade genética. Isso se deu porque 

as localidades AI, SR e IB (vale do Rio Doce) apresentaram altos índices de diversidade 

elevando as médias dos não refúgios. Entretanto, estas três localidades possuem 

particularidades que serão explicitadas a seguir. 
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Os maiores valores nos índices de diversidade genética (I, Ho e He) foram obtidos 

para as populações coletadas no vale do Rio Doce (AI, SR e IB), indicando que essa 

área, apesar de ter sido considerada como de baixa probabilidade de ter permanecido 

florestada pelo modelo de Carnaval e Moritz, (2008) pode ter sido uma área de 

estabilidade para M. brauna no passado. Neste caso, a área de estabilidade seria uma 

localidade em que, mesmo sob clima severo e flutuante, teria continuado abrigando 

espécimes de M. brauna devido a características particulares da biologia da espécie. Há 

duas possibilidades que em conjunto podem explicar os resultados obtidos: M. brauna 

tem peculiaridades que podem ter interferido na adequção ao modelo dos refúgios e o 

modelo ter sido falho em não prever áreas florestadas no vale do Rio Doce. 

Melanoxylon brauna é uma árvore que ocorre em floresta estacional e 

semidecidual, indicando que pode ser mais resistente a períodos de seca em comparação 

a outros grupos, como anfíbios. Então, mesmo que o vale do Rio Doce tenha sido mais 

seco no passado, essa severidade climática pode não ter sido suficiente para impedir a 

manutenção de populações de M. brauna, assim o modelo pode ter sido adequado para 

prever distribuição de alguns táxons típicos de florestas ombrófilas, mas inapropriado 

para prever a distribuição de táxons que ocorrem também em florestas estacionais e de 

topo de morro, como a espécie em questão. De fato Carnaval et al., 2014 e Porto et al., 

2013 preveem áreas de endemismo em florestas montanas e de topos de morro do Sul 

(abaixo do Rio Doce). 

Outros grupos apresentaram padrão semelhante ao visto em M. brauna ao sul do 

refúgio da Bahia: Marmosops incanus e Phyllomys pattoni, duas espécies de roedor 

apresentaram maior diversidade genética no DNA mitocondrial ao sul do refúgio Bahia 

(MUSTRANGI e PATTON, 1997; LEITE, 2003), dados que foram citados no trabalho 

de Carnaval e Moritz, (2008) como não congruentes com a hipótese dos autores e que 

corroboram a suposição de que o vale do Rio Doce foi uma área de estabilidade, pelo 

menos para algumas espécies.  

Também em concordância com os resultados desse estudo, Pinheiro, et al., 2013 

observou maiores níveis de diversidade genética fora dos refúgios propostos por 

Carnaval e Morits, 2008 na espécie de orquídea Epidendrum denticulatum. 

Além disso, se forem consideradas apenas as populações da baixada da Bahia que 

foi a única área onde populações geograficamente próximas de refúgios (IT, PO e BE; 

n=95) e não refúgios (UN, SC e PS; n= 98) foram coletadas, observamos que as 

populações de refúgio têm maior número de alelos exclusivos (Aex= 21) que as do não 
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refúgio costeiro (Aex= 14), indicando que as áreas de não refúgio podem ter sofrido 

redução populacional ou efeito fundador, sendo recolonizadas por populações 

remanescentes.  

 

Endogamia 

 

Os valores de F foram baixos a moderados em todas as localidades, decorrência 

do elevado número de heterozigotos, o que significa que para a maioria das populações 

não houve desvio de panmixia devido ao sistema reprodutivo. Esses baixos valores de F 

poderiam estar relacionados ao tipo de amostragem, pois foram coletados e analisados 

jovens e adultos. Os adultos de espécies arbóreas, por refletirem uma diversidade 

genética anterior à fragmentação da Mata Atlântica, tendem a ser mais heterozigóticos, 

abaixando assim a média do índice de fixação (MORAES, 2012; REIS, 2013). No 

entanto, apesar de terem sido incluídos tanto jovens como adultos na análise, o número 

de adultos não chegou a 10% do total de jovens amostrados, descartando a possibilidade 

de viés nesta análise em decorrência de eventuais baixos níveis de homozigosidade 

encontradas em adultos. Os mais altos valores de F foram encontrados em IB, PS, JE e 

MA. Nas populações com F moderado também se observou que as médias de 

heterozigosidade esperada foram maiores que as de heterozigosidade observada, 

corroborando que estas quatro localidades apresentam uma branda endogamia. Outro 

fator que pode ter influenciado a baixa medida de endogamia é o número de adultos 

reprodutivos remanescentes nas populações, coletados ou não, pois se existem muitos 

adultos floridos simultaneamente a chance de haver polinização cruzada é maior, assim 

os jovens coletados em uma população que tem ou teve muitos adultos se reproduzindo, 

tem menos chance de ter dois alelos idênticos por descendência.  

O sistema reprodutivo de M. brauna nunca foi estudado, mas apesar dessa espécie 

ter flores hermafroditas, os baixos índices de fixação sugerem que, de alguma forma, a 

fertilização cruzada deve ser favorecida. Os visitantes florais (abelhas Apis e Xylocopa) 

observados nas flores de M. brauna por nossa equipe, se realmente as polinizam, são 

capazes de transportar pólen por longas distâncias (NOGUEIRA-NETO, 1997), 

diminuindo as chances de autofecundação e de cruzamentos entre aparentados, 

diminuindo, assim, o índice de fixação.  
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Estrutura genética e agrupamento 

 

O número de grupos mais provável, com o maior valor de ΔK, segundo método de 

Evano é K = 2, separando geneticamente LE, AM, MA e JE das demais localidades. A 

mesma separação foi encontrada na análise frequentista de agrupamento feita com o 

UPGMA, baseado na estatística de Nei. O segundo número de grupos mais provável K 

= 3, que mostra o mesmo padrão entre as populações do planalto (LE, AM, MA, JE), 

porém há uma segunda divisão que separa as populações da baixada da Bahia (UN, IT, 

PO, BE, SC e PS) do vale do Rio Doce (IB, SR e AI), o mesmo agrupamento foi 

encontrado no segundo nó do agrupamento UPGMA (Figura 5).  Esta estrutura genética 

revelada entre a baixada da Bahia e o Vale do Rio Doce se deve provavelmente a 

isolamento genético devido a distância física entre estas localidades, mesmo que elas 

compartilhem o mesmo pool gênico das populações de baixada, que se diferem de 

forma muito mais acentuada das populações do planalto. O terceiro número de grupos 

mais provável, K = 10 (gráfico C, Figura 4), mostra que há uma grande similaridade 

entre AM e MA, que pode ser explicada pela localização geográfica dessas duas 

populações que se encontram no planalto da Bahia. A menor distância geográfica entre 

as populações do planalto é observada entre MA e JE, no entanto JE está separada das 

demais populações do planalto pelo Rio de Contas. Como será discutido a seguir, os 

rios não foram uma barreira genética que impediu o fluxo gênico de M. brauna. Porém, 

neste caso pode ter dificultado a migração, isso explicaria a maior similaridade entre 

AM e MA, mesmo que a menor distância geográfica entre as populações do planalto da 

Bahia seja entre MA e JE. O gráfico C (Figura 4) mostra um forte agrupamento entre AI 

e SR que também pode ser explicado pela pequena distância geográfica entre essas 

populações.  No entanto o agrupamento de PO e BE não pode ser explicado pela 

distância geográfica nem mesmo pela presença de rios, pois estão separadas pelo Rio 

Jequitinhonha e mesmo assim apresentam maior similaridade entre si em comparação 

com PO e IT que estão muito próximas geograficamente e na mesma margem do rio. 

Nas duas análises (bayesiana e frequentista) fica claro que há uma grande similaridade 

entre AM e MA, PO e BE e SR e AI que é corroborado pelo baixo valor de FST entre 

essas populações.  

Os agrupamentos (k=2, k=3 e k=10) indicados pelos três maiores valores de ΔK 

foram corroborados através das outras análises realizadas, entretanto o valor de ΔK que 
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aponta para dois grupos é muito superior que o valor para três ou 10 grupos, 

evidenciando que os dados suportam melhor a separação das amostras em dois grupos 

(populações de planalto e populações de baixada).  

A análise de agrupamento por distância genética, usando o algoritmo UPGMA, 

assim como o agrupamento por abordagem bayesiana e a análise molecular de variância 

não mostraram uma separação das populações em refúgios e não refúgios. Em ambas as 

análises de agrupamento houve uma clara separação entre as populações das regiões 

planálticas (JE, LE, MA e AM) e as demais. O valor moderado do FST geral (0,183) 

provavelmente reflete esta estruturação, que também foi observada através do FST par a 

par (Tabela 5) e da análise de agrupamento (Figura 5), já que os maiores valores de 

dissimilaridade foram encontrados entre as populações dos planaltos da Bahia (cluster 

1) e as populações da baixada da Bahia e vale do Rio Doce (cluster 2). Portanto, a 

principal barreira geográfica que pode ter evitado o fluxo gênico seria a altitude. LE está 

localizada na Chapada Diamantina, MA no Planalto de Maracás-Jaguaquara e JE no 

Planalto de Conquista, todas situadas na porção norte da Cadeia do Espinhaço e 

inseridas na região de refúgio. Esse dado sugere as populações planálticas do refúgio 

podem ter ficado isoladas e, se realmente as porções litorâneas da Bahia (UN, PS e SC) 

se tornaram desprovidas de populações de M. brauna durante a glaciação, a 

recolonização não foi via populações do planalto, e sim por populações remanescentes 

de baixada, similares ou às próprias populações de refúgio amostradas (IT, PO e BE). 

Foi observada, pelo agrupamento utilizando distância de Nei, uma similaridade entre 

estas localidades da baixada da Bahia, provavelmente devido a pequena distância entre 

elas e por estarem inseridas na mesma região biogeográfica. 

Apesar da provável barreira da altitude, o gráfico de barras gerado pelo Structure 

mostrou que todas as populações, tanto do cluster 1 quanto do cluster 2, tem alguns 

indivíduos com composição genética de ambos os grupos, que pode ser visto mais 

notoriamente nas populações do vale do Rio Doce IB e AI, onde vários indivíduos 

apresentam as duas cores, verde e vermelho. Isso pode indicar remotamente que ainda 

haja fluxo gênico entre as populações dos planaltos da Bahia e as populações do Vale 

do Rio Doce, ou que provavelmente houve uma conexão no passado e o tempo de 

separação entre elas ainda não foi suficiente para uma completa estruturação. Os valores 

de FST também suportam essa observação de uma maior proximidade entre o planalto 

(JE, AM, MA e LE) e o vale do Rio Doce (AI, SR e IB), que são as populações mais 

distantes geograficamente. Já as populações do planalto e a baixada da Bahia (JE, AM, 
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MA, LE e UN, IT, PO, BE, SC, PS respectivamente) que são populações mais 

próximas, apresentam valores mais altos de FST. A princípio, esse resultado parece um 

contrassenso, no entanto pode fazer sentido se considerarmos que o contato entre essas 

áreas pode ter sido via Cadeia do Espinhaço, que é onde se localizam as populações JE, 

AM, MA e LE e também onde nasce o Rio Doce, em cujo vale, as populações AI, SR e 

IB foram coletadas. 

De maneira geral, os rios são descritos na literatura como barreiras geográficas 

capazes de impedir o fluxo gênico e causar estruturação em diversos grupos, como 

roedores e anfíbios (ZHAO, 2009, RESENDE et al., 2010). No entanto, o Rio de Contas 

não foi uma barreira genética para M. brauna, pois JE foi agrupada com AM, MA e LE, 

tanto pelo Structure, quanto pela distância par a par, apesar de estarem separadas pelo 

Rio de Contas. A falta de estrutura entre essas populações também foi corroborado pelo 

FST visto que os valores par a par foram baixos (menores que 0,08) para as combinações 

JE x AM, JE x LE, JE x MA. Outra observação foi que, dentre todas as combinações, o 

menor valor de FST foi encontrado entre PO e BE, portanto, apesar dessas populações 

estarem separadas pelo Rio Jequitinhonha, os resultados mostraram que este não é uma 

barreira genética para M. brauna, assim como o Rio de Contas. Esse resultado é 

semelhante ao encontrado por Ribeiro et al., 2011 para Dalbergia nigra, uma Fabaceae 

que, assim como M. brauna, tem suas sementes dispersas pelo vento. D. nigra 

apresentou forte estrutura latitudinal, formando três grupos entre a Bahia e São Paulo, 

no entanto, para aquela espécie os Rios Doce e Jequitinhonha também não impediram 

fluxo gênico. 

Assim, os resultados obtidos deixam claro que os dois grupos genéticos, revelados 

por métodos independentes de análise, não mostraram estrutura genética entre refúgios e 

não refúgios segundo modelo paleoclimático de Carnaval e Moritz (2008), mas sim 

entre populações coletadas em diferentes regiões biogeográficas. 

 

Implicações para conservação 

 

Esse trabalho trouxe contribuições importantes para o manejo da espécie, por 

revelar um possível efeito biogeográfico que influencia a estruturação genética da 

espécie.   
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Se realmente houve uma retração das populações de M. brauna na glaciação, isso 

só foi percebido nas populações PS, SC e UN. Por ter menor diversidade genética, as 

populações dessas áreas precisam ser protegidas e conservadas em grandes reservas 

para manter populações mínimas viáveis. Atualmente a única população inserida nessas 

condições é a de PS, coletada na Reserva Particular do Patrimônio Natural (RPPN) 

Estação Veracel. 

Cada uma das regiões amostradas, planaltos da Bahia, baixada da Bahia e vale do 

Rio Doce, tem pelo menos uma população com altos níveis de diversidade genética e 

maior contagem de alelos exclusivos, são elas JE, BE, AI e SR. Assim, essas 

populações são recomendadas para coletas de sementes para fins de programas de 

restauração de áreas degradadas e formação de bancos de germoplasma. Recomenda-se 

ainda, que as coletas de semente para fins de recomposição de florestas devem ser feitas 

nas populações mais próximas ao plantio, já que foi observada estruturação genética 

devido a barreiras geográficas baseadas no relevo e altitude. 

Observou-se que em todas as áreas visitadas (Exceto a RPPN Estação Veracel, em 

Porto Seguro) houve exploração intensa e recente de madeira, pois a grande maioria dos 

espécimes de M. brauna encontradas estavam cortados e rebrotando, quando não em 

forma de cercas e mourões. Apesar disso, essa espécie ainda não mostrou índices de 

endogamia preocupantes, evidenciado pela alta heterozigosidade calculada a partir de 

amostras compostas predominantemente por indivíduos jovens. Isso demostra que ainda 

é possível recuperar as populações de M. brauna se houver ações de replantios ou 

reintroduções da espécie em áreas destinadas a restauração florestal.  
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5. CONCLUSÕES GERAIS 
 

 

Os locos microssatélites desenvolvidos são extremamente eficientes para estudos 

de genética da conservação, genética de populações, genética da paisagem, ecologia 

molecular, evolução, fluxo gênico e estrutura populacional de Melanoxylon brauna. 

 

Devido ao delineamento amostral robusto, os resultados mostraram que a espécie 

não respondeu ao modelo de Carnaval e Moritz (2008), não apresentando maior 

diversidade genética e alelos exclusivos nas áreas propostas como refúgios, 

provavelmente devido a características da espécie, pois M. brauna pode ser mais 

tolerante a períodos secos. 

 

As populações apresentaram dois níveis de estruturação: uma separação mais 

consistente entre as florestas de altitude da Bahia e florestas da baixada e uma segunda 

separação que reflete um gradiente latitudinal entre a baixada da Bahia e o vale do Rio 

Doce. 
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