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RESUMO

O géneroPetunia Juss. é caracterizado pela distribuicdo exclusinéeneul-
americana e diversificacdo receretunia exserté&tehmann é uma espécie endémica da
regido fisiografica da Serra do Sudeste (RS). Esgiio faz parte do Bioma Pampa e
apresenta um relevo muito caracteristico com aepgasde grandes torres de pedra. As
plantas dePetunia exsertado encontradas nessas torres, em reentranciathaetes a
pequenas cavernas, um habitat muito restrito eitwdpara as outras espécies do género.
Além deP. exsertasdo descritas cerca de 30 espécies de plantamniead&essa regiao, o
que faz da Serra do Sudeste um local muito impEtgrara a preservacdo da
biodiversidade do Bioma Pampa. Este trabalho tewgocobjetivo principal caracterizar a
estrutura populacional da espéPBieexsertaatravés de marcadores moleculares plastidiais
e nucleares. Dentro desse objetivo maior, também adjetivos desse trabalho:
caracterizar as novas populacées encontradas gaantaodo de vida e variabilidade
fenotipica; avaliar a presenca de introgressaocgéaipartir deP. axillaris; e fornecer
subsidios que reforcem a necessidade da criacmdeaunidade de conservagao na Serra
do Sudeste. Foram analisados 655 individuos paraegséncias concatenadas dos
espacgadores intergénicos plastidiaiaH/psbA e trnG/trnS e 487 individuos foram
genotipados para cinco marcadores nucleares do @p&S (cleaved amplified
polymorphic sequences). As populacéeddexsertaestudadas se caracterizam por uma
ampla variabilidade fenotipica na coloracdo dasflee posicdo do aparelho reprodutivo.
A analise dos dados demonstrou que a introgresgémRe exsertae P. axillaris é restrita,
possivelmente devido a selecdo adaptativa, o quereswque o habitat diferenciado pode
desempenhar um papel importante nesse aspecto. alisénde Variancia Molecular
(AMOVA) demonstrou grande estruturacdo genéticdicando o endocruzamento como
uma caracteristica da espécie. O compartilhameatdhapl6tipos plastidiais e alelos
nucleares juntamente com a distribuicdo geogré&fivgatrica, a ocorréncia de eventos de
hibridacdo e a pouca variabilidade genética pemmgegerir qud®. exsertaé uma espécie
derivada deP. axillaris. Assim, a manutencdo dessa espécie € dependentandiéencao

do seu habitat que é limitado aos pequenos ald@®s$orres da Serra do Sudeste.



ABSTRACT

PetuniaJuss. is a genus characterized by an exclusivéh @ounerican distribution
and by its recent diversificatiofetunia exserté&Stehmann is an endemic species from
Serra do Sudeste (RS) phisiographic region, whghaite of the Pampa biome and has a
characteristic landscape with the presence of simmners.P. exsertgplants grow in these
towers, in shady cracks resembling small cavesdltstat is very restrict and inhospitable
for the other species of the genus. In additio® t@xsertamore than 30 endemic plant
species are described for this region, making ef $lerra do Sudeste a very important
region for maintaining the biodiversity of the Pampome. The main goal of this study
was characterizing. exsertapopulation structure using chloroplast and nuctearkers.
Within this framework, other goals of this studg:acharacterizing the newly discovered
populations regarding its habit and phenotypic atayn; evaluating the occurrence of
introgression fromP. axillaris, and presenting evidences that reinforce the roded
conservation unit in the Serra do Sudeste regimerd@l, 655 plants were analyzed for the
plastidial intergenic spacetmH/psbAandtrnG/trnS and five CAPS (cleaved amplified
polymorphic sequences) nuclear markers were usegetotype 487 individuals. The
populations ofP. exsertafound were characterized by a wide phenotypic atimm
regarding flower color and position of the repratkee organs. Data analyses indicated
low levels of introgression betwedh exsertaand P. axillaris, possibly due to natural
selection, suggesting that the different habitattfeese two species may influence this
point. As shown by the Molecular Variance AnalyZ&VOVA) the species presents
strong genetic structure, indicating that inbregdseems to be a characteristic of this
species. The sharing of both cpDNA haplotypes amclear alleles, together with the
sympatric geographical distribution, hybridizatiamd low genetic variability iP. exserta
allow the suggestion th&. exsertas derived fromP. axillaris. Thus, the maintenance of
this species depends on the maintenance of itdabalihich is restricted to the small

shelters on the towers in the Serra do Sudesterregi



1- INTRODUCAO

1.1- Caracterizacao do grupo de estudo

A familia Solanaceae A. Juss. pertence a orderan8l@s Juss. ex Bercht. & J.
Presl, Lamideas (APG Ill, 2009) e é composta porcacede 3000 espécies e
aproximadamente 150 géneros. Possui distribuic@&mapolita concentrada na regiao
neotropical, sendo que no Brasil sdo encontradogéd2ros e 350 espécies (Souza &
Lorenzi, 2008). Olmstead & Palmer (1992) sugereme qudiversificacdo inicial das
Solanaceae seguiu o0 desmembramento e a separamndaana, ha aproximadamente
50 milhdes de anos, e que a familia teve um prdé\c@rero de origem na América do Sul.

Essa importante familia de plantas com flores estagda pela utilidade na
alimentacédo (batata, tabaco, tomate e algumas fas)erpor seu papel na etnobotanica
(plantas medicinais, venenosas e alucindégenas)cénaia (varias especies servem como
modelos para pesquisas) (Olmstead & Palmer, 1992).

Solanaceae é considerada monofilética com baseaesateres morfoldgicos e de
marcadores de cloroplasto (Olmstead & Palmer, 199@steacket al., 1999). As relacdes
infrafamiliares tém sido investigadas por variosoees e frequentemente a familia tem
sido dividida em dois grandes subgrupos, Cestreidedolanoideae (Juétlal, 2009).

Entre os géneros de Cestroideae, encontra-se @cgBetunia Juss. o qual é
conhecido popularmente através da petunia de jandimhibrido cultivado em todo o
mundo como planta ornamental. O géneatuniafoi descrito originalmente por Jussieu
(1803), baseado em material coletado no Uruguan aadescricdo de duas espéckes,
nyctaginiflora Juss. [(®. axillaris (Lam.) Britton, Sterns & Poggenb)] . parviflora
(Juss.) Wijsman [(Ealibrachoa parviflora(Juss.) D’Arcy)]. Apés trés revisdes do género,
a primeira monografia sobreetuniafoi publicada por Fries (1911) que reconheceu 27
espécies e estabeleceu dois subgéneros. Com basstiatos citotaxonémicos, Wijsman
& De Jong (1985) determinaram a existéncia de doipos de espécies geneticamente
distintos propondo a divisdo do género. Seriam wastno génerdetuniasomente as
espécies relacionadasP&tunia parvifloraJuss. (2r= 18). Espécies com 2n= 14 seriam

transferidas para o géneistimoryne Rafin. Wijnands & Bos (1986) propuseram a



conservacao dBetunia nyctaginiflorg2n = 14) como a espécie tipo e a transferéncia das
espécies com 2n=18 para o géneéatibrachoala Llave & Lexarza. Essa é a classificacao
utilizada atualmente e foi confirmada por diferentstudos morfolégicos e filogenéticos,
sendoPetuniae Calibrachoaconsiderados grupos irma@&atanabeet al, 1999; Andoet

al., 2005; Kulchesket al.,2006).

Petunia € um género sul-americano, predominantemente ogitat atlantico.
Todas as espécies, excd?o occidentalisR. E. Fr., distribuem-se no sul e sudeste do
Brasil. Sdo reconhecidos dois centros de diversididgénero: os campos altitudinais da
borda oriental do planalto das Araucarias em S@atarina e os afloramentos rochosos
areniticos da Serra do Sudeste no Rio Grande d@&&iimann, 1999).

A historia evolutiva do géner@etuniatem sido investigada por diferentes tipos de
marcadores moleculares, sendo um padrdo geralxa Hderenciagdo genética entre as
espécies, indicando uma diversificacdo recenteédergp (Andcet al.,2005; Kulchesket
al., 2006; Stehmanet al., 2009). Os géneroBetuniae Calibrachoateriam surgido de
uma radiacdo Andina e se diversificado durante esog@os glaciais e interglaciais
Pleistocénicos com uma radiacdo mais recente pplan&ie costeira (Stehmann, 1999).
N&ao existem barreiras morfoldgicas ao cruzamernti® @s diferentes espécies e a radiacao
adaptativa das sindromes florais, juntamente casolamento geografico, devem ter tido
um papel fundamental no processo de especiaca@rkra (Watanabet al., 1996). Na
maioria dos casos, as espécies com mesma sindayaleséio alopatricas (com excec¢éo de
P. integrifolia (Hook.) e P. secretaStehmann & Semir) e as espécies com diferentes
sindromes florais sdo simpatricas.

As espécies deetuniaflorescem geralmente no mesmo periodo, ndo oawren
isolamento sazonal. A maioria das espécies é antexh ciclo de vida curto ajustado ao
clima. As flores sdo sempre vistosas e na maioais kzes purpuras ou magentas,
raramente brancas ou vermelhas. Os frutos sao laggsusecos e, quando maduros,
liberam as sementes sempre proximas a planta mé®, processo de autocoria.
Predominantemente heliéfilas, habitam campos, aftentos rochosos e capoeiras da zona
ecotonal entre campo e mata. A sindrome da mdktefipredominante e provavelmente
ancestral, tendo evoluido num provavel processo cdespeciacdo. A ornitofilia
(polinizacdo por beija-flores) e a esfingofilia [jp@acdo por mariposas da ordem

Lepidoptera) devem ser sindromes derivadas (Stemmid99). Em geral, as espécies



melitéfilas sdo auto-incompativeis (Tsukametoal., 1998). Algumas linhagens de.
axillaris (Tsukamotoet al, 2003),P. exsertaStehmann (Tsukamotet al, 1998) eP.
secreta(Stehmann, 1999) sdo auto-compativeis.

Stehmannet al. (2009) reconhecem 14 espécies para 0 género. Espasies
formam dois clados principais, um composto por @sgéque crescem em altitudes
superiores a 500m (terras altas) e outro compastegpecies que ocorrem a menos de
500m (terras baixas).

Petunia exsertagspécie de interesse desse trabalho, foi degmitaStehmann
(1987), e pertence ao grupo de terras baixas,mertee comP. axillaris, P. secretaP.
inflata R. E. Fr, P. integrifolia, P. bajeensi§. Ando & Hashimg P. interior T. Ando &
Hashim (Stehmannet al., 2009) Dentre essas espécid?, exsertaé muito proxima
evolutivamente d®. axillaris e P. secretacompartilhando com essas espécies uma série
de caracteristicas morfolégicas, como o tubo daladongo e hipocrateriforme; habito
ereto ou ascendente; pdlen de coloracdo amardhasfbasais e apicais com tamanhos e
formas diferentes (heterofilia); pedunculos frutfe eretos com capsulas grandes; e
sementes pequenas (Stehmann, 1999). Além dissas espécies sdo simpatricas em
algumas areas de sua distribuicdo (Stehmann, 198, 1996). As diferencas entre as
trés espécies restringem-se a adaptacdes paranti@eipolinizadores, sendo as flore$de
axillaris brancas e fragrantes ao entardecer (esfingoélas)deP. secretgpurpuras e sem
fragrancia (melitofilas). Estas duas espécies mmeslestames inclusos e habito
preferencialmente helidfilo (Stehmann, 19999. exserta possui uma série de
caracteristicas adaptadas a ornitofilia, como alaarermelha com bordo do limbo reflexo
e anteras e estilete fortemente exsertos. Beijadloram observados visitando flores de
populacdes naturais (Lorenz-Leméteal, 2006), bem como plantas cultivadas (Stehmann,
1999).

Petunia exserta@ considerada endémica da regido da Serra do SudesRio
Grande do Sul onde é encontrada em reentranciaslesites a cavernas (ou abrigos) em
grandes rochas areniticas (Figura 1). Esse habitainsiderado muito restrito e indspito
para as outras espécies do género (Stehmann, ¥8pJantas crescem em solo seco e
raso, com pouco humus, em locais escuros que nébewm luz direta do sol (And al.,

1999). A chuva também néo atinge as plantas diettan
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Figura 1- Habitat da espécieetunia exserta.
A) Viséo geral das Guaritas- Cacapava do Sul/RS;dB)e 6- abrigo 17; C) Torrel2-
abrigo 28; D) Torre 1- abrigo 1.

O conjunto de estames e 0 estigma podem estdizbbas distantes um do outro o
gue diminui a probabilidade de autopolinizacdo atjmea, mas ha uma grande variacao
do tamanho dos estiletes das flores, garantinddadezundacéo e producdo de sementes.
A semente ndo possui adaptacdes para a dispetségas distancias. Apos a abertura da
capsula, as sementes sdo liberadas como projétigeato atua como agente externo
(Stehmann,1999). Assim, a distribuicdo restritaPdeexsertgpode ser decorrente de um
comportamento ndo competitivo, devido a suas canatitas diferenciadas (Stehmann,
1999; Tsukamotet al, 1998).

Apesar da cor vermelh&. exsertando é relacionada diretamente aos hibridos
vermelhos Petunia x hybridy pois foi descrita algumas décadas depois déssan sido
produzidos e selecionados artificialmente (GrieBketcal., 1999). Petunia exsertgpode

ser muito util para melhorar cultivares vermelhesido a combinacdo genética diferente,

11



além de ter um grande potencial ornamental em tugiseu habito esciofilo e flores
vistosas (Griesbaatt al.,1999; Stehmann, 1999).
Nas torres areniticas ondke axillaris e P. exsertaocorrem em simpatria, foram

encontradas plantas com morfologia floral interrdgdj sugerindo hibridagdo entre essas

espécies, sendo o primeiro caso descrito de hi#aaatural entre espécies de petunia
(Lorenz-Lemkeet al.,2006) (Figura 2).

AP Lorenz-Lemke

‘o

8

AP Lorenz-Lemke , ‘B : . \ ! ; ‘ g AP Lorenz-Lemke ¢

Figura 2- Morfologias encontradas em 2002.

A) Individuo classificado como hibrido; B) Indiviolu
considerado como sendo uma plantaP@¢unia exsertgura,
com a morfologia caracteristica da espécie; C) tBame
Petunia exsertaPetunia axillaris e individuos classificados
como hibridos; D) Individuo d@. axillaris considerado puro

Petunia axillarispossui ampla distribuicdo geogréfica, ocorrendsulado Brasil,
no Uruguai, na Argentina e na Bolivia (And®96). No Brasil, a espécie € encontrada
apenas na metade sul do Rio Grande do Sul, no BRenapa, incluindo as regides da
Depressdo Central, Serra do Sudeste e CampanHamgdie, 1999). Os afloramentos
rochosos sdo o ambiente preferencial dessa esppmetambém pode ser encontrada
habitando locais perturbados como beiras de est(@dalo, 1996; Stehmann, 1999).

Andlises de marcadores plastidiais (espacadotegénicosrnH/psbA trnG/trnS
psbB/psbhi corroboraram a hipétese de hibridacao intereBpad de divergéncia recente
entre essas duas espécies (Lorenz-Lestkad, 2006). Os autores relataram que todos os
hibridos morfologicamente distinguiveis foram ericaios dentro das reentrancias
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rochosas nas torres areniticas, juntamente comauijms deéP. exsertaindicando que as
rigidas exigéncias de habitat permanecem presemgsas plantas. Os individuos
classificados como hibridos tinham lobos da coraéados e estames e estigma levemente
exsertos. As plantas encontradas proximas geragnmagresentaram o mesmo haplotipo
plastidial, independente do fendtipo. Assim, naanesate plantas com morfologia
intermediaria, mas também algumas com um dos fafparentais podem representar
individuos resultantes de eventos de hibridaca@émAtiisso, como os haploétipos séo
compartilhados pelas duas espécies, a introgreskfervada na regido da Serra do
Sudeste deve ter ocorrido em ambas as dire¢gdeeni-denke et al.,, 2006). A
modificacdo das caracteristicas florais e mudamechatitat sdo os provaveis fatores que
levaram a diferenciacdo entie. axillaris e P. exserta.Como P. exsertatem uma
distribuicdo restrita, a hibridacdo pode constitunn grande risco para a manutencéo da
espécie, podendo essa perder as adaptacdes UneEgmospui (Stehmanet al, 2009).
Uma questdo ainda nao resolvida é se o processibddacdo é recente (associado a
distirbios ambientais antropogénicos) ou um pracessis antigo. Devido a sua
distribuicdo restrita e relatos de extingdes lo¢@isadagniret al, 2000),P. exsertaesta
incluida na lista de espécies da flora ameacadastoiegdo do Rio Grande do Sul (SEMA,
2010).
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1.2- Descrigao da regido de ocorréncia d& exserta: O bioma Pampa e a Serra do
Sudeste

O local que hoje conhecemos como Rio Grande do tS&u origem no
Proterozdico, ha aproximadamente um bilh&o de aroms,0 choque dos cratons Rio de La
Plata e Kalahari. Esse evento faz parte do chan@d Brasiliano, que afetou a
formacdo de toda a América do Sul (Holz, 1999).i€ocBrasiliano originou no Rio
Grande do Sul uma bacia sedimentar onde hoje oaiceCamaqua (Bacia do Camaqua),
da qual fazem parte as formacdes rochosas da @erBudeste. A Bacia do Camaqua
caracterizou-se pela alternéncia entre episodiosubsidéncia e sedimentacdo e de
soerguimento e erosao. O tipo de preenchimento é&amioi alternado, por atividade
vulcanica ou deposicao siliciclastica. Assim, arfacdo dos afloramentos apresenta uma
deposicao alternada de arenitos, conglomeradoanit@s. De acordo com Paim & Lopes
(2000) a sucessdo aflorante na regido compreeréte unidades aloestratigraficas
relativamente mais deformadas (alogrupos Bom Jar@demro do Bugio e Santa Barbara),
afetados por dobras abertas e falhas gravitacianalgecionais, sobrepostas por uma
unidade dominantemente horizontal (Alogrupo Gusyit&ssa ultima afetada apenas por
uma deformacéo raptil de carater direcional e gaaional. O ultimo evento deposional,
representado pelo Alogrupo Guaritas, ocorreu haxapadamente 470 milhdes de anos
(Paim, 2002). Assim, a regidao fisiografica denomamaSerra do Sudeste, com sua
paisagem marcada pela presenca das grandes ternesdda, é caracterizada por uma
complexidade litoldgica, envolvendo as rochas raatggas do Rio Grande do Sul, datadas
do Pré-Cambriano (Holz, 1999).

Em torno de 42.000-10.000 anos antes do presentampos dominavam a regiao
do Pampa que apresentava um clima frio e secoi(Bedtl al, 2005). Depois dos 10.000
anos a temperatura aumentou, mas o clima contiseon, por isso a floresta de Araucaria
ndo se expandiu e a mata Atlantica deve ter sendigm pela costa. No inicio do
Holoceno, o fogo se tornou mais frequente no Pampag é indicado pela abundancia de
particulas de carvdo nos perfis de turfeiras (Bghkt al, 2007). Esse fato esta
possivelmente relacionado a chegada de populagd&genas na regido (Overbeekal,
2007). No Holoceno-médio, em torno de 4000 anossadb presente, o clima se tornou

mais umido, permitindo uma lenta expansdo da flaresbre o campo. No século 17, os
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jesuitas introduziram a pecuaria na regido do Paenpasa atividade permanece muito
importante até hoje (Pillar & Quadros, 1997). Coraugressdo do gado e do fogo, um
ativo processo de expansao florestal, o qual tem lsistoricamente reprimido através de
distarbios humanos, seria re-estabelecido (Overbeak, 2007).

A vegetacdo campestre do Sul do Brasil estda im&lldm dois biomas na
classificacdo do IBGE (2004), Pampa e Mata Atlantl@s campos de altitude do bioma
Mata Atlantica sdo encontrados na regido do Plan@ilil-Brasileiro conhecida como
Campos de Cima da Serra. Os campos subtropicaiBioima Pampa podem ser
encontrados na Depressao Central, Serra do Susgesggdo da Campanha, na metade sul
do Rio Grande do Sul. Essas formacdes apresentaamatriz geral formada por areas
extensas de campos, com inclusdes florestais pelegens dos rios (Boldrini, 2009).

O Bioma Pampa compreende um conjunto ambientdifeleentes litologias e solos
recobertos por fitofisionomias campestres. E caraetdo pelo clima chuvoso, sem
periodo seco sistematico, mas marcado por frequdnéates polares e temperaturas
negativas no inverno. As paisagens campestres @mnaBsdo naturalmente invadidas por
contingentes arboreos representantes da Florestaidtsal Decidual, Floresta Estacional
Semidecidual e da Floresta Ombréfila Densa, notadgannas partes norte e leste. Essa
mudanca caracteriza um processo de substituicAorahadas estepes por formacdes
florestais em funcdo da mudanca climatica de fmpara quente/Umido no atual periodo
interglacial, como ja citado acima (IBGE, 2004).

A regido fisiogréfica da Serra do Sudeste, tambénhecida como Escudo Sul-
Rio-grandense, ocupa uma area aproximada de 44.B68 representando
aproximadamente um quarto do Bioma Pampa no Rimderado Sul. A estrutura
vegetacional dessa regido é muito diversa, em s&s@ovarios fatores como o clima, o
solo, o relevo e 0 manejo a que esta vegetacacseBtéetida (Boldrini, 2009). Rambo
(1956) comentou nédo ser possivel fazer uma descm@duciosa de todas as paisagens da
Serra do Sudeste, muitas vezes destoando do eftandpa por apresentar uma vegetacao
savanobide (arblreo-arbustiva) sobre solos rasostegddo tem relevo ondulado a
fortemente ondulado, com altitudes que variam d& d%00 m. Nessa regidao, como no
resto do bioma Pampa, muitas areas atualmentetaslmor vegetacdo campestre seriam
ocupadas por subarbustos, arbustos e arvoresxiefmte, as quais aos poucos vao sendo

cortadas e queimadas, ampliando as areas utilizawas pastagem (Girardi-Deigd al.,
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1994). Segundo produtores locais, tais praticas s&folares e servem para conter o
crescimento da vegetacao arbustiva e arborea soteenpo (Caporal & Boldrini, 2007).
A Serra do Sudeste, como um todo, ndo permite enges/imento de uma agricultura
pujante e economicamente rentavel pela pequenanuiofide do solo. As principais
atividades geradoras de renda sao a bovinoculawiapcultura e caprinocultura. Na
localidade conhecida como Minas do Camaqua, inisem 1870 a extracdo de cobre
que parou em 1996, quando ocorreu 0 esgotamergbdas reservas economicamente
viaveis conhecidas (Paim, 2000). Com essa atividactedita-se que tenha ocorrido um
povoamento maior da regido com o consequente aanuenutilizacdo da terra, o que
poderia ter acentuado o impacto humano na area.

A Serra do Sudeste é classificada como area denextimportancia biolégica e de
extremamente alta prioridade para conservacao ¢Mitnd do Meio Ambiente, 2009). No
entanto, nenhuma Unidade de Conservacao foi deirfgitementada nesta regido e sao
raras as informacdes sobre os aspectos biolégiesta direa do Estado. Contudo, os
trabalhos cientificos que vém sendo publicadostaglauma grande riqueza de
biodiversidade nessa regido, com aproximadamentesp@cies de plantas endémicas
(Guadagniret al, 2000; Pazt al, 2008).
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1. 3- Especiagao

A dificuldade em encontrar um conceito Unico paspécie fez surgir varios
conceitos diferentes: conceito biolégico, conceioespécie baseado no reconhecimento,
conceito fenético, conceito evolutivo, conceitoodignético (dividido em apomorfico,
diagnéstico e genealdgico), entre outros (Jetdal., 2009). Cada um desses tem seus pros
e contras e € pouco provavel que um conceito se@#oauniversalmente. A chave para
entender o que sdo espécies e de que forma seamniggsta, em grande parte, em um
conhecimento detalhado dos fatores naturais e igeséjue limitam o fluxo génico entre
elas (Abbottet al., 2008). O contexto espacial tem um papel importax@emodo de
especiacdo que é classificado em trés categoriggnde esse aspecto: simpatrico,
parapatrico e alopatrico. A especiacdo simpatretare sem isolamento espacial e com a
divergéncia ocorrendo em condi¢cdes de cruzameméasdaos; a especiacao alopatrica
ocorre quando populacdes divergentes estdo espaai@ isoladas e ndo trocam genes
uma com a outra; jA a especiacdo parapatrica descae situacdo onde niveis
intermediarios de fluxo génico persistem durantévargéncia (Abbotet al., 2008). No
por alguns autores (Fitzpatriek al.,2009).

Algum grau de isolamento reprodutivo é um passeresal para a transicdo de
ecotipos a espécies (Abbott & Comes, 2007). O swegio do isolamento reprodutivo em
plantas é assunto de muitos estudos e atualmergditacse que o numero de genes
controlando o isolamento reprodutivo e seus efeitirsam entre espécies. Em alguns
casos, poucos genes, de grande efeito, podem lewndrgsolamento reprodutivo (Abbott
et al.,2008; Lexer & Widmer, 2008; Lowrsgt al.,2008). Assim, a evolucdo do isolamento
reprodutivo, em muitos organismos, pode seguir datlwoproposto por Wu (2001) no qual
€ uma consequéncia de adaptagcfes controladas ponUumro moderado de genes
enquanto outros genes, com efeitos neutros naaselpgdem se mover entre espécies.

Embora muitos estudos sobre especiacdo tentermdemtecomo ocorre a
divergéncia de linhagens evolutivas a diferenciagéioitas vezes, principalmente em
plantas, envolve a reunido e/ou duplicacdo de gas@imavés da hibridacdo. Existem dois
tipos de especiacdo com hibridacdo: homopléide (eedanca no nimero cromossémico)

e polipldide (com duplicacéo de todo genoma hibradopolipldide). Poliploides que néo
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tiveram origem através da hibridacdo sdo chamadimpalipldides (Rieseberg & Willis
2007).

O tempo e o0 modo de especiacao podem ser fortermdhtenciados pela natureza
das barreiras de isolamento reprodutivo (CozzofinBcopece, 2008). Em plantas, essas
barreiras podem ser classificadas de acordo conornemto da ocorréncia em relacdo a
reproducdo: barreiras pré-reprodutivas (antes dinizagédo), pos-reprodutivas pre-
zigoticas (apds a polinizacao e antes da fertiiape pos-reprodutivas pos-zigéticas (apos
a fertilizacdo). Sao barreiras pré-reprodutivasotamento temporal (floracdo em épocas
diferentes ou periodos diferentes do dia); o iselam de habitat; o isolamento floral
(atracéo de polinizadores diferentes ou diferengagologicas que impecam a polinizacao
por um mesmo polinizador); o sistema reprodutivdgpolinizacdo, agamospermia). Uma
barreira pds-reprodutiva pré-zigética é a inconijiedade estigma-estilete. Finalmente,
sdo barreiras poés-reprodutivas pos-zigéticas: aomipatibilidade da semente; a
inviabilidade do hibrido; o isolamento floral dobhdo (auséncia de polinizadores
efetivos); a esterilidade do hibrido; e o colapsohibrido (a primeira geracdo pode ser
viavel e fértil, mas as geracdes seguintes ou iddos provindos de retrocruzamento
podem ser inviaveis ou estéreis) (Juddl, 2009). Uma combinacdo de mecanismos de
isolamento pode atuar em conjunto ou um delesgafar outro. Como o isolamento pés-
zigotico tem um alto custo biolégico, muitas vezaegcanismos pré-zigoticos podem se
tornar mais intensos, através de um fenémeno caheomo refor¢o. I1sso ocorre pela
evolucéo de cruzamentos preferenciais prevenirgisto de gametas (Mallet, 2005).

Grande parte das angiospermas usa animais ndet@mga de gametas, esse
fenbmeno pode influenciar a evolucdo das plantam ¢lores, ndo sé através da
polinizagcdo, mas também promovendo ou reforcandgsotamento reprodutivo. O
isolamento floral € um tipo de isolamento pré-reptivo mediado pela morfologia floral
(isolamento morfologico) e pelo comportamento ddingador (isolamento etologico)
(Schiestl & Schluter, 2009). Esse tipo de isolamegmide ter um papel muito importante
durante a especiacéo, estabelecendo o isolamemtmutivo (Rieseberg & Willis, 2007).
Por outro lado, o isolamento floral ndo € neceasante parte do processo de especiacao
em plantas que representam linhagens que evolusgparadas, sem influéncia de
polinizadores. Nesses casos, ele reforca a sepamagiie espécies, reduzindo, por

exemplo, o gasto de gametas com cruzamentos sesassu(Schiestl & Schliter, 2009).
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As solanaceas, pelo menos em nivel de génera;grareao ter sofrido adaptacéo
radiativa em termos de diferentes polinizadoress martos clados, comBetunia e

Brunfelsig apresentam muitos tipos de sindromes florais §gn2010).
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1.4- Hibridac&o interespecifica e fluxo génico

Os hibridos resultam de cruzamentos entre difeseespécies, ou entre individuos
de populacbes que sdo distinguiveis com base enpwmmais caracteres herdaveis
(Harrison, 1990). Hibridac&o interespecifica ¢ abgreda comum em plantas, ocorrendo
em 25% das espécies (Mallet, 2005). Em animais, fes®meno é menos frequente, sendo
que aproximadamente 10% das espécies estarianvelagokem eventos de hibridacao e
possivel introgressao (Mallet, 2005).

Diferentes fatores ecoldgicos podem estar envadvito processo de hibridacéo,
acarretando diferentes consequéncias evolutivastefjridade das linhagens ira depender,
entre outras coisas, das taxas de dispersao edkmnoo e da selecdo natural atuando nas
espécies envolvidas e nos individuos hibridos(Gano2009).

Pode ocorrer a formagdo de uma zona de hibridagiavel e localizada,
comportando-se de acordo com a dinadmica do modeima de tensdo ou zona bimodal,
onde a frequéncia dos alelos ou caracteristicagifgoas € mantida pelo balanco entre o
efeito da homogeneizacao e selecdo (Barton & He®885; Fitzpatricket al.,2008). No
entanto, se os hibridos sdo geralmente mais adeptasg uma ou ambas as espécies que
0s originaram, podemos esperar que ocorra o destta dos gendtipos parentais,
resultando em introgresséo extensiva e o desemvehitd de uma zona hibrida ampla,
chamada unimodal ou enxame hibrido (Martin & CryuZ99; Fitzpatricket al., 2008).

Se esse processo continuar por muitas geracOes, msdltar na formacdo de uma
linhagem Unica, substituindo uma ou ambas as espdériginais (Mallet, 2008). Uma
possivel explicacdo para essa situacdo seria @ wdiptativo maior dos hibridos em
relacdo as espécies parentais (vigor hibrido oarts). Alternativamente, os hibridos
podem ser mais adaptados a um nicho diferente,osenidrmediarios, de fendtipos
extremos ou mesmo fora do padrdo parental (sedgiegagnsgressiva) (Riesebesgal.,
1999). Eventos de hibridacdo também podem redutzixa de crescimento populacional
das espécies pelo aumento da pressdo de patogdresbiworia, isso pode ocorrer, por
exemplo, devido aos hibridos serem mais suscetiveéstes (Leviet al.,1996).

Como citado acima, uma das consequéncias da &idiadé a introgressao; isto €, o
movimento de genes, mediado por retro-cruzamentire eduas espécies ou duas

populacdes distintas (Avise, 2004). Através daogriessao podemos dizer que a
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hibridacdo tem um duplo papel na dinamica da berdidade: por um lado, pode criar
nova diversidade genotipica, mover adaptacdes igaaé mesmo gerar novas linhagens
recombinantes estaveis (Rieseberg, 1997; Avise})2@0r outro, pode diminuir o nimero
de espécies, colapsando as existentes (Harrisoogfldhowicz, 1997).

Atualmente existe uma grande dificuldade em detemnse a hibridacdo € natural
ou se duas espécies estdo em contato secundaidp devmodificacdes causadas por
atividades humanas. Esse cenario faz surgir a @uest devemos tomar medidas para
evitar a hibridacdo ou ndo. A hibridacdo ndo segugadrédo, cada situacao sera diferente
e para podermos tomar decisées e entender o qupardras desse fenbmeno precisamos
estudar caso por caso (Genovart, 2009). Segunamddtf & Luikart (2007), taxas de
hibridacdo e introgressdo tém aumentado devidarslticacdo acidental e intencional de
organismos e modificagcdes de habitas, na maiosacdsos realizada pelo homem. Esse
fato tem contribuido para a extincdo de diverspé@ss direta ou indiretamente (Le@n
al., 1996; Allendorfet al., 2001). Eventos de hibridagcdo podem ser criticoa papécies
endémicas, podendo levar a perda de complexos agerio-adaptados, fenémeno
conhecido como “genetic swamping” (Levat al., 1996; Rhymer & Simberloff, 1996;
Lorenz-Lemkeet al 2006).

Ha muitas dificuldades para identificar hibridgem@as morfologicamente, ja que
depois de muitas geracdes de intercruzamentosagliessao nem sempre € demonstrada
fenotipicamente (Rhymer & Simberloff, 1996). Mesn®@m presenca de fendtipos
intermediarios pode representar outras situacoe® coutacdes, plasticidade fenotipica,
tendéncias evolutivas, convergéncias evolutivasseparacdo de uma espécie em duas
derivadas (Judeét al., 2009). Marcadores moleculares podem ser Uteis stod@s que
visam diferenciar esses fenbmenos, mas muitas vaezestureza estocastica do processo
de coalescéncia causa a retencdo de alelos. Essesgo, conhecido como sorteio de
genes, torna dificil a diferenciacdo entre polinsonb ancestral e hibridacdo (Weif al.,
1997; McCracken & Sorenson, 2005; Buckétyal.,2006; Edwardst al.,2008).

O compartilhamento de alelos podera estar presamtéodas as populacdes de
pares de espécies divergentes e, nesse caso,rendid€ao entre essas espécies sera
devida a frequéncia diferencial de alelos e nagisténcia de alelos exclusivos (Muir &
Schlétterer, 2005). Uma abordagem biogeograficae pser utilizada para diferenciar

hibridacao recente de polimorfismo ancestral. Nes@nca de fluxo génico, populacdes de
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duas espécies que ocorrem préximas devem ser nubfevenciadas que populacdes
distantes (Granét al., 2005, Muir & Schlétterer, 2005). Outra possivebalagem € a

utilizacdo de diferentes marcadores, por exempi@rahtesloci nucleares. E pouco

provavel que o sorteio de linhagens atue igualmentgodos ogoci, podendo-se dessa
forma diferenciar esse processo de introgressaoa@duckleyet al.,2006).

Um processo que pode gerar um padrao genéticdlsmme ao descrito acima é a
diferenciacdo recente de uma espécie derivada t&@ par uma espécie progenitora,
fenbmeno que tem sido descrito em muitas famikaglantas. Alguns padrdes de variacao
genética sao tipicos desse processo: (1) a sidaldei genética entre a espécie progenitora
e a derivada deve ser alta, ja que todos os alelaterivada se originaram dos alelos da
espécie progenitora; (2) a espécie derivada apgeesema reducdo na variabilidade
genética quando comparada com a progenitora; (3Jetss da espécie derivada deveréo
ser um subconjunto daqueles encontrados na progeit) a espécie derivada geralmente
apresenta uma menor distribuicdo geografica; (Spwss espécies envolvidas podem
hibridar (Purps & Kadereit, 1998; Mason-Gana¢ral, 1999, Perroret al., 2000). Casos
de espécies derivadas e progenitoras sdo mais d@ctarizados a partir da congruéncia
de dados de diferentes genomas (plastidial, mith@@nnuclear) (Perroat al.,2000).
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1.5- Filogeografia, Genética de Populagdes, Consapdo e Marcadores Moleculares

Para possibilitar 0 manejo e a conservacdo dogs@slgenéticos existentes é
necessario compreender 0s processos evolutivos lveto® na manutencdo da
biodiversidade. A filogeografia € um campo inteigatda ciéncia que usa informacdes
genéticas para estudar a distribuicdo geografidindagens genealdgicas, especialmente
aguelas encontradas dentro das espécies (Avis@).2Bliitas espécies mostram uma
estrutura populacional que pode ser interpretadaatextos geograficos e cronoldgicos.
Decifrar o0s componentes espaciais e temporais tdatiea populacional e interpretar os
processos ecoldgicos e evolutivos responsaveisefes sdo 0os maiores objetivos da
filogeografia (Beheregaray, 2008).

Baseada em uma amostragem apropriada de genebviglins, a filogeografia
pode ser utilizada para testar hipéteses biogdogsafdescrever a evolucdo do isolamento
reprodutivo de unidades populacionais e inferircessos de origem, distribuicdo e
manutencao da biodiversidade (Beheregaray, 2008)n Alisso, pode ser usada para fazer
inferéncias sobre mudancas no ambiente de uma gg@mula partir de dados genéticos
atuais.

Cada vez mais estudos que avaliam a diversidad&tige de espécies vegetais e
animais tém sido utilizados como ferramenta paaadaise da biodiversidade e para guiar
programas de manejo e conservacao, tanto de ambiespecificos como de espécies em
particular. O conhecimento da variabilidade gemétidas populacdes esta sendo
reconhecido em diversos paises, inclusive no Biasil6rgdos governamentais e privados
que financiam as pesquisas e propdem a legislagd@rea de preservacdo. Essas
informacdes estdo sendo utilizadas inclusive coartepntegrante do arcabouco cientifico
que dara sustentacao ao estabelecimento de pa&rgessrvas(Frankhaet al, 2008).

Marcadores moleculares sdo uma ferramenta muitlzada em estudos de
genética de populacdes e filogeografia, pois permiacessar um grande numero de
caracteres. O uso de marcadores moleculares, jantarsom informac¢des morfoldgicas,
permite acessar a historia evolutiva dos organisoms alto grau de confiabilidade.
Marcadores moleculares sao ideais para o estudssgiecies ameacadas, uma vez que
fornecem uma grande quantidade de dados a partiodlso material biolégico que pode

ser obtido por métodos néo destrutivos (Retil.,2001).
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Entre os marcadores mais utilizados em estudosulgpompnais de plantas
destacam-se as regides ndo codificadoras do DNstigil (cpDNA), especialmente
regides intergénicas (Hamiltaat al., 2003). A frequente heranca uniparental, geralmente
materna, desses marcadores e a auséncia de reaQa®isdo vantagens para uma
avaliacdo diferencial do fluxo de podlen e semerftgston et al. 2007). Eventos de
hibridacdo no passado podem ser detectados pordwaes plastidiais, atraves de um
fendmeno conhecido como captura de cloroplastespécies que perderam as sequéncias
hibridas no genoma nuclear, por deriva ou selec&tof et al. 2007). Como 0 genoma
plastidial € hapléide, o tamanho efetivo populagio@ menor que quando o genoma
nuclear é considerado. Essa caracteristica acelemqarocesso de deriva genética,
consequentemente, o cpDNA pode apresentar difexg@ineutra maior que o DNA
nuclear entre populacdes ou linhagens divergeRmtanto, quando a divergéncia entre
populacdes € relativamente recente e o fluxo géhilbmitado, polimorfismos neutros de
cpDNA tém mais poder de detectar a diferenciac@ms®garados a polimorfismos neutros
do DNA nuclear (Hamiltoret al. 2003). Enquanto genes do cpDNA passaram a ser
utilizados para estudos filogenéticos, regibes oddificadoras sdo mais utilizadas em
estudos taxondmicos em niveis mais baixos, comma-ggnéricos (Shaet al., 2005). Os
espacadores intergénicos plastidtam-psbAe trnS-trnGestao entre os mais usados para
estudos populacionais e evolutivos, seja na carrude filogenias de espécies com
diversificacdo recente (Kulcheslat al, 2006) ou na investigacdo da ocorréncia de
hibridacéo (Lorenz-Lenket al.,2006).

A heranca do genoma do cloroplasto € predominartemmaterna em plantas, no
géneroPetuniainclusive. Assim, sua utilizacdo traca a genealatg um dos parentais
(Derepas & Dulieu, 1992). Muitas vezes, marcaddeespDNA séo incapazes de fornecer
inferéncias diretas sobre alguns processos evoki{i8ang 2002). Um tipo de marcador
nuclear muito utilizado em estudos populacionaes @i espacadores internos transcritos
(ITS1 e ITS2) do DNA ribossomal nuclear (nrDNA), s@o génerdetuniaestas regides
nao apresentam variabilidade inter-especifica ieufie para separar as espéétegxserta
eP. axillaris (Lorenz-Lemkeet al, 2006).

Diferentes tipos de marcadores nucleares podernutdigados em estudos sobre
hibridacdo e especiacdo de plantas. O RFLP (pdisnos de comprimento dos

fragmentos de restricdo) € uma técnica baseadaagméntos de restricdo e hibridacdo
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por Southern Blgte foi por muito tempo a principal técnica molecypara a identificacao
de polimorfismos genéticos. Depois do surgiments m@todos baseados na técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), o RFLPasié snenos utilizado. Isso ocorreu
devido a necessidade de grandes quantidades de deN@mico e desenvolvimento de
sondas e marcadores radioativos para detec¢Oesemsitveis nessa técnica (Hartl, 2008).
Uma alternativa ao RFLP sdo os marcadores CAPSindi@s: cleaved amplified
polymorphic sequences, para designar sitios padlicedramplificados clivados), também
chamados PCR-RFLP. Nos marcadores CAPS o gendigenéficado por amplificagdo
de um fragmento especifico e digestdo enzimaticajnaés de ser identificado por
Southern Blotcomo no RFLP tradicional. O desenvolvimento doscadores CAPS é
trabalhoso e de alto custo, porque a identificag®s polimorfismos envolve a
identificacédo das sequéncias desejadas, clonagsandolvimento dprimers reacdes de
PCRs, sequenciamento e busca por sitios de resificgimura & Tomaru, 1999). No
entanto, depois dos polimorfismos identificadosaegbordagem € rapida e conveniente,
permitindo acesso a polimorfismos Mendelianos euemgrande numero de individuos
(Konieczny & Ausubel, 1993). Uma pequena quantidddeDNA é suficiente para a
reacdo de PCR e, como o tamanho dos fragmentoshéado, sitios de restricdo podem
ser distinguidos de eventos de insercdo delecdém Atlisso, essa técnica ndo €
influenciada pela metilacdo do DNA, como no RFLBserodutos da digestdo podem ser
diferenciados em gel de agarose. Esses marcadwagesalmente desenvolvidos a partir
de genes conhecidos ou cDNA, produzindo dados qaenp ser classificados como
homozigotos otheterozigotos (Konieczny & Ausubel, 1993). MarcasoCAPS foram
desenvolvidos parRetuniapelo grupo do Dr. Cris Kuhlemeier (UniversidadeBina,
Suica) a partir de cDNA, com o objetivo de realineapeamento genético de genes
envolvidos com as modificagdes florais relacionaaas diferentes polinizadores, como
por exemplo coloracdo e odor. Assim, esses mareadoossibilitam uma abordagem
diferenciada, uma vez que podem apresentar umaeytidentidade com as espécies que
apresentam diferentes polinizadores como no cabo eesertee P. axillaris.

Petunia exsert&¢ uma das espécies de plantas com maior riscxtdea na
regido da Serra do Sudeste, aléem de ter uma distib restrita, extin¢cdes locais ja foram
descritas e a introgressao de genes plastidids drillaris foi relatadaAssim, um estudo

populacional, utilizando diferentes tipos de maorad genéticos, além de contribuir para
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o melhor entendimento da influéncia da hibridac@atregressao na diversidade genética
da espécie, sera de grande importancia para ojatageto de futuras estratégias para a

conservacao.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral

7

O objetivo geral deste projeto € contribuir pareertendimento da estrutura
populacional da espécietunia exsertacomo parte integrante da andlise filogeografica e
conhecimento da biodiversidade do Bioma Pampaijzanidlo para isso marcadores
moleculares de cloroplasto (espacadores intergé&nieomarcadores nucleares (CAPS),

assim como informacdes geogréficas e morfoldgicas.

2.1- Objetivos Especificos

2.1.1- Contribuir para o conhecimento da distribaicgeografica, modo de vida e
variabilidade fenotipica nas populacdesPdexserta.

2.1.2- Avaliar a variabilidade genética dentro geepopulacdes deetunia exsertatravés

do uso de marcadores moleculares.

2.1.3- Determinar as relacdes evolutivas entrends/iduos da espécie através de um

estudo filogeogréafico baseado nos dados obtidosypaocadores moleculares.
2.1.4- Avaliar a presenca de introgresséo génpater dos marcadores estudados.
2.1.5- Contribuir para o conhecimento taxondmicevelutivo do género, fornecendo

subsidios que reforcem a necessidade da criacmdeinidade de conservacédo na Serra
do Sudeste.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Coleta do Material

O material analisado foi obtido através de coletas populacfes naturais das
espécied. exsertee P. axillaris. Individuos de populacdes &e exsertaforam coletados
nas primaveras dos anos de 2008 e 2009, numa éealgange toda a distribuicdo
conhecida da espécie, somando 258 individuos. Alésses individuos, foram incluidos
nas analises 64 individuos utilizados por Lorenmke et al (2006) (45 classificados
comoP. exsertae 19 como hibridos entRe exsertae P. axillaris) que foram coletados no
ano de 2002 (Figura 3 e Tabela 1).

As plantas coletadas nos mesmos abrigos em diésramos foram utilizadas para
verificar se houve mudanca na constituicdo genéisapopulacdes ao longo do tempo.
Foram realizadas coletas nos mesmos abrigos eme2@029 ou em 2008 e 2009, o que
permitiu uma comparacao entre esses dois interdaldsmpo (sete anos e um ano). Nesse
trabalho foram primeiramente classificados cofoexsertatodos os individuos que
cresciam dentro dos abrigos (ou cavernas), esgéri@riinclui os 19 individuos
classificados como hibridos no trabalho de Loreemikeet al. (2006). Essa estratégia de
coleta foi adotada devido a presenca de uma gnearubilidade na coloracdo e posicao
do aparelho reprodutivo nas flores Bleexsertague impedia a classificacdo de hibridos
somente pela morfologia. A distribuicdo conhecidaedpécie é formada por um conjunto
de populagbes na regido das Guaritas, localizaaidumicipio de Cacapava do Sul e duas
populacdes mais distantes localizadas no Munidpi®inheiro Machado na localidade de
Torrinhas (Figura 3). Nesse trabalho, trata-se ceoemdo das Guaritas uma area de
aproximadamente 42 Kmyue inclui algumas das formacdes rochosas cordmeadmo
Guaritas e a Pedra da Cruz.

A amostragem dePetunia axillaris utilizada nesse trabalho abrange toda a
distribuicdo conhecida da espécie no Rio GrandeSdlo (223 individuos) e algumas
populacées do Uruguai (33 individuos) e Argenti®2 (ndividuos). As coletas de
individuos deP. axillaris foram realizadas em colaboracdo com Caroline Bttect{dados

nao publicados), incluindo plantas pertencentdséassubespécies reconhecidas por Ando

28



(1996). Também foram analisados os 57 individud&zados no trabalho de Lorenz-

Lemkeet al.(2006) (Tabela 2 e Figura 3).

As coordenadas geograficas dos locais de coletamfarbtidas através do Sistema de
Posicionamento Global (GPS) e uma exsicata de pagalagéo foi confeccionada, as
qguais foram depositadas no Herbéario ICN (Departaonete Botanica, Instituto de

Biociéncias , Universidade Federal do Rio Grand&uld.
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@Petunia axillaris T R
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@®Petunia exserta
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Torrinhas - Torre 4-@
Ped
o e G)G)T“"es 11212 petalhe da regido das Guaritas da O

Figura 3- Amostragem total utilizada no trabalho. A) Pontis coleta dePetunia
axillaris; B) Detalhe de alguns pontos de coleta na Seri@udeste; C) Detalhe da regido
das Guaritas, representando os locais denominatos Guaritas e Pedra da Cruz.
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Tabela 1- Amostragem dé’etunia exsertaitilizada no trabalho e nimero de individuos
genotipados para cada marcador.

Pop. Origem Numero de plantas Ano de Coordenadas

Genotipadas coleta

| Cloroplasto | CAPS |

torrel/cavernal- Guaritas- 3 4 2002 30°50'19"S/
1 Cacapava do Sul- RS* 7 2009 53° 29' 43"W
torrel/caverna2- Guaritas- 2 2 2002 30°50'18"S/
2 Cacapava do Sul- RS 10 200953° 29' 42"W
torre2/caverna3- Guaritas- 9 9 2002 30°50'12"S/
3 Cacapava do Sul- RS* 0 8 2009 53°30'17"W
torre2/caverna4- Guaritas- 16 19 2002 30°50'13"S/
4 Cacapava do Sul- RS* 8 2009 53° 30' 19"W
torre2/cavernab- Guaritas- 30°50' 10"S/
5 Cacapava do Sul- RS 7 7 2002 53°30' 16"W
torre2/caverna6- Guaritas- 31°50' 14"S/
6 Cacapava do Sul- RS 10 0 2009 53°30' 16"W
torre2/caverna7- Guaritas- 30°50'12"S/
7 Cacapava do Sul- RS 9 0 2009 53°30' 18"W
torre3/caverna8- Guaritas- 3 3 2002 30°49'55"S/
8 Cacapava do Sul- RS 6 2009 53° 30" 09"W
torre3/caverna9- Guaritas- 30°49'51"S/
9 Cacapava do Sul- RS 3 5 2002 53°30' 08"W
torre3/cavernalO- Guaritas- 7 6 2002 30°49'53"S/
10 Cacapava do Sul- RS* 4 2009 53° 30' 10"W
torre3/cavernall- Guaritas- 30° 49' 55"S/
11 Cacapava do Sul- RS 5 0 2009 53°30'11"W
torre3/cavernal2- Guaritas- 30° 49' 56"S/
12 Cacapava do Sul- RS 3 0 2009 53°30'12"
torre4/cavernal3- Pedra da 14 16 2002 30°53'48"S/
13 Cruz- Cacapava do Sul- RS* 8 200953° 25' 16"W
torrell/cavernal4-Torrinhas- 4 4 2007 31°13'30"S/
14 Pinheiro Machado- RS 3 2 2009 53°29'51"W
torre5/cavernal5- Guaritas- 8 9 2007 30°50'18"S/
Cacapava do Sul- RS 3 0 2008 53°30' 39"W
15 0 9 2009
torre5/cavernal6- Guaritas- 30°50'12"S/
16 Cacapava do Sul- RS 2 0 2009 53°30' 35"W
torre6/cavernal7- Guaritas- 30°50' 24"S/
17 Cacapava do Sul- RS 6 7 2008 53°30'17"W
torre6/cavernal8- Guaritas- 30°50' 22"S/
18 Cacapava do Sul- RS 6 6 2008 53°30' 12"W
torre6/cavernal9- Guaritas- 7 6 2008 30°50'26"S/
19 Cacapava do Sul- RS 8 8 2009 53°30' 20"W
torre7/caverna20- Guaritas- 6 3 2008 30°50'40"Ss/
20 Cacapava do Sul- RS 7 200953° 31" 11"W
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Tabela 1-(continuagéo)

torre7/caverna2l- Guaritas- 1 1 2008 30°50'41"S/
21 Cacapava do Sul- RS 0 9 200953°31' 11"W
torre7/caverna22- Guaritas- 30° 50' 44"S/
22 Cacapava do Sul- RS 7 0 2009 53°31'11"W
torre8/caverna23- Guaritas- 30°50' 07"S/
23 Cacapava do Sul- RS 8 6 2008 53° 30" 34"W
torre8/caverna24- Guaritas- 30°50' 07"S/
24 Cacapava do Sul- RS 5 0 2008 53° 30" 33"W
torre9/caverna25- Guaritas- 9 9 2008 30°50'14"S/
25 Cacapava do Sul- RS 0 7 2009 53° 30" 22"W
torre9/caverna26- Guaritas- 30°50' 14"S/
26 Cacapava do Sul- RS 8 0 2009 53°30'22"W
torre10/ caverna27-Guaritas- 30° 49'56"S/
27 Cacapava do Sul- RS 2 2 2008 53°29'47"W
torrel2/caverna28 Torrinhas- 26 22 2008 31°13'39"S/
28 Pinheiro Machado- RS 8 9 2009 53°30'31"W
torrel3/caverna29- Guaritas- 4 4 2008 30°50'09"S/
29 Cacapava do Sul- RS 0 2 2009 53° 30' 24"W
torrel4/caverna30- Guaritas- 11 12 2008 30°50'05"S/
30 Cacapava do Sul- RS 0 9 2009 53° 30' 02"W
torrel4/caverna31- Guaritas- 30°50' 04"S/
31 Cacapava do Sul- RS 8 0 2009 53°30'01"W
torrel5/caverna32- Guaritas- 30°50'17"S/
32 Cacapava do Sul- RS 7 5 2009 53° 30" 00"W
torrel5/caverna33- Guaritas- 30°50' 18"S/
33 Cacapava do Sul- RS 5 5 2009 53°29'58"W
torrel7/caverna34- Guaritas- 30°50' 15"S/
34 Cacapava do Sul- RS 7 0 2009 53°30' 31"W
torrel7/caverna35- Guaritas- 30°50' 13"S/
35 Cacapava do Sul- RS 10 0 2009 53°30'34"W
torrel7/caverna36- Guaritas- 30°50' 23"S/
36 Cacapava do Sul- RS 6 0 2009 53°30'37"W
torrel8/caverna37- Guaritas- 30°50' 20"S/
37 Cacapava do Sul- RS 3 4 2009 53°31'18"W
torre18/caverna38- Guaritas- 30°50' 21"S/
38 Cacapava do Sul- RS 10 10 2009 53°31'18"W
torre18/caverna39- Guaritas- 300 50' 23"S/
39 Cacapava do Sul- RS 8 7 2009 53°31'19"W
Total 39 populagbes 322 306

*cavernas onde foram encontrados individuos claasibs como hibridos por Lorenz-

Lemkeet al(2006).
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Tabela 2- Individuos dePetunia axillaris utilizados no trabalho e nimero de plantas
genotipadas para cada marcador.

Pop. Origem Numero de plantas Ano de Coordenadas
Genotipadas coleta
| cloroplasto | CAPS |

Rio Grande- RS- 320 24' 06"S/

Taim Brasil 5 1 2009 52°33' 31"W
Rio Grande- RS- 2009 32°09' 29"S/

Taim2 Brasil 5 0 52°23' 57"W
Pelotas- RS- Brasil 31°42' 09"S/

Pelotas 5 0 2009 52°21'47"W
Pinheiro Machado — 31°41' 25"S/

Machado RS- Brasil 9 4 2008 53°01'27"W
Hulha Negra- RS- 31° 23' 36"S,
Hulha Brasil 5 3 2007 53°49'17"W
Hulha Negra- RS- 31° 23' 28"S/

Hulha2 Brasil 5 2 2008 53°50' 08"W
31°21' 50"S/

Bagé4 Bagé- RS- Brasil 8 2 2008 53°55' 36"W
31°21'15"S/

Bagé3 Bagé- RS- Brasil 1 1 2007 53°56' 24"W
31°16' 00"S/

Bagéb Bagé- RS- Brasil 6 0 2009 54°08' 02"W
31°13'03"S/

Bagé Bagé- RS- Brasil 4 1 2002 54°16'53"W
31°09'39"S/

Bagé- 2 Bagé- RS- Brasil 6 1 2006 5421'31"W
Dom Pedrito- RS- 31°05'37"S/

Pedrito Brasil 6 2 2009 54°27' 28"W
31° 27" 17"S/

Acegua Acegua- RS- Brasil 6 2 2009 54°08' 25"W
Casa de Pedra- Bagé 30° 58' 38"S/

Pedrab RS- Brasil 6 4 2009 53°36'19"W
Casa de Pedra- Bagé 30° 58' 35"S/

Pedra RS- Brasil 5 3 2008 53°36'19"W
Casa de Pedra- Bagé 30° 58' 28"S/

Pedra6 RS- Brasil 6 0 2009 53°36' 09"W
Casa de Pedra- Bagé 30° 58' 22"S/

Pedra3 RS- Brasil 11 4 2008 53°36'19"W
Casa de Pedra- Bagé 30° 58' 04"S/

Pedra2 RS- Brasil 5 2 2008 53°35'43"W
Casa de Pedra- Bagé 30° 58' 05"S/

Pedra4 RS- Brasil 5 0 2009 53°35'31"W
Casa de Pedra- Bagé 30° 58' 06"S/

Pedral RS- Brasil 8 2 2008 53°35' 22"W
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Tabela 2-(continuagéo)

Cacapava do Sul- RS- 30° 34' 05"S/
Cacapava Brasil 4 4 2002 53°23'18"W
Pantano Grande- RS- 30° 12' 55"S/
Pantano2 Brasil 7 2 2008 52° 33'55"W
Pantano Grande- RS- 2002  30°12'11"'S/
Pantano Brasil 8 3 520 27' 23"W
Torrel/  Guaritas- Cacapava do 30°50' 19"S/
cavernal Sul-RS- Brasil 3 3 2002 53°29'43"W
Torre2/  Guaritas- Cacapava do 30°50' 12"S/
caverna3 Sul-RS- Brasil 3 3 2002 53°30'17"'W
Torre3/  Guaritas- Cacapava do 30° 49' 55"S/
caverna8 Sul-RS- Brasil 2 2 2002 53°30' 09"W
Pedra da Cruz- 30° 53" 48"S/
Torre4/ Cacapava do Sul-RS- 53°25'16"W
caverna 13 Brasil 10 9 2002
Guaritas- Cacapava do 30°50'11"S/
Torreb Sul-RS- Brasil 5 0 2009 53° 30" 34"W
Guaritas- Cacapava do 30° 50' 32"S/
Torre7 Sul-RS- Brasil 6 2 2009 53° 31' 24"W
Guaritas- Cacapava do 30°50' 14" S/
Torre9 Sul-RS- Brasil 5 10 2008 53°30' 24"W
Guaritas- Cacapava do 30°50' 03"S/
Torrel4 Sul-RS- Brasil 6 0 2009 53° 29' 60"W
Torrel5/ Guaritas- Cacapava do 30°50' 17"S/
caverna32 Sul-RS- Brasil 4 4 2009 53°30' 00"W
Guaritas- Cacapava do 30°50' 14"S/
Torrel5-2 Sul-RS- Brasil 6 5 2009 53°29'57"'W
Guaritas- Cacapava do 30° 50' 04"S/
Torrel6 Sul-RS- Brasil 6 0 2009 53°30' 19"W
Torre 18/ Guaritas- Cagapava do 30 50' 21"S/
caverna 38 Sul-RS- Brasil 5 5 2009 53°31'18"W
Torrel8- Guaritas- Cacapava do 30° 50' 23"S/
caverna 39 Sul-RS- Brasil 3 2 2009 53°31'19"W
Santana do
Livramento- RS- 30°45' 07"'S/
Livrament2 Brasil 6 0 2009 55°45'10"W
Santana do
Livramento- RS- 30° 36' 56"S/
Livramento Brasil 8 4 2002 55°56' 19"W
Santana do
Livramento- RS- 30° 34' 28"S/
Livrament3 Brasil 9 2 2002 56° 03' 50"W
30° 18'41"S/
Quarai Quarai- RS- Brasil 2002 56° 28' 43"W
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Tabela 2-(continuagéo)

29° 51' 35"S/

Alegrete?2 Alegrete- RS- Brasil 7 2 2006 55° 56' 47"W
29° 56' 13"S/

Alegrete Alegrete- RS- Brasil 12 4 2006 56°04' 20"W
30° 00" 50"S/

Quarai2 Quarai- RS- Brasil 5 2 2006 56° 13' 07"W
30° 00" 55"S/

Alegrete3 Alegrete- RS- Brasil 5 2 2009 56° 26' 02"W
29° 53" 10"S/

Uruguaian2 Uruguaiana- RS- Brasil 6 2 2009 56° 44' 53"W
29° 50' 29"S/

Uruguaiana Uruguaiana- RS- Brasil 5 2 2003 56° 56' 28"W
Uruguai- Departamento 33°00' 03"S/

Negro S1 de Durazno 1 1 2009 56° 37' 36"W
Uruguai- Departamento 34° 20' 09"S/

Colonia 1 de Colbnia 2 2 2008 57° 20" 05"W
Uruguai- Departamento 34° 26' 06"S/

Laplata de Colbnia 2 2 2008 57°16' 27"W
Uruguai- Departamento 34° 45' 53"S/

Laplata2 de San José 2 2 2008 56° 24" 25"W
Uruguai- Departamento 34°53' 13"S,

Piriapolis de Maldonado 2 2 2007 55°11'57"W
Uruguai- Departamento 34° 54' 48"S/

Ballena de Maldonado 2 2 2007 55° 02' 45"W
Uruguai- Departamento 34° 54' 35"S/

Maldonado de Maldonado 2 2 2007 54° 59' 58"W
Uruguai- Departamento 34° 55' 04"S/

Delestel de Maldonado 1 2 2007 54°58' 29"W
Uruguai- Departamento 34° 52' 20"S/

Deleste2 de Maldonado 2 2 2007 54° 45' 05"W
Uruguai- Departamento 34° 46' 35"S/

Ignacio de Maldonado 2 2 2007 54° 40' 59"W
Uruguai- Departamento 34° 30' 57"S/

Rocha de Rocha 2 2 2007 54° 20" 43"W
Uruguai- Departamento 34° 24' 09"S/

Polonio de Rocha 2 2 2007 53°47' 01"W
Uruguai- Departamento 34° 3'18"S/

Castillos de Rocha 1 2 2007 53°53' 27"W
Uruguai- Departamento 34° 21' 46"S/

Minas (19) de Lavalleja 2 2 2007 55° 09'50"W
Uruguai- Departamento 32° 39'52"S/

Negro N de Tucuarembo 2 2 2009 56° 28' 52"W
Uruguai- Departamento 31°48'43"S/

Tucuaremb de Tucuarembo 1 1 2009 56°12'59"W
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Tabela 2-(continuagéo)

Uruguai-Departamento 30° 34' 08"S/
Artigasl de Artigas 0 2 2009 56°36'16"W
Uruguai- Departamento 31°18' 45"S/
Salto 3 de Salto 1 2 2008 57°05' 34"W
Uruguai- 31° 27 21"S/
Salto 1 Departamento de Salto 2 2 2008 57°54'19"W
C1l1 Argentina-Provincia de 1 2 2008 29° 33' 44"S/
Corrientes 57° 30" 40"W

Cc 10 Argentina-Provincia de 0 2 2008 30° 31' 38"S/
Entre Rios 58° 32' 59"W

Cl Argentina-Provincia de 2 2 2008 30°12' 08"S/
Corrientes 58°47' 21" W

C9 Argentina-Provincia de 2 2 2008 30°10' 45"S/
Corrientes 59° 00' 46"W

C3 Argentina-Provincia de 1 2 2008 300 23' 24"S/
Entre Rios 58°42' 52" W

C8 Argentina-Provincia de 2 2 2008 30° 19" 50"S/
Corrientes 59° 14' 42"W

C6 Argentina-Provincia de 1 1 2008 30° 191 00"S/
Corrientes 59° 21' 49"W

c2 Argentina-Provincia de 1 2 2008 30°13' 01"S/
Corrientes 59° 23' 39"W

Cc7 Argentina-Provincia de 0 2 2008 30°12' 45"S/
Corrientes 59° 29' 26"W

C5 Argentina-Provincia de 2 2 2008 29°48' 18"S/
Corrientes 590 23' 42"W

C4 Argentina-Provincia de 2 2 2008 29° 39' 53"S/
Corrientes 59° 21' 40"W

CO1 Argentina- 2 2 2008 30°51' 58"S/
Provincia de Cordoba 64° 29' 30"W

CO3 Argentina- 3 3 2008 30°51' 21"S/
Provincia de Cordoba 64° 31' 47"W

CO4 Argentina- 1 1 2008 31°18'47"S/
Provincia de Cordoba 65° 05' 40"W

C06 Argentina- 2 2 2009 31°45' 03"Ss/
Provincia de Cordoba 64° 55' 51"W

CO2 Argentina- 3 3 2008 31° 47" 49"S/
Provincia de Coérdoba 65° 00' 23"W

Total 82 populacoes 333 181
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Para as analises genéticas foram coletadas flobhass, tomando-se o cuidado de
nado danificar os individuos amostradosRdeexsertaAs folhas foram acondicionadas em
silica-gel para secagem e posterior extracdo de.fdéPam coletadas amostras de todos
os individuos presentes em cada populagcdo encardiefel exsertainclusive sem flores,
excluindo-se os individuos muito pequenos. Foramsiderados pertencentes a uma
mesma populacédo todos os individuos observadosoddatum abrigo em cada torre ou,
no caso dé. axillaris, quando as populacdes estavam em torres diferentpgdximas a
abrigos diferentes na mesma torre. Em locais famarehido das Guaritas, foram
considerados como pertencentes a uma mesma popualePa axillaris os individuos que
formavam agrupamentos claramente distintos geegragénte (coletados a mais de 10 km
de distancia). A amostragem utilizadaRleaxillaris visa somente a comparacao entre 0s
componentes genéticos das duas espécies. Assimsfongo de coleta maior foi feito nas
populacdes da regido das Guaritas, devido ao rdktocorréncia de hibridagcdo cdt
exserta nessa localidade (Lorenz-Lemket al, 2006). Contudo, foram utilizadas
populacdes d@. axillaris simpatricas e alopatricasPa exsertgpara permitir uma melhor

compreensao das relagfes evolutivas e eventobdéagdo entre as duas espécies.
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3.2- Extragao do DNA

Depois de secas em silica-gel, as folhas coletddasn pulverizadas com
nitrogénio liquido em gral e o DNA foi extraido getécnica de Royet al. (1992),
modificada e adaptada para espécieBatania como sera descrito a seguir:

- 20 mg de material macerado;

- Adicdo de 60Qul de tampao de extracdo (100 mM TRIS-HCI; 1,4 M N&D
mM EDTA; 2% CTAB; 0,2%3-mercaptoetanol; 2% PVP), 10% @emercaptoetanol e
0,06 mg de Proteinase K ;

- Incubacgao a 6% por 30 minutos;

- Emulsdo com 60(I de fenol-cloroférmio (1:1);

- Centrifugacéo por 15 minutos a 14000 rpm,;

- Recolhimento da fase aquosa e estimativa dedeme;

- Precipitacdo do DNA com um volume de isopropandl10 do volume de acetato
de sodio;

- Armazenamento por 24 horas em freezetG18

- Centrifugacéo por 20 minutos e descarte do saloiante;

- Lavagem do “pellet” com 20Qul de etanol 70% e secagem a temperatura
ambiente por 20 minutos;

- Eluicéo do “pellet” em 100l de 4gua ultra-pura estéril e 0,01mg de RNAse .

Os produtos de extracao foram testados atravéketteforese horizontal em gel de
agarose 1%, corado com GelR&e visualizados em transiluminador de luz ultrdetim
Para a quantificacdo, os produtos foram comparadas um DNA padrdoi( DNA,

Invitrogen).
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3.3- Marcadores CAPS

3.3.1- Caracterizacao

Os marcadores CAPS utilizados nesse trabalho fdes®anvolvidos pelo grupo do
Dr. Kuhlemeier , a partir de linhagens Betuniamantidas em laboratério (Venait al,
2010. Para a realizacdo do presente trabalho, primemtenfoi realizada uma busca no
banco de dados do grupo por marcadores que fossiamoficos entreP. axillaris (todas
as subespécieg)P. exsertapu seja, apresentassem um padréo de bandas espeeaifa
cada uma dessas espécies (0 banco de dados aimdsstaddisponivel para consulta
publica) Isso permitiria a diferenciacdo rapida entre individdpsros” e hibridos. Os
marcadores também foram selecionados pela podsithdide facil diferenciacdo em gel de
agarose, visando minimizar os erros de genotipageatém disso, como os CAPS estéo
mapeados erRetunia,procurou-se abranger todos o0s sete cromossdpas essa etapa,
foram selecionados 14 marcadores que foram testaohod5 amostras de populacdes
naturais (oitdP. axillaris e seteP. exsertq Para o restante das analises foram selecionados
aqueles marcadores que apresentaram especificidame que 60%. Ou seja, mais de
60% dos individuos testados de uma espécie apagsemtpadrdes de bandas Unicos da
espécie quando comparadas as duas espécies aslizadse trabalho. Dos 14 marcadores
testados, cinco apresentaram especificidade maier @)% e foram utilizados para
genotipar um total de 487 individuos (Tabela 3)sa&Esmostragem abrangeu toda a
distribuicdo conhecida da espéBieexsertae foram utilizadas populacdes Beaxillaris
simpatricas e alopatricas a distribuicdo da prienaspécie citada para uma melhor
compreensao do compartilhamento dos alelos. Esta pla trabalho foi iniciada em
Berna, Suica (Institute of Plant Sciences) e fma@la no Laboratério de Evolucao
Molecular (LEM), UFRGS.

O marcador HF1 esta localizado do gétié que participa da rota de sintese de
antocianina enPetunia(Matsubaraet al, 2006). O marcador EPF1 se localiza no gene
EPF1, uma provavel proteina de ligagdo ao DNA, queratieam genes da rota de sintese
de aminoacidos arométicos e compostos secundéni®etinia(Takatsujiet al.,1991). O

CAPS MYBX esta no gene descrito comy BX de Petunia,um fator de transcricdo cuja
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funcdo ainda nao esta totalmente esclarecida @loret al, 2009). Os MYBs/5 e 60
apresentam identidade, em diferentes propor¢cOes, fatbres de transcricdo de plantas
(Cominelliet al.,2005; Tenget al, 2005).

Tabela 3-Marcadores CAPS, oligonucleotideos iniciadopsr(ers)utilizados para cada
marcador e localizacdo cromossomica.

Marcador Sequéncias dogrimers Localizacdo

B9I5(f) TCCCTCATTAATTAACCATATCTC Cromossomo 1
HF1 B96(r) CATGGATAGCTACCGAACG

B191(f) GCTAGAGCAAGTGTAGTTGAAGG Cromossomo 3
EPF1 B19(r) ATCGATTGAGTCTTCGGAGAACTCC

B192(f) GAATAGTGTTCAATTTCCAAC Cromossomo 3
MYB75 B193(r) GTCACTAACATCTGCAGCTAATTCC

B167(f) CAATGGGAAAGGACACTTCA Cromossomo 4
MYBG60 B168(r) ATTGGAATGTCACATCCTAA

MyBxF(f) TCTCATCCACTACTAGTCTTTCAAAC Cromossomo 6
MYBX MyBxR(r)  AACTGATGACTAGGAATGAGCCTAA
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3.3.2- Amplificacao e clivagem

As PCRs foram desenvolvidas em termociclador aaticom MJ Res. Inc.,
utilizando-se diferentes temperaturas de anelameata cada marcador (Tabela 4). As
condi¢cbes de reagcdo de PCR estdo descritas no @Q@adds produtos de PCR foram
analisados por eletroforese horizontal em gel dmosg 1% corado com GelR¥de
visualizado em transiluminador de luz UV. A vesigéo do tamanho dos produtos de PCR
foi realizada visualmente, comparando-se a bandalaoltom o marcador de peso
molecular “Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen). Ap&s verificacdo, os fragmentos
amplificados foram clivados com enzimas de resir€dstDigest®- Fermentas (Tabela 4).
A verificacdo da clivagem foi realizada em gel darase 2,5% corado com GelR®&de
visualizado em transluminador de luz UV. Os difeesnpadroes de bandas foram

considerados alelos diferentes, os quais foramrdetados por leitura manual.

Tabela 4- Temperaturas de anelamento para cada conjuntpriders e enzimas de
restricdo utilizadas para cada marcador.

Marcador Primers Temperatura de Enzima utilizada e modo
anelamento de clivagem

HF1 &700pb) B95 - B96 50°C Alul (37°C-15min)

EPF1£360pb) B191 - B19 56°C Msel=Trull (65°C-15min)

MYB75(=550pb) B192 - B193 52°C Nsil (37°C- 15min)

MYB60(=600pb) B167 - B168 52°C Alul (37°C- 15min)

MYBX (~820pb) MybxF - MybxR  52°C Nsil (37°C 15-min)
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Reacéo Concentracéo final

Tampao 1X
DNTP 0,2 mM
MgCl, 3 mM
Primer psbA F 0,1aM
Primer trnH R 0,1uM
Platinum® Taq (Invitrogen) 05U
DNA 50 ng

Condi¢bes de amplificacao

94°C por 3min
94°C por 30s
35 ciclos X °C por 30s
72°C por 1min
72°C por 5min

Quadro 1- Condic¢des para amplificacdo dos marcadores CAPS.
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3.3.3- Analises dos dados

Cada padrao de bandas foi considerado como umdifetente, sendo codificado
como 1, 2, 3, 4 para homozigotos e 1/2, 1/3, 181,24, 3/4 para heterozigotos (Figura 4).

A B

Figura 4- Exemplo do modo de genotipagem dos individuos (Mags- Low DNA Mass
Ladder” (Invitrogen); 1- alelo 1, 2- alelo 2, 1/Reterozigoto) A) marcador MYBG60; B)
marcador EPFL1.

Apoés a confeccdo da tabela com todos os aleleanfealculadas as frequéncias
alélicas e o numero de alelos pacuscom o programa Genepop 4.0.10 (Rousset, 2008).
Esse programa também foi utilizado para calculdifexenciacdo génica entre as espécies
deP. exsertae P. axillaris que foi testada pelo teste exato G (Goedet., 1996).

O programa STRUCTURE 2.3.1 (Pritchaxtdal, 2000) foi utilizado para estimar a
constituicdo genética de cada individuo por infei@bayesiana. O programa calcula por
verossimilhanca a percentagem do genoma de cankddinal que pertence a determinado
grupo (numero de grupos = K, esse dado deve seedwolo ao programa), sem
informacdesa priori (por exemplo, se o individuo pertence a uma pggaolau outra).
Foram testados os valores de K de 1 a 5 e cinaidasrindependentes com 500.000
simulagbes pelo método de Monte Carlo via cademsMdrkov (MCMC) e 50.000
geragOedurn-in foram usadas para cada valor de K. Foi utilizadoaalelo de mistura
(admixture mod¢l O parametro alfauf para o grau de mistura foi inferido pelo programa
o parametro lambda) que faz referéncia as frequéncias alélicas isiéta definido como
um e nado foram fornecidas informac¢des sobre a gévm@a de cada individuo. O melhor
valor de K foi determinado pelo método sugeridonmenual do programa e pelo método
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implementado por Evanret al (2005). Os dois métodos sdo baseados nas diéerentre

os valores de “Ln Prob of data” (L(K)) para cadaBsse valor se refere a probabilidade de
obter determinado resultado com os dados forne@dgsograma. Segundo o manual do
programa, quando ocorre um platdé da distribuicé® idores de “Ln Prob of data”, o
primeiro valor deve ser o melhor K, além disso, @hor valor de K deve apresentar o
menor desvio padrédo entre os valores de L(K). Codwede Evannet al. (2005) visa
realcar o ganho nos valores de L(K) que ocorreandadeiro valor de K através do calculo
de AK (AK = média(JL(K + 1) — 2L(K) + L(K = 1)|)HL(K)]).

Através da tabela com valores de ancestralidddeida, fornecida pelo programa
STRUCTURE 2.3.1, para cada individuo, foi calculaalaprobabilidade média dos
individuos coletados em diferentes anos estaremrargrupo ou outro (K=2). A andlise
estatistica desses dados foi realizada com o TedéeWilcoxon no programa Bioestat 5.0

(disponivel no sitio http://www.mamiraua.org.br/).
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3.4- Marcadores Plastidiais

3.4.1- Amplificacdo e sequenciamento

Para a amplificacdo dos espagadores intergéniassdmistrnS-trnGe trnH-psbA
foram utilizados primers universais descritos por Hamilton (1999) e San@l. (1997),
respectivamente. As PCRs foram realizadas em téclador automatico MJ Res. Inc.,
com protocolo padrdo adaptado para cada marcad@d(@Qs 2 e 3). Estes marcadores
foram escolhidos por serem os que melhor estimeaniabilidade genética em populacdes
de espeécies do géneRetuniag incluindo P. exserta(Lorenz-Lemkeet al., 2006). O
marcadorpsbB/psbHapresentou-se pouco variavel em trabalhos antsr{sm@mente dois
sitios) e néo foi utilizado. Os espacadores intéogs de cloroplastarnL-trnF e rps12-
rpl20, o intron detrnL e marcadores nucleares ITS também apresentaraosbdveis de
variabilidade (Lorenz-Lemket al, 2006), ndo sendo incluidos nesta analise.
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Reacéo Concentracéo final

Tampao 1X
DNTP 0,2 mM
MgCl, 3 mM
PrimertrnSF 0,12uM
PrimertrnG R 0,12uM
Taq polimerase 1U
DNA 50 ng

Condi¢bes de amplificacao

94°C por 3min
94°C por 1min

30 ciclos 58°C por 1min

72°C por 45s

72°C por 5min
Sequéncias dogrimers para PCR e sequenciamento (Hamilton, 1999)
PrimertrnS (GCU) F *GCT TTAGTC CAC TCAGC
PrimertrnG (UCC) R > GAA CGA ATC ACACTT TTACCAC?

Quadro 2 —Condic¢des relacionadas as determinacdes do marca8etrnG.
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Reacéo Concentracéo final

Tampao 1X
DNTP 0,2 mM
MgCl, 3 mM
PrimerpsbAF 0,16uM
PrimertrnH R 0,16uM
Taq polimerase 1U
DNA 50 ng

Condi¢bes de amplificacao

94°C por 3min
94°C por 45s
35 ciclos 58°C por 1min
72°C por 2min
72°C por 10min

Sequéncias dogprimers para PCR e sequenciamento (Sargj al., 1997)

PrimerpsbA F *GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCT C*
PrimertrnH R “CGC GCATGG TGG ATT CAC AAATC

Quadro 3- Condicdes relacionadas as analises envolvendarcaahompsbAtrnH.
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Os produtos de PCR foram submetidos a eletrofdreseontal em gel de agarose
1%, corado com GelR&Y e visualizado em transiluminador de luz UV para a
confirmacdo da amplificacdo. A verificacdo dos tahws dos produtos de PCR foi
realizada comparando-se a banda obtida com o naardadpeso molecular “Low DNA
Mass Ladder” (Invitrogen).

Apo6s a amplificacdo, os produtos de PCR foramfipados segundo o protocolo
de Dunn & Blattner (1987), descrito a seguir:

- Adicao de igual volume de PEG 20% (p/v) ao ptodle PCR e homogeneizacéo;

- Incubacgéo a 37 °C por 30min;

- Centrifugacéo a 14000 rpm por 20min;

- Descarte cuidadoso do sobrenadante;

- Adicao de 129l de EtOH 80% gelado. Incubacao por 1min e cemjafdo por
2min;

- Descarte do sobrenadante;

- Repeticédo dos 5° e 6° passos com etanol absoluto

- Evaporacéo do EtOH residual a 70 °C por 10min;

- Ressuspenséo do produto de PCR eml e HO ultra-pura estéril e incubacéo
a temperatura ambiente por 12 horas.

O sequenciamento do DNA foi realizado em equipameantomatico MegaBACE
1000 (Amersham Biosciences — GE Health Care), Bmdguios protocolos que
acompanham o aparelho e YEnami¢YET terminator sequencing premix ,kitom
marcacdo terminal fluorescente, de acordo com aecH#gacdes do fabricante. As

condi¢cOes da reacéo de sequenciamento estdo deswiQuadro 4.

Componentes da reacéo Quantidade Condicdes de amfiphcéo
DYEnamic™ET terminator 4 pl 35 ciclos:

sequencing premix 95°C por 20s

Produto de PCR purificado 40 ng 50°C por 15s

Primer 5uM 60°C por 1min

Agua milli-Q completar 10 pl

Quadro 4- Condicdes das reagdes de sequenciamento.
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Antes do sequenciamento, cada amostra foi pulldicdiretamente nas placas do
sequenciador, como segue:

- Adicdo de 75 uM de acetato de amonia e 3X orwelinicial de etanol absoluto
(temperatura ambiente);

- Mistura por 30 inversoes;

- Centrifugacéo da placa por 45min a 1780 RCF &20

- Descarte do sobrenadante por inversao;

- Spina 500 RCF com a placa invertida e apoiada em pagkla;

- Adicao de 100 ul de etanol 70% (temperatura antb);

- Spina 1780 RCF;

- Descarte do sobrenadante;

- Spina 750 RCF com a placa invertida,

- Adic&o de 10 pl deoading Solutiore fechamento da placa com adesivo;

- Ressuspenséao em vortex por 5min;

- Spina 1780 RFC;

- Encaminhamento ao sequenciador.
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3.4.2- Analises das sequéncias

Os cromatogramas para as sequéncias obtidas f@aficados com o auxilio do
programa Chromas 2.33 (disponivel no sitiew.technelysium.com.au) e as sequéncias
foram alinhadas manualmente com o auxilio do progr&eneDoc (Nicholas & Nicholas,
1997). Os eventos de insercdo e delecdo e os taltides foram removidos da anélise,
depois de uma pré-corrida com os dados completwss@ tratarem de caracteres de
aparente evolucdo rapida, cuja verdadeira dinammatacional ndo pode ser acessada
(Aldrich et al, 1988). Os sitios variaveis e os indices de digade nucleotidica e
haplotipica foram determinados com o programa Aiite§.11 (Excoffieret al. 2005).

Para inferir eventos como expansao populacional pogsilacdes dé>. exserta
foram calculados os indices de neutralidBdde Tajima (Tajima, 1989Fs de Fu (Fu,
1997) e gairwise mismatch distributiomistribuicdo do nimero de diferencas observadas
entre todos os hapl6tipos tomados par a par (Régelapending, 1992) com intervalo de
confianca de 95% e 1000 replicacdedbdetstrap(programa Arlequin 3.11).

Os diferentes haplotipos foram detectados atrawegprdgrama DnaSP 4.10.9
(Rozaset al, 2003). As relacdes evolutivas entre as sequ&rfoilm inferidas pelo
meétodo deMedian JoiningNetwork (Bandeltet al, 1999) no programa Network 4.5
(disponivel no sitidttp://www.fluxus-engineering.com) com a construg@&uma rede de
haplétipos. Na construcdo de uma arvore filogeagtiespécies que divergiram
recentemente podem apresentar a persisténcia deamdsstrais, multifurcacdo e
reticulacdo. Nesse contexto, a construcamet®vorks(rede de haplétipos) ao invés de
filogenias é mais informativa (Posada & CranddD). A diferenciacdo genética entre as
populacdes ddetunia exsertdoi estimada através da analise de variancia miaecu
(AMOVA,; Excoffier et al., 1992) no intervalo de confianca de 95% apds 1000
permutacgdes, onde foi calculado o indice de fixag&gqprograma Arlequin 3.11).

Foram utilizadas populacdes Beaxillaris simpatricas e alopatricas a distribuicao
de P. exsertapara uma melhor compreensdo do compartilhamento haplotipos

(hibridag&o ou retencéo de polimorfismo ancestral).
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4- RESULTADOS

4. 1- Distribuicdo geografica e morfologia d®. exserta

Até a realizacdo do presente trabalho, a disti@muigonhecida d®. exsertase
restringia a quatro torres de arenito e congloneradregido das Guaritas, municipio de
Cacapava do Sul, sendo essa espécie consideradstrdriicdo muito restrita e com altas
exigéncias de habitat (Stehmann, 1987; Lorenz-Leetka&., 2006). Com esse trabalho,
foram descobertas 30 novas populacdes, sendo 2fhteatas na regido das Guaritas,
enguanto que as duas restantes foram encontradlasatidade de Torrinhas, municipio de
Pinheiro Machado. Sabia-se da possibilidade dééexim da espécie em Torrinhas através
de conversas com moradores locais. A localidadeistada em trés primaveras (anos de
2007, 2008 e 2009), quando foram encontradas dopslatdes. Todas as populacdes
encontradas estavam no habitat descrito como eaistato da espécie. As plantas séo
sempre encontradas em aberturas na rocha, ou pnakisnas a rocha, em locais sombrios
e umidos, sem a incidéncia de luz direta ou chuva.

A amostragem utilizada nesse trabalho tem umailiigtdo disjunta (Figura 5),
mas durante as saidas de campo foi possivel caninetigor a regido da Serra do Sudeste.
Nessa regido, existe um numero muito grande deafgies rochosas com as mesmas
caracteristicas deposicionais de onde a espécieaiteada. Assim, € muito provavel que
existam mais popula¢cBes desconhecidas da espaidigsive no Uruguai, pois a Serra do
Sudeste se estende até esse pais.

Novas populacdes sao dificeis de encontrar, umague é necessario escalar as
formagOes rochosas para verificar as reentranceaspedra. Tais formacgbes estédo
localizadas em locais que ndo possuem acesso digfo necessarias longas caminhadas,
muitas vezes no meio do mato, até se chegar a.rocha

Em praticamente todas as populacdes, os individpossentavam variacdo na
coloragdo da flor e essa variagdo nem sempre f&ocesla a hibridacdo (ver item
seguinte). Até hoje, pensava-se que a esp@ciexsertaera caracterizada por flores
vermelhas e estames e estigma exsertos, mas taaloracédo como a posicao do aparelho

reprodutivo parecem ter uma ampla variacdo, mesnuoa@de cada populacdo. Assim, 0s
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tamanhos dos estames e do estigma também variaro, aescrito por Stehmann (1987), e
parece ndo existir uma sincronia entre colorac@@ar@nho das estruturas reprodutivas
(Figura 6).

Todas as vezes que encontramos populaco®s abllaris na regido de simpatria
entre as duas espécies, essiavam fora dos abrigos, em cima das torres, smméem
proximas aos abrigos, mas em locais mais clarode Bn exsertando era encontrada,

como ja havia sido descrito por Lorenz-Lenakal (2006).

ag, Torre 18
L :g 378

RS- 625

Torrinhas .~

@28

Figura 5- Distribuicdo conhecida da espéétetunia exsertaRepresentacdo das
torres e cada abrigo (ou caverna) em cinza. Aibadé de Torrinhas no municipio
de Pinheiro Machado localiza-se a 37 km em linha da Pedra da Cruz. A torre
16 apresenta somente uma populacal.dillaris.
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Figura 6- Variabilidade na coloracéo
das flores encontradss populacdes de
Petunia exserta.
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4. 1- Especificidade dos marcadores CAPS

O nuamero de alelos encontrados com os marcad@BS$ @ariou de um a quatro,
sendo que apenas um marcador, MYB75, apresentwalagl®ds com frequéncia superior a
10%. Os demaisoci apresentaram dois alelos com frequéncia acimae desgr. Dois
marcadores (HF1 e MYB75) apresentaram alelos raamg, frequéncia menor que 10%,
encontrados em poucas plantas (Figura 7). Os ail@tos foram encontrados somente em

populacdes de. axillaris.
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Figura 7- Frequéncias alélicas- marcadores CAPS.
A) Frequéncia dos alelos encontradosRetunia axillaris;B) Frequéncia dos alelos
encontrados erRetunia exserta.

A frequéncia dos alelos foi calculada pBraaxillaris e P. exsertaseparadamente,
para verificar a identidade da variacado entre as éspécies (Figura 7). Para determinar a
espécie, nesse caso, usou-se o critério da logatizéoram classificadas confo exserta
todas as plantas encontradas nos abrigos nas éoo@®oP. axillaris as demais plantas.
Mesmo que, nesse caso, algumas plantas possanfbsdasy os marcadores mostraram
uma diferenciacao génica significativa (p<0,01 gad®ds odoci) entre os dois grupos. Os
dados demonstram que apesar de ndo ser completi® ema boa correspondéncia dos
diferentes alelos encontrados para cada marcada am duas espécies estudadas. Isso
permite a utilizacdo desses marcadores para atass#fs plantas comB. axillaris e P.

exsertaou hibridos entre essas duas espécies.
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O programa Structure 2.3.1 (Pritchatcal, 2000) foi utilizado para calcular o grau
de compartilhamento de ancestralidade entre asaglalas duas espécies. O melhor valor
de K encontrado foi dois, tanto quanto pelo métddadeterminacdo de K sugerido no
manual do programa como pelo método de Evatrad., (2005) (Figura 8). Os valores de
ancestralidade encontrados nas 5 corridas com BreZnf muito semelhantes. A diviséo
em dois grupos separou, de modo geral, os indigidioacordo com as duas espécies,

com algumas plantas apresentando mistura entrei®gipos (Figura 9).

120 115
o ; T 1600 A
REE T 14HC
o : 1700 / \
=21,
L(K) o A K o // \\
ot 300
dc & / \
=i 400 / \
0 ilu} / \
20 0 / . \ +
2 4 g | 5 2 .
K A K B

Figura 8- Determinacao do melhor valor de K.
A)Método sugerido pelo manual do programa- formad@am platd a partir do valor de
K=2; B)Método de Evannet al.(2005)- pico no valor de K=2.

P. axillaris ! P. exserta

Figura 9- Resultado do programa Structure para K=2.
1- Ponto onde terminam as amostrasRigunia axillarise comecam as amostras de
Petunia exserta.

Entre as plantas de. axillaris coletadas no Rio Grande do Sul, excluindo-se a
regido das Guaritas, apenas plantas coletadagid i@da Casa de Pedra, no municipio de
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Bagé, apresentaram valores de ancestralidade majoee20% para a o grupo onde esta a
maioria das plantas de. exsertaFigura 10) As populactes d@. axillaris encontradas
nessa regiao crescem em torres semelhantes aguelastradas na regido das Guaritas e
Torrinhas. Porém, as torres da regido da Casa de Rgresentam uma composicdo
predominantemente granitica, enquanto as outrasafiiies visitadas sdo compostas, em
sua maior parte, de arenito e conglomerado. Messimatodas fazem parte do mesmo
ciclo de eventos deposicionais que caracterizacgaBio Camaqua (Leitaet al, 2007).

Em duas populagbes da regido foram encontradasplda coloracdo rosada (populacoes
Pedra 5- planta 1103 e Pediagvando em conta o resultado obtido com os mareador
CAPS e a morfologia, pode-se questionar a poskioié de existirem populacdes e
exsertanessa localidade, pois os locais visitados aptasen habitat caracteristico da
espécie. Os habitats tipicos He exsertasdo de dificil acesso e € impossivel avistar as
plantas do solo, sem escalar as pedras, 0 que tomis complicado encontrar as
populacoes.

Houve certo grau de ancestralidade compartilhada . exsertanas populacdes
de P. axillaris da Argentina (Figura 11). Essa caracteristica psele explicada por
ancestralidade comum antiga. Estas populacdes kest@iizadas a uma grande distancia
(cerca de 500 km da regido das Guaritas) e podeesear uma constituicdo genética
diferente, devido a polimorfismo ancestral. O fd&s populacfes de. axillaris do Rio
Grande do Sul, fora da regido das Guaritas e CasRedira, ndo apresentarem essa
ancestralidade compartilhada reforca a ideia de egses marcadores sdo uma boa
ferramenta para estimar a ancestralidade compadtlhpor hibridacdo na regidao de
simpatria. Assim, foi utilizado um critério geogcaf e genético para diferenciar a
ancestralidade compartilhada principalemente pdiridacdo ou principalmente por
polimorfismo ancestral. Levando em conta esse fatgara minimizar erros de
genotipagem, além de garantir uma maior confiaduléd dos resultados, considerou-se
como hibrida, ou como resultante de hibridacdo emagfes anteriores, apenas a planta
gue apresentou mais que 20% de ancestralidadeiatita espécie diferente da qual foi
determinada taxonomicamente. Seguindo esse critdfioplantas foram classificadas
como hibridos (14 plantas classificadas taxonomgcaencomaoP. axillaris e 26 plantas
comoP. exsertadas quais 11 haviam sido classificadas comoddbrem 2002 e descritos

por Lorenz-Lemkest al., 2006).

55



OpELIE Y

QLUE]LEH

erpdeien

Blpad

£ Blped

7 Blpad

5 Bipad

| Blpad

SPEPIEIIS2IUR

J

Casa de Pedra- Bagé

¢ alalba)y

Z eueenBnin

7 81alfa)y

alalbay

7 EIEeND

eueenfinim

|BENE

£ OB LUEIAIT

OIS LLEIAMT

enfaly

olpsd

Z ougue 4

 afieg

Z BYINH

apeplEase e

Ohaplétipo 12

(O haplétipo 4 (haplétipo 7

HGrupo 1

(haplétipo 13

(Jhaplétipo 5 $ haplstipo 9

BGrupo 2

x dado faltante

( haplétipo 10

0 haplotipo 6

Figura 10- Ancestralidade inferida pelo programa Structure.12.8 haplétipos de

cpDNA para cada individuo dBetunia axillaris coletado no Rio Grande do Sul,

excluindo

das Guaritas. Cada colunesepta um individuo, com sua

~

-se a regiao

localizacéo indicada abaixo. Em cinza esta a mitancestralidade correspondente ao
grupo 1 (onde esta a maiora dos individuo®eleinia axillarig e em preto ao grupo 2

tipos determinados

0
aliwo pelas elipses.

duos Rietunia exserta Os hapl

dos indivi

a a maioria

(onde est

pelos marcadores de cpDNA estéo indicados acinggt

56



| seBily

£ oles

| DS

15aubay _

OPEUOR|EWY

olel=0a]

SELIY

| 815880

s0/|1sED

oluojod

BUS|[2g

7 Ble|den

SpEpIEISaIUE

0 QUIJENDN |

D si=TN

spEpIBASSILE

Ohaplétivo 17 [ haplétipo 22

B haplétipo 18

 haplotipo 1

[ Grupo 1

B haplétipo 23

@ haplétipo 2

] Grupo 2

Bhaplétipo 19 [Jhapldtipo 24

(haplétipo 4

x dado faltante

N haplétipo 20

Uhaplétipo 15

Uhaplétipe 16  [] haplétipo 21

Figura 11- Ancestralidade inferida pelo programa Structure12e8 haplotipos de
cpDNA para cada individuo das populacdesRagunia axillaris do Uruguai e

Argentina. Cada coluna representa um individuo, cu@a localizag

dicada

ao in

abaixo. Em cinza esta a parte da ancestralidadespmndente ao grupo 1 (onde

esta a maiora dos individuos Bletunia axillarig e em preto ao grupo 2 (onde esta a

maioria dos individuos d@etunia exserta Os haplétipos determinados pelos
marcadores de cpDNA estdo indicados acima do gr@fitas elipses e retangulos,

otipo
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4.2- Caracterizacdo dos marcadores de cloroplasto

Para uma caracterizacdo geral dos haplétipos miessenas amostras das duas
espécies, as plantas foram classificadas pelaioritie localizacdo (fora ou dentro dos
abrigos). A analise de 655 individuos resultou emalinhamento concatenado de 1069
pares da bases dos marcaddres$/trnG e trnH/psbA, com 29% de contetdo de CG
(guaninas e citosinas). Foram identificados 20siolimorficos, excluindo-se eventos de
insercdo e delecaanflely e dados faltantes (12 na porcéo correspondentaaascador
trnH/psbAe 8 na porcdo do marcadonS/trnG. Foram identificadas nove transicoes e
doze transversdes, sendo que um mesmo sitio afresena transicao e uma transversao.
Nesse sitio, a transverséo ocorreu em um indivédu®. axillaris coletado em Cordoba,
Argentina. A diversidade nucleotidica) (verificada foi de 0,001594 + 0,001032, e a
diversidade haplotipica (Hd) foi de 0,7013 + 0,01Efitre os 24 haplétipos encontrados,
dois apresentaram maior frequéncia, um é mais érggunas plantas classificadas cdo

axillaris e o outro é mais frequente nas plantas class#cadmd®. exsertgFigura 12).

300

250

200

O P. axillaris
B F. exserfa

150 ~

100

nUmero de individucs

50

12 34567889 101112131415151?18192021222324‘

haplétipo

Figura 12- Numero de individuos encontrados em cada haplétpoa amostragem total.
Analise dos marcadoresnH/psbA e trnG/trnS. Foram analisados 322 individuos de
Petunia exerta 333 individuos dPetunia axillarisdo Brasil, Uruguai ou Argentina.

O haplotipo 1 foi encontrado em populacfes das dgpécies nas Guaritas. Este &
o haplétipo mais frequente na regido e nao foiaiatewy em outras populacdes do Rio
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Grande do Sul, apenas em duas populacbes do sWruguai. O haplotipo 2 foi
encontrado nas populacdes das Guaritas, em uméapapuwlo Taim, em duas populacdes
do Uruguai e em uma populacdo da Argentina. O kigpl@ parece ser exclusivo da
regido das Guaritas e foi encontrado em populagé@gsiuas espécies na torre 3 e na torre
16. Nessa ultima torre, ndo foram encontradas pgpebk deP. exsertaprovavelmente
devido a ndo ocorréncia de reentrancias na rocksan®rmacao. As populacdes Be
exsertae P. axillaris da Pedra da Cruz e uma populacdoPdeexsertade Torrinhas
apresentaram o0 haplétipo 4, que é o mais comumPenaxillaris (C. Turchetto,
comunicacao pessoal). O hapl6tipo 5 ocorre em wpalpcdo dé. exsertade Torrinhas
e uma populacédo de axillarisda Casa de Pedra. As populac¢deR dexillaris da Casa de
Pedra sdo as mais proximas das populacd®s drsertade Torrinhas (aproximadamente
30 km em linha reta) encontradas, seguidas dadaygms Hulha e Hulha2 localizadas a
aproximadamente 35 km em linha reta. Os demaisap@tipos foram encontrados em
diferentes populacdes d& axillaris. A distribuicdo geografica dos haplétipos pode ser
vista na Figura 13.

A frequéncia dos haplotipos se manteve estavébragn dos anos de coleta em cada
populacdo, o que provavelemente esta relacionadixa dispersdo das sementes (Figuras
22-C, 23- C e 24).

59



@Haplotipo 1  OHaplétipo 5 ®@Haplétipo 8  @Haplotipo 12
®Haplstipo 2 ©Haplotipo 6 @Hapldtipo 8 o Haplotipo 13
@Haplstipo 3 ©HapIotipo 7 g Haplotipo 10 ©Haplétipo 14
OHapldtipo 4 @Haplotipo 11 gpemais haplétipos- no
Uruguai e Argentina

Figura 13- Distribuicdo geografica dos 24 haplétipos encalisa Quando ocorrem
populacbes simpatricas d®etunia axillarise Petunia exsertagssas sdo representadas
diferentemente por quadradd3efunia axillari ou circulos Petunia exserta as cores
sdo correspondentes a legenda dos haplotipos. p)l&Rmdes dePetunia axillaris. Os
haplotipos encontrados no Uruguai e Argentina cie séio compartilhados com plantas
do Rio Grande do Sul estdo em preto; B) Desenhoeesdtico mostrando os haplétipos
encontrados em TorrinhaBdtunia exserfa na regido da Casa de PedPat(inia axillarig

e na Pedra da CruPétunia. exserta Petunia axillarig; C) Mapa com os haplotipos
encontrados nas populacfesR##unia axillarise Petunia exsertaas Guaritas. Cada torre
esta representada separadamente com o seu nuulieeao
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A rede de hapldtipos foi construida apenas coplaagas coletadas do Rio Grande
do Sul, devido ao pequeno numero de individuosisatils em cada populacdo tanto na
Argentina quanto no Uruguai. Foi possivel verifioama tendéncia a estruturacéo
geografica nas populacdesleexsertee P. axillaris da regido das Guaritas. Nessa regido,
quando foram encontradas populacfes das duas espEui localidades proximas, 0s
mesmos haplétipos foram compartilhados.

Petunia exsertando apresentou nenhum hapl6tipo Unico da espécgjantoP.
axillaris, além de apresentar hapl6tipos Unicos, apresen&riosv haplotipos raros
encontrados em um ou poucos individuos (Figura 14Jfa segunda rede de haplétipos
foi construida somente com as plantas que foranotipadlas para os dois tipos de
marcadores (espacadores de cloroplasto e CAPSg eaprrem no Rio Grande do Sul
(Figura 14-B). Com essa abordagem é possivel difexena rede de haplétipos as plantas
que foram classificadas como hibridas segundo gsatleres CAPS. Esse alinhamento
resultou em 312 individuos (98. axillaris e 214P. exserth Foram encontrados 11
haplétipos e 12 sitios polimérficos, excluindo-seeventos de insercdo e delecédo e dados
faltantes, quatro transicdes e oito transversdete Sitios estdo localizados na parte do
alinhamento correspondente ao marcattoH/psbA e cinco na parte do marcador
trnS/trnG A diversidade nucleotidicar) verificada foi de 0,001567 + 0,001020, e a
diversidade haplotipica (Hd) foi de 0,6684 + 0,016bconteddo de CG foi 29%. Os
individuos classificados como hibridos estéo digfdos ao longo de todos os haplétipos
que P. exsertaapresenta. Comparando-se esses resultados comtidesoba andlise
realizada utilizando todos os individuos coletadizs duas espécies, ocorreu uma
diminuicdo no numero de haplétipos, mas os indieediverisdidade permaneceram muito
semelhantes.

Os resultados obtidos demonstram que os marcaderggDNA utilizados ndo séo
uma boa ferramenta para diferenciar compartilhameatd@ polimorfismo ancestral e

hibridacao entre essas duas espécies.
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() hibridos

T 1T @F exsia

O F. axillans

.P. exsera — Guaritas e A1 T

.P exserfa - Torrinhas

OP axiliaris — Guaritas

.P. axilfaris — Casa de Pedra | |
e . ! OH? “ :H'.f

F. axfiiaris — demais pontos de Hs
coleta no Rio Grande do Sul/BR A Ha B

Figura 14- Rede de haplétiposNetwork. Os nameros dos haplotipos sdo 0s mesmos
utilizados na Figura 13. A) Rede de haplétipos traia com todas as populacdes de
Petunia exserta as populacdes detunia axillarisdo Rio Grande do Sul; BYetwork
construida apenas com os individuos analisadosnpareadores plastidiais e nucleares. O
tamanho dos circulos corresponde a frequéncia apl$tipos e os sitos polimorficos que
separam as sequéncias estao respresentados edasttanversais.
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4.3- Caracterizacdo das populacoes de exserta

As populacbes dé. exsertageralmente sdo compostas por poucas plantas e
somente em duas populacdes foram encontrados meaid0dindividuos. As plantas
encontradas em um mesmo abrigo apresentaram um liggpddtipo em 36 dos 39 abrigos
estudados. Muitas vezes, em cavernas onde n&o nfmneado nenhum sinal de
hibridacdo, as plantas apresentavam coloracdodeaa, onde encontramos sinal de

hibridacao, as plantas ndo apresentavam tantas@ar{&iguras 15 a 20).

ancestralidace

hr' ’ I-‘
Planta coletada em 2008.

T oW ~~ono -~ oo oo [ ]
O OWwW O OWMIM~I MDD oo D o O L,
Guodonouof g eNE0 g [HGrupoe () haplétipo 4
A -
2007 2009

BGrupc2 X dado faltante

Figura 15- Plantas coletadas na torre 5 caverna 15.

Ancestralidade inferida pelo programa Structure12e8 haplétipos de cpDNA para cada
individuo. Cada coluna representa um individuo, Betunia exsertaO ano de coleta esta
indicado abaixo das colunas. Em cinza estd a partencestralidade correspondente ao
grupo 1 (onde estd a maiora dos individuo$’dtinia axillarig e em preto ao grupo 2
(onde estd a maioria dos individuosRigunia exserfa Os haplotipos determinados pelos
marcadores de cpDNA estéo indicados acima do grpétas elipses.
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Figura 16- Plantas coletadas na torre 6.H&tunia exserta.

A) Caverna 17; B) Caverna 18;C) Caverna 19. (Vgehela da figura 15)
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Figura 17- Plantas coletadas na torre 8, caverna 23.
E- Petunia exsertaVer legenda da figura 15)
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Figura 18- Plantas coletadas na torre 10,
caverna 27. EPetunia exserta.
(Ver legenda da figura 15)
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Figura 19- Plantas coletadas na torre 13, caverna 29.
E- Petunia exserta(Ver legenda da figura 15)

ancestralidade

l Grupo 1 { haplétipa 1 o )
BCrupo2 X dado faltante Planta £148

Figura 20- Plantas coletadas na torre 14, caverna 3@€Hinia. exsertaVer legenda da
figura 15)
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As plantas encontradas dentro das cavernas gaseamparam sinal de hibridacéo,
seguindo o critério descrito para os marcadoresS;&Btao localizadas nas torres 1, 2, 3,
4, 7 e 12; na torre 4, plantas classificadas cBmaxillaris também apresentaram sinal de
hibridacdo (Figuras 21 a 26). Dentre essas toar@€sica em que nao foram encontradas
populacfes proximas d& axillaris foi a torre 12, que se localiza em Torrinhas, Eiirth
Machado. Durante as coletas, acreditava-se quepasagdes de Torrinhas (torres 11 e 12)
ndo apresentavam hibridacdo, uma vez que nenhuptdagéo dd. axillaris € conhecida
a menos de 30 km dessas torres. As duas populagdd®rrinhas ndo apresentaram
haplotipos exclusivos e a populacdo da torre 12samtou sinal de introgressdo. Uma
possivel explicacdo é a ocorréncia de extincdopdasilacdes locais de. axillaris e a
manutencdo dos alelos introgredidos por endocruztamé populacdo da torre 11 de
Torrinhas foi a que apresentou as plantas com dologra mais caracteristica de.
exserta,como essa foi descrita, e que ndo apresentou Gaélwreariada (Figura 27).
Porém, sO0 foram encontrados sete individuos em doiss de coleta, os quais
provavelmente sdo descendentes de uma mesma pdanfmopulacdes encontradas nas
demais torres nao apresentaram sinal de hibridagéar que 20%.

As torres 15 e 18 nas Guaritas foram visitadasestenno ano de 2009, e nas
cavernas 32, 38 e 39 foram encontradas plantaslmagos classificadas primeiramente
comoP. exsertee plantas bem proximas, fora da caverna, que fotassificadas comB.
axillaris. Para essas torres, nenhum sinal de hibridacdo rficong¢rado nas plantas
crescendo no interior das cavernas, mas sim, @aagl encontradas fora do abrigo, em
locais mais claros e secos (Figuras 28 e 29). Piwxs cavernas 32 e 38, as plantas
classificadas com®. axillaris tinham um aspecto morfolégico diferenciado, coarefs
rosadas, aparelho reprodutivo interno e a partetatiga semelhante R. exsertaJa as
plantas encontradas proximas a caverna 39 da i@reparentemente apresentavam a
morfologia tipica deP. axillaris. Esse mesmo fendmeno também ocorreu na torre 9. A
populacdo dé>. exsertacoletada em dois anos seguidos ndo apresentoumesihal de
hibridacdo, mas as plantas Be axillaris coletadas em cima da torre, com morfologia
tipica desta espécie, a alguns metros da cavepresemtaram sinal de hibridacdo (Figura
30).
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ancestralidads

HGrupo 1 @ haplotipe 1
BGrupo 2 X dado faltante B

Figura 21- Plantas coletadas na torre 1. Betunia exserta;A- Petunia axillaris; H-
individuos classificados como hibridos por Loremzrikeet al (2006).
A) Caverna 1. Populacdo drRetunia exsertalentro do abrigo ®etunia. axillarismuito
proxima, mas fora do abrigo. B) Caverna 2. (Veeleta da figura 15)
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Plantas coletadas erﬁ 2000
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ncestralidade

Plantas coletadas em 2008,

BGrupo 1 @ haplotipo 1 § haplétipo 2

BGrupo 2 X dado fatante Planta E262

C

Figura 22- Plantas coletadas na torre 2. Betunia exsertaA- Petunia axillaris; H-
individuos classificados como hibridos por Loremzrkeet al (2006).

A) Caverna 3. Populagéo d®tunia exsertalentro do abrigo ®etunia axillaris muito
préxima, mas fora do abrigo; B) Caverna 5; C) Caaet. (Ver legenda da figura 15)
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Figura 23- Plantas coletadas na torre 3. Betunia exserta;A- Petunia axillaris; H-
individuos classificados como hibridos por Loremrzrikeet al (2006).

A) Caverna 8. Populacéo €k exsertadentro do abrigo E. axillaris muito proxima, mas
fora do abrigo; B) Caverna 9; C) Caverna 10. (¢gehda da figura 15)
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DGrupe 1 () haplétipo 1
BGrupo 2 X dado faltante

Planta E212. Planta E213.

Planta E214.

Figura 24- Plantas coletadas na torre 4, caverna 13Pé&unia exsertaA- Petunia
axillaris; H- individuos classificados como hibridos por Lar&emkeet al (2006).
Populacdo d@etunia exsertalentro do abrigo Betunia axillarismuito proxima, mas fora
do abrigo. (Ver legenda da figura 15)
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Figura 25- Plantas coletadas na torre 5

E- Petunia exsertaA- Petunia axillaris.
A) Caverna 20; B) Caverna 21; C) Populacdo de
Petunia axillaris encontrada na torre, fora das

cavernas, distante deetunia exserta(Ver legenda
da figura 15)
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Figura 26- Plantas coletadas na torre 12 Fetunia exsertaVer legenda da figura 15)
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Figura 27- Plantas coletadas na torre 11 H&tunia exserta.

(Ver legenda da figura 15)
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Figura 28- Plantas coletadas na torre 15H&tunia exserta,

A- Petunia axillaris

A) Caverna 32. Populagdo deetunia exsertadentro do abrigo detunia
axillaris muito préxima, mas fora do abrigo; B) Caverna @GBPopulacdo de
Petunia axillarisencontrada na torre, fora das cavernas, distanteetlnia
exserta(Ver legenda da figura 15)
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Figura 29- Plantas coletadas na torre 18 Fétunia exsertaf\- Petunia axillaris.

A) Caverna 38. Populacdo etunia exsertalentro do abrigo €etunia axillarismuito
proxima, mas fora do abrigo; B) Caverna 39. Popdage Petunia exsertadentro do
abrigo ePetunia axillarismuito préxima, mas fora do abrigo; C) Caverna 37.

(Ver legenda da figura 15)
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Figura 30- Plantas coletadas na torre 9.Hetunia exsertaA- Petunia axillaris.

A) Caverna 25; B) Populacédo éetunia axillarisencontrada na torre, fora das cavernas,
longe dePetunia exserta(Ver legenda da figura 15)
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A comparacéao dos niveis de ancestralidade. gexsertaentre os diferentes anos de
coleta ndo resultou em diferenca estatisticameagtefisativa pelo teste T de Wilcoxon.
Existe uma tendéncia de diminuicdo da ancestradidadpartilhada com. axillaris que
esta representada no grafico comparando os ség@slgue tiveram plantas coletadas em
2002 e 2009, mas nao no grafico que compara ascagrnas que tiveram plantas
coletadas em 2008 e 2009 (Figura 31).
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Figura 31- Comparacao dos niveis de ancestralidadeedenia exsert@ntre os diferentes
anos de coletaAd) Comparacédo entre os anos de 2002 e 2009; B) @@o@o entre 0s
anos de 2008 e 2009.
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A partir das plantas dé>. exsertaclassificadas como “puras” através dos
marcadores CAPS obteve-se um alinhamento de 18%apla 1069 pares de bases, para o
qual a diversidade haplotipica (Hd) foi de 0,5449,8349 e nucleotidicar) foi de
0,001269 = 0,000872, valores menores do que aqabtetos quando estao incluindas as
plantas deP. axillaris. Esse padrdo é esperado visto §ueexsertaé uma espécie de
distribuicdo restrita. Fendmeno semelhante ocoom €etunia mantiqueirensigA.
Lorenz-Lemke, comunicacdo pessoal). Ocorreram sitigs polimérficos, sendo trés
transicdes e trés transversbes. Os testes de lidadea ndo apresentaram valores
significativos para esse conjunto de dadagle Tajima: 0,65999 (P = 0,778)s de Fu:
2,15375 (P= 0,841). Anismatch distributiotambém ndo apresentou nenhum sinal de
expansdo demogréfica (Figura 32). Assim, pode-selgin que ndo existem indicios de
alteracdes demogréaficas quando considerados hagsdlie cpDNA. Valores positivos nos
testes de neutralidade podem indicar subdivisaalponal, o que provavelmente ocorre

emP. exsertadevido a grande homegeneidade dos haplétipos éanceaverna.
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Figura 32- Mismatch distributiorpara as amostras & exserteclassificadas como puras
atraves da andlise dos marcadores CAPS.

A network obtida a partir dessas sequéncias apresenta uimdues onde 0s

hapléitpos derivados séo relativamente frequensss. pode ser interpretado como um
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indicio de estruturacdo e subdivisdo populacioRaufa 33). Na Andlise de Variancia

Molecular (AMOVA) com o calculo do indicést, observou-se que 99,26% da variacédo
encontrada nas sequéncias corresponde a varia¢@o csnindividuos encontrados em

cavernas diferentes (Tabela 5). As populacdes @& feram retiradas da analise porque
apresentaram somente um individuo.

@ Torres: 1;2;3:6:7: 8 10; 14;: 15; 18
@ Torres: 2: 13

h5

@ Torre 3

OTorre: 4; 5; 9: 11
(O Torre 12

h1 h2 hd

Figura 33- Rede de haplétipos construida somente com indigidiassificados como
puros através dos marcadores CAHRZt(nia exserfa O tamanho dos circulos
corresponde a frequéncia dos haplétipos e os gitdenorficos que separam as
sequéncias estao respresentados pelas linhasrgaisve

Tabela 5 AMOVA entre as populacdes amostrada$dexserta

Fonte de Graus de Soma dos Componentes da Percentual de
variagao liberdade guadrados variancia variagao
Entre 24 124,769 0,69745 99,26
populacdes

Dentrodas 165 0,857 0,00519 0,74
populacdes

total 189 125,626 0,70264

Dst 0,99261

Valor de P <0,001
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5- DISCUSSAO

5.1- Niveis de introgressao

P. exsertae P. axillaris sdo espécies muito proximas evolutivamente e $8W i
apresentam um grande compartilhamento genéticpgonorfismo ancestral (Andcet
al., 2005; Kulchesket al., 2006). Os marcadores nucleares utilizados neaballio ndo
apresentaram 100% de especificidade, isto é, padeéstir plantas que nao sao hibridos
entre essas duas espécies, mas que possuem alejpgrilhados para esses marcadores.
Os marcadores de cloroplasto também nédo apresentespecificidade e para esses
marcadores o compartilhamento de haplétipos € éractm em todas as populacdes.
Levando em conta que ndo existem, até o momentaan@es diagndsticos para essas
duas espécies, os marcadores CAPS sao a melhamé&rta molecular para estimar a
introgressao existente entPe axillaris e P. exsertaA unido de informacdes geograficas,
morfolégicas e moleculares permitiu uma estimati@mamplitude do compartilhamento de
ancestralidade e hibridacdo entre as duas esg&tietadas.

A partir da analise com os marcadores CAPS, s@m@m das 306 plantas de
Petunia exsertagenotipadas apresentaram sinal de introgressaor maie 20%. No
entanto, esse fenbmeno é registrado ao longo de dodistribuicdo conhecida dessa
espécie. A introgressdo deve ocorrer nos dois deentiuma vez que 27% dos 181
individuos de populagfes préximas Rletunia axillarisapresentaram sinal de mistura de
ancestralidade maior que 20%.

Polimorfismo ancestral e introgressdo podem raselin um mesmo cenario, com
compartilhamento de alelos e presenca de individtma morfologia intermediaria
(Edwardset al., 2008). As duas espécies estudadas nesse trabaimacilham alelos
mais frequentemente na regido de simpatria. Aléssodi ndo existem barreiras
reprodutivas intrinsecas ao cruzamento entre asredifes espécies deetunia O
isolamento entre as diferentes espécies é geogmfarologico (Watanalet al., 1996).
Essas duas caracteristicas podem ser usadas ptfiagua presenca de hibridacdo. O
isolamento geografico ndo € completo entre essas espécies e o0 isolamento ecologico

provavelmente também ndo, uma vez que beija-flimmrasn vistos visitando plantas &e
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axillaris em populacbes do Uruguai (Gubkt al, 2009; C. Turchetto, comunicacao
pessoal), populacdes &e exsertanas Guaritas (C. Schlindwein, comunicacédo pessoal)
populacdes das duas espécies e hibridos na Ped@@auddlLorenz-Lemkeet al., 2006).
Abelhas Pseudagapostemon spHalictidae) também foram vistas nos abrigos nas
Guaritas (Lorenz-Lemkest al, 2006) e sabe-se quRetunia axillaris é efetivamente
polinizada por polinizadores noturnos (mariposadjuenos (abelhas solitarias) (Hoballah
et al, 2007; Gubitzt al, 2009).

Examinando a habilidade do beija-fl&@elasphorus rufudorragear em flores
esfingdfilas e ornitofilas dégpomopsise Aquilegia, Grant & Temeles (1992) concluiram
que beija-flores fazem visitas exploratorias ardifiges espécies e aprendem rapidamente
as que sao fontes satisfatorias de néctar e ardqueado. Schemske & Bradshaw (1999)
relatam a pouca preferéncia de beija-flores pel@ragdo vermelha enMimulus e
demonstram que eles podem encontrar fontes ricaséetar e retornar frequentemente a
elas independentemente da cor das flores. Segundot G1992), mariposas tém
dificuldade em localizar as flores de coloracdousse sem odor que sdo tipicas da
polinizacdo por beija-flores. Assim, é possivel daga-flores sejam responsaveis pela
transferéncia de polen entre flores das duas espé&studadas nesse trabalho, sendo
responsaveis pela maioria dos eventos de hibridagéo

Apesar de ser um fendmeno de ampla distribuicégrgéica, a introgressao entre
P. exsertae P. axillaris ndo esta implicando na perda do isolamento repradeintre
essas duas espécies, nem de sua integridade taganém

Uma possivel explicacdo para a ocorrénci® dexserteexclusivamente dentro dos
abrigos eP. axillaris fora destes pode ser a selecdo contra compongenesicos dd°.
axillaris dentro dos abrigos e contra componentes gendt@Bsexsertdora dos abrigos.
Esse fato pode ser visto nas torres 15, 18 e ma3gpela presenca de individuos hibridos
nas populacdes classificadas primeiramente cBmaxillaris (fora do abrigo) e ndo nas
populacdes d@. exsertadentro do abrigo)Nas torres 1, 2, 3 e 7, acontece o contrario,
presenca de individuos hibridos nas popula¢cfesifitaslas primeiramente come.
exsertae ndo nas populagdes proximasRdexillaris. A torre 4, Pedra da Cruz, é o Unico
local onde populacbes das duas espécies apresentiwviduos com ancestralidade
compartilhada segundo a andlise realizada com asad@es CAPS. O numero de

individuos hibridos encontrados dentro das cavemnpaece ter uma tendéncia a
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diminuicdo entre os anos de 2002 e 2009, emboreasi@isticamente significativa, que
nao € verificada no intervalo de um ano (2008-2009) possivel fator que poderia ter
levado ao baixo indice de introgressdo seria uncalles tendenciosa dos marcadores
sofrendo selecdo negativa, uma vez que o padrdovati@acdo fenotipica ndo é
correspondente aos resultados genéticos na maiasiarezes (Senet al., 2010). Isso é
pouco provavel, porque os marcadores CAPS saaadds em mapeamento genético de
genes envolvidos com as modificacdes florais reftemmias aos diferentes polinizadores em
Petunia Assim, se existisse qualquer indicio de sele@@@lantas com caracteristicas
intermediarias deveriam ser intermediarias tambésmiveis de introgressao.

A hibridacdo entre essas duas espécies poderiasary mais extensiva devido a
sobreposicao geografica e compartilhamento padgapolinizadores, o que ndo ocorre
provavelmente devido a formacdo de uma zona délag##o bimodal ou zona de tensdo,
onde a integridade das espécies é mantida poraseldg habitat. Como ndo existem
estudos de biologia floral nesses locais, aindaé@ossivel quantificar a extensao do
compartilhamento de polinizadores e o quanto aetifs@a nas sindromes florais impede a
homogeneizacdo dessas duas espécies. Um fatosgaete € que as populagbesRde
axillaris encontradas proximas B. exsertaapresentam uma porcentagem maior de
individuos com ancestralidade compartilhada, saderique a selecdo pode ser mais
efetiva dentro das cavernas.

O fluxo de pdlen entre dentro e fora das cavedeas ser substancialmente maior
que o fluxo de sementes, uma vez que nao existggpramecanismo de dispersdo de
sementes nas espéciesRigunia.Assim, o compartilhamento de haplétipos de clorsipla
deve refletir, em grande parte, o efeito fundada diferenciacdo recente dessas duas
espécies. Mesmo no caso dos marcadores de cpDNA edéstir, no cenario encontrado,

uma mistura entre hibridacéo e polimorfismo aneéstr
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5.2-P. exserta como uma espécie derivada de. axillaris

Os indicios de selecdo indicam um processo namcastico de introgressao e
levam a inferir qué®. exsertaé provavelmente uma espécie derivad® daxillaris, sendo
que elas devem ter existido em simpatria por nteitgoo e a hibridacdo deve ser um fator
antigo entre essas duas espécies.

Petunia exserteé encontrada em um habitat diferenciado dentraeg#éo de
ocorréncia deP. axillaris, que é uma espécie de ampla distribuicdo e vadadi (C.
Turchetto, comunicagao pessoal). Todos os aletos encontrados nos marcadores CAPS
pertenceram R. axillaris, indicando um maior tempo de divergéncia dessa a&spéaando
comparada con. exsertaAlém disso, o alelo de maior frequéncia na seglesecie
sempre foi encontrado na primeira, inclusive emupanpdes geograficamente distantes da
regido de simpatria. Nenhum haplétipo plastidial declusivo da espécif. exsertae
apenas um haplétipo ndo foi encontrado fora deaSkriSudeste.

Todas essas caracteristicas sao tipicas de divisigéa uma espécie a partir de
outra, como a grande similaridade entre as espéeiéscdo na variabilidade da espécie
derivada, alelos e haplétipos encontrados sdo ubngrspo da espécie progenitora,
distribuicao restrita d@. exsertag hibridacéo (Perroat al.,2000; Aldridge & Campbell
2009).

Tanto mariposas esfingideas quanto beija-florealisgentam de néctar diluido e
rico em acucar em flores com tubos longos e ndarsemecessarias grandes mudancas
para alterar a sindrome de polinizacao (Gidttal, 2009). As principais alteracdes sao a
perda do cheiro, acumulo de antocianina vermelhapa&relho reprodutivo exserto.
Bradshaw & Schemske (2003) demonstraram atravégxgerimentos conmMimulus
lewisii (flores rosa, polinizadas por abelhas solitar@b). cardinalis (flores vermelhas,
polinizadas por beija-flores) que a divergénciapsatava da preferéncia dos polinizadores
pode ser iniciada por uma Unica mutacdo de grafed® @a coloracdo das flores. Uma
situacdo parecida foi observada em experimentos Retunia axillaris (flores brancas,
polinizadas por mariposas) . integrifolia (flores puarpura, polinizadas por abelhas)
envolvendo linhagens d@. axillaris introgredidas para o genAN2 um fator de

transcricdo da familia MYB (Hoballagt al., 2007). Esse mesmo estudo concluiu que as
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flores deP. axillaris ndo produzem antocianina no limbo devido a mutaciEeperda de

funcdo no genAN2que teriam ocorrido independentemente pelo memas siezes.
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5. 3- Caracterizacdo da espécie. exserta

As populacdes de. exsertasdo pequenas, muito provavelmente determinadas pel
tamanho da abertura na rocha onde elas se localimamo niumero de populacdes parece
ser maior do que se imaginava. Assim, esta espécie ser descrita como endémica da
Serra do Sudeste, mas ela provavelmente ndao afgesea distribuicdo tdo restrita como
se pensava.

Lorenz-Lemkeet al, (2006) classificaram as plantas presentes era caderna
comoP. exsertaou hibridos de acordo com a coloragéo, a formbnalmo e a posicéo do
estigma e estames das flores. Ao visitar novasreaseno ano de 2008, mesmo aquelas
nas quais nao foram encontradas populacods. dgillaris proximas, foi verificada uma
grande variacdo na coloracdo das flores e nenhumpoocas plantas apresentando o
fendtipo descrito como tipico d& exsertaA partir dessas visitas, passou-se a classificar
todas as plantas que estavam dentro dos abrigisgptas da luz, cont®. exserta

A variabilidade na coloracédo poderia ser explicpdatrés fatores: (1) hibridacao;
(2) efeito de um processo de especiacdo em andammen(3) variabilidade fenotipica. No
caso deP. exserta,as trés hipdteses sdo igualmente provaveis. Aidai#o pode
desempenhar um papel nesse aspecto. No caso o®gisino ancestral, como se trata de
uma espécie de diferenciacéo recente, a coloragd® mAo estar sofrendo grande pressao
seletiva e apresentar variacdo. Em co