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RESUMO

O Pampa, localizado na porcao sul do Neotropico, € uma vasta regido de terras
baixas compostas principalmente por gramineas, possivelmente constituindo a
ecorregido menos estudada no sul da América do Sul. Constituido de uma paisagem
heterogénea, o Pampa abriga uma rica biodiversidade com muitas espécies endémicas.
Entretanto, o conhecimento sobre o padrdo de distribuicdo geografica e evolucdo de
plantas que ocorrem nessa area ainda é escasso. O objetivo do presente trabalho foi
gerar dados moleculares e avaliar diferentes interacfes ecoldgicas nas espécies do
género Petunia (Solanaceae), que ocorrem no Pampa, através do uso de marcadores
moleculares (microssatélites nucleares e sequenciamento de regifes do cloroplasto), e
morfoldgicos. Contribuindo assim, para o conhecimento dos processos de diversificacdo
e especiacdo de plantas do Pampa, bem como da histéria evolutiva do género Petunia.
Para isto foram conduzidos experimentos de caracterizacdo da diversidade genética e
morfolégica em populagdes naturais cujos resultados foram avaliados com
metodologias de andlise filogeogréafica, populacional e de fluxo génico. Os resultados
foram descritos em detalhes nos seis artigos cientificos que compfem a Tese e podem
ser assim resumidos. A rapida radiacdo dos géneros Petunia e Calibrachoa demonstra
como a forte pressao seletiva para diferentes polinizadores, juntamente com adaptacéo a
diferencas edaficas e climaticas, pode constituir o fator chave envolvido na
diversificacdo de plantas nos Pampas. Petunia axillaris € um bom exemplo disso, pois
as diferencas nos caracteres florais que discriminam taxonomicamente as trés
subespécies deste complexo sdo o resultado das adaptagcdes a fatores ecoldgicos
(diferencas de solo e polinizadores) e representam linhagens evolutivas e ndo
meramente plasticidade fenotipica. N6s também encontramos que P. axillaris subsp.
axillaris apresenta altos niveis de auto-polinizacdo numa regido simpétrica com P.
exserta, e nOs sugerimos que isto pode ser um mecanismo de prevencdo contra
formacdo de hibridos com esta espécie, visto que este mecanismo tém sido
documentado nos Gltimos anos. Esses resultados estdo de acordo com nossos achados de
baixa incidéncia de hibridos nas zonas de contato entre essas duas espécies, onde
possivelmente atuam mecanismos de isolamento reprodutivo bem como forte selecdo
gue mantém os limites dessas espécies, como diferentes polinizadores e microhabitats

especificos. Surpreendentemente, nés encontramos altos niveis de diversidade em P.



secreta, uma espécie irmad de P. exserta e P. axillaris, e que dentre as trés € a que
apresenta maior diferenciacdo genética. Em conclusdo, nossos resultados mostram que
essas trés espécies de Petunia do Pampa apresentam acentuada diferenciacdo genética e
que os processos de especiacdo realmente podem ser relacionados a adaptacdes
ecologicas. Embora os mecanismos de isolamento reprodutivo ndo tenham sido
conclusivos por completo, estratégias de isolamento reprodutivo podem ser encontradas
nessas espécies e podem ser responsaveis pela sua manutengdo como taxa

independentes.



ABSTRACT

The Pampas, located in the southern portion of the Neotropic, is a wide region of
lowlands with vegetation composed mainly of grasses, being possibly the ecoregion less
studied in South America. It is constituted of a heterogeneous landscape and harbors a
rich biodiversity with many endemic species. However, the knowledge about the
geographic distribution and evolution of plants that occur in the Pampas region is still
scarce. The objective of this work was to generate molecular data and evaluate the
ecological interactions among species of the genus Petunia (Solanaceae) that occur on
the Pampas using molecular markers (nuclear microsatellites and plastid sequences) and
morphological traits. With this we intent to contribute to the knowledge of the Pampas
plant diversification and speciation processes, as well as on the evolutionary history of
the genus Petunia. Genetic and morphological variability were characterized in natural
populations and the results were evaluated with methods including phylogeographic,
population genetics, and gene flow approaches. Results were described in detail on six
scientific articles that compose this thesis and can be summarized as follow. The rapid
radiation of the genera Petunia and Calibrachoa demonstrate how strong selective
pressure to different pollinators together with the adaptation to edaphic and climatic
differences can constitute key factors in the diversification of plants in the Pampas.
Petunia axillaris is a good example of this. The differences in floral characteristics that
differentiate its three subspecies are adaptations to ecological factors (soil and
pollinators differences) and represents evolutionary lineages and not merely phenotypic
plasticity. We also found that Petunia axillaris subsp. axillaris presents high levels of
self-pollination in a sympatric region with Petunia exserta and we suggest this could be
a mechanism to prevent hybridization, which has been documented in the last years.
The results are in accordance with our findings of few hybrids individuals in the contact
zones of P. exserta and P. axillaris, which probably act mechanisms of reproductive
isolation and strong selection that keeps the limits of these species, as different
pollinators and specific microhabitats. Surprisingly we found high levels of genetic
diversity in P. secreta, a rare species sister to P. exserta and P. axillaris. Considering
these three related species, P. secreta is genetically most differentiated. In conclusion,
our results demonstrate that species of the Petunia from the Pampas show accentuate

genetic differentiation and that the speciation processes could be related to ecological
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adaptations. Even though the mechanisms of reproductive isolation were not completely
conclusive, reproductive isolation strategies are found in these species and guarantee

their maintenance as independent taxa.
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INTRODUCAO

1.Regido geogréafica do Pampa e a Serra do Sudeste

A vegetacdo campestre do Sul do Brasil esta incluida, segundo a classifica¢éo do
IBGE (2004), no Pampa e na Mata Atlantica. Os campos de altitude da Mata Atlantica
séo encontrados na regido do Planalto Sul-Brasileiro conhecida como Campos de Cima
da Serra. Os campos subtropicais do Pampa podem ser encontrados nas regides
Depressdo Central, Serra do Sudeste e Campanha, na metade sul do Rio Grande do Sul.
Essas formacdes apresentam uma matriz formada por areas extensas de campos, com
inclusoes florestais pelas margens dos rios (Boldrini, 2009).

O Pampa esta localizado entre 30° e 34° de latitude sul e 57° e 63° longitude
oeste, estendendo-se em regides pastoris, em planicies das provincias argentinas de
Buenos Aires, La Pampa, Santa Fé, Entre Rios e Corrientes e a Republica Oriental do
Uruguai. Esta regido possui uma grande diversidade geomorfoldgica, pois inclui vérias
unidades geradas em contextos tectdnicos e paleogeogréficos distintos (Paim et al.,
2000). Esta diversidade é representada por elementos magmaticos intrusivos (granitos)
do Proterozdico meédio, sedimentos Holocénicos do litoral, em uma faixa que inclui
também rochas basélticas do Mesozoico, além de uma série de elementos sedimentares
(IBGE, 1997a,b). E caracterizado pelo clima temperado, classificado como mesotérmico
brando e superimido, com frentes frias periddicas no inverno (junho-setembro), quando
as temperaturas podem atingir 0°C. Os verfes sao quentes, tendo uma variacdo média
de entre 22°C e mais de 34°C de temperatura entre dezembro e marco. Precipitagdes
anuais variam entre 1.250 e 1.500 mm, ndo se observando a configuracdo de uma
estacdo seca definida (Suertegaray & Silva, 2009). As paisagens campestres do Pampa
sdo naturalmente invadidas por contingentes arboreos representantes da Floresta
Estacional Decidual, Floresta Estacional Semidecidual e da Floresta Ombrdfila Densa,
notadamente nas partes norte e leste. Essa mudanca caracteriza um processo de
substituicdo natural das estepes por formacgdes florestais, em fungdo da mudanca
climatica de frio/seco para quente/amido no atual periodo interglacial (IBGE, 2004).

A variagdo no substrato geoldgico e na altitude contribui para a diversidade de

tipos vegetacionais da regido do Pampa (Suertegaray & Silva, 2009). A fitofisionomia
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do Pampa no Rio Grande do Sul é bastante heterogénea, sendo classificada como
savana, que se caracteriza por apresentar um extrato herbaceo arbustivo, com arvores
espalhadas ou agrupadas e por matas de galeria. Esta formacdo recobre relevos
fortemente ondulados até montanhosos, solos pouco profundos e com afloramentos
rochosos. A savana ocupa vasta distribuicdo geogréafica no Planalto Sul-Rio-Grandense,
razdo pela qual faz limite com quase todos os tipos de vegetacdo existentes no Estado
(Teixeira et al., 1986). A origem dos campos nesse Bioma é incerta. Segundo Rambo
(1956), o fator determinante seria o controle exercido pelo solo, sendo o clima geral
propicio ao desenvolvimento de florestas subtropicais. A natureza de mosaico do Pampa
e suas conexdes com outros biomas também se expressa na apari¢do de diversos
elementos de distintas floras sul-americanas na sua composicgdo (Grela, 2004).

Embora a regido do Pampa ja fosse dominada por campos quando da chegada
dos seus primeiros habitantes (Behling, 2002), foi a partir de 1800 com a intensa
colonizacdo dessa regido por colonos europeus que houve uma alteragdo mais
significativa da composicdo vegetal da regido, principalmente devida ao pastoreio e a
implantacdo de cultivos agricolas. Atualmente, a introducdo de espécies exdticas e a
implantacdo da industria de florestamento representam ameacas consideraveis a biota do
Pampa (Pillar, 2006).

A regido fisiografica da Serra do Sudeste, também conhecida como Escudo Sul-
Rio-grandense (Fortes, 1959), ocupa uma area aproximada de 44.000 km2 representando
aproximadamente um quarto do Pampa no Rio Grande do Sul. Essa regido, marcada
pela presenca das grandes torres de pedra (Figura 1J-K), é caracterizada por uma
complexidade litolégica, envolvendo as rochas mais antigas do Rio Grande do Sul,
datadas do Pré-Cambriano (Holz, 1999). A estrutura vegetacional dessa regido € muito
diversa, em resposta a varios fatores, como clima, o solo, o relevo e 0 manejo a que esta
vegetacdo estd submetida (Boldrini, 2009). Rambo (1956) comentou ndo ser possivel
fazer uma descricdo minuciosa de todas as paisagens da Serra do Sudeste, muitas vezes
destoando do resto do Pampa por apresentar uma vegetacdo savanoide (arboreo-
arbustiva) sobre solos rasos. A regido tem relevo de ondulado a fortemente ondulado,
com altitudes que variam de 150 a 500 m. Nessa regido, como no resto do bioma
Pampa, muitas areas atualmente cobertas por vegetacdo campestre seriam ocupadas por
subarbustos, arbustos e arvores de baixo porte, as quais aos poucos vao sendo cortados e

gueimados, ampliando as areas utilizadas como pastagem (Girardi-Deiro et al., 1994).
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A Serra do Sudeste é classificada como uma area de extrema importancia
biolégica e de extremamente alta prioridade para conservacdo (Ministério do Meio
Ambiente, 2009). No entanto, nenhuma Unidade de Conservacdo foi de fato
implementada nesta regido e sdo escassas as informacdes sobre os aspectos bioldgicos
desta area do Estado. Entretanto, os trabalhos cientificos que vém sendo publicados
relatam uma grande riqueza de biodiversidade nessa regido, com aproximadamente 30

espécies de plantas endémicas (Guadagnin et al., 2000; Paz et al., 2008).

2. Caracterizacéo do grupo de estudo

A familia Solanaceae A.Juss., ordem Solanales Juss. ex Bercht. & J. Presl,
Lamideas (APG I, 2009), é composta por cerca de 3000 espécies e aproximadamente
150 géneros. Possui distribuigdo cosmopolita concentrada na Regido Neotropical, sendo
que no Brasil sdo encontrados 30 géneros e 450 espécies (Souza & Lorenzi, 2012).
Olmstead & Palmer (1992) sugeriram que a diversificacdo inicial das Solanaceae seguiu
0 desmembramento e a separa¢do do Gonduana, hd aproximadamente 50 milhdes de
anos, e que a familia teve um provavel centro de origem na América do Sul.

A familia Solanaceae € composta por espécies que podem ser ervas, arbustos,
arvores, trepadeiras ou epifitas, geralmente caracterizadas por flores actinomorfas com
cinco estames, cinco pétalas e cinco sépalas concrescidas. Muitos membros desta
familia sdo venenosos devido a presenca de alcaloides, outros sdo fontes de drogas
farmacéuticas ou narcoticas como, por exemplo, Nicotiana (tabaco), Atropa (beladona)
e Datura (estram6nio). A familia Solanaceae também abriga diversas espécies usadas na
alimentacdo humana, especialmente os géneros Solanum (tomate, batata, etc.) e
Capisicum (pimenta), além de incluir diversas espécies de interesse ornamental em
géneros como Browallia, Brunfelsia, Cestrum, Salpiglossis, Solandra e Petunia (Judd et
al., 2009).

Solanaceae é considerada monofilética com base em caracteres morfoldgicos e
de marcadores de cloroplasto (Olmstead & Palmer, 1992; Olmstead et al., 1999). As
relacfes infrafamiliares tém sido investigadas por varios autores e frequentemente a
familia tem sido dividida em dois grandes subgrupos, Cestroideae e Solanoideae (Judd
et al., 2009).

O género Petunia Juss. (Solanaceae) apresenta 14 espécies que ocorrem somente

no sul da America do Sul, sendo que a maioria delas é encontrada no sul e sudeste do
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Brasil (Stehmann et al., 2009). Algumas espécies do género sdo endémicas de areas
muito restritas e associadas a regides fitoecoldgicas especificas (por exemplo, Petunia
exserta Stehmann e Petunia secreta Stehmann & Semir), enquanto outras apresentam
uma ampla distribuicdo geografica, como exemplo Petunia axillaris (Lam) Britton,
Sterns and Poggenb e Petunia integrifolia (Hook.) (Stehmann, 1999).

O género Petunia é conhecido mundialmente através das petinias-de-jardim, um
hibrido produzido artificialmente por volta de 1820 e 1830 pelo cruzamento entre as
espécies nativas P. axillaris e P. integrifolia (Sink, 1975), posteriormente inferido P.
interior T.Ando & G.Hashim como parental roxo (Segatto et al., 2014a). Esses hibridos
artificiais, nomeados de Petunia x hybrida (Hook) Vilm. (hoje comumente conhecida
como Petunia hybrida), tem uma longa histéria de cruzamentos e sdo mundialmente
utilizados como plantas ornamentais. Além do uso ornamental, Petunia hybrida
apresenta caracteristicas que favorecem seu uso como um sistema modelo para
pesquisas cientificas, como a facilidade de cultivo, relativamente curto ciclo de vida,
facil propagacéo assexual, flores grandes e folhas que permitem estudos citogenéticos e
bioquimicos, producdo abundante de frutos e sementes, alta eficiéncia da transformacao
genética e avaliacdo de mutantes (Gerats & Vandenbussche, 2005). Petunia hybrida
também tem sido utilizada para investigar a arquitetura genética das diferentes
sindromes de polinizacdo encontradas dentro das espécies do género (Stuurman et al.,
2004). Mapas genéticos para Petunia hybrida foram construidos baseados em
marcadores morfologicos (Gerats et al., 1993; Strommer et al., 2009), marcadores
RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism) (Strommer et al., 2000) e AFLPs
(Amplified Fragment Lenght Polymorphism) (Strommer et al., 2002; Stuurman et al.,
2004). Mais recentemente, marcadores microssatélites derivados de ESTs (Expressed
Sequence Tag) foram desenvolvidos e mapeados (Bossolini et al., 2011), fornecendo
uma boa ferramenta para estudos de diversidade genética e dos processos de especiagdo
no género.

Trabalhos prévios demonstram, em condi¢Bes experimentais, que as espécies de
Petunia preservam sua capacidade de intercruzar (Watanabe et al., 1996; Watanabe et
al., 2001), mas apesar da falta de barreiras intrinsecas ao cruzamento nestas espécies
(Dell’Olivio et al., 2011), a incidéncia de hibridagéo é rara na natureza, com um caso
descrito para P. axillaris e P. exserta sendo menos pronunciada (Segatto et al., 2014b)
que previamente descrito (Lorenz-Lemke et al., 2006);). Os principais mecanismos de

isolamento reprodutivo que tem sido sugerido para o género sdo ecoldgicos (segregacao
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floral e de habitat) e geograficos. As espécies de Petunia florescem geralmente no
mesmo periodo, ndo havendo isolamento sazonal (Stehmann et al., 2009). A sindrome
floral mais comum e provavelmente ancestral no género Petunia é a melitofilia
(conjunto de caracteres florais adaptados a polinizagdo por abelhas), enquanto a
ornitofilia (polinizacdo por passaros) e a esfingofilia (polinizagdo por mariposas) sdo
consideradas sindromes derivadas (Stehmann et al., 2009; Reck-Kortmann et al., in
press). Em geral as espécies melitofilas sdo auto-incompativeis (Tsukamoto et al.,
1998), sendo a polinizacdo preferencialmente realizada por abelhas especializadas, num
provavel processo de co-evolucdo, uma etapa fundamental para sua manutencao
(Stehmann et al., 2009). Petunia exserta, P. secreta e algumas linhagens de P. axillaris,
entretanto, sdo autocompativeis (Tsukamoto et al., 2003; Kokubun et al., 2006;
Stehmann et al., 2009). Todas as espécies do género apresentam frutos capsulares, secos
qguando maduros, que produzem uma grande quantidade de sementes pequenas, as quais
se depositam no solo proximo a planta mée (autocoria), ndo havendo um sistema
especializado de dispersdo a longas distancias, apesar de o vento pode auxiliar no
processo de dispersdo (van der Pujl, 1982; Stehmann et al., 2009).

Baseado em estudo com dados de plastidios, as espécies de Petunia formam dois
clados principais, um composto por espécies que crescem em altitudes superiores a 500
m (Campos de Cima da Serra) e outro composto por espécies que ocorrem a menos de
500 m (Pampa) (Ando et al., 2005; Kulcheski et al., 2006; Lorenz-Lemke et al., 2010).
As espécies de Petunia sdo distribuidas em dois principais centros de diversidade
localizados no sul do Brasil: os campos altitudinais da borda oriental do planalto das
Araucérias em Santa Catarina e os afloramentos rochosos areniticos da Serra do Sudeste
no Rio Grande do Sul (Stehmann et al., 2009). Varios estudos com o género Petunia
tém incluido dados moleculares com o objetivo de compreender 0S processos
envolvidos na evolucdo deste género (Ando et al., 2005; Kulcheski et al., 2006; Lorenz-
Lemke et al., 2006; Chen et al., 2007; Lorenz-Lemke et al., 2010; Longo et al., 2014;
Segatto et al., 2014a; Segatto et al., 2014b; Turchetto et al., 2014). A maioria desses
estudos foi baseada principalmente em dados de genoma de cloroplasto mostrando um
padrdo geral de pouca diferenciacdo genética entre as espécies, indicando uma
diversificacdo recente para género. Olmstead et al. (2008), considerando a estrutura
filogenética dos géneros da tribo Petunieae e sua distribui¢do geogréafica, sugeriu que 0s
géneros desta tribo teriam tido antepassados de origem Andina. Para as espécies do

género Petunia que ocorrem em campos de altitude (clado de terras altas), todas com
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flores de coloracéo rosa e polinizadas por abelhas, foi sugerido como principal processo
de diversificacdo o isolamento geogréfico (especiacdo alopatrica) como um resultado da
expansao do ancestral do grupo durante os periodos glaciais, seguido pela fragmentacéao
e isolamento dentro de ilhas de altitude formadas pela expansdo da mata de araucaria
nos periodos interglaciais (Lorenz-Lemke et al., 2010).

A historia evolutiva do género Petunia também pode estar relacionada a
diversidade de seus polinizadores (Watanabe et al., 1996; Lorenz-Lemke et al., 2006;
Hoballah et al., 2007; Gibitz et al., 2009). Todas as espécies do clado de terras altas sao
melitofilas, enquanto que na regido do Pampa, podemos encontrar trés sindromes de
polinizagdo no género, algumas vezes em simpatria.

As espécies Petunia exserta, Petunia axillaris e Petunia secreta estdo entre as
espécies que ocorrem no centro de diversidade do género na Serra do Sudeste. Petunia
axillaris é uma das espécies parentais da petUnia-de-jardim, possui ampla distribuicdo
geogréfica, ocorrendo no Brasil, Uruguai, Argentina e Bolivia (Ando, 1996). No Brasil,
esta espécie € encontrada apenas na metade sul do Rio Grande do Sul, na regido do
Pampa, em afloramentos rochosos e locais alterados como beiras de estrada. O
complexo Petunia axillaris € composto por trés subespécies que ocupam territdrios
adjacentes (P. axillaris subsp. axillaris, P. axillaris subsp. parodii (Steere) Cabrera. e P.
axillaris subsp. subandina Ando) que s&o tradicionalmente delimitadas com base em
sua distribuicdo geografica e detalhes da morfologia floral (Ando, 1996; Kokubun et al.,
2006). Turchetto et al. (2014) mostram que as subespécies compartilham variabilidade
genética baseada em marcadores de cloroplasto, mas apresentam uma maior
diferenciacdo genética se a avaliacdo for baseada em marcadores CAPS. Apenas P.
axillaris subsp. axillaris ocorre na regido das Guaritas na Serra do Sudeste onde ocorre
também P. exserta. A espécie Petunia secreta é morfologicamente similar a P. axillaris
subsp. axillaris distinguivel apenas pela coloracdo da flor. Esta espécie é rara na
natureza e desde sua descricdo poucos individuos tém sido encontrados. Petunia exserta
e P. secreta ocorrem em afloramentos rochosos de origem sedimentar (conglomerados)
e em areas extremamente restritas da Serra do Sudeste (Figura 1J-K). Petunia exserta
habita reentrancias rochosas sombreadas da formacdo Guaritas, enquanto P. secreta
pode ser encontrada em afloramentos rochosos expostos ao sol da formacgdo Pedra do
Segredo, ambas localizadas no municipio de Cacapava do Sul (Stehmann, 1999;
Stehmann et al., 2009).
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As principais diferencas entre as trés especies, além da distribuicao, restringem-
se a adaptacOes para diferentes polinizadores, sendo as flores de P. axillaris brancas e
fragrantes ao entardecer (esfingdfilas) (Sink, 1984; Stehmann, 1999; Venail et al., 2010;
Hermann & Kuhlemeier, 2011). Ja as flores de P. exserta possuem uma série de
caracteristicas adaptadas a ornitofilia, como a corola vermelha com bordo do limbo
reflexo e anteras e estilete fortemente exsertos e ndo emitem perfume (Stehmann, 1987,
Lorenz-Lemke et al., 2006). Petunia secreta tem flores rosadas e ndo fragrantes e séo
visitadas por pequenas abelhas (Halictidae, Pseudagapostemon Schrottky) (Stehmann &
Semir, 2005) (Figura 1).
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Figura 1: Morfologia tipica e habitat de cada espécie estudada: (A — C) Petunia axillaris
subsp. axillaris; a imagem C representa uma mancha de vegetacdo no topo de uma torre
onde esta espécie ocorre; (D - F) Petunia secreta, note a semelhangca morfoldgica desta
espécie com P. axillaris subsp. axillaris; (F - H). Petunia exserta, em H uma caverna
em uma torre onde esta espécie cresce; e (J e K) visdo geral das Guaritas na Serra do
Sudeste mostrando as torres areniticas.

Os baixos niveis de variabilidade genética interespecifica encontrados para
diversos marcadores moleculares (Ando et al., 2005; Kulcheski et al., 2006; Lorenz-
Lemke et al., 2006; Chen et al., 2007; Lorenz-Lemke et al., 2010) para 0 género
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Petunia em geral e para as espécies da Serra do Sudeste em particular, indicam que a
separacgdo entre P. axillaris, P. exserta e P. secreta € extremamente recente. Mudancas
de habitat e alteracBGes de caracteristicas florais sdo alguns dos fatores provavelmente
envolvidos no isolamento reprodutivo entre essas especies. Apesar disso, Lorenz-Lemke
et al. (2006) encontraram plantas com caracteristicas morfoldgicas intermediarias entre
P. axillaris e P. exserta. Os marcadores plastidiais (espagadores intergénicos psbB-
psbH, trnH-psbA e trnS-trnG) analisados por estes autores revelaram um padrdo
espacial de ocorréncia no qual praticamente todas as plantas presentes na mesma torre,
independentemente do fendtipo, apresentavam o0 mesmo haplotipo. Os autores
concluiram que a integridade genética de P. exserta estava ameacada pela introgressao
de material genético de P. axillaris. Segatto et al. (2014b) analisaram 39 popula¢es de
P. exserta e 77 populacbes de P. axillaris, cobrindo toda a distribuicdo desta, com os
mesmos marcadores de cloroplasto e adicionando os marcadores CAPS (Cleaved
Amplified Polymorphic Sequence). Os autores concluiram que hibridizagdo pode ocorrer
em algumas populagbes ou em diferentes anos, mas outros fatores podem estar
envolvidos na variacdo da cor das flores encontradas e que sugeririam hibridacdo. Além
do mais, o compartilhamento de hapl6tipos pode ser explicado por retencdo de
polimorfismo ancestral, uma vez que se detecta recente divergéncia entre elas.

A filogenia mais recentemente obtida para 0 género mostra a proximidade
evolutiva dessas trés espécies da Serra do Sudeste (Reck-Kortmann 2014, in press). A
utilizacdo de marcadores microssatélites nucleares, bem como a analise de caracteres
morfolégicos, poderd contribuir para a compreensdo dos processos evolutivos

envolvidos nos cendrios de especiacao entre essas espécies.

3. Diversificacéo, Especiacdo, Hibridacao e Fluxo Génico

As espécies sdo muitas vezes vistas como entidades coesas, grupos de
populagdes ligadas por fluxo de genes e reprodutivamente isolados de outros grupos
(Mayr, 1963). As espécies também podem ser definidas como diagnosticamente
distintas (Nixon & Wheeler, 1990) ou grupos exclusivos (Baum & Shaw, 1995) de
individuos. Na verdade, a coesdo, diagnosticidade e exclusividade sdo propriedades de
genes individuais ou regides genémicas e nao de organismos inteiros (Barton & Hewitt,
1985; Harrison, 1990; Wu, 2001; Nosil et al., 2009; Larson et al., 2014). Devido a
variedade independente e recombinacdo, cada regido genémica pode ter uma histéria
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evolutiva Unica, e os limites entre as espécies poderdo ser semipermeaveis, de acordo
com a regido do genoma avaliada. Diante do fluxo génico em curso, algumas regides do
genoma podem tornar-se (ou permanecer) fortemente diferenciadas, especialmente se
estas regides contiverem genes que contribuam para o isolamento reprodutivo ou
adaptacdo local (Larson et al., 2014).

A compreensdo de o que sdo espécies, sua origem e diversificacdo, pode estar
em grande parte, ligada ao conhecimento detalhado dos fatores naturais e genéticos que
limitam o fluxo génico entre elas (Abbott et al., 2008), levando ao isolamento
reprodutivo. Nas plantas, o esquema mais classico para descrever a origem do
isolamento reprodutivo é se o fluxo génico é impedido antes (pré-zig6tico) ou apds a
formacdo do zigoto hibrido (p6s-zigoético) (Grant, 1981; Snow, 1994; Tiffin et al.,
2001). O tempo e o modo de especiacdo podem ser fortemente influenciados pela
natureza dessas barreiras de isolamento reprodutivo (Cozzolino & Scopece, 2008). Em
plantas, podemos citar como barreiras pré-zigoticas: o isolamento temporal (floracdo em
épocas diferentes ou periodos diferentes do dia); o isolamento de hébitat; o isolamento
floral (atracdo de polinizadores diferentes ou diferencas morfolégicas que impecam a
polinizacdo por um mesmo polinizador); o sistema reprodutivo (autopolinizacdo,
agamospermia). E como exemplo de barreiras pos-zigoticas temos: a incompatibilidade
da semente; a inviabilidade do hibrido; o isolamento floral do hibrido (auséncia de
polinizadores efetivos); a esterilidade do hibrido; e o colapso do hibrido (a primeira
geracdo pode ser viavel e fértil, mas as geracdes seguintes ou individuos provindos de
retrocruzamento podem ser inviadveis ou estéreis) (Judd et al., 2009).

O tipo de isolamento reprodutivo predominante em estagios iniciais de
divergéncia das espécies pode afetar a natureza e a velocidade da emergéncia de
barreiras reprodutivos adicionais que, posteriormente, reforcam o isolamento entre as
espécies (Cozzolino & Scopece, 2008). Muitos estudos citam o isolamento pré-zigotico
como sendo o mais importante, ou a barreira inicial ao fluxo génico e, assim,
potencialmente mais importante nos processos de especiacdo (Lowry et al., 2008;
Moyle et al., 2014). Esta visdo decorre do fato de muitas espécies vegetais apresentarem
substancial isolamento pré-zigotico (por exemplo, diferentes polinizadores), mas
nenhum isolamento pds-zigoético conhecido (Kay, 2006; Cozzolino & Scopece, 2008).
O isolamento pré-zigético pode, por sua propria natureza, contribuir mais para a barreira
total ao fluxo génico que o isolamento pds-zigo6tico pode em qualquer fase do processo

de especiagéo. Isso simplesmente porque, nesse caso, um organismo deve cruzar fora da
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sua propria populagéo antes de produzir descendéncia hibrida estéril ou inviavel (Sobel
et al., 2010). No entanto, essa visdo ndo leva em conta corretamente o isolamento pds-
zigotico extrinseco devido ao diferencial adaptativo, que as vezes pode ser o primeiro
passo para a especiacdo (Cozzolino & Scopece, 2008; Schluter, 2009). Uma
combinacdo de mecanismos de isolamento pode atuar em conjunto ou um deles reforcar
0 outro. Como o isolamento pds-zigdtico tem um alto custo bioldgico, muitas vezes,
mecanismos pré-zigoticos podem se tornar mais intensos, através de um fendmeno
conhecido como reforco. Isso ocorre pela evolucdo de cruzamentos preferenciais
prevenindo o desperdicio de gametas (Mallet, 2005).

Algum grau de isolamento reprodutivo € um passo essencial para a transicao de
ecotipos a espécies (Abbott & Comes, 2007). O surgimento do isolamento reprodutivo
em plantas é assunto de muitos estudos e atualmente acredita-se que o0 nimero de genes
controlando o isolamento reprodutivo e seus efeitos variam entre espécies. Em alguns
casos, poucos genes, de grande efeito, podem controlar o isolamento reprodutivo
(Abbott et al., 2008; Lexer & Widmer, 2008; Lowry et al., 2008). Assim, a evolucéo do
isolamento reprodutivo, em muitos organismos, pode seguir o modelo proposto por Wu
(2001) no qual é uma consequéncia de adaptacdes controladas por um numero
moderado de genes enquanto outros genes, com efeitos neutros na adaptacdo, podem se
mover entre espécies.

Fendtipos distintos podem ser aparentes, mas sua arquitetura genética subjacente
pode variar, sugerindo que a selecdo produz mudancas rapidas no isolamento, em
algumas circunstancias, mas ndo em outras. A compreensdo das contribui¢ées dos
diferentes componentes que direcionam o isolamento reprodutivo ainda deixa em aberto
questdes cruciais sobre a ordem de sua aparicdo (Butlin et al., 2008; Nosil et al., 2009):
quais barreiras aparecem pela primeira vez e dao inicio ao processo de especiacdo? Que
barreiras sdo mais propensas a concluir o processo de especiacdo? E ainda, pode ocorrer
decadéncia das barreiras quando as condigdes mudam (como exemplificado por Taylor
et al., 2006)? Estas questdes sdo abordadas em diferentes pares de populagdes e
contribuem para a compreensao de que barreiras surgem primeiro quando o isolamento
ainda é baixo e quais as Ultimas barreiras que surgem quando o isolamento ja é quase
completo.

A deriva genética também pode dar importantes contribui¢cGes para 0s processos
de especiagdo (Lynch, 2007). A deriva pode iniciar o processo de especiagéo,

fornecendo a divergéncia inicial em que a selecdo atua posteriormente e essa interagao
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pode contribuir para a evolugcdo do isolamento reprodutivo, mesmo na presenca de
consideravel fluxo génico (Uyeda et al., 2009; Tazzyman & Iwasa, 2010). Além disso, a
deriva também pode atuar durante o reforco, proporcionando o desequilibrio de ligacdo
inicial entre caracteristicas (Servedio & Noor, 2003), bem como pode contribuir para
radiacdes adaptativas, quando, por exemplo, a especiacdo por selecdo divergente é
iniciada por eventos fundadores (Rice & Hostert, 1993). Portanto, as interagdes deriva-
selecdo podem juntas direcionar o isolamento reprodutivo e consequentemente a
diversificacdo de espécies.

Segundo Butlin et al. (2012) a divergéncia ¢ mais dificil de prever quando as
populacdes experimentam regimes de selecdo idénticos, mas em tais casos, existe
também um papel para a deriva. Incompatibilidade hibrida de Dobzhansky-Muller pode
acontecer quando as populacdes derivam para diferentes aptiddes sob selecdo
estabilizadora (Fierst & Hansen, 2010) e tal disfuncdo hibrida pode ser iniciada por
alteracbes genéticas neutras ou quase neutras (Presgraves, 2010). No entanto, estas
alteracdes podem ser o resultado da estocasticidade de mutagédo, em vez de deriva por si
s0. O papel da deriva ao longo do processo de especiacdo € claramente influenciado
pela extensdo do fluxo génico entre populagdes divergindo, por exemplo, sendo muito
baixo durante uma fase alopatrica e maior num seguinte contato secundéario. Para
podermos compreender o impacto potencial de deriva é necessario determinar a
quantidade de fluxo génico durante a divergéncia, o que é um problema dificil. Alguns
métodos tem sido implementados para inferir historias da populacdo (Marko & Hart,
2011), como Computagédo Bayesiana Aproximada (ABC) (Barraclough, 2010), os testes
com base nas indicacdes de efeitos alélicos (Orr, 1998), e extensdo da abordagem
comparativa Qst / Fst (Leinonen et al., 2008).

Desde a criacdo da teoria por Darwin, a selecdo natural tem sido sugerida como
uma forca que direciona a especiacdo. Selecdo divergente ou disruptiva decorrente da
heterogeneidade de habitat recentemente tem sido destacada como uma forga dominante
direcionando a divergéncia de populacfes, e esta hipotese é suportada por diversos
exemplos de ‘especiacdo ecologica’ (Schluter, 2009). As assinaturas de especiacdo
podem mudar ao longo do tempo evolutivo, visto que 0s processos posteriores podem
mascarar 0s passos iniciais do processo. Podemos citar como exemplo disso a selecédo
sexual que poderia estar envolvida no inicio do surgimento de isolamento reprodutivo,
mas ndo na manutencdo da coexisténcia, o que requer a acdo da selecdo natural (Sobel,
2010).
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Hibridacdo € um evento muito importante na historia de espécies de plantas,
ocorrendo em aproximadamente 25% das espécies. Em animais, esse fendmeno é
avaliado como menos frequente, sendo que aproximadamente 10% das espécies
estariam envolvidas em eventos de hibridacdo e possivel introgressdo (Mallet, 2005).
Zonas hibridas oferecem uma oportunidade Unica para identificar o papel de genes
individuais em isolamento reprodutivo.

Dentre outras consequéncias, a hibridagdo pode ser uma fonte de diversidade
genética, permitindo a introducdo de alguns tracos seletivamente favoraveis a partir de
espeécies relacionadas e contribuindo para o éxito da nova linhagem sem mistura geral
de genomas parentais. Os alelos que sdo vantajosos de ambas as espécies parentais
poderdo ser facilmente trocados através de hibridizacdo, enquanto regides genémicas
que contribuem para as barreiras entre espécies terdo baixo fluxo génico e clinas
caracteristicamente ingremes (Barton & Hewitt, 1985; Harrison, 1990; Payseur, 2010;
Larson et al., 2014). Um bom exemplo disso foi descrito para borboletas do género
Heliconius (Salazar et al., 2010). Evidentemente, sd0 necessarios outros processos que
ndo a hibridacdo para completar a especiacdo em qualquer cenario; portanto, hibridacao
deve ser vista como um contribuinte para a origem do isolamento reprodutivo, em vez
de causa Unica da especiacao.

Uma éarea central de estudos da biologia evolutiva tem sido a notavel diversidade
de padrdes de cruzamento e os sistemas sexuais de plantas com flores. Essa notavel
diversidade de sistemas de cruzamentos em plantas oferece oportunidades Unicas para
explorar a dindmica dos processos evolutivos. Essa area de pesquisa cresceu
consideravelmente ao longo da ultima década (por exemplo, Kalisz et al., 2004; Delph
& Wolf, 2005; Goodwillie et al., 2005; Harder & Barrett, 2006; Barrett, 2010; Eckert et
al., 2010; Bodbyl-Roels & Kelly, 2011).

Diversos fatores genéticos e ecoldgicos interferem no sistema reprodutivo de
uma espécie. Dentre eles, podemos citar: o sistema sexual (monoicia, dioicia ou
hermafroditismo) e a presenca de auto-incompatibilidade (Murawski & Hamrick, 1991,
Lee, 2000); o tamanho e a densidade populacional; a estrutura espacial, relativa ao
modo de distribuicdo dos individuos em florescimento; a fenologia do florescimento,
relacionada a variagOes entre os periodos de floragdo das plantas (Boshier et al., 1995);
0 modo de polinizacéo e o comportamento dos polinizadores (Fransceschinelli & Bawa,
2000). A estrutura do sistema de cruzamento modela o efeito da endogamia em

diferenciacdo genética entre as populagdes.
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O termo fluxo génico é utilizado para todos 0s mecanismos que resultam em
movimentos de genes dentro de uma populacdo e de uma populacdo para outra (Slatkin,
1987). Dessa forma, enquanto os efeitos da selegdo natural, mutacdo e deriva genética
levam a diferenciacdo dentro e entre populacBes, o fluxo génico atua no sentido
contrario, homogeneizando a variacdo genética espacial dentro e entre populagdes, além
de poder induzir nova variagdo (Wright, 1949; Hamrick et al., 1993). Portanto, o
conhecimento sobre a dindmica do fluxo génico é essencial na compreensdo do
potencial evolutivo da espécie.

Em espécies vegetais o fluxo génico é realizado de duas maneiras, pelo
movimento do pdlen e por meio da dispersdo das sementes. Uma vez que o fluxo génico
via polen e via semente sdo eventos independentes, espécies de plantas com dispersao
de polen efetiva de longo alcance, porém, com dispersdo de semente localizada, podem
ter menos variacdo genética entre populacdes geograficamente separadas, o que
desencadeia a ocorréncia de grupos de individuos aparentados (Nason & Hamrick,
1997). O reconhecimento e quantificacdo dessas maneiras de dispersdo génica sao
fundamentais para se compreender a distribuicdo da diversidade genética entre e dentro
de populacGes de plantas (Levin, 1981; Hardy et al., 2006).

Os padrGes de biodiversidade vistos hoje sdo o resultado da interagdo de
especiacdo, as mudangas de faixa de alcance das espécies e extingdo. Entre estes, a
especiacdo é o Unico processo que gera ‘nova' diversidade. Uma boa compreensio dos
mecanismos de especiacdo é de importancia ébvia para a compreensao da dinamica e

dos padrdes de biodiversidade atuais.
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OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi gerar dados moleculares e avaliar diferentes
interacOes ecoldgicas nas espécies do género Petunia (Solanaceae), que ocorrem no
Pampa, através do uso de marcadores moleculares (microssatélites nucleares e
sequenciamento de regides do cloroplasto), e morfologicos. Contribuindo assim, para o
conhecimento inicial dos processos de diversificacdo e especiacdo de plantas no Pampa,

bem como histdria evolutiva do género Petunia.

Obijetivos especificos

a) Avaliar os padrdes filogeograficos encontrados nos géneros Petunia e
Calibrachoa com o objetivo de discutir os principais processos que podem estar
envolvidos no processo de diversificagdo nas espécies que ocorrem no Pampa.

b) Avaliar os padrdes geneticos, morfoldgicos e ecoldgicos que envolvem a

classificacdo taxonémica do complexo Petunia axillaris.

c) Caracterizar a variabilidade de marcadores microssatélites derivados de ESTs
(Expressed Sequence Tags) de Petunia em populacfes naturais do complexo

Petunia axillaris e Petunia exserta.

d) Analisar dados morfoldgicos e genéticos, através do uso de marcadores
moleculares microsstélites, em zonas de contato entre Petunia exserta e Petunia
axillaris subsp. axillaris na Serra do Sudeste no Rio Grande do Sul.O objetivo
foi tentar determinar se individuos morfologicamente atipicos constituem
hibridos interespecificos e se ha fluxo génico ou se existe algum mescanismo de

fluxo génico nas zonas de contato.

e) Estimar a distancia de dispersdo de pdlen e estrutura de cruzamentos em
Petunia axillaris subsp. axillaris na regido da Serra do Sudeste no Rio Grande

do Sul, através do uso de marcadores microssatélites.

f) Quantificar os parametros de variabilidade genética em Petunia secreta e

comparar essa diversidade genética com a de outras espécies congéneres.
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Estrutura e Organizacdo da Tese

Esta tese foi dividida em capitulos para descrever cada conjunto de experimentos
que levaram ao alcance dos objetivos propostos e foram assim distribuidos:

Capitulo 1:

“Biogeographical history and diversification of Petunia and Calibrachoa
(Solanaceae) in the Neotropical Pampas grassland”

Jeferson N. Fregonezi, Caroline Turchetto, Sandro L. Bonatto e Loreta B. Freitas

Este artigo ja esta publicado na revista Botanical Journal of the Linnean Society
em primeira co-autoria compartilnada. Neste trabalho n6s descrevemos os padrdes
filogeograficos encontrados em Petunia e Calibrachoa a fim de discutir os principais

processos que direcionam a diversificacdo de plantas nessa regido.

Capitulo 2:

“Intraspecific classification reflects genetic differentiation in the widespread
Petunia axillaris complex: A comparison among morphological, ecological, and genetic
patterns of geographic variation.”

Caroline Turchetto, Ana L.A. Segatto, Mariana P.C. Telles, José A.F. Diniz-
Filho e Loreta B. Freitas

Este artigo ja estd publicado na revista Perspectives in Plant Ecology, Evolution
and Systematics. Neste estudo nos avaliamos parametros morfologicos, genéticos e
ecoldgicos para as trés subespécies taxonomicamente reconhecidas de Petunia axillaris,
com o objetivo investigar se a morfologia floral esta relacionada a variacdo ambiental e
se a correlacdo geografica entre a morfologia floral e genotipos observada entre
subespécies refletem condi¢bes ambientais ou meramente um processo de isolamento

por distancia.

Capitulo 3:

“Genetic differentiation revealed by EST-SSR markers in closely related wild
Petunia species”.

Caroline Turchetto, Ana Lucia A. Segatto, Julia Beduschi, Cris Kuhlemeier,

Sandro L. Bonatto e Loreta B. Freitas
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Este artigo foi aceito com revisdes no periddico Plant Systematic and Evolution.
O objetivo deste trabalho foi avaliar os polimorfismos em marcadores microssatélites
gerados a partir de ESTs (Expressed Sequence Tags) nas espécies nativas de Petunia: as

trés subespécies de Petunia axillaris e Petunia exserta.

Capitulo 4:

“Maintenance of species boundaries despite natural hybridization between
sympatric species of Petunia provides insights on speciation process.”

Caroline Turchetto, Ana L. A. Segatto, Gustavo A. Silva-Arias, Julia Beduschi,
Cris Kuhlemeier, Sandro L. Bonatto e Loreta B. Freitas

Este artigo estd em preparacdo para ser submetido ao periddico Molecular
Phylogenetics and Evolution. Os objetivos deste estudo foram verificar a natureza de
individuos com morfologia intermediaria entre Petunia axillaris subsp. axillaris e
Petunia exserta encontrados nas zonas de contato entre essas duas espécies, e avaliar as
forgas evolutivas que poderiam ter levado a diferenciacdo das espécies na zona de

contato.

Capitulo 5:

“Pollen dispersal and breeding structure in a hawkmoth-pollinated Pampa
Grasslands Petunia species.”

Caroline Turchetto, Jacqueline S. Lima, Daniele M. Rodrigues, Sandro L.
Bonatto®, Loreta B. Freitas

Este artigo estd em preparacdo para ser submetido para a revista Annals of
Botany. O objetivo deste trabalho foi avaliar a distancia de dispersdo de pdlen e a

estrutura de cruzamento de Petunia axillaris subsp. axillaris.

Capitulo 6:

“Levels and patterns of genetic diversity in the endemic and rare Petunia secreta
(Solanaceae) based on plastid polymorphisms and microsatellites.”

Caroline Turchetto, Ana Lucia A. Segatto, Geraldo Mader, Sandro L. Bonatto e
Loreta B. Freitas

Este trabalho estd em preparacdo para ser submetido para a revista Conservation
Genetics. O objetivo deste trabalho foi quantificar a variabilidade genética em Petunia

secreta, uma espécie rara e comprarar essa diversidade com outras espécies congéneres.
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A Ultima parte da tese € composta por uma discussdo geral dos resultados
obtidos nos diferentes capitulos, sintetizando os principais achados em relacdo ao
objetivo geral da tese, consideraces finais e perspectivas.
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CAPITULO I -ARTIGO 1

Artigo publicado na revista Botanical Journal of the Linnean Society

Biogeographical history and diversification of Petunia and Calibrachoa
(Solanaceae) in the Neotropical Pampas grassland
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DISCUSSAO GERAL, CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Geralmente, o isolamento reprodutivo envolve multiplas fases do ciclo de vida das
plantas e, na maioria dos casos, uma variedade de barreiras reprodutivas contribui para o
isolamento total (Ramsey et al., 2003; Lowry et al., 2008). O isolamento reprodutivo pode
surgir como uma consequéncia da selecdo natural sobre caracteres relacionados com o
sucesso reprodutivo ou como uma consequéncia da divergéncia adaptativa das populacdes
(Larson et al., 2014).

O género Petunia ¢é exclusivo do sul da America do Sul com espécies ocorrendo
principalmente no sul e sudeste do Brasil (Stehmann et al., 2009). Vérios estudos,
baseados principalmente em marcadores moleculares plastidiais, tentaram estabelecer o
relacionamento filogenético das espécies do género (Ando et al., 2005; Kulcheski et al.,
2006; Chen et al., 2007; Lorenz-Lemke et al., 2010), e os resultados obtidos foram arvores
com baixos suportes nos ramos. Apesar disto, dois clados bem suportados nas filogenias de
cloroplasto sdo observados e podem ser associados com a altitude de ocorréncia das
espécies. Um deles é composto por espéecies de campos de altitude, com elevacdes
superiores a 500 m, correspondendo ao centro de divergéncia proposto por Stehmann et al.
(2009) dos Campos de Cima da Serra; 0 outro € composto pelas espécies que ocorrem em
campos de baixa altitude no Pampa, em elevacges inferiores a 500 m, regido que envolve o
segundo centro de diversidade previamente proposto localizado na Serra do Sudeste.

Em relacdo a diversificacdo do grupo de terras altas, o principal cenario evolutivo
sugerido foi especiacdo alopatrica como um resultado da expansdo da espécie ancestral
durante os periodos glaciais, seguido por fragmentacdo e isolamento dentro de ilhas de
altitude, como um resultado da expansdo e contracdo das areas de florestas durante os
periodos interglaciais (Lorenz-Lemke et al., 2010).

Na presente Tese, Capitulo 1, nés analisamos os processos de diversificacdo que
podem ter direcionado a especia¢do do grupo de terras baixas, correspondendo ao Pampa.
NOs comparamos estes processos com aqueles descritos para as terras altas, combinando as
filogenias obtidas para os géneros Petunia e Calibrachoa, géneros muito préximos
evolutivamente, que compartilnam diversos caracteres morfoldgicos (Stehmann et al.,

2009). Nos sugerimos diferentes consequéncias para as mudancas climaticas ocorridas
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durante o Pleistoceno na regido do Pampa em comparagdo com as terras altas para ambos
0s géneros. Nas terras baixas ndo houve fragmentacdo na distribuicdo das espécies em
funcdo de contracdo e expansdo de florestas, como nos campos de altitude e os padroes de
distribuicdo da variabilidade genética ao longo da distribuicdo geografica das espécies
sugerem que 0s processos de especiacdo possam ter sido direcionados por adaptacéo a
microambientes, com fatores ecoldgicos e geomorfoldgicos contribuindo para a
diversificacdo dessas espécies, reforcados pelo isolamento reprodutivo por adaptacdo a
diferentes polinizadores.

Reck-Kortmann et al. (2014, in press) realizaram a reconstrucao filogenética do
género Petunia a partir de marcadores dos genomas nuclear e plastidial e incluiram todas
as espécies do género, obtendo a mais completa filogenia até o momento. Além da
comparacdo das relacBes evolutivas entre as espécies, estes autores fizeram uma
reconstrucdo do provavel ancestral do género considerando os principais aspectos que
diferenciam as espécies (elevacdo da area de ocorréncia, polinizadores e comprimento do
tubo da corola). Nesta filogenia foram obtidos dois clados principais bem suportados que
dividem as espécies em dois grupos: espécies com tubo da corola longo e espécies com
tubo curto. Entre as espécies de tubo longo, um grupo de trés espécies proximamente
relacionadas apresenta trés diferentes sindromes florais e corresponde as espécies que
ocorrem na Serra do Sudeste. Em todas as filogenias ja obtidas para Petunia estas trés
espécies sdo recuperadas como grupos irmao.

Na reconstrucdo da provavel area ancestral do género Petunia, Reck-Kortmann et
al. (2014, in press) sugeriram a regido do Pampa, com elevagdes inferiores a 500, como a
mais provavel, tendo sido as terras altas colonizadas em dois eventos independentes. Este
provavel ancestral também teria tubo da corola curto e seria polinizado por abelhas, com as
demais sindromes florais do género sendo derivadas, corroborando sugestdes anteriores
baseadas em dados morfolégicos (Stehmann et al., 2009).

Desta forma, o grupo de espécies de tubo longo, ocorrendo nas terras baixas do
Pampa e mais especificamente em um dos centros de diversidade do género,
evolutivamente relacionado e apresentando diferentes sindromes florais, constitui um
modelo extremamente atrativo para o desenvolvimento de experimentos para testar

hipdteses evolutivas que permitiram a diversificacdo destas plantas.
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A principal diferenga encontrada entre estas trés espécies esta relacionada com as
caracteristicas florais que permitem sua adaptacdo a diferentes polinizadores: Petunia
axillaris tem flores brancas, fragrantes e sdo polinizadas por mariposas (Venail et al.,
2010); P. exserta tem flores vermelhas e ndo fragrantes, sendo polinizada por beija-flores
(Sthemann et al., 2009). J& P. secreta com suas flores rosas polinizadas por pequenas
abelhas solitarias (Sthemann & Semir, 2005) constitui uma reversao ao estado ancestral de
acordo com Reck-Kortmann et al. (2014, in press).

Para testar a hipdtese de que a diversificacdo no Pampa pode estar relacionada a
adaptacGes a microambientes, nds propusemos 0s experimentos descritos no Capitulo 2,
onde escolhemos trés subespécies de P. axillaris que apresentam grande diversidade
ecologica e morfoldgica e baixa diversidade molecular (Turchetto et al., 2014). No6s
encontramos que as caracteristicas florais tradicionalmente utilizadas para diferenciar as
subespécies de P. axillaris sdo mesmo o resultado da adaptacdo a diferentes ambientes
(condicBes ecoldgicas diversas, envolvendo composicdo do solo e variaveis de
precipitacdo) e estdo fortemente relacionadas a genes especificos (uma forte correlacéo
com a composicao alélica em genes relacionados ao desenvolvimento floral). E sabido que
genes relacionados ao desenvolvimento floral em Petunia séo responsaveis pela alteracdo
na forma das flores (Segatto et al., 2013) e influenciam fortemente a interacdo destas
espécies com seus respectivos polinizadores (Venail., et al 2010; Hermann & Kuhlemeier,
2011). Neste artigo também, nds sugerimos que estas subespécies possam representar um
estagio incipiente de especiacao.

A baixa variabilidade genética encontrada em todos os trabalhos envolvendo
espécies de Petunia, tanto em relacdo a marcadores do DNA de cloroplasto (Ando et al.,
2005; Kulscheski et al., 2006; Lorenz-Lemke et al., 2006; 2010; Longo et al., 2014;
Segatto et al., 2014b; Turchetto et al., 2014a) quanto nucleares (Kulscheski et al., 2006;
Chen et al., 2007; Kriedt et al., 2011; Longo et al., 2014; Segatto et al., 2014b; Turchetto
et al., 2014a; Reck-Kortmann et al., 2014, in press), que muitas vezes ndo permitem sequer
a identificacdo das espécies, leva a busca por marcadores moleculares mais informativos.
Bossolini et al. (2011) descreveram uma série de microssatélites obtidos a partir de ESTs
(Expressed Sequence Tags) cobrindo todos os cromossomos de Petunia os quais foram
testados na amplificacdo de alguns poucos acessos de especies nativas e em petunias-de-

jardim. No Capitulo 3 nds descrevemos os resultados obtidos testando estes marcadores em
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populaces silvestres das trés subespécies de P. axillaris e de P. exserta, além de analisar a
validade destes loci na identificagdo de eventos de hibridacdo interespecifica em
individuos candidatos descritos por Lorenz-Lemke et al. (2006). N6s selecionamos 14 loci
com grande potencial para caracterizar a variabilidade genética nestes taxa e oito deles
foram mais informativos considerando alelos exclusivos as duas espécies e com maior
potencial de identificar hibridos entre elas.

Ainda na mesma linha de pensamento do Capitulo 3, mas expandindo a analise para
diferencas mais marcantes em relacdo a adaptacdo a sindromes de polinizacéo diferentes,
nos estudamos a subespécie P. axillaris subsp. axillaris e a espécie P. exserta que podem
ser encontradas na regido das Guaritas, Municipio de Cacapava do Sul, Serra do Sudeste
(Rio Grande do Sul, Brasil). Estes dois taxa ja foram estudados por nosso grupo (Lorenz-
Lemke et al., 2006; Segatto et al., 2014a) e estes trabalhos relataram a possibilidade de
hibridagdo interespecifica na zona de contato entre eles. Os dois estudos prévios foram
baseados apenas em marcadores moleculares e envolveram extensas amostragens nas areas
de ocorréncia de ambos, mais em uma abordagem filogeografica e populacional, do que na
busca por esclarecer o0s provaveis processos de hibridacdo, esta foi apenas uma
consequéncia. Entdo, aqui, como descrito no Capitulo 4, noés utilizamos oito dos
marcadores descritos no Capitulo 3 que foram mais informativos e que apresentaram o
maior potencial para diferenciar estas duas espécies para caracterizar zonas de contato
secundario entre P. axillaris subsp. axillaris e P. exserta e investigar a ocorréncia de
hibridos naturais entre elas, bem como descrever sua provavel origem, numa tentativa de
contribuir para o entendimento dos processos de especiacdo no grupo. NOs também
incluimos uma detalhada analise da morfologia, baseada na medida de caracteres florais e
caracterizacdo da cor das flores. O resultado obtido foi surpreendente, visto que, embora
muitos individuos apresentem caracteristicas morfologicas sugestivas de hibridacdo, existe
uma baixa incidéncia de hibridos nas zonas de contato quando marcadores diagnésticos e
biparentais sdo incluidos na andlise. Além disso, os individuos de P. exserta com
morfologia tipica da espécie representam duas linhagens evolutivas distintas e todos 0s
individuos com a morfologia considerada como intermediaria (cor da flor e tamanho dos
caracteres florais) sugestiva da condicéo hibrida pertencem a apenas uma das linhagens. Os
modelos de especiacdo testados neste trabalho sugeriram que um processo de especiacao

simpatrica pode estar se desenrolando na Serra do Sudeste, onde a hibridagdo
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interespecifica tem ao menos um papel pequeno na geracdo da diversidade e que,
novamente, forcas seletivas relacionadas a adaptacdo a microambientes atuam na
manutencdo da integridade dos taxa, reforcadas pelos agentes polinizadores diferentes.
Neste trabalho nos ndo pudemos descartar modos de reproducdo diferentes e outras
estratégias de manutencdo dos limites entre as espécies.

Desta forma, os experimentos descritos no Capitulo 5 foram propostos, envolvendo
inicialmente a espécie P. axillaris subsp. axillaris, em populacfes da regido das Guaritas.
Dentre as subespécies de P. axillaris, esta parece apresentar o sistema reprodutivo mais
complexo, tendo sido descritas populagdo autoincompativeis, popula¢fes autocompativeis
e sistema misto (Ando et al., 1998; Kokubun et al., 2006). As populacfes descritas como
de sistema misto foram obtidas na Serra do Sudeste, bem proximo a area das Guaritas e
foram analisadas apenas em relacdo a formacdo de sementes ap0Os polinizacdo manual
usando poélen préprio ou ndao proprio. Assim, aqui n6s propusemos avaliar uma grande
populacdo natural, da regido das Guaritas onde esta espécie ocorre em simpatria com P.
exserta. Com isto esperavamos obter resultados que nos permitissem entender 0s processos
evolutivos descritos no capitulo 4 ou, pelo menos, esclarecer alguns pontos. A avalia¢éo do
sistema de cruzamento e dispersdo de polen para P. axillaris subsp. axillaris mostrou que
esta espécie na regido de simpatria com P. exserta, é preferencialmente auto-polinizada e
quando apresenta polinizacdo cruzada esta pode ser a longas distancias. Embora nao
tenham sido resultados que nos permitam afirmar que mecanismos diversificadores estdo
agindo na Serra do Sudeste nestas plantas, estas analises reforcam a hipotese sugerida no
Capitulo 4 para a manutencao dos limites das espécies.

No Capitulo 6 nds descrevemos 0s resultados obtidos para a terceira espécies de
Petunia que pode ser encontrada na Serra do Sudeste. Como falado anteriormente, esta
espécie representa uma reversao a condicdo de melitofilia e faz parte do clado de tubo
longo na filogenia do género. Coletada pela primeira vez h dez anos e descrita somente
em 2005 (Stehmann & Semir, 2005), esta espécie se caracteriza pelo pequeno nimero de
populacbes e individuos que podem ser encontrados. Em diversos anos de pesquisa na
regido de ocorréncia, nosso grupo buscou por plantas desta espécie sem qualquer sucesso,
0 que sugere que ela possa apresentar bancos de sementes que ndo germinam em todas 0s
anos. Neste trabalho nds avaliamos parametros de diversidade genética em P. secreta e

comparamos com P. axillaris e P. exserta. A alta diversidade encontrada em P. secreta,
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tanto para marcadores plastidiais quanto para os marcadores de microssatélites, foi
surpreendente visto a pequena area de ocorréncia e a raridade desta espécie. Apesar disto,
esta espécie apresentou um déficit de heterozigotos bastante significativo que foi
relacionado a provavel indice elevado de endocruzamento. Neste trabalho nds sugerimos
que um programa de protecdo para a espécie, baseado na manutencdo de bancos de
sementes e colegfes vivas que possam vir a ser usadas para repor variabilidade
eventualmente perdida, é necessario. Considerando todas as linhagens evolutivas
encontradas baseadas na diversidade de alelos obtidos pelos marcadores de microssatélites,
P. secreta foi o taxon mais divergente entre os analisados.

Tomados em conjunto, nossos resultados mostraram que as espécies de Petunia da
Serra do Sudeste apresentam acentuada diferenciacdo genética e que 0s processos de
especiacdo realmente podem ser relacionados a adaptacGes ecoldgicas. Embora os
mecanismos nao tenham sido elucidados por completo, estratégias de isolamento
reprodutivo sdo encontradas nessas espécies e garantem sua manutencdo como taxa
independentes. Estas estratégias estdo diretamente associadas a interacdo com diferentes
polinizadores, podendo estar também relacionadas a outros mecanismos, como por
exemplo, a incidéncia de altas taxas de autopolinizacéo, impedindo a formacéo de hibridos
naturais, uma vez que nenhuma delas apresenta barreiras intrinsecas a fertilizacdo cruzada
artificial (Stuurman et al., 2004).

Analises do sistema de cruzamento e dispersao de pdlen para as espécies P. exserta
e P. secreta estdo em andamento para que possam ser desenvolvidos estudos aprofundados
sobre a biologia reprodutiva dessas espécies. Além disso, com a perspectiva de
correlacionar a diversidade genética a partir destes marcadores com 0s processos de
diversificacdo das espécies (pela identificacdo de novas linhagens evolutivas) e pelo fato
de que esta diversidade pode revelar associacdo entre regiGes especificas do genoma e
aspectos ecoldgicos (correlagdo direta entre diversidade neutra, genes relacionados a
caracteristicas morfoldgicas especificas e fatores edaficos), a caracterizacdo de outras

populacdes e espécies de Petunia do Pampa seguirdo este mesmo modelo experimental.
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