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RESUMO 
 

 

O gênero Portulaca abrange um grupo de plantas popularmente conhecidas como “onze 

horas”, caracterizadas como ervas suculentas perenes ou anuais. Algumas espécies possuem 

propriedades terapêuticas e relevante importância em áreas agrícolas e paisagismo. Portulaca 

hatschbachii é uma espécie ameaçada de extinção, que não dispõe de dados genéticos 

descritos na literatura. A espécie se distribui pelos Campos de Altitude associados à Mata 

Atlântica, tendo ocorrência restrita aos afloramentos rochosos de basalto do Paraná. Esses 

ambientes foram erroneamente considerados como sendo detentores de pouca riqueza de 

espécies, o que colaborou para que esse habitat extremamente rico em biodiversidade fosse 

cruelmente negligenciado e desprotegido. Desse modo, o presente estudo teve como objetivo 

acessar a diversidade genética de P. hatschbachii por meio de marcadores AFLP, rps16 e ITS. 

Informações importantes para estimativa de parâmetros de diversidade e estrutura genética 

das populações de P. hatschbachii, puderam ser estimadas pelos marcadores AFLP. Os 

resultados evidenciaram baixos níveis de variação intrapopulacional, fluxo gênico limitado e 

níveis elevados de estruturação genética. A análise de agrupamento Bayesiano (BAPS) 

revelou a existência de oito clusters genéticos para P. hatschbachii. A Neighbor-Net 

construída também corroborou os mesmos clusters obtidos pelo BAPS. A diversidade gênica 

das populações de P. hatschbachii foi, de maneira geral, baixa, o que pode ter relação com a 

biologia reprodutiva da espécie e ao padrão de distribuição endêmica e restrita à afloramentos 

rochosos. O Teste de Mantel, bem como as análises de agrupamento Bayesiano e Neighbor-

Net, mostraram que as populações se encontram isoladas pela distância. O escaneamento 

realizado pelo Bayescan, verificou a presença de locos sob seleção diversificadora, a qual 

pode ser uma importante força a moldar os padrões de distribuição da variação genética na 

espécie.  

 

Palavras-chave: Portulacaceae. AFLP. Marcadores moleculares. Flora em extinção. 
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ABSTRACT 

 

 

Genus Portulaca includes a group of plants popularly known as "onze horas", characterized 

as perennial or annual succulent herbs. Some species have therapeutic properties and relevant 

importance in agricultural areas and landscaping. Portulaca hatschbachii is an endangered 

species that does not have genetic data described in literature. The species is distributed in the 

Height Fields associated to the Atlantic Rain Forest, restricted to the basalt rocky outcrops of 

Paraná. These environments were erroneously considered to have low species richness, which 

contributed to make this extremely rich biodiversity habitat to be cruelly neglected and 

unprotected. Thus, the present study aimed to access the genetic diversity of P. hatschbachii 

through AFLP, rps16 and ITS markers. Important information for diversity parameters 

estimations and genetic structure of P. hatschbachii populations could be estimated by the 

AFLP markers. The results showed low levels of intrapopulation variation, restricted gene 

flow and high levels of genetic structure. Bayesian Analysis of Population Structure (BAPS) 

revealed the existence of eight genetic clusters for P. hatschbachii. The Neighbor-Net built 

corroborated the same clusters obtained by BAPS. Genetic diversity of P. hatschbachii 

populations was generally low, which may be related to the species reproductive biology and 

to the pattern of endemic and restricted distribution to rocky outcrops. The Mantel test, as 

well as the Bayesian and Neighbor-Net cluster analyzes of the populations, showed that P. 

hatschbachii populations are isolated by distance. The Bayescan test verified the presence of 

loci under diversification selection, which may be an important force shaping the distribution 

patterns of genetic variation in the species.  

 

Keywords: Portulacaceae. AFLP. Molecular Markers. Flora in extinction.  
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1. INTRODUÇÃO  

 

A família Portulacaceae Juss. se distribui amplamente pelas Américas e África, com 

um menor de número de representantes na Austrália, Europa e Ásia. Evidências moleculares 

não ofereceram suporte à proposição de origem monofilética de Portulacaceae, o que levou à 

segregação da mesma e manteve apenas o gênero Portulaca L. como representante desta 

família (HERSHKOVITZ; ZIMMER, 2000; APPLEQUIST; WALLACE, 2001; 

APPLEQUIST et al., 2006; NYFFELER, 2007; NYFFELER; EGGLI, 2010; OCAMPO; 

COLUMBUS, 2012). 

O gênero Portulaca apresenta aproximadamente 115 espécies, caracterizadas como 

herbáceas carnosas, sendo anuais ou perenes, com folhas opostas a alternas e tricomas nas 

axilas foliares. As flores são bissexuadas, com numerosos estames, apresentam duas sépalas 

e 4-5 pétalas livres, formando ou não inflorescências capituliformes rodeadas por folhas 

involucrais (EGGLI; FORD-WERNTZ, 2002; COELHO; GIULIETTI, 2010; OCAMPO; 

COLUMBUS, 2010).  

No Brasil, o gênero compreende aproximadamente 13 espécies, distribuídas desde a 

Amazônia até o Sul do país, principalmente em regiões semiáridas, onde se encontra o maior 

número delas. Algumas espécies são endêmicas dos estados da Bahia (Portulaca 

weedermannii Poelln), Minas Gerais (Portulaca minensis D. Legrand) e Paraná (Portulaca 

hatschbachii D. Legrand) (FLORA DO BRASIL, 2017; COELHO et al., 2009).  

Portulaca hatschbachii ocorre nos afloramentos rochosos do Paraná, dentro do 

Bioma Mata Atlântica, tendo seus registros restritos ao Terceiro Planalto Paranaense (Ferraz, 

comunicação pessoal). O estado do Paraná tem apenas 10 % dos remanescentes de Mata 

Atlântica preservado, resultado da pressão antrópica pelas práticas de cultivo de 

monoculturas, pastagens e queimadas. A pressão sofrida nesses remanescentes vem causando 

um declínio na extensão de ocorrência (EOO), na área de ocupação (AOO) e na qualidade do 

hábitat em que P. hatschbachii se encontra, o que reduz sua área de ocupação a menos de 

500 km²  e a categoriza como “Em perigo” (EN) (GUIMARÃES et al., 2013). Somada à 

pequena área de ocupação, a excessiva exploração do substrato rochoso onde P. hatschbachii 

ocorre, o qual constitui matéria prima para a pedra brita (DNPM, 2008), afeta negativamente 

a reprodução e sobrevivência da espécie.  

O conhecimento sobre a biologia, bem como os mecanismos de reprodução e 

diversidade genética são imprescindíveis para se estabelecer planos de manejo e conservação 
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das espécies. Para P. hatschbachii, informações como morfologia, sistema de reprodução e 

fenologia são escassas, sendo inexistentes estudos de diversidade e estrutura genética. 

Atualmente, dados como estes têm sido obtidos de maneira muito eficiente a partir do uso de 

marcadores genéticos, pois estas ferramentas permitem estimar índices de diversidade 

genética em populações naturais e estabelecer o padrão de distribuição espacial da 

variabilidade entre e dentro das populações (SEBBEN, 2001; PYKE, 2016). 

Entre os diferentes tipos de marcadores moleculares disponíveis, destacam-se os 

Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AFLP), os quais foram primeiramente descritos 

por Vos et al. (1995). A versatilidade e quantidade de informações geradas por esses 

marcadores, aliada a sua ampla cobertura do genoma, sem a necessidade prévia de 

sequenciamento, tornam os marcadores AFLP extremamente úteis para avaliar relações 

filogenéticas interespecíficas e delimitar espécies próximas, bem como para estimar índices 

de diversidade e estrutura genética de populações (TREMETSBERGER et al., 2006; RECK 

et al., 2011; PREBBLE; MEUDT; GARNOCK-JONES, 2012; SOUZA et al., 2013; 

RODRIGUES et al., 2016; GODOY et al., 2017). 

Desta maneira, a ausência de estudos genéticos da espécie de distribuição restrita, 

associada à grande degradação do ambiente de sua ocorrência e sua classificação como 

espécie “Em perigo” (EN), torna imprescindível o estudo da diversidade genética em P. 

hatschbachii. Para este propósito, foram aplicados marcadores moleculares AFLP, ITS e 

rps16 em populações naturais da espécie, tendo por objetivo estimar os índices de 

diversidade e estrutura genética populacional, e assim obter informações que auxiliem na 

compreensão dos padrões evolutivos que moldam a diversidade de P. hatschbachii e que 

contribuam para ações de conservação da espécie. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 GÊNERO PORTULACA  

Integrante da ordem Caryophyllales, a família Portulacaceae era anteriormente 

composta por 30 gêneros, com cerca de 500 espécies distribuídas por várias partes do 

mundo, como a América do Norte, América do Sul, África, Europa e Ásia. Em sua antiga 

classificação, os gêneros mais representativos de Portulacaceae eram: Portulaca L., com 

cerca de 100 espécies, Calandrinia Kunth, com cerca de 150 espécies e Talinum Adans, com 

mais de 50 espécies (KUBITZKI, 1993). Com base em estudos de filogenia molecular, 
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Portulacaceae foi considerada não monofilética, levando à segregação da família em outras 

quatro: Anacampserotaceae, Montiaceae, Portulacaceae e Talinaceae (NYFFELER; EGGLI, 

2010). Após a segregação de Portulacaceae, o gênero Portulaca L. se tornou o único gênero 

circunscrito na família, com aproximadamente 115 espécies distribuídas em todo o mundo. 

Estudos sobre as relações filogenéticas de Portulaca ainda são muito escassos, porém, 

análises realizadas a partir de sequências de regiões do DNA nuclear e plastidial colocam o 

gênero como um dos grupos mais próximos de Cactaceae (OCAMPO; COLUMBUS, 2012). 

As espécies do gênero Portulaca são ervas suculentas, perenes ou anuais. Suas raízes 

são tuberosas, com eixo principal alongado e bem espesso, apresentando raízes secundárias 

finas. Os caules são aéreos, cilíndricos e com muitas ramificações, sendo geralmente verdes, 

ainda que em algumas espécies possam apresentar coloração avermelhada. As folhas podem 

ser caulinares, decíduas ou não, ou involucrais, quando estão ao redor das inflorescências. As 

flores são sésseis, com simetria actinomorfa, bissexuadas e de diâmetro variável (COELHO, 

2006; COELHO; GIULIETTI, 2010).  

O fruto das espécies deste gênero possui uma cápsula com opérculo (tampa), cuja 

forma varia desde globular até hemisférica ou cônica (Fig. 1a). As sementes, geralmente 

pequenas (0,3-0,8mm), porém numerosas (variando entre 10 a 35) são liberadas quando o 

opérculo cai, embora algumas possam permanecer na parte basal da cápsula (Fig.1b). A 

reserva nutritiva da semente é um perisperma duro que circunda o embrião recurvado (Fig. 

1c). As sementes são de coloração negra, cinza ou castanhas (GEESINK, 1969; COELHO, 

2006; COELHO; GIULIETTI, 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Portulacas possuem antese diurna, sendo conhecidas pelo nome popular de “onze 

horas”. A duração da antese varia de três horas a dez horas aproximadamente, mas as 

a b c 

 
Figura 1 - Fruto e cápsula com opérculo (a); Sementes na base da cápsula (b); Sementes (c). Fonte: SANTOS, 

dados não publicados. 
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espécies com flores pequenas apresentam períodos menores de abertura da flor. Usualmente, 

são produzidos de 80 a 120 grãos de pólen por antera, sendo em geral encontrada elevada 

viabilidade polínica para a maioria das espécies (MATTHEWS; LEVINS, 1986; 

NYANANYO, 1986; KIM; CARR, 1990; AIZEN, 1993; PINTO; SHILIDWEIN, 2015). Nas 

espécies do gênero estudadas até o momento, foi observado um elevado sucesso reprodutivo 

por autogamia, polinização cruzada e presença propagação vegetativa, sem relatos da 

existência de sistema de autoincompatibilidade ou apomixia (NYANANYO, 1986; KIM; 

CARR, 1990; AIZEN, 1993; WICKRAMASINGHE; HARRISON; JOHNSTON, 2010).  

Citogenéticamente, as espécies de Portulacas exibem um número 

cromossômico basal mais comum de x = 9, podendo ser, ainda, x = 4 (MATTHEWS, 1993). 

Portulaca suffrutescens Engelm, por exemplo, possui n = 27 cromossomos, sendo este 

número também observado em certas subespécies poliplóides de Portulaca oleracea L. 

(KETRON; ZANE, 1993). Turner (1994) encontrou em Portulaca grandiflora Hook, um 

número cromossômico basal x = 10. Tais variações, evidenciam uma provável importância 

dos eventos de poliploidização no processo de evolução cariotípica do gênero 

(BOUHARMONT, 1965; KIM; CARR, 1990; MATTHEWS; KETRON; ZANE, 1994; 

ICHIMURA; SUTO, 1998; MISHIBA; MII, 2000), uma vez que, poliploides, em geral, são 

bons colonizadores, podendo ocupar habitats pioneiros nos quais os ancestrais diploides não 

são bem-sucedidos (STEBBINS,1971; STEBBINS, 1980). A ideia tradicional é de que após 

o evento de poliploidização, a população, ou espécie nova, se expande e coloniza novos 

espaços (DE WET, 1980; SOLTIS; SOLTIS, 1995; SOLTIS; SOLTIS, 1999; SOLTIS; 

SOLTIS, 2000).  

Apesar da maioria das espécies do gênero não apresentarem importância econômica 

expressiva, elas possuem aplicações que podem ser consideradas relevantes. Por exemplo, P. 

umbraticola Kunth e P. grandiflora Hook, são utilizadas como plantas ornamentais por 

possuírem flores vistosas e multicoloridas (MATTHEWS; KETRON; ZANE, 

1992). Portulaca oleracea, por sua vez, é usada na culinária, devido seu alto valor 

nutricional, além de apresentar aplicações farmacológicas, devido seu teor de ácidos graxos 

ômega-3 (CHAN et al., 2000; LIU et al., 2000 SIMOPOULOS et al., 2005; 

RADHAKRISHNAN et al., 2001; KARIMI; HOSSEINZADEH; ETTEHAD, 2004), Apesar 

disto, P. oleracea também é considerada erva daninha de fácil disseminação e persistência 

em pastagens em algumas regiões (RASHED; AFIFI; DISI, 2003; EL JACK, 2004; LIM; 

QUAH, 2006; LORENZI; MATOS, 2008, ALAN et al, 2014).   
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O número de espécies do gênero Portulaca não é bem definido. A grande 

variabilidade morfológica encontrada no gênero, pode ter implicações na definição do 

número de espécies reconhecidas, como demonstrado por diferentes autores. A exemplo, 

Geesink (1969) reconheceu cerca de 40 espécies, Von Poellnitz (1934) reconheceu 104 

espécies, enquanto Legrand (1958) reconheceu 126 espécies, de ocorrência em diversas 

partes do mundo. Desta maneira, tornou-se um pouco difícil de se estabelecer um número de 

espécies para o gênero, visto que a ampla variação encontrada pode gerar grande confusão 

taxonômica para identificação das mesmas (OCAMPO; COLUMBUS, 2012). 

No Brasil são descritas cerca de 13 espécies de Portulaca, as quais estão distribuídas 

em praticamente todas as regiões do país e em vários tipos de ambientes. Entretanto, a 

maioria das espécies ocorrem em habitats perturbados ou pioneiros, especialmente sob solos 

rochosos e pouco profundos, geralmente em pleno sol. As espécies brasileiras incluem: P. 

amilis Speg, P. elatior Mart., P. frieseana Poelln., P. grandiflora, Portulaca halimoides L., 

P. hatschbachii D. Legrand, P. hirsutissima Camb., P. minensis D. Legrand, P. mucronata 

Link., P. oleracea L., Portulaca pilosa L., P. umbraticola Kunth e P. werdermannii Poelln 

(COELHO; GIULIETTI 2009).  

 

2.2 PORTULACA HATSCHBACHII 

 Portulaca hatschbachii, classificada como “Em perigo” (EN) no Livro Vermelho da 

Flora do Brasil (GUIMARÃES et al., 2013), se encontra distribuída na Mata Atlântica, 

dentro de um ecossistema associado a esse Bioma, o qual é conhecido como Campos de 

Altitude Subtropical (IGANCI et al., 2011). Atualmente seus registros são exclusivos ao 

Terceiro Planalto Paranaense (FERRAZ, comunicação pessoal), conforme demonstrado no 

mapa de distribuição da CNCFLORA (2012) (Fig. 2). Um único registro fora do estado do 

Paraná foi documentado no município de Gramado, Rio Grande do Sul, porém, desde 1970 

nenhuma outra ocorrência para a região foi registrada (SPECIES LINK, 2018).  
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Figura 2 - Mapa do Estado do Paraná mostrando a ocorrência da espécie. Fonte: Banco de dados da CNCFlora, 

2012. 

 

Legrand (1962) descreve algumas características de P. hatschbachii (Fig. 3) como: 

cápsula sub-hemisférica séssil, sementes de cor cinza claro, caule semi-prostrado, incluindo 

ramos de 5 a 15 cm de comprimento, verdes e pouco ramificado, raiz tuberosa e alongada, 

tricomas axilares com 10 mm de comprimento, multisseriados e circundando todo o nó.  A 

espécie exibe um sistema subterrâneo característico muito desenvolvido em relação ao 

tamanho da planta. Apresenta tricomas com cor castanha, pétalas magenta e folhas de 

coloração quase negra quando herborizadas (COELHO; GIULIETTI, 2010).  
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Figura 3 - Portulaca hatschbachii. Fonte: O autor. 

 

Estudos sobre sua biologia floral, realizados por Santos (dados não publicados), em 

ambiente controlado (estufa) e natural, consistiu na análise de morfometria dos elementos 

florais, com acompanhamento do período de antese, liberação do pólen, viabilidade polínica 

e receptividade dos estigmas. Neste estudo se evidenciou a presença de flores bissexuadas, 

auto compatíveis e nas formas florais homostílica (Fig. 4a) e longistílica (Fig. 4b), sugerindo 

um sistema misto de reprodução, além da presença de propagação vegetativa. 

 

 

E 

a b 

Figura 4 - Flor de Portulaca hatschbachii. Forma homostílica (a); Forma longistílica (b). Fonte: 

Santos, dados não publicados. 

a b 
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2.3 CARACTERIZAÇÃO DA ÁREA DE OCORRÊNCIA DE P. HATSCHBACHII: ESTADO DO PARANÁ 

A área de ocorrência de P. hatschbachii encontra-se situada no Bioma Mata Atlântica 

ao longo do Terceiro Planalto Paranaense, em afloramentos rochosos basálticos ácidos dos 

tipos, Palmas e Chapecó, sendo a última mais enriquecida em Titânio, Fósforo e elementos 

incompatíveis (Lantânio, Zircônio, Cério, etc) do que a primeira. As rochas ácidas do tipo 

Chapecó são dominantes na região norte da Bacia do Paraná e as do tipo Palmas, na região 

sul (MACHADO, 2003). Essas rochas ácidas da Formação Serra Geral, são caracterizadas 

basicamente como riolitos e riodacitos e fazem parte do evento vulcânico que inundou a 

Bacia do Paraná com cerca de 800.000 km³ de lava que recobriu aproximadamente 75% de 

toda sua superfície no final da era mesozóica (MACHADO, 2003; MAACK, 2012). O 

Terceiro Planalto, assim surgiu pelo intenso vulcanismo que formou a Serra Geral, 

revestindo parte das rochas sedimentares há aproximadamente 133 e 129 milhões de anos 

atrás, no período Juro-Cretáceo durante a era Mesozoica (MAACK, 2012).  

As fito regiões que compõe o Paraná é caracterizada por um conjunto de formações 

florestais que incluem a Floresta Ombrófila Densa, Floresta Ombrófila Mista, também 

denominada de Mata das Araucárias, Floresta Estacional Semidecidual e Floresta Estacional 

Decidual, além dos ecossistemas associados como, os brejos interioranos, a vegetação 

costeira (manguezais e restingas) e os campos de altitude (BRASIL/MMA, 2010). Segundo o 

IBGE (2004), o estado, possui uma flora bastante diversificada, dividida entre florestas e 

campos. Anteriormente o estado possuía 83 % do território coberto por florestas e os 17 % 

restantes eram ocupados por formações não-florestais, principalmente campos e cerrados, e 

ainda, por vegetação pioneira de influência marinha (restingas), fluviomarinha (mangues) e 

fluviolacustre (várzeas), e pela vegetação herbácea do alto das montanhas (campos de 

altitude e vegetação rupestre). O clima no sul do Brasil propicia o desenvolvimento de 

formações florestais e campos, os quais estão posicionados como manchas edáficas ou 

relictos históricos no tempo atual (MAACK, 2012). O conjunto dessas distribuições formam 

o que chamamos de mosaicos. Esses mosaicos constroem uma paisagem heterogênea, 

composta por unidades que podem ser: fragmentos, corredores, bordas, manchas, unidades 

de recobrimento e ecossistemas. As observações dessas paisagens podem ser em micro ou 

macro escala, e sua dinâmica e origem podem ser influenciadas por processos ecológicos ou 

não, como a propagação do fogo, dispersão de sementes, espécies exóticas introduzidas, 

extinções, entre outros (FORMAN; GODRON, 1981; COWLING; PRESSEY, 2001; 

METZGER, 2002; METZGER, 2003). 
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2.3.1 Formação de campos   

 

A Mata Atlântica, além de ser um bioma caracterizado por grandes formações 

florestais, também inclui outros diferentes tipos de composições vegetais, como os campos, 

que se apresentam formando mosaicos com florestas no Paraná, Santa Catarina e na metade 

norte do Rio Grande do Sul, os quais são formações características denominada Campos de 

Altitude Subtropical (RAMBO, 1956; BOLDRINI; EGGERS,1996; OVERBECK; 

PFADENHAUER, 2007; OVERBECK et al., 2007; IGANCI et al. 2011). Os Campos 

associados às Florestas com Araucárias no sul do Brasil se estendem por centenas de 

quilômetros quadrados pelos planaltos, interrompidos por um sistema ramificado de vales 

rasos. Estas formações arbustivo-arbóreas, que delimitam e entremeiam os campos, são 

chamadas de capões: áreas de umidade média, onde são encontradas nascentes de pequenos 

córregos, margens de rios, riachos ou banhados, que marcam a fisionomia dos Campos 

(KLEIN, 1960; MEDEIROS; PILLAR; REIS, 2004; IGANCI et al., 2011). Quase todos os 

campos do Paraná e Santa Catarina se encontram cercados ou parcialmente atravessados pelas 

Florestas com Araucárias (KLEIN; RODRIGUEZ, 1978). 

Os Campos de Altitude sob domínio do bioma Mata Atlântica (Lei 11.428/061) estão 

associados à Floresta Ombrófila Mista, Floresta Ombrófila Densa, Florestas Estacional 

Decidual e Semidecidual. Nesses ambientes há características que não permitem o 

desenvolvimento das florestas, tais como solos rasos, pouco férteis e com forte stress hídrico 

sazonal, variações mais extremas de temperaturas, exposição ao vento, altitudes elevadas, 

entre outros. Esses são os principais fatores condicionantes para a formação dos campos 

(KLEIN, 1960; KLEIN, 1990; SCARANO, 2002; MEDEIROS, 2005).  

O conhecimento da história de formação dos campos é de suma importância, 

principalmente os campos sobre afloramentos rochosos, pois possibilita investigar as 

relações entre estes e os tipos de vegetações ali estabelecidas, bem como conhecer suas 

adaptações, mesmo que em substratos diferentes (OLIVEIRA-FILHO; FONTES, 2000; 

CONCEIÇÃO; PIRANI, 2005; SILVA, 2011). A aplicação desta abordagem histórica 

comparativa e interpretativa possibilita a compreensão do funcionamento dos ecossistemas, 

sua dinâmica sob diferentes cenários de climas e distúrbios, e na definição de manejo 

adequado de áreas de conservação e de sistemas sustentáveis de produção (PILLAR, 2000). 

Segundo Mezzomo (2009), os afloramentos rochosos e os solos rasos, estão associados a 

condições topográficas de maiores declives, com zonas de alta vulnerabilidade ambiental. 
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Nessas condições, a vegetação precisa se adaptar a um microclima seletivo, o que a torna 

propensa, inclusive, a desenvolver endemismos (CERVI et al., 2007).  

2.3.2 Caracterização dos Campos de Altitude 

 

Em geral, os campos de altitude se encontram em áreas de preservação permanente 

nos topos de morros, nas bordas de chapadas e em declividades elevadas, as quais são 

assistidas pela Lei Federal no 12.651, de 2012 (BRASIL, 2012), ocorrendo geralmente nos 

cumes rochosos das serras com altitudes elevadas, onde predomina clima subtropical ou 

temperado. A partir da Resolução Conama nº 423 de 2010, critérios específicos para 

classificação dos Campos de Altitude foram definidos para identificar a vegetação que 

caracteriza essas áreas, as quais são abrangidas pela Mata Atlântica (BRASIL, 2010). Dados 

sobre a vegetação dos Campos de Altitude estão listados no Anexo I dessa resolução, a qual 

reforça a necessidade de proteção destas áreas. Observando a lista indicativa de espécies 

associadas aos Campos de Altitude, encontramos listadas espécies de ocorrência típica ou 

restrita aos afloramentos rochosos em altitude, onde P. hatschbachii constitui o item 1826 

(EN) p.118, constando como espécie restrita à afloramentos do Paraná (CONAMA, 2010).   

As altitudes dos Campos de Altitude são variáveis, e em elevações superiores a 1.800 

m, pode haver refúgios ecológicos, que são locais com vegetação florística e fisionômico-

ecológica diferente do contexto geral da flora dominante (IBGE, 2004). Existem também 

refúgios montanos e alto montanos, cuja altitude de ocorrência varia de acordo com as 

latitudes. Para localidades entre 24 e 32 graus-Sul, refúgios montanos podem ser encontrados 

de 400 m até 1.000 m de altitude, enquanto que os refúgios alto-montanos ocorrem acima 

deste limite (GOMES, 2009).  

 Considerando as diferentes variáveis utilizadas para classificar os Campos de 

Altitude, podemos dizer que existem campos rupestres de altitude, campos de altitude não 

rupestres, campos rupestres que não sejam de altitude e, ainda, campos que não sejam nem 

rupestres nem de altitude (GOMES, 2009). No trabalho de Vasconcelos (2011), o autor 

ressalta que campos de Altitude e campos rupestres, apresentam semelhanças fito-

fisionômicas e compartilham alguns gêneros e espécies vegetais, mas há diferenças no 

substrato edáfico-geológico e nas afinidades biogeográficas, fundamentando assim essa 

diferenciação entre os dois ambientes. Logo, dois campos de altitude, em contextos 

biogeográficos diferentes, podem apresentar biodiversidade distinta, mas apresentam 

características ambientais semelhantes como refúgios vegetacionais de grande importância 

ecológica (MARTINELLI, 1996).  
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As próprias definições legais sobre campos têm um conceito amplo, podendo ser 

ambientes abertos, formados por comunidades vegetais de estrutura arbustiva e/ou herbácea, 

constituídas principalmente por gramíneas, asteráceas, ciperáceas, leguminosas, verbenáceas 

e apiáceas. Pode haver, ainda, banhados, circundados por arbustos e herbáceas e nas regiões 

úmidas aparecerem turfeiras e musgos (RAMBO, 1956; KLEIN, 1984; MARTINELLI, 

1996).  

Barros (2015), afim de melhor explicar a dinâmica dos campos do Sul, conjecturou 

que os altos índices de endemismo são típicos de ecossistemas antigos e estáveis, uma vez 

que o surgimento de novas espécies é demorado. Para explicar essa biodiversidade, o autor 

realizou simulações do clima de 21 mil anos atrás, quando o planeta atingiu sua temperatura 

mais baixa desde o último ciclo glacial. Com essa simulação Barros (2015) concluiu que, o 

clima mais frio e seco foi propício para o desenvolvimento dos campos, permitindo que 

espécies desse ambiente avançassem sobre áreas mais úmidas e quentes, onde antes 

predominavam florestas. Ao migrar para regiões às quais não estavam adaptadas, as espécies 

campestres se diversificaram, dando origem a novas espécies (BARROS, 2015). Durante 

esse período, houve expansão dos campos em direção a locais de menor altitude, ao norte. 

Mas, com o aquecimento gradual e aumento da umidade, as florestas voltaram a se expandir 

e ocupar regiões de campos que, por sua vez, se tornaram restritos às regiões mais altas, onde 

estão hoje (IGANCI et al., 2011). Desta maneira, a dinâmica de expansão e contração dos 

campos, devido ao esfriamento e aquecimento do planeta, pode explicar a detenção de 

tamanha biodiversidade nesses ambientes. 

A biodiversidade florística que os campos abrigam é elevada, incluindo cerca de 

7.061 táxons (espécies, subespécies e variedades) para os campos do sul do Brasil, com cerca 

de 1.020 táxons endêmicos de angiospermas (IGANCI et al., 2011). No Paraná, cerca de 5 

mil espécies de plantas distribuídas por estas formações, foram catalogadas (FORZZA et al., 

2010).  

Os nichos ecológicos estabelecidos nos Campos de Altitude da Mata Atlântica são 

únicos. Partindo da abordagem que os ambientes campestres estão associados ao Bioma 

Mata Atlântica, é provável que devido às flutuações climáticas do passado, os campos de 

altitude puderam incorporar algumas espécies de outros biomas gerando especiações 

endêmicas. Dessa forma, temos os campos de altitude como uma modalidade de refúgio 

ecológico, quando observamos a história adaptativa de suas espécies e o seu valor ecológico 

(endemismo e alta biodiversidade), podendo fornecer indícios sobre sua relação com outros 

ecossistemas (SILVA, 2009). Considerando essa linha de raciocínio, ao preservar os 
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ecossistemas associados, mantemos os repositórios da biodiversidade desse bioma, que pode 

vir a ser perdido ao longo do tempo se estratégias de conservação e manejo não forem 

adotadas (HIROTA, 2005; HIROTA, 2011). 

 

2.3.3 Importância e Conservação da Flora e dos Afloramentos Rochosos  

 

A União Internacional para a Conservação da Natureza e dos Recursos Naturais 

(IUCN) criou, em 1964, o maior catálogo sobre o estado de conservação de espécie de 

plantas, animais, fungos e protozoários de todo o planeta, conhecida como a Lista Vermelha 

de Espécies Ameaçadas (em inglês, IUCN Red List ou Red Data List). Seus objetivos são 

fornecer informações com base científica sobre o estado das espécies e subespécies em um 

nível global; atentar o público para a magnitude e a importância da biodiversidade ameaçada; 

implicar nas legislações e políticas nacionais e internacionais; e fornecer informações para 

orientar as ações de conservação da diversidade biológica (IUCN, 1994). 

Dentre as nove categorias que compõem o catálogo Lista Vermelha de Espécies 

Ameaçadas, uma espécie que exibe grande número de indivíduos e vasta distribuição é 

classificada como “segura ou pouco preocupante” (em inglês, Least Concern, LC). 

Entretanto, se a espécie é classificada como “quase ameaçada” (em inglês, Near Threatened, 

NT), pode ser que em breve venha a entrar para uma das categorias seguintes: 'Criticamente 

em Perigo', 'Em Perigo' ou 'Vulnerável'. Uma vez, que a espécie se encontra numa destas três 

categorias, ela passa a ser considerada “ameaçada”, pois a melhor evidencia disponível 

indica que a espécie será extinta em um futuro próximo, caso as condições em que ela se 

encontre na natureza não melhorem. Este é o segundo estado de conservação mais grave para 

as espécies na natureza (IUCN, 1996).  

Os dados da CNCFlora revelam que no bioma Mata Atlântica, formado atualmente 

por menos de 20 % da sua cobertura original, engloba pelo menos 60 % das espécies de 

fauna e flora brasileiras ameaçadas de extinção. A Mata Atlântica abriga mais de 20 mil 

espécies de plantas, das quais 50 % são endêmicas (BRASIL/MMA, 2010). 

Aproximadamente 57 espécies de plantas ameaçadas de extinção estão espalhadas pelas oito 

Unidades de Conservação (UC), que ficam em território paranaense, (CNCFlora, 2012). O 

Livro Vermelho da Flora do Brasil lista Portulaca hatschbachii como uma espécie “Em 

perigo” de extinção, entretanto a mesma não foi relacionada em nenhuma das UCs, o que 

evidencia uma situação delicada, contribuindo expressivamente para seu possível 

desaparecimento. A formação vegetal de campos tem apenas 453 km
2
 protegidos em 
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Unidades de Conservação, o que equivale a menos de 0,5 % da área total deste tipo de 

formação vegetal (MMA, 2000). A maior parte deste percentual está nos mosaicos de 

campos de floresta com Araucária, nos Parques Nacionais dos Aparados da Serra, da Serra 

Geral e de São Joaquim (norte do RS e SC) (OVERBECK et al., 2007).  

A história dos campos é marcada por inúmeras atividades culturais, econômicas e 

históricas promovidas pelo homem e que têm modificado consideravelmente o aspecto 

primitivo dos Campos (KLEIN; RODRIGUEZ, 1978). Dentre essas atividades, destaca-se a 

introdução de gramíneas invasoras, que são utilizadas como pastagem na pecuária 

(NABINGER; MORAES; MARASCHIN, 2000). Invasoras como a Pennisetum americanum 

K. Schum (conhecida como Milheto ou Sorgo) e a Urochloa spp. (sinonímia Brachiaria), 

são capazes de deslocar a vegetação nativa e então dominar o substrato (MEDEIROS, 2000). 

Além do impacto imposto aos Campos por meio da prática da pecuária (BOLDRINI; 

EGGERS, 1996), os mesmos sofrem ainda com a urbanização, a agricultura e silvicultura 

(NABINGER; MORAES; MARASCHIN, 2000). Esta última, explora a composição e 

fisionomia da vegetação para obtenção de madeira, aumentando as áreas para plantio de 

monoculturas como o Pinus spp., por exemplo, destruindo os Campos Naturais (SILVA, 

2011). 

Além da competição com gramíneas invasoras e plantadas, a flora desses 

afloramentos rochosos sofre exacerbadamente com a extração da rocha (matéria prima da 

pedra brita). Segundo o Departamento Nacional de Produção Mineral, a pedra britada 

proveniente desses locais é destinada à construção civil, à pavimentação asfáltica, à 

fabricação de artefatos de cimento e pré-moldados e como lastro de ferrovia e contenção 

(DNPM, 2008).  

Culturalmente os Campos não são vistos como detentores de biodiversidade. Essa 

interpretação equivocada se dá devido a sua condição herbáceo-arbustiva visualmente “feia”, 

“seca”, “árida” e “amarelada” de rochas expostas como nos campos rupestres (PILLAR et 

al., 2006). A proteção dos campos tem sido negligenciada, como se tivessem menor valor 

para conservação do que as florestas nativas (OVERBECK et al., 2006). Entretanto a 

raridade de muitas espécies e o elevado grau de endemismos (CONAMA, Resolução 10/93) 

reforçam sua preciosidade. Assim, quando inseridos no Bioma Mata Atlântica, em áreas de 

tensão ecológica (contatos ou disjunções) e refúgios vegetacionais, os campos de Altitude 

estão sob a proteção da Lei da Mata Atlântica, Lei Federal no 11.428, de 2006 (BRASIL, 

2007).  
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O ritmo com que os campos estão sendo convertidos em pastagens, lavouras e 

florestas plantadas, sem que limites sejam efetivamente estabelecidos e aplicados, é 

acelerado (PILLAR et al., 2006; MARTINELLI, 2007). Desta maneira, a biodiversidade e 

endemismo elevado, somado a um ecossistema altamente negligenciado e ameaçado por 

inúmeras atividades antrópicas, que ocasionam a quebra de seu equilíbrio hídrico e a 

descaracterização da paisagem, podem levar os Campos Naturais a serem extintos em breve 

(MEDEIROS; PILLAR; REIS, 2004).  

Nesse contexto, as análises de parâmetros genéticos podem fornecer informações 

importantes para a tomada de decisões nos programas de manejo de espécies ameaçadas. O 

estudo desses parâmetros auxilia no entendimento da diversidade genética e como as 

degradações de habitats e isolamento de populações podem afetar tais espécies 

(CARVALHO, 2009). Diversos trabalhos têm sido realizados, visando a conservação da 

diversidade genética utilizando-se uma grande variedade de marcadores moleculares. 

 

2.4 MARCADORES MOLECULARES 

 

Segundo a definição de Ferreira e Grattapaglia (1998), marcador molecular é todo e 

qualquer fenótipo molecular oriundo de um gene expresso ou de um segmento específico de 

DNA. Marcadores moleculares resultantes do produto da expressão do DNA, como as 

isoenzimas, por exemplo, têm se mostrado úteis na identificação indireta de características 

genotípicas. Entretanto, os marcadores moleculares que avaliam diretamente o DNA acabam 

tendo vantagens na caracterização da composição genética, pois identificam a variação 

genética diretamente ao nível de DNA, sem nenhuma interferência ambiental (ALMEIDA; 

PELEGRINELLI; SODRÉ, 2001).  

Após o desenvolvimento da técnica de Reação de Polimerase em Cadeia, ou PCR 

(Polymerase Chain Reaction), tornou-se fácil isolar e amplificar regiões específicas do DNA 

de genomas grandes e complexos, o que trouxe muitos avanços para diversas disciplinas da 

biologia, incluindo a ecologia molecular, genética de populações e evolução (FREELAND, 

2005; FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008). Com a técnica da PCR vieram diferentes 

marcadores moleculares que, quando aplicados em estudos populacionais, permitem acessar 

a variabilidade genética entre e dentro de populações (PIORSKI et al., 2008). Isto é de 

grande relevância, uma vez que o conhecimento sobre a estrutura e a diversidade genética de 

populações naturais é fundamental para obtenção de parâmetros que possam melhorar as 
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estratégias de manejo e conservação de espécies (RAO; HODGKIM, 2002; SOLÉ-CAVA; 

CUNHA, 2012).  

Marcadores genéticos como SSR (Simple Sequence Repeat), SNPs (Single Nucleotide 

Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism), assim como análises de 

trechos do DNA mitocondrial e cloroplastidial, podem acessar a diversidade genética entre 

diferentes grupos taxonômicos, populações e mesmo indivíduos. Suas características 

particulares favorecem uma gama de aplicabilidades, tais como em estudos filogenéticos e de 

distâncias genéticas relativas, na inferência da estrutura genética populacional de espécies e 

identificação de indivíduos fundadores de novas populações e em análises de parentesco 

(FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2010; MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2012; SOLÉ-

CAVA; CUNHA, 2012). Estes marcadores, são muito utilizados em estudo genético de 

plantas, sendo escolhidos e aplicados conforme o objetivo do estudo. 

Análises de sequências de DNA cloroplastidial (cpDNA), por exemplo, são 

amplamente utilizadas para estudos de filogenia, filogeografia e genética de populações, 

possibilitando inferir padrões evolutivos em plantas, o que tem uma importância particular 

para estudos de  sistemática vegetal, fazendo com que esta abordagem seja considerada ideal 

para reconstruções filogenéticas (SOLTIS; SOLTIS; MILLIGAN, 1992; WOLF et al., 1999; 

SMALL et al., 2005; SHAW et al., 2007).  

O genoma de organelas, tais como os cloroplastos, tem uma grande vantagem em 

relação aos marcadores nucleares quando se considera estudos populacionais, principalmente 

porque o DNA nuclear é de herança biparental (PLEINES; JAKOB; BLATTNER, 2009). A 

principal vantagem do cpDNA é não sofrer recombinação, possibilitando inferir rotas de 

colonização (DULMOLIN-LAPÈGUE et al., 1997). Além disto, se analisarmos seu modo 

clonal de transmissão e a baixa taxa de mutação, as variações encontradas em sequências de 

cpDNA permitem a elucidação de fatores históricos que influenciam padrões de distribuição 

da diversidade genética (SCHAAL et al., 1998; LI et al., 2015). Entre os trechos comumente 

analisados no cpDNA, as regiões intergênicas, as quais não são codificantes, têm sido 

amplamente utilizadas em análises da diversidade genética, pois toleram mutações e evoluem 

rapidamente sem afetar as funções dos genes adjacentes. As regiões intergênicas mais 

utilizadas incluem rps16, rpl16, trnK-matK-trnK e trnT-trnL-trnF (SOLTIS; SOLTIS; 

MILLIGAN, 1992; WOLF et al., 1999; SMALL et al., 2005; SHAW et al., 2007).  

Contudo, dentre outros tantos tipos de marcadores moleculares, os marcadores AFLP 

vem sendo eficientemente utilizados em pesquisas genéticas por apresentarem uma 

metodologia tecnicamente mais acessível, além de gerarem muitos fragmentos polimórficos, 
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sendo assim altamente informativos (GAIOTTO; BRAMUCCI; GRATTAPAGLIA, 1997). 

As vantagens da técnica de AFLP incluem, a não necessidade de conhecimento prévio do 

genoma, obtenção de dados altamente reprodutíveis, a partir de uma quantidade 

relativamente pequena de DNA, gerando polimorfismos que abrangem todo o genoma 

(PORTIS et al., 2004; SHAN et al., 2004). Apesar de os marcadores AFLP serem 

dominantes, ou seja, não permitirem a distinção entre homozigotos e heterozigotos, dados 

provenientes desses marcadores permitem o acesso à níveis de diversidade genética e 

estrutura populacional, além da identificação de marcadores associados ao fenótipo, análises 

de parentesco, detecção de eventos de hibridização e reconstruções filogenéticas altamente 

robustas (BENSCH; AKESSON, 2005; TREMETSBERGER et al., 2006; MEUDT; 

CLARKE, 2007; BUNDOCK et al., 2009; RECK et al., 2011; PREBBLE; MEUDT; 

GARNOCK-JONES, 2012; SOUZA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2016; GODOY et al., 

2017). 

 

2.5 GENÉTICA DE POPULAÇÕES  

Estudos genéticos permitem compreender a distribuição e a abundância de genótipos e 

alelos em populações naturais, bem como os fatores que moldam as suas frequências e a 

relação entre a estrutura genotípica e o fenótipo (LEWONTIN, 2004; FREELAND, 2005). Os 

marcadores moleculares têm sido amplamente utilizados, para o melhor entendimento dessa 

relação, uma vez que fornecem informações sobre os padrões de fluxo gênico, o grau de 

isolamento e a distribuição da diversidade genética dentro e entre populações (SUNNUCKS, 

2000). Alta diversidade genética proporciona rápida capacidade de resposta às mudanças 

ambientais (SHARMA; CLEMENTS; JONES, 2000), enquanto a baixa diversidade tende a 

reduzir a capacidade reprodutiva e potencial evolutivo, podendo levar as espécies à extinção 

(REED; FRANKHAM, 2003; SPIELMAN et al. 2004; OUBORG, et al., 2006; JEONG et al., 

2010). Portanto, estimar os parâmetros de diversidade genética em populações naturais é de 

fundamental importância para se avaliar o fitness adaptativo das mesmas e seu sucesso 

evolutivo. 

O padrão de distribuição da variação genética nas populações é a base para a 

conservação de espécies, e por isso, seu conhecimento e entendimento são fundamentais para 

a aplicação de técnicas de manejo que contribuam para a conservação de populações naturais 

(KAGEYAMA; GANDARA 1993, YEEH et al., 1996; FRANKEL et al. 1996; 

FRANKHAM et al., 2010). A distribuição da variabilidade genética entre e dentro de 
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populações está relacionada com alguns fatores intrínsecos à espécie como por exemplo, o 

mecanismo de dispersão de pólen e sementes, o modo de reprodução, o sistema de 

cruzamento, bem como alguns fatores ambientais que possam influenciar ou direcionar de 

forma agregada essa distribuição (KEVIN et al., 2004; MARQUARDT; EPPERSON, 2004; 

LUNA et al., 2005). Logo, informações acerca do padrão de distribuição da variabilidade 

genética e dos indivíduos no espaço são imprescindíveis para a compreensão do 

comportamento dos processos evolutivos e ecológicos nas populações naturais (BROWN, 

1979). 

A Genética da Conservação direciona atividades que buscam a conservação da 

biodiversidade e dos recursos naturais (SOLÉ-CAVA; CUNHA, 2012). Dentre seus 

principais objetivos destacam-se: a definição de unidades de manejo, a resolução de 

incertezas taxonômicas, questões forenses, elucidação de aspectos biológicos e também os 

fatores que interferem nas populações, incluindo a depressão endogâmica, a perda de 

potencial adaptativo, a fragmentação, a redução do fluxo gênico, as mutações deletérias, 

deriva genética e a seleção natural (FRANKHAM et al., 2010).   

Para estimar os diferentes parâmetros populacionais utilizados na genética da 

conservação, são, geralmente, assumidos os pressupostos do equilíbrio de Hardy-Weinberg, 

os quais consideram em equilíbrio uma população que apresente tamanho infinito 

(panmítica), com cruzamentos ao acaso, onde as frequências gênicas e genotípicas 

permaneçam constantes de geração em geração na ausência de mutação, migração, seleção e 

deriva genética. Este princípio permite a estimativa da frequência de um determinado 

genótipo, independentemente do número de alelos existente (BROWN, 1978; HAMRICK, 

1982; FUTUYMA, 1992). Com base nas estimativas de frequências alélicas, é possível 

calcular o parâmetro mais amplamente utilizado para medir a diversidade genética dentro das 

populações: a heterozigosidade esperada ou diversidade gênica de Nei (NEI, 1973). A 

diversidade gênica é primeiramente calculada para cada loco em particular e, em seguida, é 

calculada a média das frequências de todos os locos, fornecendo uma estimativa única de 

diversidade populacional, o que permite comparações entre diferentes populações 

(FREELAND, 2005, ALLENDORF et al., 2012). 

A estrutura genética espacial das populações é outro importante parâmetro a ser 

considerado na genética da conservação, pois fornece informações que contribuem para a 

definição das estratégias de técnicas de manejo e estratégias de amostragem, o que possibilita 

maximizar a diversidade populacional a ser conservada (SHAPCOTT, 1995; MYAMOTO et 

al., 2002). Alterações na distribuição espacial dos indivíduos de uma população podem afetar 
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negativamente o fitness populacional, por modificar a taxa e a dinâmica dos cruzamentos 

(ALLARD, 1989; EPPERSON, 2000). Mudanças na densidade e no comportamento dos 

polinizadores, por exemplo, podem aumentar a taxa de autofecundação e, consequentemente, 

a endogamia (BAWA; KRUGMAN, 1990; MURAWSKI, 1995; FRANCESCHINELLI; 

BAWA, 2000).  

Informações sobre os níveis de endogamia são informações de grande importância na 

compreensão de aspectos relacionados à biologia e a evolução das espécies (FUTUYMA, 

2005). As espécies comumente não se distribuem de maneira uniforme ao longo de sua área 

de distribuição geográfica. Fatores ambientais, como a fragmentação de habitats, por 

exemplo, podem favorecer algum nível de endocruzamento dentro de populações naturais 

(HARTL e CLARK, 1997; FREELAND, 2005), tendendo a aumentar a endogamia. Neste 

cenário o aumento da proporção de homozigotos, leva a redução nos níveis de diversidade 

genética individual (HARTL e CLARK, 1997) e de aptidão dos indivíduos, o que ocorre 

principalmente devido à depressão endogâmica. Neste caso, a elevação dos níveis de 

endocruzamento, tal como ocorre a partir de reduções drásticas no tamanho efetivo 

populacional, pode expor alelos recessivos deletérios, levados à homozigose em 

determinados locos, resultando em genótipos com baixo potencial adaptativo ou com baixa 

taxa de sobrevivência (FREELAND, 2005; ALLENDORF et al., 2012). 

O tamanho efetivo populacional influencia diretamente na manutenção da estrutura 

genética de uma população ao longo das gerações, sendo a diminuição do tamanho efetivo da 

população um dos principais fatores responsáveis pela perda de variabilidade em populações 

podendo levar à ameaça de extinção (SOLÉ-CAVA, 2001). Assim, uma vez que, o número 

total de indivíduos em uma população comumente não reflete o número de indivíduos que 

estão aptos a se reproduzir e contribuir para a composição genotípica da próxima geração 

(FRANKHAM et al., 2010; SOLÉ-CAVA e CUNHA, 2012), o tamanho efetivo 

populacional (Ne) (WRIGHT, 1931) constituí  um importante estimador para estratégias de 

conservação in situ das espécies.  

O tamanho efetivo populacional fornece a proporção de indivíduos que realmente 

estão contribuindo para a diversidade genética da população. Deste modo, um gargalo 

genético poderia reduzir temporariamente o tamanho efetivo de uma população, 

influenciando em seus níveis globais de diversidade genética (FREELAND, 2005; 

FRANKHAM et al., 2010). Logo, o número mínimo de indivíduos que se reproduziram 

durante um período do estrangulamento demográfico (bottleneck) define a probabilidade de 

perda de alelos por deriva genética. Os alelos perdidos só podem ser recuperados por 
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mutação ou, a partir de outras populações, por imigração (SOLÉ-CAVA, 2001). A gravidade 

de qualquer gargalo genético depende tanto do grau da redução populacional quanto da 

velocidade de recuperação. De modo geral, a perda de alelos inicial é proporcional à redução 

do tamanho da população. Neste caso, em virtude da deriva genética, a diversidade genética 

continua a ser perdida enquanto a população permanece reduzida. Assim, populações que 

levam mais tempo para recuperar-se de uma redução geralmente perdem mais diversidade 

genética (FREELAND, 2005).  

Portanto, fatores como o tamanho populacional pequeno e a endogamia reduzem a 

variabilidade genética dentro da população via deriva genética, contribuindo para uma maior 

diferenciação genética entre populações. Segundo Hartl e Clark (1997), a importância do 

fluxo gênico está justamente em contrapor os efeitos da deriva genética, permitindo a 

homogeneização das frequências alélicas. O fluxo gênico é estimado a partir das medidas de 

divergência genética entre as populações. Quando um ou mais indivíduos migram por 

geração, os efeitos da migração são suficientes para contrapor os efeitos da deriva e, 

portanto, o número de migrantes por geração impede a divergência entre populações 

(WRIGHT, 1951).  Futuyma (1992) descreve quatro modelos para explicar como o fluxo 

gênico atua em metapopulações: a) Modelo continente-ilha, no qual existe um movimento 

unidirecional de uma população grande continental para uma população menor isolada 

(WRIGHT, 1943); b) Modelo de ilha, no qual a migração ocorre ao acaso entre grupos de 

pequenas populações (WRIGHT, 1951); c) Modelo de alpondras (ou stepping-stone), no qual 

cada população recebe migrantes somente de populações vizinhas (KIMURA e WEISS, 

1964); d) Modelo de isolamento pela distância, no qual o fluxo gênico ocorre localmente 

entre vizinhos, em uma população de distribuição contínua (WRIGHT, 1943).  

 Medidas diretas e indiretas podem ser utilizadas para estimar o fluxo gênico entre 

populações. As medidas diretas permitem estimar o fluxo gênico contemporâneo e são 

baseadas em observações do movimento dos vetores de pólen e sementes (LATTA et al., 

1998) e na análise da paternidade (JONES e ARDREN, 2003). Já as medidas indiretas 

permitem estimar apenas o fluxo gênico histórico (ou passado), sendo baseadas na 

distribuição da estrutura e diversidade genética entre populações, as quais são usualmente 

inferidas por meio de marcadores moleculares (NEIGEL, 1997; SORK et al., 1999; 

SMOUSE E SORK, 2004). Assim, medidas simples de variação como número de alelos por 

loco e as frequências alélicas têm sido usadas como parâmetros quantitativos para descrever 

a estrutura genética, considerando premissas evolutivas em um contexto espacial (WEIR e 

COCKERHAM, 1984; EPPERSON, 2000; HARDY e VEKEMANS, 2002), onde 
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populações geograficamente próximas tendem a ser mais parecidas geneticamente do que 

populações mais distantes  (WRIGHT, 1965). Portanto, considerando-se que a estrutura 

genética populacional resulta do balanço entre a deriva genética e o fluxo gênico,  

informações acerca do sistema reprodutivo, relações ecológicas entre os indivíduos e seus 

polinizadores e demais fatores que possam alterar os padrões de fluxo gênico, são 

imprescindíveis para a compreensão dos processos evolutivos que moldam o padrão de 

distribuição da diversidade genética e estrutura espacial das populações (ROCHA e 

AGUILAR, 2001; PEARSE; CRANDALL, 2004).  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Portulaca hatschbachii se encontra listada como espécie “Em perigo” de extinção e 

não há informações literárias relativas ao seu atual status de conservação genética que 

auxiliem em ações para a preservação dos afloramentos de ocorrência. Portanto, por meio da 

aplicação dos marcadores moleculares buscamos acessar a variabilidade genética de P. 

hatschbachii para assim compreender os aspectos relacionados à sua diversidade e aos 

processos evolutivos que moldam a estrutura das populações desta espécie. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Estimar os índices de diversidade e estrutura genética de populações de P. hatschbachii 

por meio da aplicação de marcadores AFLP, ITS e rps16; 

 Elucidar os mecanismos evolutivos que possam estar atuando no padrão da distribuição 

da variabilidade genética da espécie no espaço;  

 Obter informações genéticas que possam contribuir para um melhor entendimento da 

biologia da espécie, bem como para a aplicação de ações de conservação dos 

afloramentos rochosos de sua ocorrência; 
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RESUMO 

 

FELICIANO, Daniele Cassiano. Diversidade e estrutura genética de populações de 

Portulaca hatschbachii D. Legrand: Uma espécie endêmica dos afloramentos rochosos 

de basalto do estado do Paraná. 2018. 90 pg. Mestrado em Genética e Biologia Molecular - 

Universidade Estadual de Londrina, 2018. 

 

O gênero Portulaca abrange um grupo de plantas popularmente conhecidas como “onze 

horas”, caracterizadas como ervas suculentas perenes ou anuais. Algumas espécies possuem 

propriedades terapêuticas e relevante importância em áreas agrícolas e paisagismo. 

Portulaca hatschbachii é uma espécie ameaçada de extinção, que não dispõe de dados 

genéticos descritos na literatura. A espécie se distribui pelos Campos de Altitude associados 

à Mata Atlântica, tendo ocorrência restrita aos afloramentos rochosos de basalto do Paraná. 

Esses ambientes foram erroneamente considerados como sendo detentores de pouca riqueza 

de espécies, o que colaborou para que esse habitat extremamente rico em biodiversidade 

fosse cruelmente negligenciado e desprotegido. Desse modo, o presente estudo teve como 

objetivo acessar a diversidade genética de P. hatschbachii por meio de marcadores AFLP, 

rps16 e ITS. Além de 347 indivíduos de P. hatschbachii, foram analisados 85 indivíduos de 

P. grandiflora como forma de comparar os índices de diversidade de uma espécie com ampla 

distribuição. Informações importantes para estimativa de parâmetros de diversidade e 

estrutura genética das populações de P. hatschbachii, puderam ser estimadas pelos 

marcadores AFLP. Os resultados evidenciaram baixos níveis de variação intrapopulacional, 

fluxo gênico limitado e níveis elevados de estruturação genética. A análise de agrupamento 

Bayesiano (BAPS) revelou a existência de dois clusters genéticos para P. grandiflora e oito 

clusters genéticos para P. hatschbachii. A Neighbor-Net construída para as duas espécies 

corroborou os mesmos clusters obtidos pelo BAPS. A análise das sequências de cpDNA 

(rps16) encontrou 4 haplótipos e nrDNA (ITS) 3 haplótipos diferentes nas populações. A 

diversidade gênica das populações de P. hatschbachii foi, de maneira geral, baixa, o que 

pode ter relação com a biologia reprodutiva da espécie e ao padrão de distribuição endêmica 

e restrita à afloramentos rochosos. O Teste de Mantel, bem como as análises de agrupamento 

Bayesiano e Neighbor-Net, mostraram que as populações de P. hatschbachii se encontram 

isoladas pela distância. O escaneamento realizado pelo Bayescan, verificou a presença de 

locos sob seleção diversificadora, a qual pode ser uma importante força a moldar os padrões 

de distribuição da variação genética na espécie.  

 

Palavras-chave: Portulacaceae; AFLP; Marcadores Moleculares; Flora em extinção 
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ABSTRACT 

 

FELICIANO, Daniele Cassiano. Diversity and genetic structure in Portulaca hatschbachii 

D. Legrand populations: endemic in basalt rocky outcrops in Paraná state. 2018. 90 pg. 

Master Degree in Genetic and Molecular Biology - State University of Londrina, 2018.  

 

Genus Portulaca includes a group of plants popularly known as "onze horas", characterized 

as perennial or annual succulent herbs. Some species have therapeutic properties and 

relevant importance in agricultural areas and landscaping. Portulaca hatschbachii is an 

endangered species that does not have genetic data described in literature. The species is 

distributed in the Height Fields associated to the Atlantic Rain Forest, restricted to the basalt 

rocky outcrops of Paraná. These environments were erroneously considered to have low 

species richness, which contributed to make this extremely rich biodiversity habitat to be 

cruelly neglected and unprotected. Thus, the present study aimed to access the genetic 

diversity of P. hatschbachii through AFLP, rps16 and ITS markers. In addition to 347 

individuals of P. hatschbachii, 85 individuals of P. grandiflora were analyzed as a way to 

compare the diversity indexes in a species with wide distribution. Important information for 

diversity parameters estimations and genetic structure of P. hatschbachii populations could 

be estimated by the AFLP markers. The results showed low levels of intrapopulation 

variation, restricted gene flow and high levels of genetic structure. Bayesian Analysis of 

Population Structure (BAPS) revealed the existence of two genetic clusters for P. 

grandiflora and eight genetic clusters for P. hatschbachii. The Neighbor-Net built for the 

two species corroborated the same clusters obtained by BAPS. Analysis of cpDNA 

sequences (rps16) found 4 haplotypes and nrDNA (ITS) 3 different haplotypes in 

populations. Genetic diversity of P. hatschbachii populations was generally low, which may 

be related to the species reproductive biology and to the pattern of endemic and restricted 

distribution to rocky outcrops. The Mantel test, as well as the Bayesian and Neighbor-Net 

cluster analyzes of the populations, showed that P. hatschbachii populations are isolated by 

distance. The Bayescan test verified the presence of loci under diversification selection, 

which may be an important force shaping the distribution patterns of genetic variation in the 

species.  

 

 

Keywords: Portulacaceae; AFLP; Molecular Markers; Flora in extinction.  
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Introdução 
 

A família Portulacaceae Juss., com distribuição nas Américas, África, Austrália, 

Europa e Ásia, apresenta uma história taxonômica controversa, tendo sua circunscrição 

debatida por mais de 200 anos. Na classificação feita por Carolin (1993), a família era 

composta por 30 gêneros e cerca de 450 espécies. Porém, análises filogenéticas moleculares 

levaram à segregação de Portulacaceae em quatro famílias: Anacampserotaceae, Montiaceae, 

Portulacaceae e Talinaceae (Hershkovitz & Zimmer, 1997; Applequist & Wallace, 2001; 

Applequist et al., 2006; Nyffeler, 2007; Thorne & Reveal, 2007; Nyffeler & Eggli, 2010; 

Ocampo, 2013). Dentro da nova classificação taxonômica, a família Portulacaceae é 

representada por apenas um gênero, Portulaca L., o qual se relaciona mais proximamente à 

família Cactaceae (Ocampo & Columbus, 2012). 

O gênero Portulaca, apresenta aproximadamente 115 espécies, caracterizadas como 

herbáceas carnosas, anuais ou perenes, com folhas opostas a alternas e tricomas nas axilas 

foliares.  As flores são bissexuadas, com numerosos estames, apresentam duas sépalas e 4 - 5 

pétalas livres, formando ou não inflorescências capituliformes rodeadas por folhas 

involucrais (Eggli & Ford-Werntz, 2002; Coelho & Giulietti, 2010; Ocampo & Columbus, 

2010). 

No Brasil, o gênero Portulaca é representado por aproximadamente 13 espécies que 

se distribuem desde a Amazônia até a região Sul do país, preferencialmente nas regiões 

semiáridas, onde são encontradas em maior número. Algumas espécies são caracterizadas 

por endemismos, como no caso de P. weedermannii Poelln (Bahia), P. minensis D. Legrand 

(Minas Gerais) e P. hatschbachii D. Legrand (Paraná) (Coelho & Giulietti 2010; Flora do 

Brasil, 2017). 

 Portulaca hatschbachii ainda é pouco conhecida. Esta espécie apresenta um sistema 

radicular característico, muito desenvolvido em relação ao tamanho da planta, exibe tricomas 

com cor castanha, pétalas magenta e folhas de coloração quase negra quando herborizadas 

(Coelho, 2006; Coelho & Giulietti, 2010). A ocorrência restrita de P. hatschbachii, nos 

afloramentos rochosos basálticos dos Campos de Altitude Paranaense, tornam a conservação 

da espécie preocupante, visto que estes afloramentos são altamente negligenciados. Por 

muito tempo esses ambientes foram considerados como áreas de pouca biodiversidade e, 

portanto, foram explorados pela extração de suas rochas, pela substituição de sua vegetação 

nativa por pastagens, ou ainda invadidos por plantas exóticas ou pelas práticas de silvicultura 



39 

 

(Nabinger; Moraes & Maraschin, 2000; DNPM, 2008; Hirota, 2011). Devido aos processos 

de fragmentação sofridos pela Mata Atlântica (Ribeiro et al., 2009), bioma ao qual os 

Campos de Altitude estão associados, e a área de ocupação reduzida (menos de 500 km²) de 

P. hatschbachii, a espécie foi classificada no Livro Vermelho da Flora do Brasil como “Em 

perigo” (EN) de extinção (Guimarães et al., 2013). 

A fragmentação ou a perda de habitats, assim como a introdução de espécies exóticas, 

mudança na composição de ecossistemas, desiquilíbrio ecológico, contaminação e a 

poluição, além das mudanças climáticas, são apontadas como as maiores causas da redução 

da diversidade genética das espécies. De modo particular, espécies endêmicas, já tendem a 

apresentar menores níveis de diversidade em suas populações (Cavalli & Winge, 2003). 

Em populações naturais, a distribuição da variabilidade genética é influenciada pelo 

modo de reprodução, tamanho da população, distribuição geográfica e fluxo gênico, bem 

como, por mudanças ambientais, naturais ou causadas pelo homem, que venham a eliminar 

parte dos indivíduos da população (Hamrick, 1982). Desta maneira, uma redução 

significativa no tamanho das populações seria capaz de submetê-las à deriva genética, 

podendo leva-las à perda de diversidade e depressão por endogamia, o que 

consequentemente reduziria a fertilidade, o vigor e a capacidade reprodutiva dos indivíduos, 

culminando com uma redução do fitness adaptativo dos mesmos (Allard, 1971; Sebbenn & 

Ettori, 2001). 

Assim, estimar os índices de diversidade genética de populações naturais é 

importante para inferir sobre sua estrutura genética, a qual é reflexo do equilíbrio entre a 

deriva genética e o fluxo gênico (Wright, 1978). Nesse contexto, os marcadores moleculares 

constituem ferramentas importantes para acessar os padrões de variabilidade genética dentro 

e entre populações (Ruas et al., 2011; Conson et al., 2013), permitindo inferir sobre o modo 

de reprodução e estrutura populacional, bem como indicar eventos referentes à migração e 

dispersão de populações através do processo evolutivo da espécie (Avise, 1994; Avise, 

2000).  

Dentre os diferentes tipos de marcadores moleculares, os AFLP se destacam pela 

quantidade de fragmentos polimórficos gerados. Apesar do seu caráter dominante, esses 

marcadores apresentam vantagens, uma vez que não necessitam de sequenciamento prévio 

do genoma, são altamente reprodutíveis, geram uma grande quantidade de informação para 

indivíduos e populações e se encontram amplamente distribuídos por todo o genoma, 

permitindo inferências robustas sobre a diversidade e estrutura genética de populações 
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naturais (Portis et al., 2004; Shan et al., 2004; Conson et al., 2013; Souza et al., 2013; 

Pometti et al., 2016; Rodrigues et al., 2016; Tinnert et al., 2016). 

Considerando a inexistência de dados moleculares para P. hatschbachii e seu status 

de espécie “Em perigo” de extinção, no presente estudo usamos marcadores AFLP, cpDNA 

(rps16) e nrDNA (ITS), em populações desta espécie, tendo como foco os seguintes 

objetivos: a) entender, a partir das informações obtidas, os processos evolutivos e padrões de 

distribuição da diversidade genética de P. hatschbachii ao longo de sua área de ocorrência; 

b) analisar uma segunda espécie, Portulaca grandiflora, de distribuição ampla, para 

comparar e melhor entender os padrões de diversidade genética de P. hatschbachii, de 

distribuição restrita; e c) a partir da interpretação dos resultados, buscar entender como 

fatores ecológicos e antrópicos afetam a diversidade genética e o atual status „em perigo‟ de 

P. hatschbachii, com vistas a estabelecer estratégias para a conservação e proteção da 

espécie. 

 

Material e Métodos 
 

AMOSTRAGEM E CARACTERIZAÇÃO DOS SÍTIOS DE COLETA 

 

Foram coletadas folhas de cerca de 30 indivíduos por localidade, em pacotes de papel 

contendo sílica gel, sendo posteriormente armazenadas em caixas de isopor para se evitar luz 

e umidade, realizando periodicamente a troca da sílica. Algumas plantas foram coletadas para 

cultivo em casa de vegetação. As coletas se deram no período de agosto/2017 a 

setembro/2017, nas áreas de distribuição de P. hatschbachii.  

Além de 12 populações de P. hatschbachii, foram coletadas três populações de P. 

grandiflora (Tabela 1), quando ao visitar os afloramentos rochosos de possível ocorrência de 

P. hatschbachii, amostramos tais populações. Ainda que as duas espécies não tenham sido 

encontradas em co-ocorrência e sejam morfologicamente diferentes, as três populações de P. 

grandiflora foram mantidas no presente estudo e analisadas para fins comparativos entre as 

populações de P. hatschbachii.  
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Tabela 1 - Localização e coordenadas geográficas das populações de P. hatschbachii e P. grandiflora, coletadas 

no Estado do Paraná – PR. 

LOCALIDADES POPULAÇÃO N. 

INDIVÍDUOS 

ALTITUDE 

(M) 

VOUCHER 

(HERBÁRIO 

UEL) 

COORDENADAS 

GEOGRÁFICAS 

P. hatschbachii 

Lerroville LRV 30 674 FUEL 55722 23°38'20.89"S, 51° 5'26.43"O 

Lerroville LRV1 29 793 FUEL 55713 23°42'27.00"S, 51° 0'36.00"O 

Lerroville LRV2 29 773 FUEL 55715 23°42'1.68"S, 51° 0'47.99"O 

Lerroville LRV3 29 809 FUEL 55714 23°42'10.24"S, 51° 0'33.14"O 

Luiziana LUI1 27 667 FUEL 55711 24° 9'45.09"S, 52°16'17.03"O 

Luiziana LUI2 30 661 FUEL 55718 24°12'9.24"S, 52°19'18.33"O 

Turvo TUV 27 1008 FUEL 55720 25° 2'6.30"S, 51°32'20.40"O 

Guarapuava GUA 29 952 FUEL 55719 25°25'28.00"S, 51°48'7.00"O 

Lagoa Seca LSC 29 945 FUEL 55712 25°25'25.00"S,51°54'30.00"O 

Br277 – Km 405 BR277 29 827 FUEL 55717 25°25'48.00"S, 52° 0'36.00"O 

Cantagalo CAN 30 714 FUEL 55721 25°24'40.00"S, 52° 3'54.00"O 

Pinho Fleck PFK 29 864 FUEL 55716 26°13'26.00"S,52°23'47.00"O 

P. grandiflora 

Congonhas CONG 27 521 FUEL 55723 23°11'46.19"S,50°42'24.09"O 

Cruzeiro Do Norte CRN 30 508 FUEL 55724 23°12'1.27"S, 50°52'22.06"O 

Campo Mourão CM 28 553 - 24° 2'14.00"S, 52°21'10.00"O 

 

As localidades amostradas encontram-se distribuídas no Bioma Mata Atlântica, ao 

longo do Terceiro Planalto Paranaense, em afloramentos rochosos basálticos (Maack, 2012; 

Machado, 2003). As áreas onde se encontra P. hatschbachii estão em altitudes superiores a 

600 m, estando situadas, em sua maioria, em formações fitogeográficas de ambiente montano, 

de Floresta Estacional Semidecidual (populações LRV, LRV1; LRV2; LRV3) ou de Floresta 
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Ombrófila Mista (populações LUI1; LUI2; TUV; CAN; PFK). Contudo, foram também 

coletadas populações em formações de Campos Naturais (populações BR277; LSC; GUA). As 

populações de P. grandiflora, por sua vez, foram obtidas em altitude abaixo de 600 m, 

ocorrendo em formações fitogeográficas da Floresta Estacional Semidecidual, Submontana 

(CRN) e Montana (CONG) e da Floresta Ombrófila Mista Montana (CM) (Fig. 5). 

 

 

Figura 5 - Áreas de coleta das espécies: P. hatschbachii (círculos vermelhos) e P. grandiflora (círculos 

amarelos). Fonte: Adaptado do mapa ITCG (2009) de Formações fitogeográficas do Paraná –PR. 
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Alguns padrões característicos das regiões puderam ser observados. As populações 

mais ao Norte do Estado (populações LRV, LRV1; LRV2; LRV3), por exemplo, apresentaram 

áreas circundadas tanto por fragmentos típicos de Floresta Estacional Semidecidual bem como 

por plantações de milho, soja e pastagens para o gado. Já nas região mais Centro-Oeste, 

observamos a ocorrência das populações TUV, LUI1 e LUI2 em afloramentos com o entorno 

composto por silvicultura típica da região, como o Eucaliptos e Pinus. Nos afloramentos da 

região Centro-Sul do Estado as populações (LSC; GUA; CAN; BR277; PFK) apresentaram 

uma formação com fragmentos de Floresta Ombrófila Mista entremeados por plantações de 

soja e milho. Para além da ocorrência restrita nos afloramentos rochosos, as populações 

amostradas apresentam em comum a localização em propriedades privadas e a forte 

degradação do ambiente em que se distribuem, devido à extração de rochas para a construção 

civil e uso de pastagens. 

 

EXTRAÇÃO DE DNA E SEQUENCIAMENTO DE NRDNA E CPDNA 

 

O DNA total foi extraído a partir das folhas secas em sílica utilizando-se tampão 

CTAB 5 % (cetyltrimethylammonium bromide), segundo o protocolo de Doyle e Doyle (1987) 

com modificações. Utilizou-se cerca 150 mg de folhas que foram trituradas no extrator 

automático (Retch MM 400) por 3 min.  Após a trituração, foi adicionado a cada amostra 1,5 

ml de tampão CTAB (CTAB 5 %, 20 mM-EDTA 0,5 M, 100 mM - Tris-HCl 1 M, NaCl 1 M, 

PVP 1 %, 20 µl de beta-mercaptoetanol e 2 µl de proteinase K), seguido de incubação em 

banho-maria à 65 °C por 1 hora, sendo as amostras homogeneizadas a cada 10 min. 

Imediatamente após a retirada das amostras do banho-maria, as mesmas foram incubadas em 

gelo por 5 min e levadas para centrifugação por 5 min a 14.000 rpm. O sobrenadante foi 

transferido para um tubo novo de 2 ml, sendo acrescentados 600 µl de clorofórmio-isoamílico 

(24:1), vertendo-se cuidadosamente por 5 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas 

por 5 min a 14.000 rpm e o sobrenadante foi transferido para novo tubo. O procedimento de 

lavagem com clorofórmio-isoamílico foi repetido mais uma vez. Posteriormente, foram 

adicionados 2/3 do volume do sobrenadante de isopropanol gelado, e em seguida as amostras 

foram homogeneizadas levemente e armazenadas no freezer -20 °C por no mínimo 2 horas. O 

DNA foi precipitado por centrifugação durante 10 min a 14.000 rpm e o pellet lavado com 

500 µl de etanol 70 % gelado (2x) e deixado em temperatura ambiente para secar. A eluição 

foi feita em 40 µl de TE (0,1 nM) e a degradação do RNA realizada com 3 µl de RNase (110 

mg/ml) por 30 min a 37 °C. A concentração de DNA foi estimada por espectrofotometria no 
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NanoDrop 2000/2000c (Thermo Scientific) e a integridade do DNA total verificada por 

eletroforese em gel de agarose 1 %. 

Para se acessar a diversidade genética das espécies em estudo, além da técnica de 

AFLP, aplicada a todos os indivíduos das populações amostradas, foram realizados o 

sequenciamento da região de DNA ribossômico nuclear (nrDNA) ITS1-5.8S-ITS2 e do íntron 

ribossomal cloroplastidial (cpDNA) rps16 de cerca de seis indivíduos de cada população. 

Portanto, neste estudo, foram geradas 178 novas sequências para as regiões ITS1-5.8S-ITS2 e 

rps16 (Tabela 3).  

 

REAÇÕES DE AFLP, ELETROFORESE CAPILAR E REAÇÕES DE SEQUENCIAMENTO 

 

A técnica de AFLP foi realizada seguindo o protocolo proposto por Vos et al. (1995), 

com modificações. A restrição, de aproximadamente 500 ng de DNA e a ligação dos 

adaptadores aos fragmentos gerados foram realizadas numa única reação. Para a restrição foi 

utilizada 1 U de enzima de restrição MseI (New England Biolabs Inc); 5 U de enzima de 

restrição EcoRI (Thermo Scientific) e tampão MseI 10X (New England Biolabs Inc ). Para a 

ligação dos fragmentos pela enzima T4 DNA ligase 1 U, foram utilizados adaptadores EcoRI 

(0,16 µM) e MseI (1,66 µM); tampão T4 DNA ligase 5X (Thermo Scientific); NaCl (0,016 

M); BSA (1,6 mg/mL); DTT (0,16 mM) e água para um volume final de 30 μL. As amostras 

foram incubadas por 4 h a 37 °C para a restrição, seguidas de 1 h e 15 min a 22 °C para a 

ligação dos adaptadores e por 10 min a 70 °C para inativação térmica das enzimas. O padrão 

da restrição-ligação foi verificado em gel de agarose 1 % e em seguida o produto foi diluído 

na proporção de 1:4 com água ultrapura. 

A reação de amplificação pré-seletiva foi preparada utilizando 3,5 μL de GoTaq® 

Green Master Mix (Promega); 0,3 uM dos primers pré-seletivos EcoRI e MseI, contendo as 

sequências de bases dos respectivos adaptadores mais a base pré-seletiva A para EcoRI e C 

para MseI; 3.0 μL da diluição da restrição-ligação e água ultrapura para completar o volume de 

10 μL. O programa da amplificação pré-seletiva consistiu de: 1 ciclo de 72 ºC por 2 min, 20 

ciclos de 94 ºC por 1 seg, 56 ºC por 30 seg, 72 ºC por 2 min e um ciclo final de 60 ºC por 30 

min. A confirmação da amplificação pré-seletiva foi visualizada em gel de agarose 1 % e o 

produto amplificado foi diluído para a proporção 1:8 em água ultrapura. Para a amplificação 

seletiva foi feito um screening inicial com oito combinações de primers seletivos EcoRI/MseI, 

em gel de poliacrilamida 7 %. As quatro combinações mais polimórficas e reprodutíveis foram 
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selecionadas e aplicadas a todas as amostras. As combinações escolhidas foram: EcoRI-ACA 

(6-FAM) / MseI-CAAG; EcoRI-AGG (NED) / MseI-CAA; EcoRI-ACT (VIC) / MseI-CTG; 

EcoRI-AGC (PET) / MseI-CTAG.  

As reações seletivas foram realizadas em um volume de 10 μL contendo 3,5 μL do kit 

GoTaq® Green Master Mix (Promega); 0,27 μM de primer MseI; 0,054 μM de primer EcoRI 

marcado com fluoróforo; 2,5 μL da reação de pré-amplificação diluída e 2,92 μL de água 

ultrapura. O programa de amplificação foi composto por 1 ciclo de 94 °C por 2 min, 65 °C por 

30 seg e 72 °C por 2 min; 8 ciclos de 94 °C por 1 seg, 64 °C por 30 seg e 72 °C por 2 min; 23 

ciclos de 94 °C por 1 seg, 56 °C por 30 seg e 72 °C por 2 min e 1 ciclo final de 60 °C por 30 

min.  

Para resolução dos produtos de PCR obtidos pela amplificação seletiva com primers 

EcoRI marcados com fluoróforos (FAM, VIC, PET e NED), as reações foram combinadas na 

seguinte proporção: 2 µL de 6-FAM, 2 µL de VIC, 2 µL de NED, 2 µL de PET e 2 µL de água 

ultrapura. Desta mistura 1 µL foi adicionado a 0,2 µL de size standard 600-LIZ (GeneScan 

v2.0) e 8,8 µL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems). Em seguida as amostras foram 

desnaturadas a 95 ºC por 3 minutos e imediatamente colocadas no gelo, sendo, por fim, 

submetidas à eletroforese capilar em sistema automatizado ABI 3500 xL Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems).  

Para a amplificação das regiões ITS e rps16 foram realizadas reações de PCR 

utilizando-se 25 ng de DNA; 7.5 µl de GoTaq® Green Master Mix (Promega); 0.6 µl de 

primers forward e reverse (10 µM); 0.6 µl de DMSO (dimetilsufoxide) e água ultra-pura para 

um volume final de 15 μl. As regiões foram amplificadas utilizando os pares de primers 17SE 

e 26SE (Sun et al. 1994) para ITS1-5.8S-ITS2 e rps16 F e rps16 R (Oxelman et al. 1997) para 

rps16 seguindo as condições de ciclagem descritas pelos autores. Os produtos de PCR foram 

checados em gel de agarose 1 % antes de serem purificados com o kit illustra™ ExoProStar™ 

1-Step (GE Healthcare, Little). O sequenciamento foi conduzido em ambas as direções, 

forward e reverse, utilizando o kit BigDye® terminator cycle sequencing ready reaction kit 

(Perkin-Elmer/Applied Biosystems) e o ABI 3500 xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems).  

 

ANÁLISE DOS DADOS DE AFLP E SEQUÊNCIAS 

 

A detecção de picos dos eletroferogramas e a determinação do número de fragmentos 

gerados partir dos dados de AFLP foram realizadas pelo software GeneMaPPer® v.4.1 

(Applied Biosystems).  Os picos foram definidos para todas as amostras com base em uma 
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unidade de fluorescência relativa mínima de 50 RFU, light smooth e detecção automática de 

bins com variação de 1 pb. Fragmentos com tamanho variando de 75 a 450 pares de bases, 

provenientes dos quatro pares de primers, foram combinados em uma única matriz binária de 

presença (1) e ausência (0).  

O sequenciamento das regiões ITS e rps16 geraram um total de 89 sequencias para 

cada região. A chamada de bases e montagem de sequências contigs das duas regiões 

sequenciadas foram realizadas de forma automática utilizando os softwares Phred v.071220.c 

(Ewing et al. 1998) e Phrap v.1.090518 (Green, 1999), seguida de inspeção visual e 

manipulação dos cromatogramas utilizando o pacote Chromaseq v.1.12 (Maddison & 

Maddison, 2014a) do sistema de computação filogenética Mesquite v.3.03 (Maddison & 

Maddison, 2014b). O alinhamento das sequências foi realizado pelo MUSCLE v.3.8.31 

(Edgar, 2004) e refinado manualmente.  

 

DIVERSIDADE GENÉTICA E ESTRUTURA POPULACIONAL DE P. HATSCHBACHII E P. GRANDIFLORA 

 

A diversidade genética intrapopulacional estimada a partir dos marcadores AFLP 

para as duas espécies foi inferida a partir do número (LP) e percentual de locos polimórficos 

(PLP) e da diversidade gênica (Hj), análogo ao He de Nei (Nei, 1978), usando o software 

AFLP-SURV v.1.0 (Vekemans, 2002). O número de fragmentos privados foi inferido pelo 

software FAMD (Fingerprint Analysis with Missing Data) (Schlueter & Harris, 2006). O 

índice de raridade DW, foi estimado utilizando o pacote do R AFLPDAT (Ehrich, 2006). Este 

indice, pode ser utilizado como uma medida de divergencia genética populacional, pois estima 

a frequência de um dado fragmento AFLP na população e divide pela frequência global do 

marcador em todo o conjunto de dados, sendo, portanto, os valores de DW, mais altos para 

fragmentos raros e substancialmente menores para bandas que são comuns no conjunto geral 

de dados (Schönswetter & Tribsch, 2005). Para os dados de rps16 e ITS também foram 

calculados índices de diversidade, sendo os indels (eventos de inserção e deleção) 

considerados em todas as análises. As estimativas do número de haplótipos (Nhap), número 

de sítios polimórficos (S), diversidade haplotípica (Hd) e diversidade nucleotídica (π) (Nei, 

1987) foram realizadas pelo software ARLEQUIN v.11 (Excoffier; Laval & Schneider, 2005).  

Para estimar o particionamento da variância genética para os dados de AFLP, ITS e 

rps16, dentro e entre populações de ambas espécies separadamente, foi realizada uma análise 

de variância para dados moleculares (AMOVA) por meio do software ARLEQUIN v.11 

(Excoffier; Laval & Schneider, 2005) utilizando-se 10.100 permutações para confirmar a 
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significância do teste. A partir da AMOVA foi estimada, ainda, a diferenciação populacional 

através do índice Fst total e par a par utilizando o mesmo software. O fluxo gênico foi 

estimado a partir da estatística-F, Fst, a qual foi utilizada como uma medida de diferenciação 

entre as populações, indicando o número de migrantes entre pares de populações por geração. 

Para essa finalidade, foi utilizada a formula “M = (1 – Fst) / (8 Fst)”, proposta por Nielsen & 

Slatkin (2013). 

Visando identificar os grupos genéticos existentes entre amostras de P. hatschbachii e 

determinar a qual desses agrupamentos os indivíduos amostrados pertencem, foi realizada 

uma análise mixture no software BAPS v.6.0 (Corander et al., 2008), testando-se valores de K 

= 1 a K = 20. A partir dos grupos genético encontrados foi realizada uma análise admixture, 

para calcular a possível mistura genotípica ancestral entre as populações (Corander &; 

Marttinen, 2006). Esta análise contou com 10.000 interações, tendo 500 indivíduos referência 

por população e 500 interações para cada indivíduo. O mesmo software foi utilizado para 

identificar os grupos genéticos existentes P. grandiflora, tendo como parâmetros os mesmo 

utilizados para P. hatschbachii, exceção apenas, ao número de K testados na análise mixture 

que foi de 1 a 6. A existência de correlação entre as distâncias genéticas e geográficas foi 

verificada a partir do teste de Mantel, aplicado apenas para as populações de P. hatschbachii, 

a partir de todos os marcadores (AFLP, ITS e rps16). A matriz de distância Fst par a par foi 

gerada pelo software ARLEQUIN 3.5.1.3. (Excoffier; Laval & Schneider, 2005), enquanto a 

matriz de distância geográfica foi obtida por meio do satélite de imagens Google Earth Pro 

v.7.3.1.4507 (Google Inc). O coeficiente de correlação de Mantel (r) foi calculado pelo 

método “Pearson” utilizando o pacote VEGAN (Oksanen et al., 2012) implementado no 

ambiente R v.1.1.423 (R Studio Team, 2018). Foram realizadas 10.000 permutações para 

confirmar a significância do teste. Para tentar discriminar as fontes de variação na estrutura 

espacial onde se encontram distribuídas as populações amostradas, foi verificada a auto 

correlação espacial entre as diferentes classes de distâncias geográficas, por meio do pacote 

VEGAN (Oksanen et al., 2012) implementado no R v.1.1.423 (R Studio Team, 2018). 

As relações entre as populações de P. hatschbachii e P. grandiflora foram verificadas 

por meio da construção de Neighbor-Net (Bryant & Moulton, 2004), a partir dos dados de 

AFLP, utilizando a distância genética de Nei-Li (Nei & Li, 1979). A matriz de distância par a 

par foi calculada pelo software PAUP* v.4.0b10 (Swofford, 2003) e a Neighbor-Net 

construída no software SplitsTree v.4.14.2 (Huson & Bryant, 2006) para cada espécie 

separadamente.  
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Dada a natureza endêmica e restrita de P. hatschbachii, e considerando o padrão de 

distribuição da diversidade e estrutura genética observados para a espécie (ver resultados), 

foi utilizado um método de investigação de locos outliers por meio do software Bayescan 

v2.1 (Foll & Gaggiotti, 2008). Este método bayesiano é amplamente utilizado para 

marcadores dominantes e estima diretamente a probabilidade posteriori de um determinado 

loco estar sob seleção, quando desvios da neutralidade nos valores de Fst em um loco 

especifico, faz necessário um componente adicional (alfa diferente de 0) para explicar a 

variação encontrada, é provável que o loco apresente pressão seletiva atuando como força 

purificadora (alfa negativo) ou força diversificadora (alfa positivo) (Foll & Gaggiotti, 2008). 

Foram feitas 20 corridas pilotos de 5.000 interações para ajustar os parâmetros do modelo. O 

burn-in foi fixado em 50.000 interações, sendo o tamanho amostral definido em 5.000 e os 

intervalos “thinning” de interação entre as amostras definidos em 10, resultando em 50.000 

interações. 

Uma rede de haplótipos sem raiz, foi construída pelo método estatístico de 

parcimônia (Templeton et al. 1992), implementado no software TCS v1.21 (Clement et al. 

2000), para inferir as relações genealógicas das sequências de ITS e rps16 e estimar o 

haplótipo com maior probabilidade de ser o ancestral. 

 

Resultados e Discussão 
 

DIVERSIDADE GENÉTICA 

 

   A aplicação de quatro combinações de primers seletivos de AFLP em 432 indivíduos, 

sendo 347 de P. hatschbachii e 85 de P. grandiflora, possibilitou a análise de 1660 

fragmentos AFLP, para P. hatschbachii sendo 99,58 % polimórficos e 883 fragmentos para P. 

grandiflora sendo 94,45 % polimórficos (Tabela 2). 

 

  



49 

 

Tabela 2 - Número total de fragmentos (NF) gerados e percentual de fragmentos polimórficos (% FP) para cada 

combinação de primers das 12 populações de P. hatschbachii e três populações de P. grandiflora. 

Primers (EcoRIRI / MseI) Nº Frag. % Frag. polimórficos 

P. hatschbachii   

EcoRI+ACA / MseI+CAAG 343 97,66 

EcoRI+AGG / MseI+CAA 486 100 

EcoRI+ACT / MseI+CTG 339 96,75 

EcoRI+AGC / MseI+CTAG 492 100 

TOTAL 1660 99,58 

P. grandiflora   

EcoRI+ACA / MseI+CAAG 152 92,76 

EcoRI+AGG / MseI+CAA 299 91,64 

EcoRI+ACT / MseI+CTG 174 98,28 

EcoRI+AGC / MseI+CTAG 258 96,12 

TOTAL 883 94,45 

 

Para P. hatschbachii, o percentual de locos polimórficos (PLP) teve considerável 

variação entre as localidades, tendo a população de (CAN) menor percentual (24,10 %) e LRV 

o maior (50,10 %), sendo o valor médio de 30,6 %. Foi encontrado um total de 178 fragmentos 

privados (FPRIV) distribuídos entre as localidades. As populações LRV e TUV foram as que 

apresentaram maior percentual de fragmentos privados, 6,25 % e 6,85 %, respectivamente, 

enquanto LRV1, LSC e BR277 foram as populações que apresentaram os menores 

percentuais, 0,83 %, 0,82 % e 1 %, respectivamente. Maiores incidências de alelos privados 

têm sido identificadas em populações consideradas mais antigas. Por exemplo, em 

Hypothenemus hampei um parasita que causa “coffee Berry disease” nas culturas de café, a 

população que mostrou um número desproporcional de alelos privados foi considerada como 

estando próxima do centro de origem do parasita (Benavides et al. 2005). Em Homo sapiens, o 

maior número de alelos privados foi observado em populações da África, enquanto populações 

das Américas tiveram um número bem menor, fato este que concorda com a teoria da origem 

do ser humano na África, sendo que o mesmo alcançou o continente americano somente após 

uma série de eventos fundadores (Szpiech & Rosenberg, 2012). Logo a maior incidência de 

fragmentos privados foi verificada nas populações LRV e TUV, que também apresentaram 

maior variabilidade genética. Estes fatos permitem considerar que, possivelmente, a LRV 

(Tabela 3) é a população mais antiga da qual as outras derivaram por efeito fundador.  
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Em P. hatschbachii as sequências das regiões ITS1-ITS2 (ITS), tiveram 

comprimento alinhado de 550 pb, sem variação no tamanho, com apenas 3 sítios variáveis 

(0,54 %) e nenhum evento de inserção e deleção (indels), enquanto que para ao região rps16 

as sequências variaram de 788 – 849 pb, tendo comprimento alinhado de 849 pb, com 2 sítios 

variáveis (0,24 %) e presença de 3 indels. Já em P. grandiflora, o comprimento das 

sequências de ITS alinhadas foi de 558 pb com 1 sitio variável (0,18 %), e para rps16 o 

comprimento das sequências alinhadas foi 860 pb, não havendo sítios variáveis. Ambas as 

regiões não apresentaram indels. Os índices de diversidade intra e interpopulacional das 

regiões de ITS e rps16 não puderam ser estimados satisfatoriamente, visto que houve pouca 

ou nenhuma variação entre as sequências, para as duas espécies (Tabela 3). Portanto, para 

evitar viés na interpretação desses dados apenas a informação que concerne ao número e 

distribuição dos haplótipos encontrados nessas sequências, será discutida.
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Tabela 3 - Estimativas de diversidade genética de 12 populações de P. hatschbachii e três populações de P. grandiflora a partir de dados de AFLP, sequências ITS e rps 16. 

Populações                                                              AFLP                                                                                                                      ITS                                                          rps 16 

 
N NLP PLP Hj± sd Fpriv 

% 

Fpriv 
DW N S Nhap Hd π N S Nhap Hd π 

P. hatschbachii 
                 

LRV 30 832 50,10 0,146 ± 0,0037 52 6,25 663,92 6 0 1 0 0 6 0 1 0 0 

LRV1 29 480 28,90 0,089 ± 0,0035 4 0,83 145,25 6 0 1 0 0 6 0 1 0 0 

LRV2 29 543 32,70 0,101 ± 0,0035 16 3,06 226,15 6 0 1 0 0 6 0 1 0 0 

LRV3 29 438 26,40 0,080 ± 0,0033 8 1,83 115,82 6 0 1 0 0 5 0 1 0 0 

LUI1 27 523 31,50 0,106 ± 0,0036 16 3,06 339,30 6 0 1 0 0 6 0 1 0 0 

LUI2 30 572 34,50 0,104 ± 0,0035 18 3,15 339,80 6 0 1 0 0 6 1 2 0,6 0,006 

TUV 27 540 32,50 0,108 ± 0,0035 37 6,85 427,35 6 0 1 0 0 6 0 1 0 0 

GUA 29 434 26,10 0,077 ± 0,0032 6 1,38 163,97 6 0 1 0 0 6 0 1 0 0 

LSC 29 486 29,30 0,092 ± 0,0035 4 0,82 161,64 6 0 1 0 0 6 1 2 0,33 0,02 

BR277 29 401 24,20 0,076 ± 0,0035 4 1 95,72 6 0 1 0 0 6 0 1 0 0 

CAN 30 400 24,10 0,078 ± 0,0035 7 1,75 136,12 5 0 1 0 0 6 0 1 0 0 

PFK 29 442 26,60 0,078 ± 0,0033 6 1,36 160,12 6 0 1 0 0 6 0 1 0 0 

MÉDIA 28,92 507,58 30,6 0,09 15 2,61 247,93 6 0 1 0 0 6 0,17 1,2 0,08 0,0022 

HT = 0.13 
       

HTs 0,50 
 

πt 0,0013 HTs 0,32 
 

πt 0,0003 

P. grandiflora 
                 

CONG 27 422 47,80 0,158 ± 0,0053 241 27,29 1.077,34 6 0 1 0 0 6 0 1 0 0 

CRN 30 346 39,20 0,125 ± 0,0055 57 6,45 473,74 6 0 1 0 0 6 0 1 0 0 

CM 28 318 36,00 0,106 ± 0,0050 73 8,26 656,33 6 0 1 0 0 6 0 1 0 0 

MÉDIA 28,33 362 41 0,13 124 14 735,08 6 0 1 0 0 6 0 1 0 0 

HT = 0.15 
       

HTs 0,47 
 

πt 0,0009 HTs 0 
 

πt 0 

Nota: N = número de indivíduos; NLP = número de locos polimórficos; PLP = percentual de locos polimórficos; Hj = diversidade gênica; s.d = desvio padrão; Fpriv = 

número de fragmentos privados; % Fpriv = percentual de fragmentos privados; DW = índice de raridade; S = sítios polimórficos; Nhap = número de haplótipos na 

localidade; Hd = diversidade haplotípica (diversidade gênica); π = diversidade nucleotídica; HT = Diversidade gênica para todo o conjunto amostrado a partir dos dados de 

AFLP; HTs = Diversidade gênica  para todo o conjunto amostrado a partir dos dados de sequências; πt = diversidade nucleotídica para todo o conjunto amostrado. 
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Os índices de diversidade gênica de Nei (Hj) variaram de 0,076 (BR277) a 0,146 

(LRV), com média de 0,09, sendo a diversidade gênica total (Ht) de 0,13 para P. hatschbachii 

e para P. grandiflora, a diversidade gênica total (Ht) foi de 0,15, variando de 0,106 em CM a 

0,158 em CONG, com média de 0,13, um valor relativamente maior do que o encontrado em 

P. hatschbachii, visto que foi amostrado um número muito menor de indivíduos (85) em P. 

grandiflora (Tabela 3). De modo geral, P. hatschbachii mostrou níveis de diversidade genética 

(Ht = 0,13) abaixo daqueles previamente estimados para dados AFLP em outras espécies 

herbáceas-arbustivas, incluindo Helmholtzia glaberrima Hooker. (Ht = 0,25), Olearia 

gardneri Heads (Ht = 0,17), Loropetalum subcordatum Bentham. (Ht = 0,26) e Ranunculus 

cabrerensis Rothm. (Ht = 0,19) (Prentis & Mather, 2008; Barnaud & Houliston, 2010; Gong; 

Gu & Zhang, 2010; Cires; Cuesta & Prieto, 2013), as quais também são endêmicas e 

ameaçadas de extinção. Interessantemente, até mesmo espécies endêmicas de ilhas, incluindo 

Calandrinia galapagosa H. St. John (Galápagos; Ht = 0,34), anteriormente circunscrita na 

família Portulacaceae, e Armeria maderensis Lowe (ilha da Madeira; Ht = 0,14) (Piñeiro et al., 

2009; Jaramillo; Atkinson & Gentile, 2011) mostraram estimativas de diversidade genética 

maiores que P. hatschbachii.  

Quando a diversidade genética de P. hatschbachii é comparada com a outra espécie 

que também ocorre em afloramentos rochosos associados à Mata Atlântica, Rhipsalis 

dissimilis K. Schum. (endêmica dos estados de Santa Catarina, Paraná e São Paulo), esta 

última mostra uma diversidade genética inferior (Ht = 0,03), para dados dominantes ISSR 

(Giovanoni, 2014) do que a estimada para P. hatschbachii. Entretanto quando comparamos 

com a diversidade estimada para P. grandiflora, mesmo com grande diferença no número de 

indivíduos amostrados, esta apresenta maior diversidade gênica total e média (0,15; 0,13) que 

P. hatschbachii (0,13; 0,09) para os marcadores AFLP utilizados no presente estudo, 

evidenciando alguma implicação de sua ocorrência restrita nos índices de diversidade da 

espécie. Ainda dentro do mesmo gênero, populações de Portulaca oleracea L. (Ht = 0,35) 

foram previamente estudadas a partir de marcadores ISSR (Alam et al., 2015), e P. grandiflora 

(Ht = 0,31) a partir de SRAP (Sequence-Related Amplified Polymorphism) (Jia et al., 2017) 

mostraram estimativas de diversidade genética muito maiores que as de P. hatschbachii. Vale 

ressaltar, que P. oleracea e P. grandiflora são amplamente distribuídas (Zuloaga; Marrone & 

Belgrano, 2008), sem restrições significativas para o seu desenvolvimento diferentemente de 

Rhipsalis dissimilis (Ht = 0,03), que possui taxa de crescimento populacional lenta, o que em 

Cactaceae contribui em agravar a baixa variabilidade genética (Falk & Hosinger, 1991), e de 

P. hatschbachii que possui distribuição endêmica e restrita, características de distribuição que 
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naturalmente tendem a proporcionar índices de diversidade genética reduzidos (Cavalli & 

Winge, 2003; Serrote; Reiniger & Stefenon, 2016). 

As populações de P. hatschbachii visitadas em campo, apresentavam uma razoável 

homogeneidade ambiental onde um número abundante de indivíduos podia ser observado. 

Contudo, tenderam a apresentar menores níveis de diversidade do que as amostras de P. 

grandiflora. Uma vez que espécies de distribuição restrita tendem a apresentar baixa 

diversidade genética, devido a colonização de novas áreas por efeito fundador (Cavalli & 

Winge, 2003), é possível que a reduzida diversidade genética de P. hatschbachii seja 

também devida à fundação de novas populações a partir de um ou poucos indivíduos, 

seguida de rápida expansão na área ocupada, o que resultaria numa grande densidade de 

indivíduos, porém com baixa diversidade genética.  

 

ESTRUTURA GENÉTICA 

 

 A análise bayesiana de agrupamento sem mistura (mixture) do BAPS para as 12 

populações de P. hatschbachii, resultou em oito clusters geneticamente distintos (Fig. 6), 

sendo o melhor marginal likelihood estimado (-126744,4475) para K = 8, com probabilidade 

posterior máxima (p = 1). Dentre os oito clusters observados, cinco foram correspondentes 

para cada população, LRV, TUV, GUA, LSC (cinco indivíduos de LSC sendo atribuídos ao 

cluster de GUA) e PFK e os outros três incluíram mais de uma população por cluster, 

agrupando as amostras de LRV1, LRV2 e LVR3 em um, LUI1 e LUI2 num outro e o terceiro 

cluster sendo formado por BR277 e CAN.  

A análise admixture (com mistura), por sua vez, mostrou poucos indivíduos (20) 

apresentando alguma ancestralidade entre os oito agrupamentos encontrados. Os clusters 

formados pelas populações LRV, GUA e PKF não apresentaram mistura ancestral, ainda que 

tenha sido observada a presença do pool gênico destes em outros clusters. Quatro dos cinco 

indivíduos de LSC que pertencem ao cluster de GUA, apresentaram mistura com outros 

agrupamentos, ainda que, a maior parte do pool gênico tenha sido proveniente de GUA. Os 

demais clusters também apresentaram entre si algum percentual de ancestralidade, entretanto, 

esses foram baixos, evidenciando um forte isolamento entre os agrupamentos genéticos e 

homogeneidade das amostras dentro de cada população. 
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Figura 6 - Inferência Bayesiana de agrupamento realizada pelo BAPS para 12 populações de P. hatschbachii (a) 

e três populações de P. grandiflora (b). A análise encontrou o melhor resultado para K = 8 agrupamentos, a partir 

de 1660 fragmentos de AFLP para P. hatschbachii e o K = 2 agrupamentos para os 883 fragmentos de AFLP de 

P. grandiflora, provenientes de quatro combinações de primers. Cada população se encontra abaixo de cada 

grupo. 

 

Para as populações de P. grandiflora, a análise mixture do BAPS encontrou o melhor 

marginal likelihood (-20180,8341) para K = 2, com probabilidade posterior máxima (p = 1), 

agrupando as amostras de CONG e CM num mesmo cluster e mantendo as amostras de CRN 

num agrupamento distinto (Fig. 6). Já a análise admixture mostrou apenas três indivíduos de 

CM com algum percentual (cerca de 20 %) de ancestralidade em CRN. 

Este padrão de agrupamento foi corroborado pela Neighbor-Net construída pela 

distância de Nei-Li, a qual evidenciou os mesmos agrupamentos, com a presença de 

indivíduos de LSC dentro do cluster de GUA, inclusive. Exceção à estruturação observada em 

todos os clusters constituí as populações LRV1, LRV2 e LRV3, as quais apresentaram seus 

indivíduos misturados num único agrupamento.   
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Figura 7 - Neighbor-Net baseada na distância de Nei-Li e inferida pelo SplitsTree. Relações filogenéticas de 12 

populações de P. hatschbachii (a) e três populações de P. grandiflora (b), estimadas a partir dos dados de AFLP 

provenientes da combinação de quatro primers. Indivíduos das populações coloridos de acordo com os 

grupamentos genéticos encontrados pelo BAPS. 
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A análise de variância molecular (AMOVA) mostrou a existência de uma grande 

variação genética entre populações (35,88 %, Fst = 0,36), embora a maior parte da variação 

tenha ocorrido dentro das populações (64,12 %) de P. hatschbachii (Tabela 4).  Para P. 

grandiflora, também um maior percentual de variação foi observado dentro das populações 

(75,45 %) do que entre elas (24,55 %), entretanto a diferenciação nesta espécie foi menor (Fst 

= 0,24) do que a observada para P. hatschbachii (Tabela 4). De acordo com Hartl & Clarck 

(2010), valores de Fst menores que 0,05, de 0,05 a 0,15, de 0,15 a 0,25 e acima de 0,25, são 

considerados indicativos de diferenciação genética baixa, moderada, alta e muito alta entre 

populações, respectivamente. Com base na interpretação dos autores, as populações analisadas 

de P. hatschbachii podem ser consideradas altamente diferenciadas geneticamente, sendo as 

populações de P. grandiflora menos diferenciadas, ainda que com alto nível de divergência. A 

alta estruturação observada, pode apontar para um fluxo gênico restrito, ainda que a maior 

diferenciação genética dentro das populações sugira um sistema de reprodução por alogamia. 

 



57 

 

Tabela 4 - Análise de variância molecular (AMOVA) aplicada aos marcadores AFLP, ITS e rps16 para 12 populações de P. hatschbachii e três populações de P. grandiflora 

g.l. = graus de liberdade; s.q. = soma dos quadrados; c.v. = componentes da variação; % de variação = Porcentagem da variação; Fst = índice de fixação. 

P. hatschbachii 
 

P. grandiflora 

AFLP 

Fontes de 

variação 
g. l. s.q. c.v. 

% de 

variação 
Fst 

 

Fontes de 

variação 
g. l. s.q. c.v. 

% de 

variação 
Fst 

Entre 

populações 
11 15.514,50 45,94 35,88 0,36* 

 

Entre 

populações 
2 1.157 18 24,55 0,24* 

Dentro das 

populações 
335 27.506,83 82,11 64,12 

  

Dentro das 

populações 
82 4.644 57 75,45 

 

Total 346 43.021 
    

Total 84 5.801 75 
  

 
ITS 

Entre 

populações 
11 24,42 0,38 100 1* 

 

Entre 

populações 
2 4 0,33 100 1* 

Dentro das 

populações 
59 0,00 0 0 

  

Dentro das 

populações 
15 0 0 0 

 

Total 70 
     

Total 17 4 0 
  

 
rps 16 

Entre 

populações 
11 350,53 5,20 82,83 0,83* 

 

Entre 

populações 
2 0 0 0 0 

Dentro das 

populações 
59 63,67 1,08 17,17 

  

Dentro das 

populações 
15 0 0 0 

 

Total 70 414,20 6,28 
   

Total 17 0 0 
  

*P < 0,01 (teste de significância de 10100 permutações)
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Estudos recentes, entretanto, têm mostrado que P. hatschbachii possui flores 

bissexuadas, exibindo dimorfismo quanto ao tipo de verticilo floral, podendo apresentar 

homostilia ou heterostilia do tipo longistilia, possuindo, portanto, um sistema misto de 

reprodução sexuada, o qual favorece tanto a fecundação cruzada, quanto a autofecundação, 

além de apresentar eventos de propagação vegetativa (Fig. 8. Santos, dados não publicados), 

sendo os dois últimos mecanismos capazes de reduzirem o fluxo gênico entre as populações. 

De fato, as estimativas do fluxo gênico, obtidas entre os pares de populações (Tabela 5), 

resultou em valor médio de 0,30 migrantes por geração para P. hatschbachii, sendo o menor 

número encontrado entre LRV3 e GUA (0,13) e o maior número entre LRV1 e LRV2 (2,50). 

Apenas os pares LVR1 x LRV2, LRV1 x LRV3 e LRV2 x LRV3 apresentaram número de 

migrantes maior que 1 por geração (tabela 5). Para P. grandiflora, a média foi de 0,47 e, 

nenhuma das comparações atingiu 1 migrante por geração entre as populações (CM/CRN = 

0,29), (CM/CONG = 0,29), (CONG/CRN = 0,83).  A regra amplamente utilizada em estudos 

de genética e conservação de populações tem como pressuposto que, um indivíduo migrante 

por população local, por geração, propicia fluxo gênico suficiente para manter a variabilidade 

genética e evitar depressão endogâmica nas populações (Mills & Allendorf, 1996; Wang, 

2004). Assim, considerando os números de migrantes estimados para populações de P. 

hatschbachii, podemos dizer que, apenas as populações LRV1, LRV2 e LRV3 exibem fluxo 

gênico suficiente. As demais populações apresentam, portanto, fluxo gênico restrito. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Propagação vegetativa a partir da folha dos ramos vegetativos de P. hatschbachii. As letras condizem 

com o tempo de surgimento das raízes, sendo: (a) 25 dias (b) 30 dias (c) 35 dias (d) 45 dias (e) 50 dias (f) 60 dias. 

Fonte: Santos, dados não publicados. 
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Tabela 5 - Valores estimado de número de migrantes por geração conforme fórmula proposta por Nielsen e Slatkin (2013), para 12 populações de P. hatschbachii. 

 LRV LRV1 LRV2 LRV3 LUI1 LUI2 TUV GUA LSC BR277 CAN PFK 

LRV 0            

LRV1 0,36 0           

LRV2 0,42 2,5 0          

LRV3 0,33 1,83 1,13 0         

LUI1 0,35 0,19 0,21 0,19 0        

LUI2 0,34 0,19 0,21 0,18 0,44 0       

TUV 0,37 0,19 0,21 0,18 0,25 0,28 0      

GUA 0,25 0,14 0,15 0,13 0,18 0,19 0,19 0     

LSC 0,27 0,19 0,21 0,19 0,18 0,19 0,19 0,33 0    

BR277 0,27 0,16 0,17 0,14 0,18 0,18 0,18 0,3 0,32 0   

CAN 0,25 0,16 0,18 0,15 0,17 0,18 0,17 0,24 0,38 0,77 0  

PFK 0,30 0,16 0,18 0,14 0,21 0,22 0,19 0,24 0,22 0,24 0,21 0 
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Além de um sistema reprodutivo misto, com presença de propagação vegetativa, a 

ocorrência restrita de P. hatschbachii em afloramentos rochosos pode ter implicações na 

atividade dos polinizadores, uma vez que reduz a densidade de recursos alimentares 

disponíveis e aumenta a distância entre esses recursos. Isto limitaria o potencial de polinização 

e, consequentemente, provocaria um aumento das taxas de cruzamento entre indivíduos 

aparentados e de autofecundação (Serrote; Reiniger & Stefenon, 2016). 

A estruturação observada no agrupamento Bayesiano, na Neighbor-Net e na AMOVA 

pode ser corroborada pela distância geográfica entre as populações. O Teste de Mantel 

revelou uma correlação positiva (r = 0,63; P = 0,0001) entre as matrizes. Essa correlação 

entre as distâncias geográfica e genética, mostra que populações próximas tendem a ser mais 

similares geneticamente do que o esperado ao acaso (Fig. 9). As distancias Fst par a par 

estimadas variaram consideravelmente e foram todas significativas a um alfa = 0,05, sendo as 

populações com maior distância genética LRV3 e GUA (0.49), e a menor distância entre 

LRV1 e LRV2 (0,05) (Tabela 6). 

 

 
Figura 9 - Correlação entre a distância genética (Fst) e distância geográfica (Km) de 12 populações de P. 

hatschbachii (r = 0,63, P = 0,0001). Análise realizada pelo teste de Mantel por meio do método “Pearson” no R. 

Distâncias geográficas no eixo (x); Distâncias genética no eixo (y).



61 

 

Tabela 6 - Valores de distância genética (Fst) par a par entre as 12 populações de P. hatschbachii acima da diagonal e valores de distância geográfica (km), abaixo da 

diagonal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
LRV LRV1 LRV2 LRV3 LUI1 LUI2 TUV GUA LSC BR277 CAN PFK 

LRV ***** 0,259 0,229 0,277 0,262 0,266 0,251 0,329 0,319 0,319 0,333 0,297 

LRV1 11 ***** 0,047 0,063 0,403 0,394 0,395 0,478 0,391 0,444 0,433 0,443 

LRV2 10 1 ***** 0,099 0,373 0,374 0,369 0,448 0,369 0,421 0,413 0,415 

LRV3 10,8 0,5 0,5 ***** 0,421 0,413 0,408 0,491 0,402 0,466 0,452 0,464 

LUI1 133 137 137 138 ***** 0,220 0,331 0,412 0,411 0,409 0,421 0,374 

LUI2 140 144 144 145 6 ***** 0,311 0,401 0,396 0,404 0,408 0,366 

TUV 162 156 157 157 121 121 ***** 0,402 0,394 0,408 0,420 0,393 

GUA 211 206 207 206 147 145 50 ***** 0,274 0,296 0,338 0,345 

LSC 220 210 211 211 144 141 56 10 ***** 0,284 0,252 0,365 

BR277 219 215 216 216 142 139 64 20 10 ***** 0,148 0,341 

CAN 215 216 217 217 139 136 67 26 15 6 ***** 0,371 

PFK 316 311 312 312 228 224 157 106 101 96 95 ***** 
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Esta correlação positiva, porém, sem uma perfeita linearidade, sugere uma 

distribuição espacial da espécie de acordo com o modelo Stepping-Stone (Kimura & Weiss, 

1964), onde as trocas alélicas ocorrem somente entre populações vizinhas. Isto acaba 

estabelecendo um padrão de isolamento por distância (IBD), o qual é considerado comum 

para espécies com capacidade de dispersão limitada (Slatkin, 1993).  

Fato que também foi corroborado pela análise admixture do BAPs e pela Neighbor-

Net, os quais sugerem maiores níveis de fluxo gênico entre populações próximas. Ao mesmo 

tempo, o autocorrelograma espacial empregado para discriminar as fontes de variação na 

estrutura espacial, mostrou correlação significativa para duas classes de distância, 1 (0,5 - 

45,6 Km) e 5 (180,8 - 225,9 Km) (Fig. 10). 

 

 
Figura 10 - Autocorrelograma espacial para 12 populações de P. hatschbachii a partir de sete classes de 

distâncias geográficas (classe 1= 0 - 45,6 Km; classe 2= 45,7 – 90,6 Km; classe 3= 90,6 – 135,7 Km; classe 4= 

135,7 – 180,8 Km; classe 5= 180,8 – 225,8 Km; classe 6= 225,8 – 270,9 Km; classe 7= 270,9 – 306,0 Km) a 

partir do teste de Mantel.  Média das classes no eixo x, correlação de Mantel no eixo y. Pontos fechados (pretos) 

são significativos a um alfa de 0,05. Pontos abertos (brancos) não são significativos a um alfa de 0,05.  

 

Isso mostra que as populações de P. hatschbachii são muito similares geneticamente 

quando apresentam entre si distância geográfica de 0,5 a 45,6 Km, sendo que essa semelhança 

tende a diminuir ao passo que a distância geográfica aumenta. Então, quando atingem mais de 

180 km de distância, as populações podem ser consideradas independentes geneticamente. De 
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acordo com o proposto por Diniz-Filho & Telles (2002; 2006) a análise de autocorrelação 

espacial, pode ser útil para definir unidade operacionais intraespecíficas para conservação da 

variabilidade genética. Isso significa que, em possíveis planos de conservação para a espécie, 

seria necessário amostrar ou conservar prioritariamente as populações com mais de 180 Km 

de distância, de maneira a diminuir os esforços necessários para se recrutar a maior parte da 

variação genética existente na espécie, evitando assim, uma redundância na amostragem do 

pool gênico de P. hatschbachii (Diniz-Filho; Telles, 2002; Diniz-Filho; Telles, 2006).  

Além de ser restrita a afloramentos rochosos, P. hatschbachii parece ter uma dispersão 

de sementes e pólen limitada. No presente estudo, aspectos como o endemismo e o isolamento 

populacional estão entre os principais determinantes dos atuais níveis de diversidade genética 

da espécie. De modo geral, as áreas amostradas aparecem comumente isoladas por plantações, 

fragmentos florestais e silviculturas, formando um mosaico com essas paisagens ao longo da 

área de distribuição. Situações de isolamento populacional podem influenciar a diversidade 

genética de espécies raras ou endêmicas, com pequeno tamanho populacional efetivo, este 

cenário, pode favorecer um aumento nas taxas de cruzamento biparental e autofecundação, 

uma vez que limita o potencial de polinização pelos polinizadores (Serrote; Reiniger & 

Stefenon, 2016; Ellstrand & Elam, 1993; Gibson; Rice & Stucke, 2008; Jeong et al., 2010). 

Um exemplo de como a paisagem no entorno das populações pode influenciar 

significativamente no fluxo gênico, e consequentemente nos padrões de diversidade e estrutura 

genética das populações, foi abordado por Barros et al. (2005), onde os autores observaram 

que as florestas de Araucária são como barreiras à travessia de abelhas responsáveis pela 

polinização de petúnias e outras espécies de plantas da área.  

Considerado como o fator evolutivo que diminui a estruturação populacional, o fluxo 

gênico é um dos principais parâmetros populacionais estimados nos trabalhos que objetivam a 

conservação da variabilidade genética, pois permite a homogeneização das frequências 

alélicas, reduzindo os efeitos da deriva genética (Zucchi, 2002; Silva et al., 2014). Entretanto, 

o distanciamento geográfico entre fragmentos, como o observado para P. hatschbachii, acaba 

reduzindo o fluxo gênico, culminando com a perda da variabilidade genética nas populações 

isoladas. Ao mesmo tempo, o isolamento pode acabar criando condições para a atuação da 

seleção natural direcional, favorecendo a adaptação a ambientes locais (Gibson; Rice & 

Stucke, 2008). 

Por meio da estimativa de Fst loco-a-loco, o programa Bayescan identificou 300 locos 

(18 % do total) em P. hatschbachii sob possível processo de seleção (Fig. 11). Quando desvios 

da neutralidade nos valores de Fst em um loco especifico, faz necessário um componente 
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adicional (alfa diferente de 0) para explicar a variação encontrada, é provável que o loco 

apresente pressão seletiva atuando como força purificadora (alfa negativo) ou força 

diversificadora (alfa positivo). Todos os 300 locos identificados, apresentaram valores de alfa 

positivo e significativo (HPI – highest probability interval, de 99 %), indicando que as 

populações de P. hatschbachii possivelmente estão passando por processo de seleção 

diversificadora. Embora os marcadores genéticos comumente sejam considerados neutros, é de 

conhecimento que os AFLPs fazem uma ampla leitura dos genomas, incluindo regiões 

codificantes e não codificantes (Portis et al., 2004; Shan et al., 2004; Freeland, 2005). Assim, 

o isolamento geográfico no qual as populações da espécie se encontra, pode estar favorecendo 

a fixação de locos com importância adaptativa local e propiciando um processo de seleção 

natural disruptiva ou diversificadora (Hartl & Clark, 1997), a qual provavelmente constitui 

importante força motriz para a alta diferenciação genética encontrada entre as populações de 

P. hatschbachii. 

 

 

Figura 11 - Análise de identificação de loci outliers realizada pelo software Bayescan. Escaneamento de 1660 

fragmentos de AFLP a partir de 12 populações de P. hatschbachii. Pontos à direita da linha azul estão sob 

possível processo de seleção diversificadora com um intervalo de confiança de 99 % (FDR = 0,01). 

 

As 89 sequências geradas para as regiões ITS1-5.8S-ITS2 e 89 para rps16 (Tabela 3), 

foram analisadas, mas não apresentaram polimorfismos suficientes para realizar estimativas de 

diversidade e estruturação genética populacional. Entretanto, foram importantes em mostrar 

alguma diferenciação entre as populações.  
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As sequências de ITS geraram três haplótipos, os quais formaram uma única rede 

haplotípica, com 95 % de confiabilidade na conectividade entre os haplótipos. O haplótipo 

considerado mais ancestral (itsh_1 – pp 0,84) pelo método de parcimônia estatística, esteve 

presente em 47 indivíduos (66,20 %) e em oito das 12 populações amostradas, ausente apenas 

em LRV1, LRV2, LRV3 e TUV. A partir do haplótipo mais ancestral derivaram os haplótipos 

itsh_2, com apenas um passo mutacional e o haplótipo itsh_3 com dois passos mutacionais. 

Todos os indivíduos de TUV apresentaram haplótipo distinto (itsh_3), enquanto os indivíduos 

de LRV1, LRV2 e LRV3 compartilharam o mesmo haplótipo (itsh_2) (Fig.12). Apenas três 

dos quatro haplótipos amostrados formaram uma única rede com 95 % de confiabilidade na 

conectividade para os dados de rps16. O haplótipo cuja conexão não foi mantida esteve 

presente em uma amostra de LSC e em todas as amostras de TUV. Já entre os três haplótipos 

que formaram uma única rede com confiabilidade de 95 % na conectividade entre as formas 

haplotípica, o mais ancestral (rpsh_1 – pp 0,95) esteve presente em 58 indivíduos (81,70 %) e 

10 populações, estando ausente em LUI2 e TUV. O haplótipo rpsh_2, o qual derivou a partir 

do haplótipo mais ancestral com apenas um passo mutacional, foi observado em três dos seis 

indivíduos da população LUI2, enquanto o haplótipo rpsh_3 derivou com seis passos 

mutacionais, e foi observado nos outros três indivíduos dessa mesma população (Fig. 11 b).  

A rede haplótipos de P. grandiflora, formada a partir das sequências de ITS, constitui-

se de um haplótipo formado pela população CM (itss_2) e outro pelas populações CONG e 

CRN (itss_1), formando uma rede única com 95 % de confiabilidade na conectividade, sendo 

o haplótipo presente em CONG e CRN o que teve a maior probabilidade de constituir o 

haplótipo ancestral dentre os amostrados (pp 0,67). Apenas um passo mutacional entre o 

haplótipo mais ancestral e o segundo haplótipo (Fig. 11 c). Não foi possível construir uma rede 

de haplótipos, para rsp16 em P. grandiflora, visto que foi encontrado um único haplótipo nas 

três populações amostradas. 
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Figura 12 - Rede de haplótipos de P. hatschbachii baseada em sequências de ITS (a) e rps16 (b) e Rede de 

haplótipos de P. grandiflora de ITS (c). Todas as redes foram construídas pelo método de parcimônia estatística 

no software TCS 1.21. 
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Ainda que os haplótipos observados não tenham mostrado um padrão claro de 

distribuição geográfica, eles foram úteis em evidenciar uma maior diferenciação para a 

população de TUV. Também o percentual de fragmentos privados (6,85 %) e o índice de 

raridade, DW, (427,35) foram altos para essa população, corroborando a alta diferenciação 

observada nos haplótipos. O indice DW constitui uma ferramenta útil para se verificar a 

divergencia populacional (Schönswetter & Tribsch, 2005), uma vez que, estima a frequência 

de um dado fragmento AFLP na população e divide  pela frequência global do marcador em 

todo o conjunto de dados, sendo, portanto, os valores de DW, mais altos para fragmentos 

raros e substancialmente menores para bandas que são comuns no conjunto geral de dados. 

Sendo assim, altos valores de DW são esperados em populações isoladas a longo prazo, 

enquanto que populações recém-divergentes devem apresentar baixos valores de DW devido 

ao efeito fundador (Schönswetter & Tribsch, 2005; Skrede; Borgen & Brochmann, 2009). 

Também o numero de fragmentos privados (Fpriv), pode ser utilizado para estimar a 

divergência entre populações, uma vez que, populações mais antigas tendem a apresentar 

número mais elevados desses fragmentos por estarem a mais tempo acumulando mutações 

(Ortiz et al., 2008; Tremetsberger et al., 2009). Então, considerando o indice de raridade 

(DW) e percentual de fragmentos privados, podemos considerar a população de LRV como a 

possivelmente mais ancestral (663,92 e 6,25 % para DW e Fpriv, respectivamente), seguida 

da população TUV (427,35 e 6,85 % para DW e Fpriv, respectivamente) a qual apresentou 

altos valores para os mesmos indices. De maneira geral, essas duas populações, juntamente 

com as demais populações mais ao norte, apresentram maiores indíces de diversidade 

genética e DW, bem como maiores percentuais de fragmentos privados (Tabela 3).  

Os níveis de diversidade genética um pouco mais elevados para as populações 

situadas mais ao norte, em relação às populações mais ao sul das áreas de distribuição, 

podem sugerir um padrão de colonização da espécie. Essa tendência à diminuição da 

diversidade genética no sentido norte-sul, conforme o modelo de distribuição espacial 

stepping-stone (Kimura & Weiss, 1964) para as populações de P. Hatschbachii, onde apenas 

populações vizinhas compartilham alelos, o que acaba por isolar as mesmas devido à 

distancia, aumentando a estruturação entre elas e diminuindo a diversidade genética ao passo 

que novos eventos de colonização ocorrem. Logo, considerando a distribuição geográfica das 

populações, com aparentes intervalos sem ocorrencia da espécie, e o padrão de distribuição 

da diversidade genética observado no presente estudo, é possível que as populações de P. 

hatschbachii tenham se originado a partir de LRV por meio de eventos de dispersão de um 

ou poucos indivíduos que deram origem às novas populações por efeito fundador.  
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Os padrões de variação do AFLP dentro das populações, corroboram com o padrão de 

isolamento por distância, pois os indivíduos das populações foram agrupados de acordo com 

a sua proximidade de origem geográfica no BAPS e na Neighbor-Net. Desta maneira, um 

padrão de fluxo gênico restrito, devido à distância geográfica entre as populações, agregado 

ao baixo sucesso de dispersão da espécie, sugerem que essas populações se isoladas a longo 

prazo, propicia possivel evolução de linhagens genéticas distintas devido o acúmulo 

substancial de diferenças no genoma (Avise, 1987).  

 

Conclusões 

 

 

Contudo, os campos associados a Mata Atlântica, especialmente os sobre os 

afloramentos rochosos, vem sendo cruelmente negligenciados ao longo dos anos e a 

burocracia que envolve o desenvolvimento e aplicação de planos de manejo e conservação, 

podem levar muito tempo e o risco de extinção de inúmeras espécies ali é eminente. Logo, 

medidas de conservação visando a manutenção do máximo de diversidade genética de P. 

hatschbachii devem considerar a conservação de populações e seus entornos em diferentes 

locais da área de ocorrência da espécie, priorizando principalmente aquelas populações com ao 

menos 180 Km de distância. Os resultados do presente estudo forneceram informações 

importantes sobre a diversidade e estrutura genética de populações de P. hatschbachii e podem 

contribuir para guiar ações voltadas à preservação da espécie, como manejo e medidas de 

proteção que contrabalancem os efeitos das alterações ambientais.  

Os dados obtidos com marcadores AFLP se mostraram eficientes para estimar os 

parâmetros de diversidade e estrutura genética de populações de P. hatschbachii. A diversidade 

genética da espécie se apresentou heterogeneamente distribuída ao longo da área de estudo, com 

baixos níveis de variação intra populacional, fluxo gênico limitado e níveis elevados de 

estruturação genética. Estes resultados parecem ter relação com a biologia reprodutiva de P. 

hatschbachii e com o fato desta espécie ser endêmica e restrita a afloramentos rochosos o que 

pôde ser observado nos menores índices de diversidade quando comparados com P. grandilfora, 

a qual apresenta ampla distribuição. Também a presença de seleção diversificadora atuando em 

locos específicos das populações parece ser uma importante força a moldar os padrões de 

distribuição da variação genética na espécie, uma vez que tende a aumentar a diferenciação entre 

as populações. 
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De acordo com o Teste de Mantel, e as análises de agrupamento Bayesiano e 

Neighbor-Net, as populações de P. hatschbachii se encontram isoladas pela distância. Além 

disso, as áreas de ocorrência da espécie formam mosaicos com plantações e florestas o que 

provavelmente contribui para esse isolamento, por restringir o acesso dos polinizadores às 

populações e, por consequência, o fluxo gênico. O padrão espacial de distribuição da 

variabilidade genética observada para a espécie sugere que P. hatschbachii colonizou novas 

áreas no sentido norte-sul ao longo de sua história evolutiva, pois menores níveis de diversidade 

genética e de fragmentos raros são esperados para as novas áreas de ocorrência como 

consequência do efeito fundador. Para conclusões mais robustas sobre estes padrões, outros 

marcadores genéticos também devem ser analisados. Os marcadores de cpDNA e nrDNA não 

foram tão informativos para tal estudo, sendo necessárias regiões mais polimórficas. 
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