UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BOTANICA

Diversidade genética de espécies microendémicas de Calibrachoa Cerv. (Solanaceae)

Ana Laura de Wallau John

Orientador: Loreta Brandao de Freitas

Coorientador: Geraldo Mader

Dissertacdo submetida ao Programa de
Pds-Graduacdo  em Boténica  da
Universidade Federal do Rio Grande do
Sul como requisito parcial para a obtengédo

do titulo de Mestre em Botanica.

Porto Alegre, maio de 2017



CIP - Catalogagéo na Publicagéo

John, Ana Laura de Wallau

Diversidade genética de espécies microendémicas
de Calibrachoa Cerv. (Sclanaceae) / Ana Laura de
Wallau John. -- 2017.

68 f.

Crientadora: Loreta Branddo de Freitas.
Coorientador: Geraldo Mader.

Dissertacdo (Mestrado) -- Universidade Federal do
Rico Grande deo Sul, Institute de Biociéncias,
Programa de Pés-Graduacdo em Botidnica, Porto Alegre, BR-
RS, 2017.

1. Diversidade genética. 2. Calibrachoa. 3.
Sclanaceae. 4. Biclogia molecular. I. de Freitas,
Loreta Branddo, orient. II. Mader, Geraldo, coorient.
IIT. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




INSTITUICOES E FONTES FINANCIADORAS:

- Laboratdrio de Evolucdo Molecular, Departamento de Genética, Instituto de Biociéncias,
UFRGS

- Programa de P6s-Graduacdo em Botanica, UFRGS

- Conselho de Aperfeicoamento de Pessoal de Ensino Superior (CAPES)

- Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQq)



AGRADECIMENTOS

Minha familia merece, com toda a certeza, ser agradecida primeiro. Obrigada aos
meus pais e minha irm&, por sempre me ajudarem, me darem apoio, por trabalhar tanto para
me dar 0 que precisei ou 0 que quis ao longo da vida toda, por me aturarem teimosa e
“eloquente” do jeito que sou, por nunca terem me dito que nao aceitavam minha profissao e
ao contrario, se entusiasmarem com minha escolha e com as coisas que fui aprendendo ao
longo do curso; obrigada do fundo do coracéo! Obrigada aos meus avés que sempre me deram
muito amor e carinho, comidas e historias maravilhosas; minha vida tem sido preenchida
sempre de alegrias com a ajuda de vocés! Obrigada aos meus tios e em especial ao Tio Lolo e
a Tia Rose (e meus primos, Jodo e Ana) que tantas vezes me acolheram e ficaram comigo

nesses dois anos, sempre estando presentes, muito muito obrigada! Amo vocés todos!

Obrigada a prof? Loreta por me aceitar como orientada mesmo sem me conhecer e sem
eu ter experiéncia prévia na area, obrigada pelos dois anos de mestrado e por todo o

aprendizado que veio junto com essa vaga! Muito obrigada por tudo!

Obrigada aos colegas maravilhosos do LEM! VVocés agora véo estar sem a adolescente
do grupo e ndo vai mais dar para fazer piada dizendo que ndo conheco certas coisas porque
ndo era nascida ainda! Obrigada Geraldo por me aturar esses dois anos, por sentar comigo e
me ensinar 0s protocolos, os programas e tantas outras coisas; obrigada por me deixar te
abracar sempre que eu quis mesmo quando tu fazias caretas; obrigada por me
acompanhar/levar ao campo, foi uma das melhores experiéncias que ja tive; vou sentir falta de
poder gritar “GERAAAALDO!” por ai! Obrigada Gii por dividir o cantinho da salinha
comigo (¥); obrigada por me incluir na tua vida e compartilhar tantas coisas comigo; obrigada
por cuidar de mim e, por fim, obrigada por ser minha amiga (v¥¥)! Obrigada Mée Alice por
entrar na zueira e ser minha mée postica; obrigada pela amizade e pelo carinho; obrigada por
toda a ajuda durante os experimentos, por dividir o mate e por cuidar de mim! Obrigada Dani
(Big Bird) por me deixar ser teu passarinho também; obrigada por compartilhar tanto comigo
e ser minha amiga; obrigada por me ajudar com coisas diversas do lab e me cuidar, obrigada
pelas conversas de sempre no meio da tarde no lab; e obrigada pelo nosso curso de escalada e
pela trilha no viaduto, estou ansiosa pela nossa proxima aventura! Obrigada Carol pela
amizade e por tudo que me ensinou, espero que o sucesso chegue logo pra acompanhar a tua
pessoa que ja é incrivel e é meu exemplo de profissional! Obrigada Maikel por tambem
dividir o cantinho da salinha comigo; obrigada pela amizade e pelas conversas, e por toda a
ajuda! Obrigada Sara por ter vindo para o LEM, foi maravilhoso te conhecer melhor e virar

tua amiga; a vozinha do E.T. Bilu estard sempre comigo agora, bem como teu exemplo, que



assim como o da Carol espero que me guie pela vida! Obrigada Marcelo pelas conversas e
piadas sempre a postos, tenebroso tu guri! Obrigada Lina pelo convivio e por se preocupar
comigo! Obrigada Gustavo por ter me recebido e por ter me ensinado a pulverizar as plantas,
eu me lembro! Obrigada Ana Lucia pela ajuda e pelo que me disse quando entrei no LEM!

Obrigada aos demais colegas de laboratdrio! Obrigada Clénio!

Obrigada aos colegas e amigos da geneética, em especial ao Tiago! Obrigada Mindu
por tudo nesses dois anos, pela amizade, pelas comidas, pelos presentes e por ser sempre
direto e carinhoso quando eu estava perdida na vida! Obrigada por me deixar te abracar
infinitamente! Obrigada aos funcionarios da Genética, principalmente o EImo pela ajuda

quando precisei! Obrigada prof® Nelson pela ajuda em diversos momentos!

Obrigada aos amigos e pessoas maravilhosas que conheci na Botéanica, em cada
cadeira, viagem de campo ou passeios pelo corredor! Muito obrigada a todos, sempre
lembrarei a Botanica com vocés todos junto! Muito obrigada em especial ao Jonas e ao
Guilherme, ndo tenho nem por onde comecar. Obrigada por serem meus amigos nesses dois
anos (obrigada por acreditar que foram vocés que me aceitaram quando na verdade eu me
enfiei na vida de vocés e ndo sai mais!); obrigada por todo o apoio e todos os abracos;
obrigada pelos almogos no RU e por todos os momentos de descontracdo! Obrigada por me
ouvirem quando precisei, obrigada por estarem sempre presentes! Prometo que estaremos

juntos de novo um dia! Obrigada por tudo! Amo voceés.

Obrigada aos professores e funcionarios do PPGBot, em especial a coordenacdo e a
secretaria que sempre tiraram minhas duvidas e me ajudaram de forma muito eficiente!
Obrigada em especial para a professora Silvia Miotto e ao professor Jodo lganci, foi um

prazer ter sido aluna de vocés!

Obrigada aos amigos de Santa Maria e meus colegas maravilhosos (¥)! Estiveram
presentes desde a graduacdo, me dando apoio, amor, risadas e ajudando de todas as formas
possiveis, inclusive me cedendo suas casas e chuveiros quando eu fui passear em SM!
Obrigada especialmente para Thay, Bru, Livia, Gigi, Kadu, Cris, Lari, Brubru e Julie! Um
gigantesco MUITO OBRIGADA para ti miga Julie, porque né, ndo teria conseguido se tu ndo
estivesse comigo esses dois anos em POA, obrigada do fundo do coragdo, e que seja até a

poeira cosmica! Amo voceés!

Obrigada as minhas amigas em Girua por sempre termos nossos momentos de mate e
bolo para fazer eu me sentir em casa, vocés estdo sempre no meu coragdo! Obrigada Jodo

Paulo pela amizade e companhia em POA e por me acolher quando eu ndo tinha um



apartamento para morar! Obrigada Nidia, minha professora, minha colega Bidloga e minha
amiga; obrigada por ter contribuido tanto para minha escolha de ser Bidloga; obrigada pelo
apoio e auxilio nesses anos todos; obrigada por me receber como uma entidade mista de filha
postica/afilhada/pupila/colega/amiga! Muito obrigada! Obrigada Felipe pela amizade e apoio

transoceanico, por me ajudar a levantar e colocar a cabega no lugar quando precisei!

Obrigada Caleb de Lima Ribeiro, pelo carinho e cuidado, por se importar tanto
comigo, por também ser tdo empolgado com Boténica, e por ter entrado na minha vida de
forma providencial! Muito obrigada sempre!

Obrigada a todos os funcionérios da UFRGS que de uma forma ou de outra
contribuiram para a realizacdo deste trabalho. Obrigada a todas as pessoas e entidades que

financiaram este trabalho e/ou cederam infraestrutura para que fosse realizado.

E por fim, obrigada ao Universo. Obrigada por sempre me atender quando pedi,
obrigada por ndo me dar as coisas impossiveis que clamei, pois assim pude crescer e aprender
como lidar com elas com minhas préprias maos. No mundo, tudo se resume a energias e

ponto de vista.



SUMARIO

RESUMO........cooiiiiiiii,

ABSTRACT ...

1. INTRODUCAQO.......c.cccovverneee.

1.1. Variabilidade genética e conservacdo de espécies endémicas...................

1.2 Caracterizagao das eSPECIES-AIVO.........cccceriiiiiireieree e

1.3 Estudos moleculares com Petunia e Calibrachoa..........c..ccccooveeivvivecnnn.

1.4 O Planalto SUl BraSileir0........oooveee e

1.5 Outras espécies de Calibrachoa nos campos de altitude do Planalto Sul

Brasileiro......cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenns

2. OBJETIVOS........ccoiieiien,

2.1. Objetivo geral..............

2.2. Objetivos especificos...

3. MATERIAL E METODOS........

3.1 Coletas

3.2. Pulverizagdo das amostras, extragdo e quantificagdo do DNA..................

3.3. Marcadores plastidiais

(Amplificacdo, Sequenciamento e Analises)........

3.4. Marcadores nucleares (Amplificacdo, Genotipagem e Anélises).............

4. RESULTADOS.........ccoeviirinnnn

4.1 Observagbes em campo

10

11

11

12

20

22

24

26

26

26

27

27

29

30

32

36

36



4.2 Marcadores PlastidiaiS..........ooveiieeniinieiee e

4.3 MArCaAdOrES NUCIEAIES. .....eeeeeeeeee et e e e e e e e e e e

5. DISCUSSAO.....

5.1 Variabil

idade genética das espécies-alVo..........cccooevveniiiiiiiciic e

5.2 Relacionamento entre as eSPECIieS-alVo.........ccccvvveivereiiieseere e

5.3 Estrutura e diversidade genética intraespecifica..........ccoccoevrerviencncnnen,

5.4 ImplicacBes para @ CONSEIVAGAD. .........ccueeverveerreeieseesieereseesreeseesee e eneens

6. CONCLUSOES

7. REFERENCIAS

E PERSPECTIVAS.. ...

37

42

51

51

53

55

58

60

62



RESUMO

Plantas endémicas ou raras tendem a apresentar baixa variabilidade genética devido a
area restrita de distribuicdo ou ao baixo tamanho populacional efetivo, situacdes algumas
vezes causadas por interferéncia humana. Diversos estudos vdo ao encontro de tais
expectativas, mas também se pode encontrar espécies que apresentam alta variabilidade
genética sendo classificadas como naturalmente raras. Calibrachoa € um género de
Solanaceae com 27 espécies, altamente diversificado em regiGes de campos de altitude no Sul
do Brasil. Calibrachoa eglandulata, C. sendtneriana, C. serrulata e C. spathulata sdo
espécies microendémicas restritas a poucas localidades nos estados de Santa Catarina e
Parana. Pouco se sabe a respeito de sua variabilidade genética e ndo existem estudos sobre
fluxo génico e estruturacdo populacional para estas espécies, sendo o objetivo deste estudo
quantificar a diversidade genética utilizando diferentes tipos de marcadores moleculares, bem
como apurar a existéncia e a forca da estruturacdo populacional e do fluxo génico. Seis loci de
microssatélites e dois espacadores intergénicos plastidiais (trnH-psbA e trnS-trnG) foram
amplificados para acessar essas informacGes, e fatores e eventos evolutivos responsaveis
pelos padrbes encontrados. Calibrachoa eglandulata apresentou os menores valores para
diversidade genética dentre todas as quatro espécies, associados a fluxo génico restrito e alta
estruturacdo populacional. Calibrachoa sendtneriana e C. spathulata apresentaram valores
similares para diversidade genética, com auséncia de estruturacdo populacional para a
primeira e a ultima se mostrou fortemente estruturada. Calibrachoa serrulata apresentou
valores moderados de diversidade genética e estruturacdo populacional. Fatores como a
historia de vida, a especificidade do habitat, o tipo de polinizacdo e eventos de hibridacdo
podem explicar os padrdes encontrados neste estudo. Os dados genéticos gerados neste estudo
sdo extremamente importantes para determinar o status de conservagéo preciso ou atualizar as
definices ja existentes e também contribuem para o conhecimento a respeito destas espécies

endémicas do Brasil.

Palavras-chave: campos de altitude, endemismo, espécies herbaceas, variabilidade genética



ABSTRACT

Endemic (or rare) plant species are expected to have low genetic variability because
their small range or effective size, situations sometimes caused by human interference.
Several studies agree to this expectation, but also one can find species that show high genetic
diversity, even being classified as naturally rare. Calibrachoa is a Solanaceae genus with 27
species, highly diversified in highland grasslands in Southern Brazil. Calibrachoa
eglandulata, C. sendtneriana, C. serrulata, and C. spathulata are narrow endemic species,
restricted to few localities in Santa Catarina and Parana states. Little is known about their
genetic diversity and no studies have been made about gene flow and population structure for
these species, being the objective of this study to quantify the genetic diversity using different
types of molecular marker, . Six microsatellite loci and two plastid intergenic spacers (trnH-
psbA and trnS-trnG) were amplified in order to access the genetic variability, population
structure, and gene flow for each of these species as well as factors and evolutionary events
driving the patterns found. Calibrachoa eglandulata presented the lowest genetic diversity
indices among the four species, associated with restricted gene flow and high population
structure. Calibrachoa sendtneriana and C. spathulata showed similar values for genetic
diversity but the former showed no population structure while the latter was found to be
strongly structured. Calibrachoa serrulata presented moderate values of genetic diversity and
population structure. Factors such as life history, habitat specificity, pollination syndrome,
and putative interspecific hybridization events could explain the patterns found here. The
genetic data generated in this study are extremely important for accurately determine the
conservation status of these species or updating existing ones and contribute to the knowledge

on these endemic Brazilian species.

Keywords: endemism, genetic diversity, herbaceous species, highland grasslands
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1. INTRODUCAO

1.1 Variabilidade genética e conservacdo de espécies endémicas

Em geral, acredita-se que espécies raras (de distribuicdo restrita e/ou pequeno tamanho
populacional) apresentem baixa variabilidade genética e grande diferenciacdo entre suas
populacbes (Binks et al., 2015), caracteristicas decorrentes do fluxo génico restrito entre as
poucas populacdes existentes e altos indices de endocruzamento dentro delas (Ellstrand &
Elam, 1993). O fluxo génico é capaz de homogeneizar as frequéncias alélicas/genotipicas
entre e dentro das populagdes, com isso, espécies que apresentam fluxo génico restrito em
geral apresentam sinal de estruturacdo populacional (ndo considerando outros fatores). A
estruturacdo populacional dentro de espécies esta ligada a fatores ecoldgicos e histdricos
como o tempo de vida da espécie, o tipo de reproducdo, o tipo de polinizacdo e a biologia dos

polinizadores, eventos de extingdo e recolonizagéo, entre outros (Loveless et al, 1984).

Pequenas populacdes tendem a servir de repositérios quando existem populacdes
préximas com maior tamanho populacional, consideradas como populagdes “fonte” (Ellstrand
& Elam, 1993). O fluxo génico unidirecional pode comprometer a sobrevivéncia das
pequenas populacbes ao expb-las a depressao exogamica, a perda de aptiddo dos individuos
ao serem inseridos na populacdo alelos ndo adaptados localmente. A depressdo exogamica
pode surgir ap6s eventos de hibridagdo, sendo a hibridacdo de congéneres ou entre géneros
distintos eventos comuns em plantas (Ellstrand & Elam, 1993).

A hibridagéo seguida de introgressédo pode ser um mecanismo para a incorporacgao de
alelos ndo préprios em populacdes ou espécies. A introgressdo, em termos genéticos, é o
movimento de genes entre populacdes ou espécies através do cruzamento repetido entre
hibridos interespecificos ou pelo retrocruzamento recorrente de um hibrido interespecifico
com uma ou ambas populacGes/espécies parentais (Rhymer & Simberloff, 1996; Harrison,
2014). Em Petunia Juss., a introgressdo foi sugerida como possivel mecanismo responsavel
pelo compartilhamento de polimorfismos plastidiais entre espécies distintas (Lorenz-Lemke et
al., 2006). Porém a existéncia de hapldtipos compartilhados entre espécies ou populacdes
isoladas de Petunia pode também ser devida ao compartilhamento de polimorfismos

ancestrais (Lorenz-Lemke et al., 2010; Segatto et al., 2014a,b).

O intercadmbio genético entre individuos de uma mesma ou diferentes populacbes de
uma espécie pode ser evidenciado através da analise de marcadores do tipo microssatélites,
considerando que estes refletem uma histéria mais recente (alguns milhares de anos) da

demografia da espécie. Os microssatélites, ou polimorfismos de sequéncias repetidas simples
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(simple sequence repeats - SSRs), séo elementos abundantes no genoma dos eucariotos e
consistem de pequenos motivos de DNA repetidos, compostos por um a seis nucleotideos en
tandem. Estes marcadores sdo caracterizados como fragmentos que exibem variacdo de
tamanho de acordo com a expansdo ou contracdo da regido repetida. Além disso, estas
sequéncias apresentam caracteristicas adequadas para abordagens populacionais,
evidenciando eventos histéricos como o efeito fundador, gargalo de garrafa e deriva genética
(Li et al., 2002) em contrapartida aos eventos tidos como recentes.

Em contrapartida, marcadores de sequéncia plastidiais, que sdo mais conservados
guando comparados com 0s microssatélites, ja se mostraram eficientes na interpretacdo
historica de espécies de Calibrachoa Cerv. e Petunia (Lorenz-Lemke et al., 2010; Mader et
al., 2013; Ramos-Fregonezi et al., 2015). Devido a heranga materna do cloroplasto (Derepas
& Dulieu, 1992) e a dispersao limitada de sementes (sdo dispersas de forma gravitacional,
caindo junto a planta mée) observada nestas espécies (Van der Pijl, 1982), a analise das
sequéncias plastidiais permite interpretar os padrées que moldaram a diversidade genética

historica dessas espécies desde sua origem até o presente (Méader et al., 2013).

A variabilidade genética pode ser apresentada através de indices, comumente
calculados em estudos de genética de populacdes, que servem como base para projetos de
manejo e conservacao de espécies. Sabendo que a perpetuacdo das espécies depende da
manutencdo de um nimero minimo de individuos para que ocorra reproducdo e a formacéo de
descendentes (Frankham, 2014), o conhecimento do pool génico de cada populacdo €
fundamental a fim de manter a viabilidade da prole ao detectar quais espécies ou populacdes
devem ser prioritariamente manejadas (Ciéslak et al., 2015). O conhecimento sobre a
diversidade genética deve, entdo, ser aliado a outros como a area de distribuicdo da espécie, 0
habitat dos individuos, o namero total de individuos conhecidos da espécie, o tipo de
reproducdo, condicBGes ecoldgicas e ambientais necessarias para o desenvolvimento da
espécie, entre outros, na proposicdo de programas visando a conservacgao de espécies. A baixa
diversidade genética pode representar uma ameaca a sobrevivéncia da espécie, diminuindo
seu poder adaptativo frente a alteragbes (graduais ou ndo) no meio ambiente, ao surgimento

de doencas/parasitas, ou eventos estocasticos (Ellstrand & Elam, 1993; Binks et al., 2015).

1.2 Caracterizacdo das espécies-alvo

Solanaceae ¢ uma familia de plantas cosmopolita, ndo encontrada apenas no
continente Antartico. Com origem na Ameérica do Sul e posterior dispersdo para o Velho

Mundo (Olmstead et al., 2008), a familia possui 102 géneros e 2460 espécies (Angiosperm
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Phylogeny Group - http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/). As espécies de
Solanaceae sdo conhecidas por apresentarem alcaloides e pela importancia econdmica de
diversos géneros como Capsicum L., Solanum L. e Physalis L., com representantes entre
plantas alimenticias; Cestrum L., Brunfelsia L. e Petunia, com espécies ornamentais (Judd et
al., 2009). Estes dois ultimos géneros pertencem ao clado Petunieae, grupo que contém ainda
Calibrachoa e outros seis géneros (Olmstead, 2013).

Em meados de 1980, Calibrachoa foi separado de Petunia devido a numerosas
caracteristicas conspicuas de cada taxon (Tabela 1). Atualmente Calibrachoa compreende 27
especies (Fregonezi et al., 2012) de ervas a sub-arbustos perenes, que apresentam tricomas,
caule lenhoso (relacionado ao ciclo de vida perene), folhas sésseis, flores infundibuliformes
com pétalas de coloracdo que vai do branco ao magenta ou purpureo e predominantemente
polinizadas por abelhas, originando um fruto do tipo capsula (Stehmann, 1999). Ndo ha
qualquer mecanismo especializado para dispersdo de sementes em Calibrachoa, as sementes
caem proximas das plantas-mde por acdo da gravidade (barocoria) (Stehmann, 1999).
Tsukamoto et al. (2002) avaliou a autocompatibilidade de 32 morfotipos de Calibrachoa e
verificou que, com excecdo de Calibrachoa parviflora (Jussieu) D'Arcy, todas os demais séo
autoincompativeis. Existem diferentes relatos de hibridacdo natural entre as espécies de
Calibrachoa, mas pouco se sabe a respeito da viabilidade e capacidade reprodutiva de tais
hibridos (Stehmann, 1999; Fregonezi, 2009).

As espécies de Calibrachoa sdo comumente encontradas em campos arenosos ou
rochosos (Stehmann, 1999). Com a exce¢cdo de C. parviflora, Calibrachoa ocorre
exclusivamente no sudeste da America do Sul e se distribui do Rio Grande do Sul até Minas
Gerais (no Brasil), e paises vizinhos como Argentina, Uruguai e Paraguai (Fregonezi, 2009).
A grande maioria das espécies de Calibrachoa possui distribui¢do continua, associada a uma
determinada regido fisionbmica e restrita a uma condicdo edéafica caracteristica (Stehmann,
1999). Segundo Stehmann & Semir (2005), no Brasil as espécies podem ser divididas em dois
principais centros de diversidade: um nos planaltos de Curitiba e Ponta Grossa (Parand); outro
nos campos de altitude da borda oriental do planalto sul brasileiro (Santa Catarina). Ainda
segundo 0s mesmos autores, existe um terceiro, porém menos expressivo centro de
diversidade na provincia Pampeana, fronteira entre Brasil e Uruguai. Nas regides
correspondentes aos principais centros de diversidade de Calibrachoa ocorre a maioria dos
endemismos do género. Nos campos de altitude do planalto sul brasileiro sdo encontradas trés
especies endémicas de areas relativamente pequenas: Calibrachoa eglandulata Stehmann &
Semir, Calibrachoa sendtneriana (R.E.Fr.) Stehmann & Semir e Calibrachoa serrulata
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(L.B.Sm. & Downs) Stehmann & Semir. Um pouco mais ao norte, na divisa entre SC e PR,
ocorre a espécie Calibrachoa spathulata (L.B.Sm. & Downs) Stehmann & Semir.

Tabela 1 Comparacdo de alguns caracteres utilizados para diferenciar Petunia e Calibrachoa. Fontes: Wijsman
& Jong, 1985; Stehmann, 1999

Caracteres Calibrachoa Petunia
NuUmero cromossémico (n) 9 7

Habito Subarbustivo ou herbaceo Herbaceo

Pré-floracéo Conduplicada Imbricada
Corola Infundibuliforme (exceto C. Infundibuliforme, campanulada

pygmaea) ou hipocrateriforme
Anteras Amarelas Amarelas ou Violaceas
Tempo de vida Perenes Anuais

Calibrachoa eglandulata Stehmann & Semir

Calibrachoa eglandulata (Figura 1) é um subarbusto decumbente que ocorre em
afloramentos rochosos em paredfes entre a vegetacdo arbdrea da Floresta Ombrofila Mista,
tolerando viver em locais sombreados. Apresenta folhas sésseis ou subsésseis, de lamina
eliptica, mais raramente ovada ou obovada; célice esverdeado, de 13-19 mm de comprimento;
corola tubuloso-infundibuliforme, com limbo rosa (observacdo em campo) de 23-27 mm de
diametro, tubo de coloragcdo amarela tanto interna quanto externamente, de 18-20 mm de
comprimento; fruto do tipo cépsula, com 6-8 mm de comprimento por 3-3,5 mm de didmetro
(Stehmann, 1999). E a Unica representante do género a ndo apresentar glandulas secretoras
nos tricomas. As caracteristicas florais indicam polinizacdo por abelhas (melitofilia), hipotese
suportada pela observacao de abelhas visitando flores durante a expedic¢do de campo em 2015.
Descrita em 1997, a espécie é encontrada no municipio de Urubici, estado de Santa Catarina
(SC), em altitudes acima de 1200 m (Stehmann, 1999) e considerada endémica desta regiao
(Figuras 2 e 3). Listada no Livro Vermelho da Flora do Brasil (Martinelli & Moraes, 2013),
C. eglandulata se enquadra na categoria “Em Perigo” de acordo com os critérios [Blab(iii)]
da IUCN (International Union for Conservation of Nature). Estar classificada em tal categoria
deve-se a area de ocorréncia restrita na qual esta espécie é encontrada, provavelmente, devido
a destruicdo de seu habitat pela urbanizagdo, principalmente construgdo de estradas,

agricultura e pecuéria (observacdo em campo).
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Figura 1. Calibrachoa eglandulata: a = flores em diferentes estagios; b = folhas; ¢ = habito em
beira de estrada.
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Figura 2. Localizacdo das populacdes estudadas referente as quatro espécies-alvo deste trabalho. As espécies
Calibrachoa sendtneriana (Send) e Calibrachoa serrulata (Serr) apresentam sobreposicdo nas suas
distribuicdes. Para Calibrachoa eglandulata (Egla) s6 ha registros no municipio de Urubici (SC), enquanto que
Calibrachoa spathulata (Spat) estd mais bem distribuida em areas de altitude na divisa entre SC e PR, e ainda

possui uma populacdo disjunta no litoral catarinense (Laguna).
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Figura 3. Detalhe da localizacdo de Calibrachoa eglandulata (Egla), Calibrachoa sendtneriana (Send) e

Calibrachoa serrulata (Serr). Também é visivel no mapa a populagéo disjunta de Calibrachoa spathulata (Spat).

Calibrachoa sendtneriana (R.E.Fr.) Stehmann & Semir

Subarbusto ereto com até 1,2 m de altura. Esta espécie € associada a campos, bordas
de mata (mata nebular) e turfeiras (Stehmann, 1999). Possui folhas sésseis, de lamina eliptica
ou obovada; célice verde e piloso, 8-10 mm de comprimento, partido até a metade; corola
tubuloso-infundibuliforme de coloracdo vermelha, limbo com 19-21 mm de diametro, tubo
amarelo interna e externamente, com 14-17 mm de comprimento; fruto do tipo capsula, com
5-6 mm de comprimento por 3-4 mm de didmetro (Stehmann, 1999). Calibrachoa
sendtneriana (Figura 4) se destaca na paisagem mesmo em meio a vegetacdo mais alta de
borda de mata devido a cor das flores que, com a luz do Sol, adquirem tonalidades alaranjadas
e douradas (observacdo em campo). A cor da corola, seu formato e a presenca de estames
alongados sdo caracteristicas associadas a polinizacdo por aves (ornitofilia), provavelmente
beija-flores (Stehmann, 1999; Fregonezi, 2009).

A espécie, descrita em 1997, é encontrada em altitudes acima de 1200 m nos
municipios de Bom Jardim da Serra e Bom Retiro (SC) sendo endémica da regido (Figuras 2 e
16



3). Néo ha registro desta espécie em listas que avaliam o status de conservagao, mas sua area
de ocorréncia restrita e a interferéncia humana no hébitat (queimadas, uso dos campos como
pastagem) poderiam justificar a sua inclusdo em alguma categoria de ameaca (observacdo em

campo).

A existéncia de provaveis hibridos naturais de C. sendtneriana com Calibrachoa
sellowiana (Sendt.) Wijsman (Fregonezi, 2009) pode também ser considerada como um risco
para a sobrevivéncia da espécie. O cruzamento com C. sellowiana pode alterar o pool génico
da prole através da insercao e/ou alteragdo da frequéncia de alelos caso os hibridos sejam téo
adaptados quanto os parentais e a geracdo de hibridos seja um acontecimento frequente.

Cruzamentos interespecificos e/ou com os hibridos ao longo de muitas geracdes podem

acarretar na perda da integridade genética da espécie.

Figura 4. Calibrachoa sendtneriana: a = flor aparentando coloracdo alaranjada/dourada devido ao sol, b =
folhas e vista lateral da flor; ¢ = habito em borda de mata nebular; d = habito entre rochas. Fotos b e d: Marcelo
Costa Teixeira.
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Calibrachoa serrulata (L.B.Sm. & Downs) Stehmann & Semir

Subarbusto subereto com muitos ramos, C. serrulata (Figura 5) cresce sobre
afloramentos ou pared@es rochosos. Apresenta folhas sésseis, congestas, de lamina linear ou
subulada e &pice agudo, com as folhas reunidas em direcdo ao &pice dos ramos; célice de 12-
14 mm de comprimento, fendido até a metade ou cerca de 2/3 do comprimento; corola
tubuloso-infundibuliforme, limbo magenta (observacdo em campo) com 19-20 mm de
didmetro, fendido até a metade, com lobos arredondados de &pice apiculado, tubo
subcilindrico, medindo de 20-21 m de comprimento, pouco ampliado em direcdo ao &pice;
fruto do tipo capsula (Stehmann, 1999). Bem como C. sendtneriana, C. serrulata apresenta
caracteres associados a ornitofilia: cor da corola e altura dos estames e do estigma. Além
disso, Stehmann (1999) e Fregonezi (2009) relataram a observacdo de beija-flores nas
proximidades de ambas as espécies.

A espécie foi descrita em 1997 para os municipios de Bom Jardim da Serra e Lauro
Muiller (SC), em altitudes superiores a 1400 m (Stehmann, 1999) (Figuras 2 e 3). De acordo
com o Livro Vermelho da Flora do Brasil (Martinelli & Moraes, 2013), a espécie esta listada
como Deficiente de Dados quanto ao estado de conservacdo, situacdo que pode ser
compreendida, uma vez visitados o0s pontos de coleta da espécie. O crescimento de individuos
e eventuais populagdes na beira dos pareddes, nos pareddes em si e em proeminéncias dos
pareddes (em alturas que variam a partir da borda) dificultam muito a coleta e estimativa do
namero de individuos existentes. Também existem populacdes crescendo em colunas de rocha
destacadas do pareddo, no entanto suas identidades ndo podem ser confirmadas devido a
distancia e a mata fechada que as circunda.

Fregonezi (2009) e observacbes feitas durante as recentes expedicdes a campo
apontam a existéncia de provaveis hibridos entre C. serrulata e C. sellowiana. Individuos
apresentando morfologia intermediaria foram encontrados na borda dos pareddes, sozinhos ou
proximos dos provaveis parentais. Caracteristicas morfologicas intermediarias entre as duas
especies, principalmente no formato das folhas, tamanho e cor da corola, tornam facil
reconhecer que existe certo nivel de mistura genética. Embora seja uma observacdo
interessante para futuros estudos, a ocorréncia de hibridacdo natural em C. serrulata pode
representar uma ameaca para esta espécie, assim como para C. sendtneriana. Eventuais e/ou
subsequentes cruzamentos com C. sellowiana podem resultar na perda da identidade genética

de C. serrulata, colocando em risco a sobrevivéncia da espécie.
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Figura 5. Calibrachoa serrulata: a = flor e folhas, b = folhas e vista lateral da flor; ¢ = habitat no pareddo

rochoso.

Calibrachoa spathulata (L.B.Sm. & Downs) Stehmann & Semir

Ervas repentes e ramosas, com folhas sesseis, l1amina obovada, apice obtuso ou
arredondado; calice 7,5 a 11 mm, verde ou ocre, pubérulo, fendido até a metade do
comprimento; corola infundibuliforme, externamente pilosa, tubo amarelo interna e
externamente, com 9-12 mm de comprimento, limbo magenta ou purplreo de 13-20 mm de
diametro; fruto do tipo céapsula, formato globoso ou elipsoide, 6-7 mm de comprimento por 3-
4 mm de diametro (Stehmann, 1999). As caracteristicas da flor sugerem polinizacdo por
abelhas, sendo a polinizagdo cruzada supostamente o Unico método de reprodugdo sexuada

possivel, visto que a espécie € considerada autoincompativel (Tsukamoto et al., 2002).

Calibrachoa spathulata (Figura 6) foi descrita em 1997 para a regido dos municipios
de Bituruna, Palmas e General Carneiro no estado do Parana (PR), e Matos Costa, Agua Doce
e Laguna em Santa Catarina (Figuras 2 e 3). Com exce¢do para Laguna, a espécie ocorre em
“ilhas” de campo de altitude dentro da Floresta Ombrofila Mista, em alturas que vdo de 1000
a 1300 m, na Serra do Espigdo Mestre e outras adjacentes (Stehmann,1999); os individuos
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crescem em ambientes desnudos como barrancos e beiras de estrada (Figura 6). A populacao
encontrada no municipio de Laguna provavelmente se trata de introducdo acidental,
considerando a disjuncéo e diferenca ambiental das areas de ocorréncia (Fregonezi, 2009),

com os individuos crescendo em afloramentos rochosos préximos do mar.

A urbanizacdo da regido de ocorréncia da espécie pode ser um dos motivos para sua

classificacdo como “Vulneravel” {critério [Blab(iii)]}, listada no Livro Vermelho da Flora do
Brasil (Martinelli & Moraes, 2013).

Figura 6. Calibrachoa spathulata: a = flor, b = folhas e vista lateral da flor; ¢ = habito em beira de estrada; d =

habito sobre afloramento rochoso em beira de estrada.

1.3 Estudos moleculares com Petunia e Calibrachoa

Estudos de diferentes areas do conhecimento ja foram realizados abrangendo os
géneros Calibrachoa e Petunia, como: a filogenia da familia Solanaceae (Olmstead et al.
2013), no estudo da pigmentacdo de flores de solanaceas (Ng & Smith, 2015); e na
identificacdo de possiveis mecanismos ambientais associados com padrdes de diversificacdo
em plantas (Barros et al., 2015).
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Diversos trabalhos utilizando dados moleculares ja foram publicados com espécies de
Petunia por nosso grupo de pesquisa, gerando grande quantidade de informacdes a respeito da
historia evolutiva e diversificacdo do género, por exemplo: Lorenz-Lemke et al. (2010), Reck-
Kortmann et al. (2014), Ramos-Fregonezi et al. (2015), Turchetto et al. (2016), Longo et al.
(2014), Reck-Kortmann et al. (2015). Estudos similares foram conduzidos para Calibrachoa,
tais como: Fregonezi et al. (2012; 2013), Mader et al. (2013).

Na mais recente filogenia molecular do género Calibrachoa (Fregonezi et al., 2012),
trés marcadores plastidiais foram utilizados (trnH-psbA, trnS-trnG e trnL-trnF) para 26
especies (Figura 7), incluindo as quatro espécies-alvo deste estudo. Calibrachoa
sendtneriana, C. serrulata e C. spathulata (retdngulo azul na Figura 7) pertencem ao mesmo
ramo com alta probabilidade posterior (1.00), embora C. spathulata apresente distribuicdo e
sindrome floral distintas das outras duas espécies. Calibrachoa eglandulata é a Unica das
espécies microeendémicas de altitude que ocorrem em SC (retangulo laranja na Figura 7), que

ndo se mostrou agrupada com as demais.

1.00 C. cordifolia

0.95 _|_— C. thymifolia
C. pubescens
C. excellens subsp. atropurpurea
l— C. humilis
0.97] 1.00y—C. irgangiana

L_c. ovalifolia
l—C. linearis
C. missionica
— C. longistyla
t——C. dusenii

-C. eglandulata
C. elegans

0.97 wr C. excellens subsp. excellens
0.68 C. sellowiana

C. heterophylla

— C. micrantha

—— C. sendtneriana
1.00 C. serrulata
1.00 C. spathulata
— C. caesia
0.9 c.linoides

0.99 C. ericifolia
_L C. paranensis
1.00 C. parviflora
— ¢ i
1.00] Petunia integrifolia
L—— Petunia axillaris

Figura 7. Arvore filogenética de Calibrachoa obtida através de anélise Bayesiana, utilizando espécies de
Petunia como grupo externo. Calibrachoa sendtneriana, Calibrachoa serrulata e Calibrachoa spathulata
formam uma politomia (retdngulo azul) completamente suportada (PP = 1.00). Calibrachoa eglandulata

(retdngulo laranja) ndo apresenta posicionamento definido. Modificado de Fregonezi et al. (2012).

21



1.4 O Planalto Sul Brasileiro

No Sul do Brasil (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana) encontramos o Planalto
Sul Brasileiro, uma regido fisiografica com altitudes que variam de 500 a mais de 1200 m,
cujos pontos mais altos sdo formados pela Serra Geral e pela Serra do Mar (Pillar et al.,
2009). A Serra Geral se originou a partir de derramamentos vulcanicos que ocorreram entre 0s
periodos Jurassico e Cretaceo (135 a 120 milhdes de anos atras — Pillar et al., 2009), e é
composta por rochas basalticas que se sobrepGem aos arenitos da Formagdo Botucatu (Reis et
al., 2014).

O Planalto Sul Brasileiro apresenta quatro tipos de vegetacdo: Campos, Floresta
Ombdfila Mista, Floresta Ombrofila Densa e Floresta Estacional Semidecidual (Iriarte &
Behling, 2007). A Floresta Ombrdfila Mista (Floresta com Araucaria), cuja area de ocorréncia
inclui a Serra Geral, apresenta mosaicos de vegetacdo com areas de campo, ocupando solos
pobres, acidos e mal drenados (Boldrini et al., 2009) em zonas de altitude superiores a 800 m.
A vegetacdo campestre desses mosaicos € conhecida como Campos de Cima da Serra
(Subtropical Highland Grasslands) ou Campos de Altitude e a maioria das espécies apresenta
porte herbaceo a arbustivo, como plantas das familias Asteraceae, Poaceae e Fabaceae
(Boldrini et al., 2009) que pelo grande nimero de espécies encontradas sdo apontadas como
as principais familias. O levantamento feito por Boldrini et al. (2009) estimou 1161 espécies e
Iganci et al. (2011) estimaram 296 endemismos para 0s campos de altitude. Calibrachoa
sendtneriana, C. serrulata e C. spathulata integram a lista de espécies endémicas para 0s
campos de Santa Catarina. Calibrachoa eglandulata consta como endémica em Boldrini et al.
(2009).
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Figura 8. Campos de Cima da Serra em Bom Jardim da Serra (SC).

A dindmica das alteracGes climaticas na regido foi responsavel pela formacdo dos
Campos de Cima da Serra sendo considerados formacdes relictuais datadas do final do
Pleistoceno e inicio do Holoceno (Boldrini et al., 2009). Behling (2002) e Overbeck et al.
(2007) afirmaram que entre 42.000 e 10.000 anos atras (aa) 0os campos dominavam a regiao,
provavelmente associados a um clima frio e seco. Em torno de 4.000 aa, o clima teria se
tornado mais Umido, possibilitando a expansdo das florestas, e ha 1.100 aa ocorreu um
aumento na velocidade de expansdo das mesmas sobre 0s campos. Visto que a regido possui
clima propicio para a existéncia de florestas, os autores concluiram que provavelmente o fogo
e/ou o0 pastejo seriam 0s responsaveis pela manutencdo dos campos e impedimento da

expansdo das florestas (Overbeck et al., 2007).
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Atualmente os Campos de Cima da Serra encontram-se ameacados pela introducéo de
espécies exoticas, pelo avango das monoculturas e outras préaticas agricolas, como queimadas
e florestamento com Pinus taeda (Boldrini et al., 2009), atividades que podem comprometer

principalmente as espécies endémicas da regido.

1.5 Outras espécies de Calibrachoa nos campos de altitude do Planalto Sul

Brasileiro

O género Calibrachoa apresenta outras espécies ocorrendo nos Campos de Cima da
Serra, como Calibrachoa linoides (Sendtn.) Wijsman, que ocorre de Minas Gerais ao Rio
Grande do Sul, destacando-se coletas em Bom Jardim da Serra (SC) e Bituruna (PR);
Calibrachoa excellens (R.E.Fr.) Wijsman subsp. excellens, que ocorre do Parana ao centro do
Rio Grande do Sul, com destaque para uma coleta em Bom Retiro (SC); e Calibrachoa
sellowiana, que ocorre do sul do Parana ao nordeste do Rio Grande do Sul, com coletas para
Bom Retiro, Bom Jardim da Serra e Urubici (SC) (Stehmann, 1999).

Calibrachoa sellowiana (Figura 9) habita afloramentos rochosos dos campos de
altitude, afloramentos em meio a vegetacdo florestal e beiras de estrada. Encontrada em
altitudes que variam de 650 a 1800 m, possui habito decumbente, folhas lineares a
oblanceoladas; corola magenta ou purpurea de lobos obtusos, tubo interna e externamente
amarelo com venacdo purplrea, polinizada por abelhas (Stehmann, 1999). Esta espécie
apresenta variacOes facilmente observadas em caracteres como o comprimento das folhas,
tamanho e formato do limbo da corola, tamanho da flor como um todo, e a presenca ou ndo de

uma mancha roxa no centro do limbo (&pice) do tubo floral.

Os relatos e observacdes de provaveis hibridos de C. sellowiana com C. sendtneriana
e com C. serrulata (e com pelo menos mais uma espécie do género), tornam necessaria a

apresentacdo desta espécie embora ndo seja alvo dos estudos conduzidos neste trabalho.
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Figura 9. Calibrachoa sellowiana. a = detalhe das flores e folhas, b = habito sobre afloramento rochoso.
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2. OBJETIVOS

2.1 Obijetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é contribuir para o conhecimento da biologia reprodutiva e
da histdria evolutiva das espécies de Calibrachoa microendémicas dos campos de altitude do
Planalto Sul Brasileiro.

2.2 Objetivos especificos

A) Determinar a variabilidade genética das espécies-alvo.

B) Awvaliar a estrutura populacional das quatro espécies estudadas.

C) Awvaliar o fluxo génico entre as populacdes das espécies-alvo.

D) Identificar os eventos evolutivos responsaveis pelo padrdo genético observado nas

espécies estudadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coletas e observacdes em campo

Amostras e exemplares-testemunho das espécies investigadas foram coletadas durante
novembro e dezembro de 2015 nos municipios de Bom Jardim da Serra, Matos Costa e
Urubici, localizados em Santa Catarina (SC) e no municipio de Bituruna, no Paranad (PR),
como mostrado nas Figuras 2 e 3. Folhas jovens foram retiradas dos individuos e
armazenadas em silica gel para desidratacdo. Os exemplares-testemunho foram herborizados e
depositados no Herbéario da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN-UFRGS).
Coordenadas geograficas dos pontos de coleta foram obtidas utilizando GPS (Global
Positioning System). Este trabalho foi conduzido sob a licenca MP 2.186/16 do Governo
Federal para o acesso de informacdo genética vegetal para desenvolver estudos evolutivos ou
taxondmicos. Ndo foram exigidas licengas de coleta especificas porque nenhum dos taxa
analisados foi coletado dentro de areas protegidas ou parques de preservacao.

A Tabela 2 traz informacGes a respeito das espécies-alvo. O nimero de pontos de
coleta foi abreviado, devido a grande quantidade de pontos muito proximos, apresentando
para cada espécie, coordenadas geograficas representativas de cada conjunto de pontos dentro
da distribuicdo; juntamente com as coordenadas do ponto estdo o municipio e o estado de
ocorréncia. Somadas as amostras coletadas em 2015, coletas realizadas em anos anteriores
(2005-2007 e 2009) por membros do Laboratério de Evolucdo Molecular (LEM) também
foram incluidas para as analises moleculares deste trabalho e sdo apresentadas na Tabela 2. As
duas altimas colunas da Tabela 2 contém o nimero de individuos analisados para cada tipo de

marcador molecular utilizado neste trabalho.

Tabela 2 Informagdes sobre as espécies-alvo

Espécie Identidade Coordenadas  Ano Cédigo da N° de N° de
da geograficas de exsicata individuos individuos
populacéo coleta sequenciados | genotipados
(trnH-psbA :
trnS-trnG)
C. SC-370 28 02’ 34,7”S 2007 BHCB104869 9:27 54
eg|andu|ata 49 24’ 30,5"W 2015
Urubici/SC
Pousada 28017 32”S 2006 BHCB104877
4922’ 21"W 2015
Urubici/SC
C. BNDT 2821’ 13,8”S 2007 BHCB116972 44:46 54
sendtneriana 49 34°25,1"W
Bom Jardim da
Serra/SC
EcoEdlico 28 24’ 30,8”S 2015 ICN184926
49 33’ 27,4”°W
Bom Jardim da
Serra/SC
C. serrulata BNDT 28 217 46,5”S 2007 ICN184945 17:26 30
4933’ 052"W 2015
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Mirante

Bom Jardim da
Serra/SC

2823’ 16”S
49 32’ 38,3”W
Bom Jardim da

Serra/SC

2005
2015

ICN184944

C.
spathulata

Matos Costa

PR170

New

Laguna

2825’ 52,6”S
5114’ 10,6”W
Matos
Costa/SC
2617’ 11,7°S
5129’ 23,9”"W
PR-170
Bituruna/PR
2610’ 18,9”S
5126’ 56,7"W
PR-446
Bituruna/PR
28 28’ 24,1”’S
48 46 03,5"W
Laguna/SC

2005
2015

2005
2015

2015

2009

ICN160333

ICN184918

ICN184920

BHCB151099

9.5

52

Individuos que apresentaram morfologia intermediaria entre C. sellowiana e C.

sendtneriana (Figura 10) ou C. serrulata (Figura 11) foram identificados como provaveis

hibridos e integraram as analises como pertencentes as respectivas espécies microendémicas

parentais. Ao longo das expedicdes realizadas pelo nosso grupo de pesquisa, foram

encontrados cinco individuos considerados hibridos entre C. sellowiana e C. serrulata e trés

entre C. sellowiana e C. sendtneriana.

Eventuais registros de possiveis polinizadores foram feitos durante as expedicGes de

campo, mas sem seguir uma metodologia especifica. Tais registros bem como a confirmacao

de informacdes taxondmicas (cor da flor das espécies e seus habitat) sdo acrescentados a este

trabalho visando agregar mais informaces a respeito destas espécies.
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Figura 10. Calibrachoa sendtneriana (coluna da esquerda, de al a a3), provavel hibrido (coluna

do meio, de bl a b3) e Calibrachoa sellowiana (coluna da direita, de c1 a c3).

Figura 11. Calibrachoa serrulata (coluna da esquerda, de al a a3), provavel hibrido (coluna do

meio, de bl a b3) e Calibrachoa sellowiana (coluna da direita, de c1 a c3).

3.2 Pulverizacdo das amostras, extracdo e quantificacdo do DNA
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As amostras coletadas foram pulverizadas utilizando nitrogénio liquido e o material
resultante armazenado a -20° C. As amostras coletadas em 2015 quando somadas as coletas
realizadas em anos anteriores totalizaram 73 individuos de C. eglandulata, 120 de C.
sendtneriana, 30 de C. serrulata e 151 de C. spathulata. Tanto para amostras coletadas em
2015, quanto para as obtidas em excurses anteriores, foi realizada extracdo de DNA
seguindo o protocolo sugerido por Fregonezi et al. (2012), modificado de Roy et al. (1992) e
adaptado para espécies de Calibrachoa.

Amostras de DNA resultantes da extracdo foram coradas com 0.001 % de GelRed
(Biotium, Fremont, CA, EUA), aplicadas em gel de agarose 1% e visualizadas em
transiluminador de luz ultravioleta (UV) para verificar a qualidade do DNA extraido.
Posteriormente, verificou-se a pureza e a concentragdo do DNA extraido (ng/ul) utilizando
um espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (NanoDrop 1000 spectrometer, Thermo Scientific
Corp., San Jose, CA, EUA).

3.3.Marcadores plastidiais (Amplificacdo, Sequenciamento e Analises)

Os espacadores intergénicos plastidiais trnH-psbA e trnS-trnG foram amplificados em
termociclador automatico Veriti Applied Biosystems (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, EUA), respectivamente, para 79 e 104 individuos no total (na Tabela 2 estdo indicados
os valores por espécie para cada espacador). O tamanho esperado dos fragmentos
amplificados para cada espagador, condi¢cdes e componentes necessarios para a PCR estdo
descritos na Tabela 3. As sequéncias obtidas foram depositadas no GenBank e podem ser
acessadas atraves dos seguintes cdadigos: KY630252-KY630333 (trnH-psbA) e KY630334-
KY630440 (trnS-trnG).

Tabela 3 Componentes e condi¢Bes necessarios para a reacdo de amplificacdo por PCR dos marcadores

plastidiais.
Marcador Comp. (pb)* dRefergnma Reacdo de PCR Condicbes de PCR
0s primers
trnH-psbA | 456 (Maderet  Sangetal., Tampdo - 1x 94° C por 5 min
al., 2013) 1997 dNTP - 0,2uM
Primer F — 0,16uM 35 ciclos de:
Primer R - 0,16uM 940 C por 1 min
MgCl, - 2mM 55° C por 1 min
trnS-trnG 784 (Mader et Hamilton, D-II—\lag ) 15U 72°C por 1,5 min
al., 2013) 1999 —>ng .
72° C por 10 min

*Comp. = comprimento em pares de bases (pb).
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O resultado da reacdo de amplificacéo foi verificado através de eletroforese em gel de
agarose 1%, corado com Gel Red (0,001 %) e visualizado em transiluminador de UV. Os
produtos obtidos foram purificados segundo o protocolo de Dunn & Blattner (1987) usando
PEG 20% (polietileno glicol) e posteriormente enviados para sequenciamento na empresa

Macrogen Inc. (Seul, Coreia do Sul).

As sequéncias foram visualizadas no software Chromas Lite 2.1 (Technelysium Pty
Ltd, disponivel em http://technelysium.com.au/wp/chromas/) para verificar a qualidade do
sequenciamento e corrigir eventuais nucleotideos atribuidos erroneamente. Todas as
sequéncias, depois de revisadas, foram exportadas para o software MEGA 6 (Tamura et al.,
2013), onde foram alinhadas manualmente para cada espacador. Eventos de insercdo e
delecdo maiores que um par de bases foram codificados de forma a serem tratados como um
unico evento de mutacdo. Além das sequéncias das quatro espécies-alvo, foram incluidas nos
alinhamentos sequéncias obtidas no GenBank para as seguintes espécies utilizadas como
grupo externo em algumas analises: C. sellowiana (KY630261- KY630263, KY694969,
KY694970; KY630361- KY630363, KY694967, KY694968), Calibrachoa pygmaea (R. E.
FroWijsman (JN565840; JX178656), Calibrachoa ovalifolia (Miers) Stehmann & Semir
(JN565837; JX178652) e Petunia integrifolia (Hook) Schinz & Thell (KF280760;
KF280816). Dos cinco individuos de C. sellowiana inseridos nos alinhamentos, dois foram
coletados em Bom Jardim da Serra (SC) (pontos de coleta muito préximos aos de C. serrulata
e C. sendtneriana), dois em Santa Cecilia (SC) e um em Tainhas (RS).

Com exce¢do do programa Network 5.0.0.1 (Fluxus Technology Ltc, disponivel em
http://lwww.fluxus-engineering.com/sharenet.htm), as anélises a seguir foram conduzidas
somente para o alinhamento com ambos 0s espacadores concatenados. O software DnaSP
5.10.01 (Librado & Rozas, 2009) foi utilizado para converter os alinhamentos para 0s
formatos necessarios para os programas indicados a seguir. O programa Arlequin 3.5.1.2
(Excoffier & Lischer, 2010) foi utilizado para calcular os indices de diversidade nucleotidica
e haplotipica e a Anélise da Variancia Molecular (AMOVA, em inglés — Excoffier et al.,
1992). O Network foi utilizado para estimar o relacionamento evolutivo entre os haplétipos
através do método de median-joining (Bandelt et al., 1999), analisando tanto o alinhamento

concatenado quanto os alinhamentos de cada espagador individualmente.

Uma éarvore filogenética do relacionamento entre os haplétipos foi inferida através do
programa Beast 1.6.1 (Drummond et al., 2012), utilizando o método de Inferéncia Bayesiana
e 0s seguintes parametros: modelo de substituicdo HKY, atribuido como melhor modelo pelo

jModelTest 2.1 (Darriba et al., 2012); relégio molecular estrito; o processo de Yule como
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prior para a arvore de espécies; taxa de substituicdo de 2,8 x 10 (+ 5,4 x 10™*") substituicdes
por sitio por ano (Lorenz-Lemke et al. 2010); 10" geragdes, amostrando uma arvore a cada
10° geracdes. A convergéncia das Cadeias de Markov e Monte Carlo (MCMC, em inglés) e o
tamanho amostral efetivo adequado (EES > 200) foram verificados usando o Tracer 1.6
(Rambaut et al., 2014). Todas as arvores geradas pelo Beast foram sumarizadas em uma unica
arvore com maxima credibilidade utilizando o TreeAnnotator 1.6.1, que faz parte do pacote
Beast. O programa FigTree 1.4.0 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) foi utilizado para

visualizacdo e edicdo da arvore obtida.

indices de diversidade para outras espécies de Calibrachoa e Petunia foram retirados
da literatura e serdo apresentados na Discussao para comparacdo com os resultados obtidos

neste estudo.

3.4 Marcadores nucleares (Amplificacdo, Genotipagem e Analises)

Foram testados inicialmente 25 loci de microssatélites isolados por nosso grupo de
trabalho a partir de bibliotecas gendomicas, 16 de Calibrachoa heterophylla (Sendtn.)
Wijsman (Silva-Arias et al., 2015) e nove de C. pygmaea (dados ndo publicados). Dos 16 loci
de C. heterophylla (abreviados a partir de agora como “Che”), quatro ndo lograram sucesso na
amplificacdo, os demais foram amplificados com relativo sucesso para as quatro espécies e
enviados para a Macrogen Inc para anélise do tamanho dos fragmentos e a variabilidade
dentro de cada locus. Sete dos 12 loci restantes apresentaram baixa qualidade na genotipagem
ou muitas falhas de amplificacdo quando o numero de amostras foi expandido e
consequentemente ndo puderam ser utilizados neste trabalho. Dos nove loci de C. pygmaea
(abreviados a partir de agora como “Cpy”) testados nas espécies-alvo, trés ndo tiveram
sucesso na amplificacdo e para os seis loci restantes com relativo sucesso nos testes iniciais
apenas um apresentou sucesso e qualidade na amplificacdo quando o numero de amostras foi

expandido.

Desta forma, cinco loci Che e um locus Cpy foram utilizados neste estudo e séo

apresentados na Tabela 4, conforme descritos para C. heterophylla e C. pygmaea.
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Tabela 4 Informagoes sobre os loci de microssatélites de C. heterophylla (Silva-Arias et al., 2015) e C. pygmaea

(dados ndo publicados) utilizados neste trabalho.

Loci Motivo Comp. (pb) GAeﬁgsjr?k
Che 18 (CTT)xn 149-179 KP091702
Che 46 (GA)» 223-249 KP091703
Che 59 (CT), 110-120 KP091704
Che 34 (TC)yo 216-226 KP091707
Che 48 (GAA), 139 KP091715
Cpy 58 (AG)10 154-194 ND

Comp. = comprimento em pares de bases. ND= Nao disponivel

Depois de definidos os loci a serem utilizados nesse trabalho, os mesmos foram
amplificados para 54 individuos de C. eglandulata, 54 individuos de C. sendtneriana, 52
individuos de C. spathulata, e 30 individuos de C. serrulata, conforme apresentado
anteriormente na Tabela 2. As reacdes de PCR, com volume total de 10ul, seguiram o
protocolo de Silva-Arias et al. (2015) modificado conforme Tabela 5, sendo realizadas em
termociclador automatico (Applied Biosystem). Apds a amplificacdo, os produtos resultantes,
corados com GelRed, foram checados com eletroforese em gel de agarose 2,5% e visualizados
em transiluminador de UV; posteriormente os produtos foram purificados com Isopropanol
(60,1 g/mol) e Etanol 70%, e eluidos em &gua ultra pura. Assim como os individuos utilizados
nos testes de transferabilidade dos iniciadores, a analise automatizada do tamanho dos

fragmentos foi realizada pela empresa Macrogen Inc.

Tabela 5. Condic6es de PCR e reagentes utilizados para os loci de Che e Cpy selecionados.

Temperatura de

Reagentes Condicbes de PCR Loci anelamento (Ta)

Agua Ultra Pura

10x PCR Rxn Buffer 94°C por 3 min Che 18 54°C
dNTP —2mM 35 ciclos de: Che 46 54°C
Primer Foward - 2mM 94°C por 20s Che 59 54°C
Primer Reverse — 2mM Ta por 45s Che 34 S0°C
MgCl, — 50mM 72° por 1 min Che 48 54°C
Fluorescéncia — 2mM 72°C por 10 min Cpy 58 55°C

Taq Polimerase 5U
DNA — 10 ng/ul

O software GeneMarker 2.2.0 (SoftGenetics LCC., State College, PA, USA,
disponivel em http://www.softgenetics.com/GeneMarker.php) foi utilizado para visualizar a

qualidade da genotipagem, tamanho dos alelos e 0 gendtipo de cada individuo. Planilhas com
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os alelos encontrados para cada locus foram criadas por espécie e por populagdes, e também
foi feita uma planilha contendo as quatro espécies. O software Convert 1.31 (Glaubitz, 2004)
foi usado para gerar, a partir de cada planilha, os arquivos de entrada para outros quatro
softwares: Arlequin, F-Stat 2.9.3.2 (Goudet, 1995), Cervus 3.07 (Marshall et al. 1998;
Kalinowski et al. 2007) e STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). O Arlequin foi
utilizado para calcular a AMOVA e as heterozigosidades observada (H,) e esperada (He),
estas Ultimas testadas para verificar se populacGes e espécies estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg. O F-Stat foi utilizado para calcular o nimero de alelos por locus, a riqueza alélica,
a diversidade genetica e o coeficiente de endocruzamento (Fjs), este tltimo indice testado para
verificar se os valores desviam ou ndo do equilibrio de Hardy-Weinberg. O Cervus foi
utilizado para calcular a frequéncia de alelos nulos e o conteddo médio de informacédo

polimorfica (PIC) para cada locus.

O programa STRUCTURE foi utilizado para verificar a existéncia de distintos clusters
genéticos na amostragem a partir dos seguintes parametros: periodo de burnin de 10> MCMC,
10° repeticBes de MCMC, 10 iteraces para cada cluster (K), com o nimero méximo de K
testados diferindo para cada conjunto de dados. Os intervalos de K foram: K = 1-6 para C.
eglandulata, K = 1-5 para C. sendtneriana e C. serrulata, K = 1-8 para C. spathulata e K = 1-
15 para as quatro espécies reunidas. O melhor nimero de clusters foi definido através do AK
(Evanno et al., 2005) e da Probabilidade por K (ProbK; Pritchard et al., 2000), através do
programa CLUMPAK ONLINE (http://clumpak.tau.ac.il/contact.html). A ProbK é estimada
calculando primeiramente a probabilidade logaritmica dos dados a cada passo das Cadeias de
Markov-Monte Carlo; a seguir, a média dessas probabilidades € calculada e dela é subtraida
metade de sua variancia, e isso resulta no Ln P(D) ou Pr(X|K); o melhor K ¢ identificado
como o maior valor de Ln P(D) (Evanno et al., 2005). O AK por sua vez ¢ a média dos
valores absolutos de L"(K) [funcdo de segunda ordem da taxa de alteracdo das probabilidades
por K — “second order rate of change of the likelihood fuction with respect to K (Evanno et
al., 2005)]. O AK realiza uma comparacédo entre as probabilidades para os Ks e sendo assim,
ndo € possivel para o programa comparar a probabilidade de K = 1 com a probabilidade do K
anterior, visto que nédo existe K = 0. A op¢ao “Main Pipeline” do CLUMPAK ONLINE foi
utilizada para sumarizar as 10 iteracdes do melhor K obtido para as espécies individualmente

e para as quatro espécies reunidas, gerando um unico barplot para cada analise.

O programa GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse, 2012) foi utilizado para realizar
Andlises de Coordenadas Principais (PCoA, em inglés) a partir de uma matriz de distancia
(proporcdo de alelos compartilhados) gerada no programa MSA 4.05 (Dieringer &
Schldtterer, 2003) obtida da planilha de alelos dos microssatélites. A PCoA é um método
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alternativo para averiguar a estruturacdo e agrupamento de individuos, populagbes e/ou
espécies. A analise foi realizada tanto para as quatro espécies em conjunto quanto para cada
espécie individualmente a fim de melhor observar todos os possiveis niveis de estruturacdo

genética em complemento as analises de agrupamento Bayesiano.
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4. RESULTADOS

4.1 Observacdes em campo

Alguns detalhes e eventos presenciados durante as expedi¢des de campo merecem ser
relatados visando ajudar outros pesquisadores em futuros estudos. O primeiro ponto diz
respeito a coloracdo das flores de Calibrachoa serrulata e C. sendtneriana, ambas descritas
como de limbo vermelho (Stehmann, 1999). Calibrachoa sendtneriana realmente possui
limbo vermelho, mas seria mais apropriado dizer que a coloracdo é vermelho alaranjado
(Figura 4 a e b; Figura 10, al a a3). Calibrachoa serrulata por sua vez ndo possui limbo
vermelho, como pode ser visto na Figura 11 (al a a3) e na Figura 5 (a e b), mas sim de cor

rosa.

O segundo ponto diz respeito ao hébitat das espécies. Calibrachoa serrulata foi
encontrada, na maioria das vezes, durante nossas expedicdes, crescendo no pared@o rochoso,
sendo visivel somente quando o pesquisador fica proximo da borda dos cénions e olha para
baixo; em poucos pontos observamos a espécie crescendo na borda ou sobre as rochas no topo
das escarpas. Calibrachoa sendtneriana foi encontrada nos campos e proxima de matas
nebulares, exatamente como esta descrito para a espécie, porém, nos campos encontramos a
espécie em afloramentos rochosos, onde ela cresce em espacgos entre as rochas. ExpedicGes
anteriores confirmam esse héabitat nas rochas, e sdo apenas nesses locais onde provaveis

hibridos foram registrados durante as coletas de 2015.

O ultimo ponto diz respeito a visitantes florais e possiveis polinizadores. Nao era
objetivo deste trabalho buscar e/ou observar polinizadores das espécies-alvo. Temos apenas

algumas observacdes a relatar:

1) Uma abelha foi vista pousada em C. eglandulata (Figura 12);

2) Beija-flores foram avistados voando proximos de um ponto de C. serrulata, mas
ndo pousados ou rondando as flores;

3) Uma abelha foi registrada em C. sellowiana visitando varias flores (Figura 13), e
este individuo se encontrava proximo de C. sendtneriana e de um provavel
hibrido;

4) Uma abelha com polen nas patas e uma borboleta foram registradas em flores de
C. spathulata (Figura 14);
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Figura 14. ObservacOes de possiveis polinizadores/visitantes florais em Calibrachoa spathulata. al = abelha, bl

e b2 = borboleta (mesmo individuo, apenas angulos distintos).

4.2 Marcadores plastidiais

Os alinhamentos de trnH-psbA e trnS-trnG apresentaram 434 e 748 pares de base para
79 e 104 individuos, respectivamente. O alinhamento concatenado de trnH-psbA/trnS-trnG
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continha 1182 pares de base com 71 individuos. Os indices de diversidade nucleotidica e
haplotipica para o alinhamento concatenado estdo expostos na Tabela 6. A Tabela 7 apresenta
0s percentuais de variagdo existente entre e dentro das espécies obtidos através da AMOVA

do alinhamento concatenado.

Tabela 6 indices de diversidade, haplétipos encontrados por espécie e nimero de ades&o no GenBank.

Espécie Haplétipos Haplétipos Haplétipos % h
marcadores trnH-psbA trnS-trnG (FA)  (DP) (DP)
concatenados (FA)

(FA)
C. eglandulata H1(5), H2(1) Hal (9) Hgl(25), 0,0283 0,3333
Hg2(1), Hg3 (1) (0,0372) (0,2152)

C. sendtneriana H3(5), H4(1), Ha2(7), Ha3(1), Hgl(42), 0,2295 0,8033

H5(2), H6(14), Ha4(3), Hg4(2), Hg5 (2)  (0,1387)  (0,0480)

H7(1),  H8(1), Ha5(16),
H9(8), H10(1), Ha6(1), Ha7(l),
H11(2), H12(1), Ha8(10),

H13(1) Ha9(4), Ha10(1)
C. serrulata H3(6),  H5(5), Ha2(7), Ha4(7), Hgl(8), 04524  0,7750
H9(2), H14(2) Ha8(2), Hall(l) Hg4(15), Hg6 (0,2581) (0,0678)
3
C. spathulata H15(1), H16(1), Hal2(6) Hgl(2), Hg7(2), 0,2373  1,0000
H17(1), H18(1), Hal3(1), Hgs (1) (0,1752)  (0,1265)
H19(1) Hal4(1),
Ha15(1)

FA= (frequéncia absoluta); = = Diversidade nucleotidica % (Desvio padrdo); h= Diversidade haplotipica (Desvio padréo)

Calibrachoa eglandulata apresentou os menores valores de 7 (0,0283) e de h (03333),
enquanto o maior valor para n foi de C. serrulata (0,4524) e para h (1,0000) foi de C.

spathulata.

Tabela 7 Percentual de variagdo encontrado em diferentes niveis, para os marcadores plastidiais e nucleares

Fonte de variagéo cpDNA SSR
Entre espécies 29,21% 22,20%
Dentro das espécies 70,79% 77,80%

Entre populagdes dentro das espécies

C. eglandulata 18,02%
C. sendtneriana 1,61%
C. serrulata 9,29%
C. spathulata 25,83%

O maior percentual de variagdo para os marcadores plastidiais concatenados esta
dentro das espécies (70,79%; Fst: 0,292).

As redes de haplotipos geradas para 0s espacadores plastidiais separados e
concatenados sdo mostradas nas Figuras 15, 16 e 17. Os haplétipos encontrados em cada
espécie e a quantidade de individuos (Frequéncia Absoluta) para cada hapl6tipo sdo
apresentados na Tabela 6. As espécies, provaveis hibridos e o grupo externo foram assim
abreviados: G. EXT = Grupo externo; SPAT = C. spathulata; EGLA = C. eglandulata; SELL
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= C. sellowiana; SENDXSELL = provéaveis hibridos entre C. sendtneriana e C. sellowiana;
SEND = C. sendtneriana; SERRXSELL = provaveis hibridos entre C. serrulata e C.

sellowiana; SERR = C. serrulata. As redes para os marcadores isolados ndo possuem 0 grupo

externo nem os individuos de C. sellowiana.
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Figura 15. Relacionamento evolutivo (método de median-joining) entre os haplétipos resultantes do

alinhamento concatenado. Hapl6tipos e espécies estdo relacionados na legenda, abreviada da seguinte forma: G.

EXT = Grupo externo; SPAT = C. spathulata; EGLA = C. eglandulata; SELL = C. sellowiana; SENDXSELL =
provaveis hibridos entre C. sendtneriana e C. sellowiana; SEND = C. sendtneriana; SERRXSELL = provaveis

hibridos entre C. serrulata e C. sellowiana; SERR = C. serrulata.
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Figura 16. Relacionamento evolutivo (método de median-joining) entre os haplotipos encontrados para o
espacador trnH-psbA. Haplotipos e espécies estdo relacionados na legenda, abreviada da seguinte forma: SPAT
= C. spathulata; EGLA = C. eglandulata; SENDxSELL = provaveis hibridos entre C. sendtneriana e C.
sellowiana; SEND = C. sendtneriana; SERRXSELL = provaveis hibridos entre C. serrulata e C. sellowiana;
SERR = C. serrulata.
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Figura 17. Relacionamento evolutivo (método de median-joining) entre os haplétipos encontrados para o
espacgador trnS-trnG. Haplétipos e espécies estdo relacionados na legenda, abreviada da seguinte forma: SPAT =
C. spathulata; EGLA = C. eglandulata; SENDXSELL = provaveis hibridos entre C. sendtneriana e C.
sellowiana; SEND = C. sendtneriana; SERRXSELL = provéveis hibridos entre C. serrulata e C. sellowiana;
SERR = C. serrulata.

Calibrachoa eglandulata e C. spathulata apresentaram hapl6tipos exclusivos em duas
das trés redes de haplétipos mostradas, a excecdo foi a rede de haplétipos para o espagador
trnS-trnG que apresentou um hapldtipo (H1) de alta frequéncia absoluta (77) incluindo
individuos de todas as espécies e 0s provaveis hibridos. Calibrachoa serrulata apresentou um
Unico haplétipo exclusivo em cada rede, o restante de seus individuos apresentaram
hapl6tipos compartilhados, na maioria das vezes com C. sendtneriana. Por fim, C.
sendtneriana apresentou haplotipos compartilhados e exclusivos em todas as redes de
haplotipos, contando com o maior nimero de haplotipos exclusivos quando os espacadores

sdo concatenados ou quando analisamos apenas trnH-psbA.

A arvore filogenetica para os haplotipos do alinhamento concatenado é apresentada na
Figura 18. C. ovalifolia, C. pygmaea e Petunia integrifolia representam grupos externos,
embora C. ovalifolia apareca formando um grupo dentro da filogenia junto com haplétipos de
C. sellowiana e C. serrulata. A idade dos ramos (em milhdes de anos) encontra-se em negrito
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sobre 0s mesmos a esquerda dos nds, com a escala do tempo mostrada abaixo da filogenia. O
suporte dos nos é dado pelos valores de probabilidade posterior (a direita dos nos).
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Figura 18. Arvore filogenética para o alinhamento concatenado dos marcadores plastidiais gerada através de
anélise bayesiana. Hapldtipos e espécies estdo relacionados na legenda. O grupo externo é composto pelos
haplétipos 21, 22 e 23. A datacdo dos nos (valores em negrito) encontra-se em milhdes de anos. Suporte dos nos

dado pela probabilidade posterior (a direita dos nés).

Em concordancia com o que se observa nas Figuras 15 e 16, C. eglandulata e C.
spathulata possuem haplétipos exclusivos e formam clados contendo apenas individuos das
respectivas espécies na filogenia. As demais espécies-alvo ndo apresentaram clados
especificos com suporte consideravel. Os haplétipos H3 (SEND, SERR e SERRXSELL) e
H20 (SELL) mostraram-se relacionados com alto suporte (pp=1). Esses haplétipos
mostraram-se distantes dos demais de SEND e SERR, estando eles mais relacionados com C.
ovalifolia e C. eglandulata.

De acordo com a arvore, a diversificacdo de Calibrachoa ocorreu por volta de 1,8
milhGes de anos, no inicio do Pleistoceno. Ja a divergéncia das espécies-alvo ocorreu ha cerca
de 1 milhdo de anos. Os haplétipos de C. eglandulata e C. spathulata se encontram em ramos
exclusivos da arvore, com o inicio da diversificagdo dos haplotipos datada para 308 e 562 mil
de anos atrés, respectivamente. A diversificacdo do clado que conta com a maior parte dos

haplotipos de C. serrulata e C. sendtneriana ocorreu ha cerca de 540 mil anos.
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4.3 Marcadores nucleares

O tamanho dos fragmentos amplificados dos microssatélites sdo apresentados na
Tabela 7. O locus Che 48 foi excluido das andlises por ser monomdrfico. Também séo
apresentados na Tabela 8 o numero de alelos e a riqueza alélica, o conteudo médio de
informagdo polimdrfica (PIC, em inglés) e o percentual de alelos nulos. O locus Che 46

apresentou o maior numero de alelos, a maior riqueza alélica e o maior PIC.

Tabela 8. Caracterizacdo da variabilidade por loci

NUmero de Riqueza Alelos nulos
Locus | Comp. (pb) alelos alélica PIC (%)
Chel8 115-199 24 14,53 0,890 0,608
Che34 215-233 10 8,226 0,813 0,249
Che46 195-301 48 26,454 0,965 0,089
Che59 89-117 8 5,664 0,652 0,251
Cpy58 159-253 11 7,652 0,707 0,198

Comp. = comprimento em pares de bases. PIC= Contelldo médio de informacao polimdrfica

Os percentuais da andlise da variancia molecular para os loci de microssatélites
(77,80% de variacdo dentro das espécies) apresentaram valores semelhantes aos obtidos para
os marcadores plastidiais (Tabela 7). A AMOVA também mostrou diferentes niveis de
estruturacdo populacional para cada espécie, sendo que C. eglandulata e C. spathulata
apresentaram o0s maiores porcentuais de variacdo entre as populacbes (18,02% e 25,83%,
respectivamente). Em contrapartida, C. sendtneriana ndo apresentou niveis de estruturacéo
consideraveis (1,61% de variacdo entre populagdes). Calibrachoa serrulata apresentou um
percentual de estruturacdo intermediario em comparacdo com as outras espécies (9,29% de

variacdo entre populacdes).

Informacdes sobre as espécies e as respectivas populacdes, indices de diversidade e

indicadores demogréaficos sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Indicadores demograficos e de diversidade das espécies-alvo e suas populagoes.

Identidade Riqueza Diversidade Alelos

Espécie da N AL ! - Ho He Fis privados
~ alélica genética #

populacdo
C. 54 9,2 7,66 0,595 0,480 0594 0,194 9
eglandulata

SC-370 40 8,2 6,20 0,553 0,463 0,552 0,163  9(29)

Pousada 14 34 3,40 0,540 0,529* 0,539 0,020 0 (5)
C. . 54 126 10,39 0,759 0,596 0,757 0,214 15
sendtneriana

BNDT 31 98 9,22 0,771 0,596 0,768 0,227 9 (19)

EcoEolico 23 9 8,77 0,730 0,593 0,726 0,186 2(14)
C. serrulata 30 8,2 7,82 0,646 0,444 0,642 0314 8

BNDT 10 5,2 4,85 0,593 0,497 0,588 0,163* 0 (6)

Mirante 20 7 5,12 0,622 0,417 0,616 0,330  3(15)
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C. spathulata 52 11 9,05 0,701 0,414 0,697 0409 9

PR-170 12 5 3,08 0,635 0,441 0,620 0,305 3(7)
New 9 3,6 2,55 0,496 0,441* 0,595 0,289* 2(5)
Matos Costa 27 6,8 2,89 0,584 0,402 0,578 0,311 2(12)
Laguna 4 3,4 3,04 0,691 0,600* 0,667 0,133* 0(6)

N=nUmero de individuos; A/L=Alelos por locus; Ho=Heterozigosidade observada; Hg= heterozigosidade esperada;
Fis= coeficiente de endocruzamento; * Em equilibrio de Hardy-Weinberg. Para a coluna de Alelos privados: valor total por
espécie (em negrito); para cada populacdo o valor fora dos paréntesis corresponde aos alelos privados da populagdo em
questdo comparada com todas as populages de todas as espécies, e o valor dentro dos paréntesis se refere ao ndmero de

alelos privados da populagdo em questdo comparada com as outras populagGes da espécie.

Calibrachoa sendtneriana apresentou 0s maiores valores em todos os indices
relacionados a variabilidade genética (alelos por locus, riqueza alélica, diversidade genética e
alelos privados). Por outro lado, C. eglandulata e C. serrulata foram as espécies que
demonstraram menor variabilidade genética com os locus de microssatélites utilizados.
Quando analisamos as populacfes, a média de alelos por locus variou de 3,4 (Pousada, C.
eglandulata) a 9,8 (BNDT, C. sendtneriana), a riqueza alélica de 2,55 (New, C. spathulata)
9,22 (BNDT, C. sendtneriana) e a diversidade genética de 0,496 (New, C. spathulata) a 0,771
(BNDT, C. sendtneriana). A heterozigosidade observada foi menor que a esperada para as
quatro espécies (todas em desequilibrio de Hardy-Weinberg). Na analise das populagdes o
mesmo padrao foi observado, com excegdo para: “Pousada” (C. eglandulata), New e Laguna
(C. spathulata) que se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg. O coeficiente de
endocruzamento variou de 0,194 e 0,409 entre as espécies e de 0,020 a 0,409 entre as
populagdes. Quando observados os valores de Fis, a maioria das populagfes encontra-se em
desequilibrio com exceg¢do para: “Pousada” (C. eglandulata), New e Laguna (C. spathulata) e
BNDT (C. serrulata).

Os barplots obtidos nas analises com o programa STRUCTURE e estimativas de
melhor K sdo apresentados abaixo (Figuras 19 a 23). Cada figura a seguir contém os graficos
de AK e da Probabilidade por K mais o(s) respectivos barplot(s). As analises foram

conduzidas individualmente para cada espécie e para 0 seu conjunto.
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Figura 19. Estimativas para o melhor K e respectivos barplots, analisando as quatro espécies em conjunto. al =
grafico para AK; a2 = grafico para a probabilidade por K; b1 = barplot para k = 4; b2 = barplot para K = 12
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Figura 20. Estimativas para o0 melhor K e barplot para Calibrachoa eglandulata e populagdes. al = gréafico para
AK; a2 = gréfico para a probabilidade por K; b = barplot para k = 3
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Figura 21. Estimativas para o melhor K e respectivos barplots para Calibrachoa sendtneriana e populagfes. al
= gréfico para AK; a2 = gréfico para a probabilidade por K; b1 = barplot para k = 1; b2 = barplot para K = 3

DeltaK graph  Optimal K by Evanno is: 2

a5

Delta K = mean(|L"(K)|) / stdev[L(K)]

Probability By K graph  Using median values of Ln(Pr Data) the k for which Pr(K=k) is highest. 1
1.000
i
2871

Prob(K)
\

-
=

Prob(K)
o

76

-
o

og_u 0000
a2

§
@

&
&

Figura 22. Estimativas para o melhor K e respectivos barplots para Calibrachoa serrulata e populagfes. al =
grafico para AK; a2 = grafico para a probabilidade por K; bl = barplot para k = 1; b2 = barplot para K = 2
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Figura 23. Estimativas para o melhor K e respectivos barplots para Calibrachoa spathulata e populagdes. al =

grafico para AK; a2 = grafico para a probabilidade por K; bl = barplot para k = 3; b2 = barplot para K =5

Na andlise do conjunto total de dados (as quatro espécies e suas populagdes) foram
encontrados diferentes valores de melhor K utilizando os métodos de AK e Probabilidade por
K (ProbK) (Figura 19 —al e a2). O AK para a anélise forneceu melhor K = 4 (Figura 19 — b1),
sendo cada um dos quatro clusters referente a uma espécie com um pequeno grau de mistura
entre os clusters. Calibrachoa eglandulata teve individuos com menor nivel de mistura com
outras espécies. Calibrachoa sendtneriana, C. serrulata e C. spathulata apresentaram alguns
individuos com nivel de mistura de clusters pronunciado (Figura 19 — bl). A ProbK atribuiu
K = 12 (Figura 19 — b2) como o melhor K, possibilitando discernir as espécies (C.
eglandulata com o componente predominantemente azul, C. serrulata com o componente
verde-escuro e C. spathulata com o componente vermelho-escuro) e algumas populagdes
dentro das espécies (o componente laranja dentro de C. eglandulata para a populagdo

“Pousada” e o componente amarelo em C. spathulata para a populagao “Laguna”).

Na analise especifica de C. eglandulata ambas as metodologias de escolha de melhor
K atribuiram K=3 como melhor nimero de clusters para os dados (Figura 20 — al e a2). Dos

trés distintos clusters genéticos, um componente € praticamente exclusivo de uma das
populacdes (laranja, “Pousada”), e outros dois sdo referentes a diversidade genética dentro da
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populacao “SC-370 (azul e rosa). Para C. sendtneriana os valores encontrados para melhor K
foram: AK = 3 (Figura 21- al) e ProbK = 1 (Figura 21 —a2). No barplot para K = 3, 0s
componentes genéticos encontram-se distribuidos de forma proporcional entre os individuos
da espécie, independente da populacdo. De maneira similar, C. serrulata também recebeu
valores distintos para o melhor K (Figura 22 — al e a2), com AK sinalizando o melhor K
como K = 2 e a ProbK atribuindo K = 1. No barplot para K = 2 (Figura 22 — b2), podemos ver
0s componentes genéticos dispostos de maneira quase homogénea, fazendo com que nenhum
individuo da analise seja atribuido a um ou outro cluster. Na analise para C. spathulata, os
melhores valores de K foram K=3 (AK) e K=5 (ProbK) (Figura 23 — al e a2). No barplot para
K=3 é possivel verificar algum grau de estruturacdo nas popula¢des: uma populacdo com
prevaléncia do componente verde (Matos Costa), outra com componente predominantemente
vermelho (New) e duas com o componente laranja (PR170 e Laguna) (Figura 23 — b1). Com
K=5 a estruturacdo € menos clara, pois 0s componentes adicionais estdo relacionados a

variabilidade genética intrapopulacional (Figura 23 — b2).

A PCoA para as quatro espécies em conjunto é mostrada na Figura 24. Todas as
espécies com excec¢do de C. serrulata tm a maioria de seus individuos agrupados de acordo
com uma ou outra coordenada. Alguns individuos de C. serrulata estdo sobrepostos aos
individuos das outras espécies, principalmente C. eglandulata. As anélises para cada uma das
espécies e suas populacbes sdo mostradas nas Figuras 25 a 28. Calibrachoa eglandulata e C.
spathulata apresentam evidente estruturacdo populacional. Calibrachoa sendtneriana néo
apresenta agrupamentos diferenciados entre as populac@es, indicando apenas um Gnico cluster
genético compondo a espécie. Por fim, C. serrulata apresenta certa estruturacdo populacional

discernivel na PCoA quando analisado o eixo da Coordenada 2.
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Figura 24. Andlise de Coordenadas Principais para as quatro espécies microendémicas em conjunto. A
simbologia utilizada para cada espécie é mostrada na legenda. Egla = Calibrachoa eglandulata; Send =
Calibrachoa sendtneriana; Serr = Calibrachoa serrulata; Spat = Calibrachoa spathulata.
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Figura 25. Andlise de Coordenadas Principais para Calibrachoa eglandulata. A simbologia utilizada para cada
populacdo é mostrada na legenda.
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Figura 26. Andlise de Coordenadas Principais para Calibrachoa sendtneriana. A simbologia utilizada para cada

populagdo é mostrada na legenda.
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Figura 27. Andlise de Coordenadas Principais para Calibrachoa serrulata. A simbologia utilizada para cada

populagdo é mostrada na legenda.
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Figura 28. Analise de Coordenadas Principais para Calibrachoa spathulata. A simbologia utilizada para cada

populagdo é mostrada na legenda.
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5. DISCUSSAO

5.1 Variabilidade genética das espécies-alvo

Os indices de diversidade calculados para as duas classes de marcadores (plastidiais e
nucleares) contam historias distintas, com excecdo para C. eglandulata. Analisando os indices
obtidos com os marcadores nucleares, C. eglandulata apresenta os menores valores dentre as
quatro espécies para Riqueza Alélica e Diversidade Genética, enquanto C. serrulata
apresentou valores similares, no entanto ligeiramente maiores. J& o nimero de alelos por locus
foi menor em C. serrulata bem como o nimero de alelos privados e novamente valores
similares aos de C. eglandulata foram observados. Por outro lado, C. sendtneriana foi a
espécie que apresentou os maiores indices referentes a variabilidade genética com os
marcadores nucleares, seguida por C. spathulata que apresentou valores relativamente
inferiores. De outra maneira, os dados plastidiais mostraram que C. serrulata tem o maior
valor para diversidade nucleotidica dentre as quatro espécies estudadas, seguida por C.
spathulata e C. sendtneriana (com valores similares) e por C. eglandulata (menor diversidade
observada). indices de diversidade para diferentes espécies foram retirados da literatura
(Tabela 10) para comparagdo com os resultados obtidos neste estudo. A utilizacdo de dados
provenientes de espécies do mesmo género ou de taxa filogeneticamente proximos possibilita
comparacOes apropriadas, pois sdo realizadas entre espécies com historia evolutiva e a
biologia similares (Gitzendanner & Soltis, 2000). E necessario destacar que embora os
marcadores utilizados sejam 0s mesmos, existe uma grande variagdo no nimero de individuos
utilizados para cada espécie. O numero de individuos utilizados pode afetar o calculo dos
indices de diversidade nucleotidica visto que pode haver uma sub-representacdo da

diversidade existente nas espécies/populacoes.

Tabela 10. indices de diversidade para espécies de Calibrachoa e Petunia, retirados da literatura. Marcadores

utilizados, nimero de individuos, nimero de haplétipos e a origem dos valores sdo apresentados na tabela.

Espécie Marcador [ N |[H| #%®P) | Estudo
Calibrachoa HA/SG 247 27 0,409 (0,220) Mader et al. 2013
heterophylla

Calibrachoa elegans SG 67 20,0040 (0,0137) Fregonezi, 2009
Calibrachoa sellowiana SG 65 40,0878 (0,0763) Fregonezi, 2009
Petunia integrifolia var. HA/SG 289 25 0,13 (0,09) Ramos-Fregonezi et al.

depauperata 2015
Petunia integrifolia spp HA/SG 24 9 0,40 (0,2) Longo et al. 2014
integrifolia
Petunia riograndensis HA/SG 7 6 0,20 (0,2) Longo et al. 2014
Petunia inflata HA/SG 34 12 0,26 (0,16) Segatto et al. 2014a
Petunia interior HA/SG 89 23 0,34 (0,19) Segatto et al. 2014a
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Petunia hybrida HA/SG 22 3 0,35 (0,20) Segatto et al. 2014a

Petunia exserta HA/SG 322 6 0,10 (0,1) Segatto et al. 2014b

Petunia secreta HA/SG 65 9 0,17 (0,11) Turchetto et al. 2016

Petunia axillaris HA/SG 614 35 0,22(0,13) Turchetto et al. 2014
complex

HA-SG = espagadores concatenados trnH-psbA/trnS-trnG; SG = apenas o espagador trnS-trnG; N =

numero de individuos; H = nimero de haplotipos; & = Diversidade nucleotidica % (Desvio padrao)

Calibrachoa serrulata apresentou o maior indice de diversidade nucleotidica (0,4524)
entre as quatro espécies-alvo e entre todas as espécies da Tabela 10. Calibrachoa
sendtneriana apresentou diversidade nucleotidica intermediaria quando comparada com as
outras espécies da Tabela 10 (0,2295 — Tabela 6), sendo similar a Petunia axillaris (Lam.)
Britton, Sterns & Poggenb. (0,22) e Petunia riograndensis T. Ando & Hashim. (0,20).
Petunia axillaris apresenta trés subespécies e é tratada como um complexo, sendo uma
espécie de ampla distribuicdo, ocorrendo no sul da América do Sul (Turchetto et al., 2014).
Petunia riograndensis é encontrada apenas no sul do Rio Grande do Sul e sua classificacdo
guanto ao nivel taxondmico apresenta controvérsias (Longo et al., 2014). A alta diversidade
genética observada nos dados plastidiais em C. serrulata pode ser fruto de inclomplete
lineage sorting (Jakob & Blattner, 2006), algo frequentemente observado na anélise de dados
plastidiais de espécies que divergiram recentemente (a diversificacdo das espécies-alvo
ocorreu no Pleistoceno, ha cerca de 1 milhdo de anos - Figura 18). Alternativamente, a alta
diversidade genética plastidial, especialmente em C. serrulata, pode ser resultado de captura

de cloroplasto a partir de eventos de hibridagdo, como discutiremos mais adiante.

Calibrachoa eglandulata apresentou os menores valores para diversidade nucleotidica
dentre as espécies-alvo. Quando comparada com as espécies da Tabela 10, C. eglandulata s
ndo apresenta valores menores que os de Calibrachoa elegans (Miers) Stehmann & Semir, (n
= 0,0040). Calibrachoa elegans também é uma espécie microendémica de altitude, nativa das
serras proximas de Belo Horizonte (Minas Gerais) (Stehmann, 1999). Calibrachoa spathulata
e C. sendtneriana apresentaram valores intermediarios de diversidade nucleotidica quando

comparamos com os valores expostos na Tabela 10

Enquanto C. sendtneriana e C. spathulata foram as espécies com 0s maiores tamanhos
populacionais (observacdo no campo) e maior nimero de pontos de coleta, C. eglandulata e
C. serrulata mostraram-se mais restritas, fator relacionado com aumento da deriva genética e
endocruzamento, e estes por sua vez podem acarretar diminuicdo da diversidade genetica
(Ellstrand & Ellam, 1993). Sendo as espécies autoincompativeis, elas dependem da acdo dos
polinizadores para sua reproducdo (fecundacgdo cruzada), entdo fatores como o numero, a
densidade e distribuicdo das populag¢Ges se tornam importantes na formagdo e manutengéo da
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diversidade das espécies. Em experimentos controlados, Kunin (1997) observou que
populacbes menos densas (com individuos mais espacados entre si) apresentaram taxas
menores de visitacdo de polinizadores (em sua maioria espécies de abelhas), independente do
tamanho (nimero de individuos) da populacdo, com o numero total de flores influenciando o
namero de flores visitadas. Beija-flores tendem a visitar menos flores da mesma planta em
populagdes com altas densidades, indicando que uma maior densidade populacional favorece
o intercAmbio de polen e a fecundagdo cruzada entre as plantas (Franceschinelli & Bawa,
1999).

As espécies-alvo C. eglandulata e C. spathulata apresentaram populacfes com
densidades consideradas altas, onde muitos individuos foram observados proximos na mesma
area (observacdo em campo); individuos de C. spathulata formavam manchas de até dezenas
de metros de comprimento. No entanto, embora polinizadores visitem um maior nimero de
flores entre plantas distintas em populacdes densas, se as plantas proximas apresentam grau
de parentesco, existe uma alta probabilidade de que os individuos apresentem 0S mesmos
alelos para um determinado locus. Em Calibrachoa as sementes séo dispersas pela gravidade
(Stehmann, 1999), caindo proximas das plantas-mée. Sendo assim, mesmo via fecundacédo
cruzada haverd um aumento na endogamia e o surgimento de forte estruturacao populacional,
como pode ser visto para C. eglandulata e C. spathulata (Tabela 7; Figuras 20 —b, e 23 -ble
b2). Em termos de relevo do hébitat, C. eglandulata e C. spathulata sdo encontradas em
locais planos como beiras de estrada, ao contrario de C. serrulata e individuos de C.
sendtneriana que sdo encontrados na borda de pareddes rochosos. A interrupcao abrupta do

relevo pode estar interferindo no tamanho das populacdes de C. sendtneriana e C. serrulata.

5.2 Relacionamento entre as espécies-alvo

Analisando a rede de hapl6tipos e a arvore filogenética para os espacadores
concatenados (Figura 15 e 18) vé-se que C. eglandulata e C. spathulata tém seus haplétipos
exclusivos e agrupados. Entretanto, C. sendtneriana e C. serrulata apresentam haplétipos
exclusivos, mas também compartilhados. Estas espécies ocorrem de forma parcialmente
sobreposta na mesma regido do municipio de Bom Jardim da Serra (SC), em habitats
distintos, mas com uma distancia que varia de 1,4 a 3,5 km entre pontos de coleta das duas
especies. Nao ha indicios de cruzamento ou de hibridos entre elas, mas na filogenia do género
(Fregonezi et al. 2012) estas espécies se apresentam intimamente relacionadas (vide Figura
7). A diversificacdo do clado que conta com a maior parte dos haplétipos de C. serrulata e C.
sendtneriana é recente, ha cerca de 540 mil anos, no Pleistoceno (Figura 18). Desta forma,
duas situacbes podem explicar o compartilhamento de haplétipos entre essas espécies:
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polimorfismos ancestrais resultantes de incomplete lineage sorting e/ou uma consequéncia de
eventual hibridagdo com outra espécie. A ocorréncia de hibridac&o entre C. sendtneriana e C.
serrulata com C. sellowiana, ja foi sugerida (Stehmann, 1999; Fregonezi, 2009) e também
verificada neste trabalho a partir da coleta de amostras com morfologias intermediarias entre
as espécies. No caso da ocorréncia de hibridos naturais, o compartilhamento de haplétipos,
entdo, seria uma consequéncia da captura de cloroplasto (Tsitrone et al., 2003).
Polimorfismos ancestrais compartilhados foram sugeridos como explicagéo para similaridade
genética encontrada em espécies de Petunia (Segatto et al., 2014a; Reck-Kortmann et al.,
2014) e eventos de hibridacdo natural também foram relatados para o género, em espécies
filogeneticamente relacionadas (Lorenz-Lemke et al., 2006; Turchetto et al., 2015). Dentro de
Calibrachoa também ha relatos de hibridos encontrados na natureza (Stehmann, 1999;
Fregonezi, 2009), com C. sellowiana figurando como possivel parental em pelo menos mais
um cendrio [C. sellowiana x Calibrachoa linoides (Sendtn.) Wijsman], além dos sugeridos
aqui, e outros possiveis hibridos entre diferentes espécies de Calibrachoa. Como mencionado
anteriormente, C. sellowiana € uma espécie de ampla distribuicdo, ocorrendo em afloramentos
rochosos juntamente de C. sendtneriana e de C. serrulata, encontrada florescendo no mesmo
periodo e aparentemente apresentando um ndmero maior de flores por individuo que as
espécies microendémicas (observacdo em campo), podendo gerar um aporte maior de pdlen

sobre C. sendtneriana e C. serrulata, aumentando as chances da formacéo de hibridos.

Quatro haplétipos compartilhados entre as diferentes espécies sao encontrados na rede
de haplétipos para os marcadores concatenados e na arvore Bayesiana (Figura 15 e 18): H9
com individuos de C. sendtneriana (dois deles considerados possiveis hibridos), individuos de
C. serrulata (um de morfologia tipica e outro de morfologia intermediaria) e um individuo de
C. sellowiana; H5 com individuos de C. sendtneriana e C. serrulata (com um provéavel
hibrido); H3 Com individuos de C. sendtneriana e de C. serrulata (um com morfologia
intermediaria) e H12 com um individuo de C. sendtneriana com morfologia hibrida e outro
de C. sellowiana. Os haplétipos compartilhados com membros de trés espécies somados 0s
individuos com morfologia intermediaria, indicam fortemente a ocorréncia de hibridacdo
entre essas espécies de Calibrachoa. O fato do haplétipo H3, por exemplo, estar fortemente
relacionado com haplotipos de espécies mais distantes (morfologicamente e geograficamente)
como C. ovalifolia, C. eglandulata e, principalmente, C. sellowiana, indica que H3 pode ser
caso de captura de cloroplasto. Nesse caso, H3 seria um haplétipo de C. sellowiana
encontrado em C. serrulata e C. sendtneriana por meio de captura de cloroplasto via
hibridacdo natural (recente ou antiga). N&o necessariamente hibridos tém morfologia

intermediaria, por exemplo: em um cruzamento entre C. sellowiana e C. serrulata que
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ocorreu ha muitas geracOes e cujos descendentes cruzaram novamente com C. serrulata por
varias geracOes podemos ndo perceber o hibrido através da morfologia, mas ele pode conter
um cloroplasto oriundo de C. sellowiana. Foram encontrados em campo individuos com
diferentes morfologias hibridas, podendo se tratar de hibridos de diferentes geracfes e/ou com
diferentes percentuais do gendtipo de cada espécie parental, resultantes de eventos de
introgressao com parentais (Rhymer & Simberloff, 1996) ou de cruzamento entre hibridos.

A partir da analise dos dados nucleares é possivel verificar um padrdo geneticamente
mais estruturado quando comparamos as quatro espécies. O barplot produzido a partir da
analise do STRUCTURE mostra componentes especificos para as quatro especies com
reduzido grau de mistura (Figura 19 -b1). Enquanto os resultados das analises plastidiais ndo
permitiram a separacdo genética de C. serrulata e C. sendtneriana 0 mesmo ndo ocorreu com
os dados de microssatélites. Quando analisados os dados de microssatélites para verificar a
existéncia de distintos clusters genéticos no conjunto de dados das quatro espécies (Figura 19
—al e a2) foram encontrados diferentes valores de melhor K utilizando os métodos de AK ¢
Probabilidade por K (ProbK). Essa incongruéncia na escolha do melhor K pode estar
relacionada ao fato de que a andlise realizada no STRUCTURE parte da premissa de que as
populacdes estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg (Pritchard et al., 2000), caracteristica ndo
observada em nosso conjunto de dados como discutiremos a seguir. A PCoA a partir da
matriz alelos compartilhados das quatro espécies ndo apresentou resolucdo suficiente para a
separacdo de todas as espécies, sobretudo de C. serrulata.

5.3 Estrutura e diversidade genética intraespecifica

A diversidade genética de C. eglandulata foi similar nas duas populacdes analisadas,
enquanto “Pousada” apresentou menor numero de alelos por locus e riqueza alélica,
comparados com os de “SC-370”. Os dados provenientes de SSR mostram que 18,02% da
variacdo genética em C. eglandulata foi encontrada entre as populagdes, estruturacdo que se
mostrou também na identificacdo de trés clusters genéticos distintos (Figura 20 - b), um deles
(identificado com a cor laranja no barplot) praticamente exclusivo de uma das populacfes
(“Pousada”), sugerindo fluxo génico restrito. O agrupamento nas duas populac¢fes designadas
também foi recuperado pela PCoA (Figura 25), corroborando a existéncia de estruturaco
populacional. A populagdo “Pousada” trata-se do ponto de coleta mais distante encontrado
para a espécie, estando separado dos outros pontos (agrupados na populacao “SC-370”) por
aproximadamente 3,5 km. Os outros dois clusters sdo referentes a diversidade genética dentro
da populacdo “SC-370”, formada por pontos de coleta proximos, que a julgar pelas

proporcdes dos clusters azul e rosa, pode ser tratada como uma populagdo continua que se
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estende por aproximadamente 1 km, apresentando alto fluxo génico. “SC-370” é uma
populacdo densa (observacdo em campo), facilitando o fluxo génico entre esses individuos
(Franceschinelli & Bawa, 1999), contribuindo para estruturacdo das populacbes
(diferenciagdo entre “SC-370” e “Pousada”) e para 0 nivel de endogamia encontrado (fruto do
tipo de dispersdo das sementes — Stehmann, 1999). “Pousada” é uma das tGnicas popula¢des
em equilibrio de Hardy-Weinberg. A heterozigosidade observada para a populagdo é
praticamente idéntica a esperada, com o Fs sugerindo que ndo existe um nivel significativo de
endocruzamento. Isso provavelmente é resultante da reproducdo via fecundagdo cruzada
(Tsukamoto et al., 2002), que de alguma forma, apesar do tamanho populacional reduzido,

ndo origina um numero preocupante de homozigotos.

Calibrachoa sendtneriana apresentou o menor percentual de variacdo entre as
populacbes dentre as espécies-alvo, com 1,61% da diversidade dos marcadores nucleares
encontrada entre as populacdes. A auséncia de estruturacdo populacional na espécie embasou
a escolha entre os valores encontrados para melhor K (Figura 21 — al e a2). Essa situacdo
sugere a existéncia de um fluxo génico responsavel por homogeneizar as frequéncias alélicas
e genotipicas nas populagdes, como demonstram os valores de F;s, Ho € He (Tabela 9) obtidos
para as populac@es, com valores similares e em desequilibrio. O nimero de alelos por locus, a
riqueza alélica e a diversidade genética para as populacGes também foram similares. Sendo
assim, K = 1 (Figura 21 — b1) é o numero de clusters que melhor explica a diversidade
encontrada em C. sendtneriana, resultado suportado pela disposic¢ao dos individuos no grafico
para a PCoA (Figura 26). O fluxo génico responsavel pela existéncia de um unico cluster
genético deve ser resultante da acdo de polinizadores (Franceschinelli & Bawa, 1999) visto

que a dispersao dos frutos e sementes é limitada (Stehmann, 1999).

Na AMOVA a partir dos dados de microssatélites obteve-se um percentual de 9,29%
de variacdo entre as populacdes de C. serrulata, porém, como acontece com C. sendtneriana,
a estruturacdo populacional ndo é grande o suficiente para ser evidenciada em diferentes
clusters com significado biolégico ou geogréfico na analise do STRUCTURE. Calibrachoa
serrulata também recebeu valores distintos para 0 melhor K (Figura 22 — al e a2), com AK
sinalizando o melhor K como K = 2 e a ProbK atribuindo K = 1 como o melhor nimero de
clusters genéticos. Assim como verificamos para C. sendtneriana, devido ao método utilizado
para calcular AK, K = 1 ndo é incorporado na andlise. Considerando o baixo percentual de
variacdo encontrado entre as populacdes, a proximidade dos pontos de coleta para a espécie, e
a suposicao de que beija-flores polinizam as flores da espécie, K = 1 aparenta corresponder a
biologia de C. serrulata considerando o que existe em nosso universo amostral. Apenas 30

individuos foram empregados nas analises devido a dificuldade de coleta proporcionada pelo
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habitat da espécie, mas outros individuos foram avistados mais abaixo nos pareddes rochosos
em nossos pontos de coleta, e uma grande populagdo (que ainda carece de confirmacao
taxonémica) existe em um rochedo distante da borda da serra. O grafico de PCoA também
ndo demonstra evidente diferenciacdo entre as populacdes analisadas, no entanto, hd um certo
grau de separacdo entre as duas populagdes compativel com o resultado da AMOVA. Ambas
as populacdes BNDT e Mirante desviaram do equilibrio de Hardy-Weinberg. “BNDT” ndo
apresentou um nivel significativo de endocruzamento (Fis = 0,163). “Mirante” possui valores
maiores que “BNDT” para o ntimero alelos por locus (5,2 e 7, respectivamente) e a riqueza
alélica (4,85 e 5,12, respectivamente). No entanto essas diferencas podem estar relacionadas

ao baixo niimero amostral.

O maior percentual de variacdo entre as populagdes dentre as espécies estudadas foi de
C. spathulata, 25,83% da variacdo dos marcadores nucleares encontra-se entre as quatro
populacdes da espécie, o que também pode ser verificado com a analise de clusters, que
mostrou a existéncia de estruturagdo populacional correlacionada (em parte) com a
distribuicdo geografica das populacdes (Figura 23 — bl e b2). Acredita-se que a divergéncia
entre os valores para o melhor K seja decorrente do fato das populacdes de C. spathulata ndo
se encontrarem em equilibrio de Hardy-Weinberg. Como o grafico para AK também mostra
um pico em K = 5, serd utilizado o barplot b2 da Figura 23 para discutir a estruturacéo
populacional em C. spathulata. Um cluster genético praticamente exclusivo foi atribuido
populagdo “New”, um componente genético distinto também é designado para a populagéo
“Laguna”, aparecendo em quantidades menores nas populacdes “Matos Costa” e “PR-170".
Estas por sua vez sdo compostas pelos trés clusters restantes com proporcdes distintas de
cada. A andlise de coordenadas principais mostrou a existéncia de diferentes agrupamentos
dentro de C. spathulata (Figura 28), recuperando quatro grupos discretos, e sugerindo uma
divisdo dentro do grupo “Matos Costa” se considerarmos o eixo da Coordenada 2. O ponto
“New” foi descoberto em 2015, e esta distante 13 km do ponto mais proximo (PR-170),
provavelmente a razdo de “New” apresentar um cluster genético distinto e 0 motivo de um
individuo em “PR-170” apresentar uma proporcao consideravel do cluster azul-marinho. A
existéncia de um individuo em “Matos Costa” com grande propor¢do do componente genético
de “New” sugere que a frequéncia do componente em ‘“New” ¢ resultante de um efeito
fundador, visto que o componente esta presente nas outras populacdes. Outras populacgdes
foram procuradas em areas proximas, mas nada foi encontrado, fazendo com que o “New”
esteja aparentemente isolado das demais populacdes. A estruturacdo geogréfica apontada
pelos clusters e pela AMOVA tambem estd presente na rede de haplotipos, com H18
(haplotipo central) e H19 pertencentes a populagdo “Matos Costa”, H16 a NEW e H15 e H17
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a “PR-170, sugerindo que a dispersdo de C. spathulata na regido pode ter se dado a partir de
individuos de “Matos Costa”, em um gradiente Sul->Norte, muitas geracbes atrds. As
populacdes “PR-170” ¢ “Matos Costa” desviaram significativamente do equilibrio de Hardy-
Weinberg apresentando déficits consideraveis de heterozigotos. Ao contrario destes
resultados, “New” e ”Laguna” ndo apresentaram um nivel de endogamia significativo nem
diferenca significativa no nimero de heterozigotos. “New” de maneira geral apresentou a
menor variabilidade genética conforme os indices mostrados na Tabela 9 e isso pode ser fruto

de efeito fundador e isolamento geografico (Shirk et al., 2014).

5.4 Implicacdes para a conservacao

Calibrachoa eglandulata encontra-se na situacdo mais preocupante dentre as espécies
analisadas neste estudo. A baixa diversidade genética para ambos 0s tipos de marcadores
utilizados e a ameaca antropogénica ao seu habitat natural somados a uma area de ocorréncia
restrita fazem dela uma espécie preferencial para conservacdo. Calibrachoa sendtneriana
apresentou indices de diversidade moderados comparados com outras espécies do género
(restritas ou amplamente distribuidas), associados a uma populacdo geneticamente
homogénea ao longo de sua distribuicdo. Somado a isso hd a ameaca de erosdo genética
devido a hibridacdo com C. sellowiana ao longo das geragdes, e a alteracdo de seu habitat por
gueimadas e pastejo.

Calibrachoa serrulata pode, assim como Petunia secreta Stehmann & Semir
(Turchetto et al., 2016), tratar-se de uma espécie naturalmente rara, com ocorréncia restrita e
pequeno tamanho populacional, mas com alta diversidade genética. Devido ao local de dificil
acesso no qual se desenvolve, C. serrulata apresenta menor risco de perder seu habitat,
guando comparada com as outras espécies-alvo, visto que ndo existem atividades (agricolas,
pecudrias, turismo, etc.) desenvolvidas nos paredes rochosos onde a espécie cresce. As
maiores ameacas a espécie sdo o endocruzamento e a possivel perda de sua identidade

genética devido ao cruzamento com outras espécies.

Embora C. spathulata tenha apresentado nivel significativo de endocruzamento
(relacionado a dispersdo das sementes, a densidade das populacdes e & interagdo com 0s
polinizadores) e déficit de heterozigotos, nenhuma de suas populagdes visitadas em 2015
apresentou poucos individuos se comparadas com as outras especies, mesmo sendo
encontradas em ambientes degradados como beiras de estrada e até mesmo barrancos

revolvidos e aparados.
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A existéncia dos hibridos e a probabilidade de que hibridos ocorram ha varias
geragBes torna mais real o risco de perda de identidade e variabilidade genética via
introgressdo (“genetic swarm” como apresentado por Rhymer & Simberloff, 1996) em C.
sendtneriana e C. serrulata. A captura de cloroplasto via hibridizacdo e introgressao pode ser
mais frequente em espécies simpatricas (Acosta & Premoli, 2010), principalmente dentro das
populacbes/espécies de tamanho populacional menor, pois estas estdo sujeitas a um maior
aporte de pélen proveniente da espécie com maior tamanho populacional (Ellstrand & Elam,
1993), com individuos hibridos servindo também como uma nova fonte de pdlen externo
(Levin et al., 1996), fazendo com que individuos dentro de populacdes pequenas e esparsas
apresentem maiores dificuldades de encontrar membros da mesma espécie para cruzamento
(Rhymer & Simberloff, 1996).

Nada foi inferido a respeito dos hibridos além de sua existéncia, caracteres
morfoldgicos e seus alelos para os marcadores utilizados neste estudo. Nao se pode afirmar
que os hibridos produzam descendentes capazes de sobreviver e se reproduzir, quer com eles
mesmos ou com as espécies parentais. Calibrachoa é um género de espécies perenes
(Stehmann, 1999), com os hibridos formados supostamente individuos perenes também,
podendo entdo existir como parte das populacdes. Assumindo que os hibridos sejam
compativeis com o polinizador, se 0s hibridos encontrados séo estéreis, 0 maior risco para C.
sendtneriana e C. serrulata é o desperdicio de seus gametas (Rhymer & Simberloff, 1996;
Allendorf et al., 2001) quando investidos na formacdo de hibridos, ndo produzindo
descendentes para a perpetuacao das espécies (Levin et al., 1996). Se os hibridos sdo capazes
de originar uma prole viavel, entdo hibridizacdo seguida de introgressdo se torna um fator
preocupante para a conservacao das espécies (Rhymer & Simberloff, 1996; Allendorf et al.,
2001). Pequenas populacdes com baixa diversidade genética sdo mais suscetiveis a influéncia
de propagulos externos (Loveless et al., 1984; Levin et al., 1996), quer sejam pdlen ou
sementes. Isto pode resultar em depressdo exogamica se os alelos/gendtipos inseridos
afetarem a capacidade da populacdo local de se adaptar ao meio (Rhymer & Simberloff,
1996).

59



6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este estudo foi um dos primeiros a descrever a variabilidade genetica intraespecifica
de espécies de Calibrachoa para marcadores plastidiais e nucleares. As quatro espécies aqui
envolvidas sdo endémicas, com pequenas populacGes e diferentes niveis de diversidade
genética e estruturacdo populacional. A variabilidade genética, o fluxo génico e a estrutura
genética para as quatro espéecies foram acessadas através do uso de marcadores plastidiais e
nucleares, bem como a diagnose de eventos evolutivos possivelmente responséaveis por tais

informagdes inerentes as espécies.

Calibrachoa eglandulata é encontrada apenas no municipio de Urubici (SC) e
apresentou 0s menores valores para os indices de diversidade calculados neste estudo.
Apresenta estruturacdo populacional com trés clusters genéticos distintos, resultado do fluxo
génico restrito e distancia geogréafica entre as populacfes. O hébitat desta espécie € o mais
perturbado dentre as analisadas (observagdo em campo), com a maior de suas populagdes
encontrada na beira de uma estrada em vias de asfaltamento. A realizacdo de um estudo futuro
com mais marcadores para reavaliar a diversidade genética da espécie seria um excelente
estudo de caso com espécies nativas sob o efeito da interferéncia humana no héabitat. Também
se sugere avaliar a existéncia de hibridos entre C. eglandulata e C. sellowiana. Individuos de
C. sellowiana sdo encontrados na populagdo “SC-370” lado a lado com C. eglandulata.
Devido aos diferentes relatos de possiveis hibridos em Calibrachoa (Fregonezi, 2009), essa
investigacdo € valida. Finalmente, uma avaliacdo do grau de ameaca da espécie se faz
necessaria considerando a baixa diversidade, o tamanho populacional reduzido e a destruicdo
de seu habitat.

Calibrachoa sendtneriana necessita de uma estimativa refinada de seu tamanho
populacional para que seu status de ameaca seja revisto (atualmente Deficiente de Dados),
incluindo os dados obtidos neste trabalho na avaliacdo do status. A espécie possui populacdes
e individuos esparsamente distribuidos na borda dos céanions da Serra do Rio do Rastro, em
Bom Jardim da Serra e Bom Retiro, apresentando alto fluxo génico e um Unico cluster
genético. Com quase a totalidade da variacdo encontrada na espécie distribuida dentro e ndo
entre as populacbes, é aconselhdvel que diversas populagdes sejam preservadas visando a
retencdo da diversidade (Ellstrand & Elam, 1993), caso um plano de manejo seja sugerido
para a espécie no futuro. Um levantamento populacional preciso e estudos sobre 0s
polinizadores e mecanismos de polinizacdo para esta espécie se fazem extremamente
necessarios para a compreensdo de como se di& a manutencdo e distribuicdo de sua

diversidade.
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Calibrachoa serrulata requer principalmente maiores esforgcos na busca, identificagcdo
e coleta de novos individuos e populacdes, em especifico a populacdo do rochedo que,
especula-se, tratar de C. serrulata. Como C. sendtneriana, a espécie apresenta apenas um
cluster genético, com a variacdo genética encontrada distribuida dentro das populacdes,
fazendo com que também seja dada prioridade para a preservagdo do maior nimero de
populagdes caso um plano de manejo venha a ser sugerido. Estudos detalhados sobre a
polinizacdo e germinagdo dessa espécie sdo de extremo interesse considerando seu
crescimento nos pareddes rochosos. Uma revisdo de seu status de ameaca deve ser feita

englobando os dados aqui adquiridos.

Calibrachoa spathulata aparenta ser a espécie menos ameagada dentre as quatro. Suas
populacbes foram as que apresentaram os maiores nimeros de individuos (observacdo em
campo), mesmo em locais muito antropizados (beiras de estrada, barrancos, estradas de chao).
Estudos sobre sua ecologia devem ser realizados para contribuir para o conhecimento a
respeito da espécie, bem como maiores esforcos de busca por novas populacfes e a revisdo
taxonémica da populacéo encontrada em Laguna.

Com relagdo aos supostos hibridos encontrados em Bom Jardim da Serra, diferentes
estudos devem ser realizados buscando elucidar sua origem: a morfologia dos hibridos deve
ser descrita, bem como a viabilidade de sua prole e a capacidade de cruzar entre si e com 0S
parentais; um estudo de polinizacdo, buscando identificar qual polinizador é responsavel pela
formacdo dos hibridos; analise de um maior nimero de marcadores polimdrficos biparentais
como 0s microssatélites e compativeis com as espécies analisadas, para tentar identificar as
espécies parentais (Rhymer & Simberloff, 1996) e acessar a diversidade genética dos
hibridos; o sequenciamento extensivo de amostras de C. sellowiana de Bom Jardim da Serra e

de populacGes de regides distintas, para caracterizar a diversidade genética desta espécie.

Espera-se que este estudo contribua para o estudo da diversidade genética em espécies
endémicas e restritas, servindo principalmente como fonte de informacdo para futuras

investigagOes dentro do género Calibrachoa.
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