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"Un arbol nos recuerda que para crecer hacia lo alto,

hacia lo espiritual, lo abstracto,

es necesario estar bien arraigado en la tierra,

en lo concreto, en la materia.

Es al igual que el ser humano, un ser que une cielo y tierra.
Es el portador del fruto acabado, y al mismo tiempo,

estd en pleno proceso de desarrollo.

Nosotros, como seres humanos,

somos la maxima expresion de la creacion y al mismo tiempo

estamos aun en proceso de crecimiento".

Friedrich Nietzsche
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RESUMO GERAL

Entender a associagdo que existe entre os dados moleculares e as forcas evolutivas geradas
pelo ambiente ¢ um método importante para melhorar a compreensao da dindmica espacial
das espécies e suas historias evolutivas. A interacdo entre as espécies € seu ambiente pode
gerar diversos padrdes demograficos, os quais sdo observaveis em diferentes escalas
espaciais e temporais. O principal objetivo desta tese foi inferir como a dinamica espago-
temporal, conforme sugerido pelo passado, presente e futuro, contribuiu para a distribuicao
da diversidade genética, para a estrutura populacional e demografica de diferentes espécies
de plantas da regido dos Campos Sulinos no Brasil. Adicionalmente, aprofundamos a
investigagdo da genética populacional de varias plantas dos géneros Petunia e Calibrachoa
(Solanaceae), incluindo a diversidade genética, diferenciacdo populacional e fluxo génico.
Com o objetivo de fazer uma ampla representacdo dos processos que modelam a diversidade
vegetal dos Campos Sulinos, buscou-se entender processos evolutivos como selecdo, fluxo
génico e deriva genética em espécies com historias e relagdes ecologicas diferenciadas. Para
tanto, foram avaliados marcadores moleculares com diferentes caracteristicas e abrangéncia
temporal. No primeiro capitulo, através do uso da técnica de genotipagem por
sequenciamento (GBS), foram investigados os padroes de diversidade genética, estrutura
populacional, fluxo génico e demografia histérica de duas espécies, P. axillaris e P. exserta,
as quais podem hibridar na natureza em uma area restrita do Pampa, Rio Grande do Sul. No
segundo capitulo, foram abordadas a genética de populagdes e a genética de paisagens de
oito espécies provenientes de ambientes contrastantes e associadas com habitats restritos aos
Campos Sulinos com a finalidade de entender os possiveis efeitos das mudangas climéaticas
na distribuicdo, diversidade genética e na estrutura populacional dessas espécies. Neste caso,
foram comparadas duas espécies de ampla distribuicdo geografica exclusivas dos campos da
Planicie Costeira do Sul do Brasil, C. heterophylla e P. integrifolia subsp. depauperata, duas
espécies raras e micro-endémicas da regido da Serra do Sudeste dentro do Pampa, P. exserta
e P. secreta, e quatro espécies raras e micro-endémicas dos Campos de Cima da Serra, C.
eglandulata, C. sendtneriana, C. serrulata e C. sphatulata. Foram obtidas previsdes
preocupantes sobre o impacto das mudangas climaticas na distribuicdo, diversidade genética
e estrutura populacional das espécies provenientes das diferentes unidades fitogeograficas

dos Campos Sulinos. Considerando as rapidas mudangas climaticas atuais, tais evidéncias



podem contribuir de forma significativa para o estabelecimento de estratégias de manejo e
conservagdo de espécies vegetais em geral com base no estabelecimento de projecdes e
simulacdes de flutuagdo na diversidade genética das espécies de petinias do bioma Pampa
e dos Campos de Cima da Serra. No terceiro capitulo, os taxa C. heterophylla e P.
integrifolia subsp. depauperata foram usadas como modelos. Estas duas petinias sdo
ecologicamente semelhantes e co-distribuidas na Planicie Costeira do Atlantico Sul (SACP),
e foram escolhidas com a finalidade de avaliar os fatores histéricos e contemporaneos que
contribuem para a divergéncia e diferenciagcdo genética de plantas nos campos da planicie
costeira. Para isto, integramos dados publicados de sequéncias de cloroplasto e
microssatélites nucleares com a modelagem de adequabilidade de habitat para investigar o
impacto das mudangas climaticas passadas no atual padrdo filogeografico e na genética da
paisagem. Além disso, revisamos a literatura cientifica publicada sobre diversificagdo e
filogeografia de plantas distribuidas preferencialmente em regides costeiras sul-americanas
de forma a identificar fatores histéricos e contemporaneos que contribuiram para a
divergéncia e diferenciagdo genética nestes ecossistemas, integrando a revisdo da literatura
para as plantas costeiras da América do Sul com os padrdes das duas petunias costeiras.
Desta forma, foram ampliadas as perspectivas sobre a dindmica de expansdo-contracdo da
flora da SACP durante o Pleistoceno-Holoceno e sobre a importancia da geografia e os
fatores climaticos como condutores das relagdes evolutivas e a diferenciagdo genética das
plantas costeiras. Em conjunto, os topicos abordados nesta tese permitiram aprofundar os
estudos sobre os padrdes de distribui¢do da diversidade genética e da estrutura populacional
num contexto espacial-temporal para diferentes biomas da regido sul do Brasil, assim como
evidenciaram a estreita relagdo entre varidveis ambientais, padrdes ecologicos e historia
evolutiva de diferentes espécies de petinias. Os resultados forneceram diversas evidéncias
sobre os processos de especiacao e de diversificagdo nos Campos Sulinos, assim como a
urgente necessidade de conservar a biodiversidade desta regido considerando as projegdes
das mudancas na distribui¢do, diversidade genética e estrutura populacional devidas as

mudangas climaticas para as diferentes espécies de petunias.



GENERAL ABSTRACT

Understanding the association between molecular data and the evolutionary forces induced
by the environment is an important method to improve the knowledge on the species spatial
dynamics and their evolutionary histories. The interaction between species and their
environment can generate different demographic patterns, which are observable at different
spatial and temporal scales. The main objective of this dissertation was to infer how the
spatio-temporal dynamics, deduced from past, present, and future distributions, contributed
to the genetic diversity, population structure, and demography of plant species in the Campos
Sulinos in Brazil. As these data are crucial for any species conservation and sustainable use,
we further investigated the population genetics of several species of Petunia and
Calibrachoa (Solanaceae), including their genetic diversity, population differentiation, and
gene flow. In order to build a broad representation of the processes that shape plant diversity
in the Campos Sulinos, we used molecular markers with different characteristics and
coalescence times to evaluated evolutionary processes such as selection, gene flow, and
genetic drift in species displaying different ecological histories and evolutionary
relationships. In the first chapter, using a genotyping by sequencing (GBS) technique, we
estimated the genetic diversity, population structure, gene flow, and historical demography
of P. axillaris and P. exserta, two species that can hybridize naturally in a restricted area
from the Pampa in Rio Grande do Sul. In the second chapter, we addressed the population
genetics and landscape genetics of eight species sampled from contrasting environment and
associated with habitats restricted to the Campos Sulinos in order to understand the effects
of Climate Change effects on their geographical distribution, genetic diversity, and
population structure. For this chapter we studied two taxa endemic to the coastal plain in
Southern Brazil with wide geographical distribution: C. heterophylla and P. integrifolia
subsp. depauperata; two rare and micro-endemic species from the Serra do Sudeste region:
P. exserta and P. secreta, and four rare and micro-endemic species from the Campos de
Cima da Serra: C. eglandulata, C. sendtneriana, C. serrulata and C. sphatulata. The
predictions we obtained were worrying and in light of the current fast climatic changes, this
evidence can contribute significantly to establish plant management and conservation
strategies based on the projections and simulations, particularly those using petunia species

from the Pampa and Campos de Cima da Serra. In the third chapter, we used the taxa C.



heterophylla and P. integrifolia subsp. depauperata as models. These two petunias are
ecologically similar and co-distributed in the Coastal Plain of the South Atlantic (SACP),
and therefore chosen to evaluate the historical and contemporary factors that contribute to
the divergence and genetic differentiation of plants in the Southern fields. To this end, we
integrated published data on chloroplast sequences and nuclear microsatellites along with
habitat suitability modelling to investigate the impact of past climatic fluctuations on the
current phylogeographic patterns and landscape genetics. Also, we reviewed the published
scientific literature on diversification and phylogeography of species that are preferably
distributed in South American coastal regions in order to identify historical and
contemporary factors that could have contributed to the divergence and genetic
differentiation in these ecosystems, while contrasting such factors with the patterns observed
for these two coastal petunias. Thus, we increased the perspectives on the SACP flora
expansion-contraction during the Pleistocene-Holocene, the geography and climate as
drivers of evolutionary relationships, and the genetic differentiation of coastal plants.
Together, the topics covered in this dissertation added information on the distribution
patterns of genetic diversity and population structure in a spatio-temporal context for
different biomes in the Southern Brazil, as well as showing the close relationship between
environmental variables, ecological patterns, and evolutionary history of different species of
petunias. Considering the projections on distribution shifts, genetic diversity, and population
structure due to climate changes for these petunias species, these results provided evidence
about the speciation and diversification processes in the Campos Sulinos, while highlighting

the urgent need to preserve the biodiversity from this region.
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INTRODUCAO GERAL

1. Diversificacio e especiacio de plantas nos Campos Sulinos do Brasil

A regido denominada de “Campos Sulinos” ¢ a principal formagao vegetacional na
parte sul do Brasil e inclui as vegetagdes campestres de duas ecorregides diferentes: o Pampa
e os campos de altitude ou “Campos de Cima da Serra”, estes ultimos parte da Mata Atlantica
(Overbeck et al., 2007; Iganci et al., 2011; Andrade ef al., 2019). O conjunto destas duas
formagdes campestres naturais ¢ encontrado em uma area de transicao de clima subtropical
para tropical (Cabrera and Willink, 1980), fazendo parte da grande regido de campos a qual
se estende em dire¢do ao Uruguai e o centro-leste da Argentina, conhecidas coletivamente
como pastagens do Rio da Prata (Soriano et al., 1992).

Os Campos Sulinos estdo localizados na por¢ao sul da regido Neotropical, sendo uma
regido biogeografica cuja historia teve a influéncia de multiplas mudancas geologicas e
litologicas, flutuacdes climaticas histdricas, uma estrutura de relevo complexa, além de um
manejo no qual a vegetagdo estd submetida a fortes distarbios (Paim et al., 2000; Boldrini,
2009), o que levou ao desenvolvimento de uma formacdo vegetal distinta e com uma
composi¢ao bidtica Unica.

Esta regido no Sul do Brasil apresenta uma grande diversificagdo na composicao
floristica e alta riqueza de espécies vegetais (Iganci et al., 2011; Andrade ef al., 2019), o que
tem sido principalmente associado a alta diversidade no substrato geologico e a variagao de
altitude (Suertegaray and Silva, 2009; Barros ef al., 2015). Os diferentes tipos de solos sdo
recobertos por variadas fitofisionomias campestres, gerando uma estrutura vegetacional
muito diversa nestas dreas, em sua maioria compostas por estratos herbaceos continuos,
principalmente gramineas (Andrade et al., 2019). Em toda a regido, as familias botanicas
mais frequentemente encontradas sdo Poaceae, Asteraceae, Fabaceae e Cyperaceae
(Boldrini, 2009).

Alguns trabalhos tem analisado os padrdes de variagao genética em espécies oriundas
dos Campos Sulinos, como Passiflora (Lorenz-Lemke et al, 2005; Barros et al., 2018),
Petunia e Calibrachoa (Fregonezi et al., 2013; Segatto et al., 2017; Méader and Freitas,
2019), Aechmea (Goetze et al., 2016) e Adesmia (Iganci et al., 2013). Estes estudos t€ém
demonstrado a importancia de realizar abordagens de genética de populacdes, filogeografia

e biogeografia para compreender os processos evolutivos ocorridos na regido. Especialmente
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devido a heterogeneidade dos habitats que existem na regido sul do Brasil, podem-se
condicionar gradientes ambientais diferenciais, que possivelmente favoreceram a
diferenciagdo das areas fitoecologicas e até mesmo os eventos de especiagdo nos Campos
Sulinos.

Considerando que os padrdes de distribui¢do das plantas no espago e no tempo sao
criticos para a compreensao dos processos de especiacdao (Sanmartin, 2012), espera-se que
os padrdes de especiacdo e diversificagdo nos Campos Sulinos estejam associados a
distribuicdo das plantas no espaco € no tempo. Por isto, ¢ importante levar em conta que,
embora as formacdes campestres do Pampa e dos campos de altitude compartilhem muitas
semelhancas ecoldgicas. As duas areas diferem quanto a composi¢ao de espécies, assim
como aos fatores ambientais que sdo determinantes em cada uma (Barros et al., 2015;
Andrade et al., 2019). Desta forma, ao serem realizados estudos evolutivos envolvendo
plantas dos Campos Sulinos, faz-se necessario considerar as diferencas ambientais e
historicas de cada um dos biomas que conformam a regio.

As andlises filogenéticas e filogeograficas integradas ao desenvolvimento do
conhecimento no tempo e da natureza das mudangas climaticas e geologicas tém
proporcionado novas perspectivas sobre as forgas evolutivas que atuaram na formagdo de
diversos biomas (Byrne et al., 2008). Diversos trabalhos (p/ ex.: Turchetto et al., 2014;
Segatto et al., 2017; Méder and Freitas, 2019) tém demonstrado como ¢ fundamental
considerar a forma como a distribui¢do espaco-temporal da variagdo genética esta conectada
ao contexto ecoldgico, de forma a entender a natureza e o modo da diferenciagdo intra e
interespecifica em espécies vegetais dos Campos Sulinos. No entanto, at¢ o momento,
poucos trabalhos foram realizados com foco nas andlises em conjunto de informagdes
filogeograficas e ecoldgicas que permitam aprofundar o conhecimento da histéria evolutiva
de diferentes espécies nos biomas desta regido (p/ ex.: Méder ef al., 2013; Turchetto-Zolet

et al.,2013).

2. Importancia da compreensao das caracteristicas da paisagem e variaveis climaticas
nos processos de diferenciacio genética das plantas dos Campos Sulinos

Processos historicos e ecologicos moldaram os padrdes de diversidade genética em
espécies de plantas na América do Sul (Sérsic et al., 2011; Leal et al., 2016; Turchetto-Zolet

et al., 2013). Embora a compressdo dos multiplos sinais que mecanismos como especiagao,
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migracao e recolonizacdo pos-glacial para novos ambientes podem gerar, sua analise ¢ pouco
frequente, especialmente para as regides costeiras ou para os campos de altitude dos Campos
Sulinos.

O papel do ambiente na dinamica da especiacdo pode ser detectado atualmente
usando abordagens empiricas que combinem a divergéncia populacional em nivel molecular
e os padrdes de divergéncia ecologica (Runde and Nosil, 2005; Eldon et al., 2013; Hua and
Wiens, 2013). Especialmente porque os nichos sdo conservados em multiplas escalas
filogenéticas (Peterson et al., 1999; Graham et al., 2004; Pearman et al., 2008; Wiens et al.,
2010; Peterson, 2011), estudar os efeitos das mudancas climaticas historicas na evolugao e
conservagdo de taxa vegetais dentro de uma mesma regido pode ser de grande utilidade.
Além disso, esses dados contribuem também para o entendimento das mudangas de nicho
que as espécies enfrentam sob as atuais condigdes de mudancgas climaticas.

Para compreender o nicho das espécies, a modelagem de nicho ecologico ¢ uma
ferramenta amplamente utilizada para estimar os requisitos ambientais das espécies (0s
atributos de nicho abidtico), correlacionando as ocorréncias conhecidas das espécies com
caracteristicas ambientais espacialmente explicitas (Guisan and Zimmerman, 2000; Guisan
and Thuiller, 2005; Elith and Leathwick, 2009; Peterson, 2011). Este método permite testar
hipoteses quantitativas sobre as interagdes entre as espécies e seu ambiente considerando o
espaco e o tempo. Além disso, quando sdo usadas em conjunto, as informagdes filogenéticas
e/ou filogeograficas e a modelagem de nicho ecologico permitem investigar a conservagao
ou divergéncia de nicho durante a evolucao (Graham et al., 2004; Wiens and Graham, 2005;
Pyron et al., 2015).

As mudangas climaticas afetam a diversidade demografica e genética de muitas
espécies de plantas e, consequentemente, influenciaram suas historias evolutivas (Hewitt
and Nichols, 2005; Alsos et al., 2012; Pauls et al., 2013; Schierenbeck, 2017; Anderson and
Song, 2020). Embora o efeito das mudancas climaticas do Quaternario sobre a historia
evolutiva das plantas nos Campos Sulinos ndo tem sido ainda bem documentado, ja sdo
varios os trabalhos baseados na diversidades genética que evidenciam a influéncia de fatores
ambientais na distribuicao potencial de uma ampla quantidade de espécies de plantas desses
ecossistemas (Barros et al., 2015; 2020; Silva- Arias et al., 2017; Segatto et al., 2017;
Giudicelli et al., 2019; Mider and Freitas, 2019).
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O uso em conjunto da informagdo obtida a partir de dados moleculares e genética de
populagdes com a modelagem de nichos proporciona o avango do conhecimento e sua
aplicagdo em esforcos de conservagdo da biodiversidade (Pahad et al., 2019). Esta
abordagem ja tem sido utilizada para avaliar o atual estado de conservagdo de espécies
vegetais na América do Sul (p/ ex.: Morales et al., 2015; Silva Vieira et al., 2020), esclarecer
a filogeografia de linhagens relacionadas (p/ ex.: Jakob et al., 2009), bem como para predizer
futuras perdas de diversidade genética devidas as mudangas climaticas (p/ ex.: Collevatti et
al., 2011; Lima et al., 2017). Porém, para espécies dos Campos Sulinos, esta abordagem tem
sido escassa (Mader and Freitas, 2019).

Algumas variaveis bioclimaticas como a altitude, temperatura e precipitacdo ja tem
sido relacionadas a sinais filogenéticos, padrdes filogeograficos e diferenciagdo genética em
espécies dos Campos Sulinos dos géneros Adesmia, Petunia e Calibrachoa (Barros et al.,
2015;2020; Silva- Arias et al., 2017). A modelagem de nicho ecoldgico também evidenciou
as relagdes evolutivas entre linhagens em resposta as flutuagdes paleoclimaticas do
Pleistoceno, indicando as linhagens diferem umas das outras devido principalmente as
condi¢des climaticas que experimentaram no passado (Segatto et al., 2017; Giudicelli et al.,
2019; Méder and Freitas, 2019), permitindo apontar alguns dos locais de grande relevancia
para a conservagdo e manuten¢do da diversidade dos Campos Sulinos (Barros et al., 2015;

Giudicelli et al., 2019).

3. Caracteristicas dos géneros Petunia e Calibrachoa como modelos para o estudo dos
processos de diversificacio e especiacio nos Campos Sulinos

Os géneros neotropicais Petunia e Calibrachoa pertencem a tribo Petunieae da
familia Solanaceae (Olmstead, 2013; Sérkinen et al., 2013). Esses géneros sdo amplamente
conhecidos devido ao cultivo de algumas espécies ornamentais, especialmente P. hybrida e
algumas variedades de Calibrachoa. Além do uso em horticultura, o género Petunia também
¢ conhecido por ser um modelo para a realizacdo de diversas pesquisas em biologia
molecular e genética de plantas (Vandenbussche et al., 2016).

O género Petunia tem reconhecidas 17 taxa que ocorrem somente no sul da América
do Sul, sendo a maioria delas encontradas no sul e sudeste do Brasil (Stehmann ez al., 2009;
Greppi et al.,2019). Dois centros de diversidade de espécies sdo reconhecidos para o género,

ambos associados com vegetagdo aberta. O primeiro corresponde as terras altas do sul do
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Brasil, no norte do Rio Grande do Sul e sul de Santa Catarina, € o outro ocorre em terras
baixas, incluidas na regido do Pampa no sul do Rio Grande do Sul (Stehmann et al., 2009).
O género tem uma historia de divergéncia recente (Reck-Kortmann et al., 2014), com o
principal fator de isolamento entre as espécies sendo atribuido a geografia (Lorenz-Lemke
et al., 2010), seguida da diversificagdo ecoldgica (Fregonezi et al., 2013).

Cerca da metade das espécies de Petunia ¢ endémica de regides muito restritas, sendo
que algumas delas sdo associadas a regides fitoecoldgicas especificas (Segatto et al., 2014;
Turchetto et al., 2016). Alguns taxa crescem em simpatria, inclusive com zonas de contato
¢ hibridos naturais sendo descritos (Lorenz-Lemke et al., 2006; Giudicelli et al., 2019).

Por sua vez, o género Calibrachoa, com a excecdo de C. parviflora, ocorre
exclusivamente no sudeste da América do Sul, apresentando uma distribuicdo
predominantemente subtropical, e suas espécies ocorrendo com maior densidade no sul do
Brasil (Tsukamoto et al., 2002; Méder and Freitas, 2019). Assim como Petunia, o género
Calibrachoa colonizou recentemente a faixa geografica atual e exibe rapida radiacdo
morfoldgica, com maior diversificacdo de espécies durante o Pleistoceno (Méder and
Freitas, 2019). No limite sul de sua distribuicdo, o género ¢ amplamente distribuido no
Pampa, onde solos rochosos e rasos suportam os campos que se estendem aos campos de
altitude (Fregonezi et al., 2013). Além disso, algumas espécies também ocorrem nos campos
tropicais das terras altas (THG) e no Chaco (Backes et al., 2019; Mider and Freitas, 2019).
A grande maioria das espécies de Calibrachoa possui um padrao de distribuicdo continuo,
restrito a regides geograficas associadas a condi¢des ambientais especificas (Méder and
Freitas, 2019).

Andlises filogenéticas permitiram realizar reconstrugdes biogeograficas que apontam
uma origem pampeana para Petunia e Calibrachoa (Reck-Kortmann et al., 2014; Méder and
Freitas, 2019), da mesma forma que para a tribo Petuniae como um todo (Reck-Kortmann
et al., 2015), com posterior migra¢do e colonizagdo de terras de maior altitude. Depois da
separacdo, os dois géneros teriam evoluido de forma independente, convergindo na
colonizacdo de areas de clima subtropical da regido pampeana e chegando posteriormente
ao planalto catarinense (Fregonezi ef al., 2013; Reck-Kortmann et al., 2014; Méder and
Freitas, 2019).

Durante muito tempo, os dois géneros foram considerados como um sé devido a

similaridade morfologica e distribuicdo espacial. Porém, de acordo com o numero
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cromossomico basico (Wijsman and De Jong, 1985; Wijsman, 1990), as espécies foram
divididas em Petunia (x = 7) e Calibrachoa (x = 9). Adicionalmente, os géneros apresentam
algumas caracteristicas morfologicas diferenciais, como cinco estames arranjados em trés
alturas diferentes e o pdlen amarelo em todas as espécies de Calibrachoa, diferindo da maior
parte das espécies de Petunia cujo polen ¢ violaceo (Stehmann et al., 2009). Também, sdo
evidentes diferengas entre espécies dos dois géneros no seu hébito, forma da folha, pré-
floragdo ¢ coloracao da corola (Stehmann et al., 1997; Ando, 2001; Reis et al., 2002). Entre
as caracteristicas morfoldgicas que apoiaram a separacao dos dois géneros, sao diagnosticas
as diferencas nas paredes celulares da testa das sementes, a anatomia foliar e o aspecto do
calice (Stehmann et al., 1997). A separacdo entre os géneros estd bem suportada por dados
moleculares (Ando et al., 2005; Kulcheski et al., 2006).

Espécies dos géneros Petunia e Calibrachoa constituem excelentes modelos para
estudar especiagdo ecoldgica por pressdes seletivas promovidas por polinizadores,
especializacdo a condi¢des edaficas e ambientais especificas, bem como para compreender
processos puramente neutros como diferenciacdo e especiagao alopatrica por deriva genética
durante periodos de isolamento em resposta a ciclos de mudangas climaticas recentes
(Lorenz-Lemke et al., 2010; Fregonezi et al., 2013). Esta tltima, parece ser a principal forga
na diversificagdo de Petunia e Calibrachoa. Diversas modelagens ecoldgicas de nicho
indicaram a existéncia de forte conservadorismo de nicho para diferentes linhagens dentro
destes dois géneros, sendo que se apresentam preferéncias ambientais relativamente
semelhantes, as quais provavelmente se devem ao compartilhamento de nicho ancestral
(Turchetto et al., 2014b; Barros et al., 2015; 2020; Segatto et al., 2017; Giudicelli et al.,
2019; Mider and Freitas, 2019). Adicionalmente, analises de conservagdo de nicho e
biorregides revelaram que o habitat teve um papel muito importante ao longo do tempo na
preservagdo dos limites de diversos taxa de Petunia e Calibrachoa (Barros et al., 2015;
Segatto et al., 2017; Méder and Freitas, 2019), podendo constituir modelos para explicar os
padrdes evolutivos que promoveram a expansao recente dos Campos Sulinos.

Sabe-se que as oscilagdes climaticas do Pleistoceno favoreceram a expansdo dos
ecossistemas dos campos e a paisagem de vegetacdo aberta no Neotropico, influenciando a
histéria evolutiva de espécies adaptadas a esses ambientes (Turchetto-Zolet et al., 2013;
Costa et al, 2018). No caso dos géneros Petunia e Calibrachoa, diferentes trabalhos

indicaram que os principais clados sdo associados a diferentes ambientes no passado e,
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portanto, estiveram sob a influéncia de diferentes condi¢des climaticas que modificaram a
composicao da paisagem natural (Segatto et al., 2017; Méader and Freitas, 2019).

Algumas espécies de Calibrachoa e Petunia possuem distribuigdes muito restritas,
com um numero diminuto de individuos (Lorenz-Lemke et al., 2010; Turchetto et al., 2016;
Backes et al., 2019; John et al., 2019), que por vezes ocorrem em simpatria com espécies de
distribuicdo ampla (Segatto et al., 2017; Giudicelli et al., 2019). As espécies C. sphatulata
e C. eglandulata, representadas por poucas populagdes nos campos de altitude (John et al.,
2019), ou P. exserta (Segatto et al., 2014) e P. secreta (Turchetto et al., 2016), oriundas da
Serra do Sudeste, podem ser consideradas casos extremos de distribuicao restrita. Porém,
taxa como as subespécies de P. axillaris (Turchetto et al, 2014a), com uma ampla
distribuicao pelo Pampa e o Chaco argentino, e P. integrifolia subsp. depauperata (Ramos-
Fregonezi et al., 2015) e C. heterophylla (Méder et al., 2013), cujas distribui¢cdes se
estendem quase que exclusivamente e por toda a planicie costeira do Atlantico Sul, do sul
do estado de Santa Catarina até o Uruguai, sdo exemplos do oposto.

A histéria evolutiva de algumas espécies desses dois géneros estd relacionadas a
diversidade de seus polinizadores (Lorenz-Lemke et al., 2006; Hoballah et al., 2007; Giibitz
et al., 2009; Fregonezi et al., 2013; Rodrigues et al, 2018a), sendo que sdo encontradas
diferentes sindromes de polinizagdo entre as espécies, podendo ser este um fator critico na
diversificacdo de Calibrachoa (Fregonezi et al., 2013) e Petunia (Reck-Kortmann et al.,
2014). Correlacionados com as diferentes sindromes de polinizacdo, alguns outros fatores
provavelmente envolvidos no isolamento reprodutivo entre as espécies sdo as mudangas de
habitat ¢ as alteragdes de caracteristicas florais (Turchetto et al., 2014a; Barros et al., 2015;
Segatto et al., 2017; Giudicelli et al., 2019).

Até o momento, apenas individuos hibridos entre Petunia axillaris e P. exserta t€m
sido encontrados na natureza (Lorenz-Lemke et al., 2006; Segatto et al., 2014; Turchetto et
al., 2019a; Teixeira et al., 2019; 2020), mas considerando que a partir de cruzamentos em
condi¢des controladas de experimentagdo nao foram encontrados mecanismos de isolamento
reprodutivo pos-polinizagdo ou pos-zigdticos entre as espécies de cada género (Watanabe et
al., 1996; Stehmann et al., 2009), a realizagdo de estudos sobre isolamento reprodutivo e
manutengdo das espécies de petinias pode contribuir para a compreensdo dos processos de

especiacdo e de conservacgdo da integridade das espécies nos Campos Sulinos.
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As espécies de Petunia e Calibrachoa ndo possuem mecanismos de dispersdo de
sementes a longas distancias, ja que seus frutos sdo deiscentes e as sementes sao liberadas
diretamente no solo, muito proximas a planta-mae (Stehmann, 1999; Rodrigues et al., 2018b;
Turchetto et al., 2019b). Além disso, estratégias de multiplicagdo vegetativa também nao
tem sido observadas para os diferentes faxa destes dois géneros (Stehmann, 1999). Tais fatos
tornam necessario estudar as varidveis genéticas e ecologicas na distribuicdo destas espécies
de forma a contribuir para ao conhecimento dos processos de diversificagdo de plantas dos
Campos Sulinos, uma vez que muitos dos faxa tem se distribuido e conseguido adaptar a
habitats muito diferentes e contrastantes em relagdo aos seus locais de origem (Reck-
Kortmann et al., 2014; Mader and Freitas, 2019).

Até o presente, a maioria dos estudos filogeograficos dos géneros Petunia e
Calibrachoa utilizaram marcadores neutros, motivo pelo qual o papel da sele¢do no processo
de diversificacdo pode ter sido subvalorizado. O uso de dados gendmicos para estudos
populacionais e biogeograficos para estas espécies pode contribuir para o aprofundamento
da compreensdo dos processos evolutivos como a mutagdo, deriva genética, fluxo génico,
selecdo natural e recombinagdo. Sabe-se que de forma geral, os dados gendmicos
aumentaram o potencial de resolugdo em escala fina da estrutura de populagdes e
determinag@o dos limites das espécies em outros taxa (Seehausen ef al., 2014; Andrews et

al., 2016; Johnson et al., 2018).

4. Especiaciao com fluxo génico em espécies do género Petunia na Serra do Sudeste
Atualmente, a especiagdo ¢ vista como um processo complexo e continuo, com
episodios de isolamento reprodutivo ou fluxo génico afetando diferentes partes do genoma
em taxas diferentes (Ravinet et al., 2017). O fluxo génico pode ser caracterizado como
hibridagdo e introgressao (Mallet, 2005), sendo fendmenos naturais reconhecidos como uma
parte importante da evolucdo das plantas (Gompert et al., 2017), tendo sido, inclusive,
sugerido que o fluxo génico poderia potencialmente facilitar o processo de especiagdo
(Richards et al., 2019). A causa disso seria a introducdo de variagcdes adicionais nas
caracteristicas ecologicas, que poderiam promover divergéncia devido a adaptacao a nichos
ecologicos distintos. Sob esse raciocinio, a especiagdo também aconteceria em simpatria e,
em particular, com o fluxo continuo de genes entre espécies divergentes (Papadopulos et al.,

2011; Brandvain et al., 2014; Fu et al., 2016; Choi et al., 2020).
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Petunia axillaris subesp. axillaris e P. exserta sao dois taxa irmaos que ocorrem em
simpatria na regido fisiografica denominada Serra do Sudeste, em meio ao Pampa (Segatto
et al., 2014). Através do uso de diferentes marcadores morfoldgicos e moleculares foram
detectados eventos de hibrida¢do natural entre estes dois faxa (Segatto et al., 2014; Turchetto
et al., 2019a; Teixeira et al., 2019, 2020), tornando-os, desta forma, um sistema ideal para
explorar o papel da hibridag@o na especiacdo e na adaptagdo entre espécies que apresentam
uma alta diferenciagdo morfolédgica e ecologica.

Petunia exserta ¢ uma espécie endémica de uma area conhecida popularmente como
“Guaritas”, uma localidade inserida na regido fisiografica do Escudo Sul-Riograndense,
ocupando uma area aproximada de 44.000 km? que representa aproximadamente um quarto
do Pampa no Rio Grande do Sul (Stehmann, 1987; Segatto et al., 2014). Nesta regido, a
paisagem apresenta um relevo caracteristico devido a complexidade litologica que promoveu
a formacao de grandes torres de pedra, que constituem a formacao rochosa mais antiga do
Rio Grande do Sul, datada do Pré-Cambriano (Holz, 1999; Paim et al., 2000).

A filogenia mais recente obtida para o género Petunia mostra a proximidade
evolutiva entre P. exserta e P. axillaris (Reck-Kortmann et al., 2014), porém as duas
espécies apresentam uma divergéncia morfolégica que tem sido associada aos principais
polinizadores de cada espécie (Sheehan et al., 2016). As flores de P. exserta sdo vermelhas
e brilhantes, ndo produzem aroma e apresentam outras caracteristicas estruturais que
favorecem a polinizag@o por beija-flores (Lorenz-Lemke et al., 2006), enquanto as flores
brancas de P. axillaris emitem um forte odor adocicado ao anoitecer sendo atrativas para
mariposas (Venail ef al, 2010). Plantas de P. exserta crescem dentro de cavernas que se
formam nas torres de arenito da regido das Guaritas (Stehmann, 1987; Segatto et al., 2014),
ficando totalmente protegidas da luz solar direta e das intempéries, enquanto que P. axillaris
cresce nas areas abertas, no topo ou faces das mesmas torres (Turchetto et al., 2014a, b).
Embora P. axillaris tenha sido inicialmente descrita como uma espécie autoincompativel
baseado na producdo ou ndo de frutos em experimentos conduzidos a campo, um sistema
misto de cruzamento foi observado nas populagdes das zonas de contato com P. exserta a
partir do estudo de segregacao genética (Turchetto ef al., 2015). Por sua vez, P. exserta tem
sido considerada como uma espécie autocompativel (Watanabe et al., 1996; Teixeira et al.,
2020), embora até o momento estudos moleculares ndo tenham sido conduzidos com esta

finalidade para suas populagdes.
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Nas Guaritas sdo encontrados anualmente individuos apresentando as caracteristicas
candnicas de P. axillaris e P. exserta juntamente com individuos de morfologia floral
intermediaria entre elas. Estes individuos intermedidrios apresentam variabilidade fenotipica
na coloracdo das flores e na posi¢do do aparelho reprodutivo (Teixeira et al, 2020). O
primeiro registro destes individuos foi feito em 2002 (Lorenz-Lemke et al., 2006) e, desde
entdo, tém sido observados todos os anos nos mesmos locais (Schnitzler et al., 2020).
Analises de dados derivados de sequéncias de cloroplasto e outros marcadores nucleares tem
demonstrado que pelo menos alguns destes individuos intermediarios sdo realmente hibridos
entre P. exserta e P. axillaris (Segatto et al., 2014; Turchetto et al., 2015; 2019a, b).

Lorenz-Lemke ef al. (2006) sugeriram pela primeira vez que a morfologia floral
intermediaria encontrada na area das Guaritas poderia corresponder a individuos hibridos.
Este estudo foi baseado na andlise de sequéncias de espagadores intergénicos do DNA de
cloroplasto e os autores encontraram que os haplotipos constituiam dois clados principais,
provavelmente associados ao pool genético de cada espécie. Entretanto, independentemente
da morfologia floral, individuos da mesma torre apresentavam o mesmo haplétipo,
sugerindo uma hibridagdo extensa mediada pelo fluxo de polen interespecifico, hipotetizado
pelos autores como sendo promovido por beija-flores. Este trabalho também encontrou uma
alta diversidade interpopulacional, em concordancia com a dispersdo limitada das sementes
destas espécies, e maiores indices de diversidade e expansdo populacional em P. axillaris,
com P. exserta podendo ter passado por um processo de reducdo seguido de expansdo em
seu tamanho efetivo.

Segatto et al. (2014), analisando os mesmos marcadores plastificais acrescidos de
seis regides nucleares e uma ampla amostragem, muito maior que no trabalho anterior,
verificaram um padrdo mais complexo de relacionamento entre as espécies e seus hibridos
potenciais. Neste estudo, uma taxa maior de migragdo de P. exserta para P. axillaris foi
detectada, com sinais de introgressdo em ambas as espécies, mas com os fenodtipos
intermediarios encontrados novamente apenas dentro das cavernas.

Mais recentemente, um estudo conduzido em dois sitios onde individuos com
morfologia canonica e intermediéria podem ser encontrados simultaneamente foi conduzido
utilizando marcadores microssatélites (SSR) nucleares. Este estudo incluiu também
populacdes alopatricas de cada espécie, compostas exclusivamente por individuos de

morfologia candnica de cada uma delas. Os resultados deste trabalho mostraram que os
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individuos intermedidrios sdo hibridos interespecifico que apresentam um componente
genético mais relacionado ao de P. exserta e que alguns morfotipos tipicos de uma ou de
outra espécie mostram sinais genéticos de hibridagdo (Turchetto et al., 2019a).

Posteriormente e também baseada em polimorfismos de SSR, uma varredura ampla
da regido das Guaritas incluindo todos os individuos adultos encontrados em uma mesma
estacdo reprodutiva e algumas progénies aleatoriamente selecionadas (Turchetto et al.,
2019b) permitiu determinar o fluxo de pdlen entre estas espécies, além de verificar, através
dos perfis genéticos dos individuos adultos, em quais populacdes ou dire¢ao se apresentava
a maior incidéncia de migragdo. Os resultados confirmaram a maior diversidade genética de
P. axillaris, apesar do déficit de heterozigotos e da alta endogamia serem comuns a ambas
as espécies. Dentre as familias analisadas, as de P. exserta apresentaram indices de
endogamia ainda mais elevados que aqueles observados entre as familias de P. axillaris,
considerando plantas-mae e suas respectivas progénies. Individuos com ancestralidade mista
entre as espécies foram identificados tanto nas progénies como entre os adultos de ambas as
espécies. A maioria dos adultos hibridos pertencia a geracdo F», enquanto que
retrocruzamentos com P. axillaris foram mais frequentes entre as progénies de ambas as
espécies.

Fluxo de pdlen entre as espécies foi encontrado em ambas as diregdes, embora os
fenotipos intermediarios tenham sido encontrados apenas no microhabitat de P. exserta no
interior das cavernas (Turchetto et al, 2019a, b), sugerindo a existéncia de selecdo pelo
ambiente, que seria posterior a fecundagcdo e determinaria a sobrevivéncia das plantas na
natureza. Embora as evidéncias de adaptacdo dos organismos ao ambiente sejam abundantes,
o papel da selegdo ecoldgica na mediagdo da formagao de espécies permanece controverso.
Essa lacuna de conhecimento surge em parte devido a escassez de evidéncias experimentais
que vinculem a sele¢do ambiental com a criag@o de barreiras reprodutivas que acabam por
levar e manter a diferenciag@o entre as espécies.

A baixa frequéncia de hibridacdo natural entre espécies de Petunia (Lorenz-Lemke
et al., 2006; Segatto et al., 2014; Teixeira et al., 2019; Turchetto et al., 2019b) sugere a
existéncia de mecanismos eficientes de prevengao ao fluxo génico interespecifico. Embora
os mecanismos de isolamento reprodutivo estabelecidos por adaptacdo a diferentes
polinizadores parecem ser muito importantes na manuten¢do da integridade genética entre

espécies (Stehmann, 1999; Giibitz et al., 2009; Sheehan et al., 2016), os mecanismos de
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isolamento devido a adaptagdo local até 0 momento ndo tém sido corroborados, apesar de ja
terem sido sugeridos como forma de preven¢ao na formagao de hibridos na natureza (Segatto
et al., 2014; Turchetto et al., 2019a). Diante disso, ¢ necessario realizar mais estudos
associando andlises genOmicas para uma melhor compreensdo da histdria evolutiva das
zonas de contato entre estas espécies, a fim de avaliar os mecanismos que impedem a
formacdo de um maior niimero de hibridos naturais e daqueles que levam a manutencdo
dessas espécies frente ao fluxo genético.

Até o presente, entendimento dos processos de especiagdo em Petfunia a partir de
uma visdo da genética de populacdes tem sido restrito ao estudo de poucos loci, onde o fator
estocastico dos processos ancestrais limita a identificagdo do papel do isolamento
reprodutivo e do fluxo génico interespecifico. Por outro lado, a genotipagem por
sequenciamento (GBS), mesmo que a partir de alguns poucos individuos, pode revelar
muitas historias genealdgicas em regides gendmicas contiguas o que poderia fornecer uma
visdo melhor resolvida da histdria das populagdes, divergéncia e introgressao (Brandvain et
al., 2014).

A crescente disponibilidade de dados derivados do sequenciamento de alta e baixa
cobertura de genomas oferece novas oportunidades para investigar a especiacdo e o fluxo
génico entre espécies divergentes (Seehausen et al., 2014; Ravinet et al., 2017; Wolf and
Ellegren, 2017). A compreensdo da gendmica de espécies que formam zonas hibridas pode
revelar informagdes sobre a interagdo evolutiva entre especiagdo, isolamento reprodutivo e
adaptacao (Payseur, 2010). No caso das espécies de Petunia que apresentam hibridos na
natureza, pode acrescentar informacdes que contribuam para o melhor entendimento do
limite destas espécies.

Sabe-se que o desenvolvimento de técnicas de sequenciamento de nova geragao esta
se tornando um meio para determinar se a selecdo natural tem como alvo aglomerados de
loci durante a origem de ecotipos e espécies, principalmente quando eles divergem com
fluxo génico (Payseur and Rieseberg, 2016). Neste contexto, realizar uma aproximagao da
gendmica de populagdes pode se tornar uma ferramenta importante para determinar quais

sdo as forgas evolutivas que contribuem para a manutencao das espécies no Pampa.

22



5. Processos de diversificacao e especiaciao do género Calibrachoa nos Campos de Cima
da Serra

Fatores historicos devido com as mudangas climaticas claramente promoveram
expansdes e contracdes na distribui¢do das espécies de petinias em diferentes habitats nos
Campos Sulinos (Barros et al., 2015; 2020). Algumas espécies ficaram confinadas em ilhas
de altitude nos Campos de Cima da Serra (Lorenz-Lemke et al., 2010; Fregonezi et al.,
2012), tanto no Sul como no Sudeste brasileiro (John ez al., 2019; Backes et al., 2019; Mader
and Freitas, 2019). No entanto, outras espécies conseguiram colonizar ambientes costeiros
(Méder et al., 2013; Ramos-Fregonezi et al., 2015; Silva-Arias et al., 2017), num claro
cenario de expansdo da distribui¢do ou mesmo atingir a regido subandina na Argentina
(Reck-Kortmann et al., 2014).

Os Campos de Cima da Serra, a area de maior elevagdo na regido Sul do Brasil,
correspondendo ao limite entre os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina,
apresentam como principal peculiaridade uma alta afinidade com elementos andinos na sua
vegetacdo (Iganci et al., 2013). Méder and Freitas (2019) encontraram que a distribuicao das
espécies de Calibrachoa, ao longo das terras altas do leste-sul do Brasil, suporta cendarios
histéricos de repetidas conexdes e desconexdes entre ecossistemas montanhosos nos
intervalos geograficos atuais. Por outro lado, o clima atual dos campos de altitude esta sujeito
a baixas temperaturas sazonais, incluindo geadas e nevascas que tornam esses ambientes
muito distintos quando comparados com os campos das planicies das ecorregioes Pampa e
Chaco (Pezza and Ambrizzi, 2005; Barros et al., 2015). Estas caracteristicas diferenciadas
na historia e no ambiente dos Campos de Cima da Serra tem permitido que algumas espécies
do género Calibrachoa apresentem uma distribuicdo geografica restrita aos campos de
altitude (John et al., 2019). Esta relagao historica existe devido ao fato de que durante os
periodos interglaciais quentes e imidos no Sul do Brasil, em meio a uma paisagem tropical
e subtropical dominada por florestas, areas de campo pudessem ser refigios de vegetagdo
aberta (Behling, 2002). E precisamente nesse cenario que Mader and Freitas (2019) sugerem
que o ancestral de dois clados do género Calibrachoa teriam colonizado as regides mais
altas dos campos de altitude e posteriormente diversificado, num padrdo semelhante ao
observado para algumas espécies de Petunia (Lorenz-Lemke et al., 2010).

Altos indices de endemismo ocorrem nos campos de altitude dos Campos Sulinos

(Iganci et al., 2011), os quais estdo relacionados com a estabilidade e antiguidade desses
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ecossistemas. Também para os campos de altitude foi observada uma forte correlagdo entre
a biodiversidade e uma combinagdo de clima/altitude (Barros et al., 2015). A diversificagdo
de taxa e linhagens evolutivas do género Calibrachoa, por exemplo, sé foi possivel nesta
area durante o tltimo maximo glacial, quando o clima se tornou mais frio e seco, sendo entdo
favoravel para o desenvolvimento de pastagens, permitindo que espécies adaptadas aos
campos abertos migrassem para areas onde as florestas anteriormente predominavam.
Durante todo esse periodo, os campos foram também colonizando eleva¢des mais baixas em
direcdo ao norte mas, com o aquecimento gradual e o aumento da umidade, as florestas
novamente se expandiram, restringindo as espécies tipicas de campos as regides de terras
altas, onde estdo até os dias atuais (Iganci et al., 2013; Reck-Kortmann et al., 2014; Barros
et al., 2015; Mider and Freitas, 2019).

A diversidade genética esta diretamente ligada a sobrevivéncia das espécies por
permitir adaptacdo as mudangas ambientais (Ellstrand and Elam, 1993; Binks ef al., 2015).
No atual contexto de rapidas mudangas climdticas, estudar os efeitos do aumento da
temperatura sobre a distribuicdo geografica e a diversidade genética de espécies endémicas
do género Calibrachoa que ocorrem em habitats especificos dos Campos de Cima da Serra
poderd contribuir para uma melhor compreensao da histdria evolutiva e da influéncia das

mudangas nas varidveis ambientais desta regido.

6. Processos de diversificacao e especiacio dos géneros Petunia e Calibrachoa na
Planicie Costeira do Atlantico Sul

A Planicie Costeira ou Provincia Costeira do Rio Grande do Sul ¢ uma espessa faixa
de sedimentos sobre as rochas do embasamento do Escudo Sul-Riograndense e Uruguaio.
Esta faixa se extende por cerca de 33.000 km? de 4rea plana e aproximadamente 600 km de
extensdo, sendo considerada uma das planicies mais amplas e extensas do mundo (Tomazelli
et al, 2000; Weschenfelder et al, 2010a). De todos os substratos ocupados por
representantes dos géneros Calibrachoa e Petunia, certamente, a Planicie Costeira ¢ a area
mais recente em termos geologicos (Weschenfelder er al, 2010b), uma vez que estes
sedimentos foram formados pela sucessdo de eventos transgressivos e regressivos do mar
durante as alteragdes ciclicas de climas frios e quentes do Pleistoceno (Weschenfelder et al.,

2014).
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As tnicas espécies de petiinias que habitam os substratos arenosos da Planicie
Costeira sdo C. heterophylla e P. integrifolia subesp. depauperata. As evidéncias genéticas
conjuntas obtidas até agora para estas espécies apontam para uma historia evolutiva moldada
por processos demograficos e adaptativos (Silva-Arias, 2016). Embora sejam dois taxa que
atualmente sdo co-distribuidos em locais com caracteristicas de habitat semelhantes, os
resultados com diferentes marcadores moleculares mostraram que suas historias
filogeograficas sdo significativamente diferentes. Por um lado, C. heterophylla tem uma
diferenciagdo intraespecifica anterior a colonizagdo da regido costeira (Méder et al., 2013),
enquanto que em P. integrifolia subsp. depauperata o efeito fundador relacionado a um
processo Unico de colonizagdo do ambiente costeiro determinou o nivel superior da sua
estruturacao genética (Ramos-Fregonezi et al., 2015; Silva-Arias et al., 2017).

Apesar de apresentarem historias demograficas basais diversas (Méder et al., 2013;
Ramos-Fregonezi et al, 2015), a caracterizagdo da diversidade genética com uso de
marcadores do tipo microssatélites indica que alguns processos contemporaneos sao
concordantes entre as duas espécies, como os sinais de efeito fundador, o isolamento por
distancia, o isolamento por ambiente e o contato secundério entre linhagens intraespecificas
previamente isoladas (Silva-Arias et al., 2017; Silva-Arias et al., 2020). As analises em
conjunto das caracteristicas de estruturacdo genética e fluxo génico em relacao as condig¢des
fisicas e ambientais mostraram uma forte diferenciagdo das populagdes nos extremos da
distribuicdo, especialmente aquelas do extremo norte, o que pode ter implicagdes historicas
que permitiriam conhecer melhor a colonizacdo da Planicie Costeira do Sul do Brasil.

Silva-Arias et al. (2020) realizaram andlises de genética de populagdes para
determinar a diversidade e estrutura populacional ao longo da Planicie Costeira para C.
heterophylla, encontrando que a influéncia das caracteristicas topograficas na diferenciagdo
populacional esté relacionada com a historia da deposi¢ao da Planicie Costeira, motivo pelo
qual o fluxo génico € principalmente restrito as populagdes que estdo proximas e facilitado
pelas correntes de vento, mas sem influéncia aparente dos grandes corpos de agua como a
Lagoa dos Patos e a Lagoa Mirim no extremo sul do Pampa no Sul do Brasil. Além disso,
foi encontrado que regimes diferenciais de precipitacdo em populacdes marginais podem

promover a diferencia¢do genética local nesta espécie.

25



7. Importancia da compreensio de principios evolutivos e consideracdes genéticas com
fins de conservacio da biodiversidade nos Campos Sulinos

Embora a alta riqueza de espécies, endemismos e multiplos servigos ambientais dos
Campos Sulinos (Boldrini, 2002; 2009; Iganci et al., 2011; Andrade et al., 2015), estes
constituem possivelmente um dos ecossistemas menos estudados, porém mais
negligenciados, na América do Sul (Giulietti et al., 2005; Overbeck et al., 2007). Ainda
assim, suas diferentes caracteristicas histdricas e fitoecoldgicas permitem que esta regido
constitua um laboratdrio conveniente para realizar estudos filogeograficos, demograficos e
de genética de populagdes com a finalidade de ampliar a compreensdo da evolucdo das
plantas do Neotropico.

Diversos métodos de estimativa da biodiversidade tém sido propostos para a
identificacdo de areas prioritdrias para a conserva¢do. Sendo assim, muitos planos de
conservagdo tém atualmente como objetivo a manutencdo da variabilidade genética, tendo
em vista os processos evolutivos (Mace and Purvis, 2008). Por um lado, muitos trabalhos
sugerem utilizar medidas de diversidade e divergéncia genética para tracar estratégias de
conservacao para as espécies vegetais (Ramanatha Rao and Hodgkin, 2002; Turchetto et al.,
2016; Whitlock et al., 2016; Coates et al., 2018). Por outro lado, considerando que o objetivo
fundamental da biologia populacional ¢ desvendar as historias demograficas das espécies, a
dindmica populacional (Stoffel ez al., 2018). Por estes motivos, a investigacdo da genética
populacional, que inclui diversidade genética, diferenciacdo populacional e grau de fluxo
génico, € crucial na conservagao e utilizagdo sustentavel de qualquer espécie (p/ ex.: Wuyun
et al., 2015; Zhang et al., 2017).

Adicionalmente, para temas de conservacao de biodiversidade vegetal, deve-se levar
em consideracdo que os padroes de variacdo genética ndo podem ser compreendidos sem a
consideragdo explicita da historia demografica das espécies, junto como o conhecimento da
atual variagdo genética, ja que estes dois sdo resultados de varios processos através da
historia evolutiva de uma espécie (Marko and Hart, 2011). Também devido ao fato de que
diferentes regides genomicas refletem diferentes historias coalescentes (Harris and Nielsen,
2013), para gerar estratégias de manejo e conservacdo ¢ importante incorporar simulagdes
baseadas em coalescéncia que modelem explicitamente os supostos efeitos da paisagem
sobre a estrutura genética da populagdo levando em consideracdo sua historia demografica

(Balkenhol and Landguth, 2011; Hoban ef al., 2012).
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Rissler (2016) sugeriu que uma abordagem integrativa pode produzir resultados mais
robustos sobre algumas das questdes mais fundamentais da conservacgao da biodiversidade.
Para isso, devem-se necessariamente incorporar campos da geografia, ecologia e histéria no
entendimento da varia¢do genética na natureza. Por este motivo, a incorporacao de diferentes
conjuntos de dados genéticos ¢ imprescindivel na genética das paisagens, sendo que os
resultados tradicionais da genética da paisagem podem ser interpretados como um primeiro
passo necessario para um entendimento mais abrangente da interagdo entre trajetorias
evolutivas entre paisagens e espécies (Alvarado et al., 2018; Fenderson et al., 2020).

Nos Campos Sulinos os estudos relativos a unido destas areas tém sido escassos
(Silva-Arias ef al., 2017) e devido a alta heterogeneidade ambiental e a importante influéncia
de varidveis ambientais nas diferentes regides fitologicas dessa regido, faz-se ainda mais
necessario aprofundar os estudos interdisciplinares que combinem dados ecoldgicos e
genética da paisagens, de forma a aumentar a compreensdo evolutiva das espécies e sua
conservagdo. Outra abordagem importante ¢ o entendimento e a identificagdo da historia de
areas isoladas evolutivamente, podendo assim orientar estratégias e prioridades para a
conservagdo das mesmas (Bermingham and Moritz, 1998; Moritz and Potter, 2013). Por
outro lado, compreender processos de hibridagdo em espécies vegetais dos Campos Sulinos
¢ muito importante para estudos de conservagao, pois se sabe que as mudancas climéticas
podem aumentar o contato entre espécies, elevando o nimero de hibridos interespecifico
(Taylor et al., 2015; Ryan et al., 2018). Assim, ampliar o conhecimento sobre 0s processos
de hibridizagdo e introgressdao em espécies dos Campos Sulinos pode contribuir para
monitorar e entender as mudangas na distribui¢do das espécies, assim como documentar
processos de introgressao e adaptagao.

A priorizagdo para conservacdo de espécies deve ser fundamentada com base nos
limites de espécies corretamente identificados, aprimorada por uma compreensao da historia
evolutiva e das relagdes filogenéticas entre as espécies e linhagens (Moritz and Potter, 2013).
Combinado ao fato de que as areas costeiras, os campos de altitude e da Serra do Sudeste
sao fortemente influenciados pela atividade humana devido a transformacao da paisagem
pela agricultura, pecudria, monocultura de espécies arboreas introduzidas e desmatamento,
o que tem mudado a vegetacdo nativa (Andrade et al., 2015; Menezes et al., 2015), ampliar
informacdes e pesquisas sobre dados demograficos, migragdo e estruturagcdo populacional

em diversas espécies vegetais dos Campos Sulinos permitira estabelecer estratégias para
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priorizar a conservacdo de grupos que incluam representantes da maior parte da historia
evolutiva dessas espécies.

Os padrdes de diversidade de um bioma sdo consequéncia de uma longa e complexa
historia evolutiva na qual processos ecoldgicos e forcas ambientais externas se encontram
envolvidos (Rull, 2011). Portanto, cada vez mais, serd importante combinar conhecimentos
de processos evolutivos e ecologicos em esfor¢os para sustentar a biodiversidade nos
Campos Sulinos, devido a heterogeneidade ambiental de seus ecossistemas. As areas nao
florestais na regido Sul do Brasil sdo também de muita importdncia, ndo sé pela
biodiversidade e pelos servigos ecoldgicos que prestam, mas também pelo contexto da
histéria evolutiva de suas espécies. Nao obstante, maiores esforgos para realizar estudos de
genética de populacdes e genética da paisagem em espécies destes ecossistemas sdao
necessarios, inclusive para identificar areas prioritarias para conserva¢do e para entender

melhor a origem da biodiversidade regional.

8. Importincia do conhecimento do impacto das mudancas climiticas sobre a
diversidade genética e a distribuicdo das espécies nos Campos Sulinos

Uma vez que, na atualidade, a alteragdo antropogénica global e a destruicdo de
habitats naturais estdo levando ao declinio de espécies em uma escala sem precedentes
(IPPC, 2013; Hautier et al, 2015), definir seus impactos sobre a biodiversidade e
distribuicdo de espécies ¢ atualmente de alta prioridade. Neste contexto, levando em conta
que as espécies sdo caracterizadas ndo apenas por um grupo distinto de genes, mas também
por um conjunto distinto de caracteristicas ecologicas as quais estdo adaptadas, cada vez
mais as analises de adequabilidade de nicho ecoldgico sdo necessarias para entender o
contexto ecoldgico relacionado com a especiacao (Wiens, 2004; Warren et al., 2008).
Igualmente, investigar as historias demograficas nas populagdes naturais e seus
determinantes e consequéncias ¢ mais critico do que nunca (Stoffel ez al., 2018).

Sabe-se que poucas areas de campos totalmente naturais existem no Sul e Sudeste do
Brasil atualmente (Behling, 2002), além de que nas ultimas décadas, cerca de metade da
superficie originalmente coberta por campos no Rio Grande do Sul foi transformada em
outros tipos de cobertura vegetal (Cordeiro and Hasenack, 2009). Adicionalmente, j& se tem
conhecimento de que os campos em geral sdo ecossistemas muito sensiveis as mudangas

climaticas (Seddon et al, 2016), principalmente porque a vegetacdo dos campos ¢
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particularmente limitada por precipitacdes e padrdes de temperatura, bem como pelo seu
manejo (Soussana and Liischer, 2007; Wilcox et al., 2017). Sendo assim, para o futuro, tem
sido estabelecida uma influéncia das mudangas climaticas com consequéncias importantes
para os ecossistemas dos campos em nivel global (Gibson and Newman, 2019).

Descrever os padroes de variagdo genética em populagdes naturais € o primeiro passo
para compreender e planejar esforgos do gerenciamento da adaptagdo e evolugdo das
espécies sob mudancas climaticas (Mimura et al., 2017). Precisamente sdo esses 0s motivos
pelos quais as consideracdes genéticas devem orientar as intervengdes de conservacao sob
mudangas climaticas nos Campos Sulinos. E urgente conhecer a habilidade das espécies
vegetais em ocupar novos ambientes disponiveis, assim como fundamental para prever como
as plantas responderdo as mudancgas climaticas ou de nicho habitével nesta regido. Nos
biomas do Sul do Brasil, no contexto de continua perda de habitat, presenga de espécies
invasoras e com as mudangas climaticas atuais, a pressdo para priorizar os faxa para
investimento em conservagio deve aumentar. E de extrema importancia o uso de dados
moleculares para fins de conservacdo, uma vez que estes fornecem evidéncias claras para
entender os principios e processos que governam a distribuicdo geografica das linhagens,
desta forma possibilitado de maneira eficaz a interpretacdo de possiveis cenarios evolutivos
(Hansen et al., 2012). Porém, conceitos evolutivos fundamentais, como depressdo por
endogamia ou exogamia, deriva genética e interagdes genéticas com o ambiente ndo tem
sido mencionados em politicas de conservagdo nem planos de recuperacao de espécies dos
Campos Sulinos tem sido levados em conta até o momento.

No caso de espécies vegetais dos Campos Sulinos que se apresentam em habitats
heterogéneos e sob influéncia de atividades humanas, compreender ou projetar as mudancgas
que as espécies podem ter em nivel genético ao longo do tempo e do espaco serd de
fundamental importancia para gerar estratégias de manejo e conservagdo. Levando em conta
que a teoria da evolugdo indica que as adaptagdes aos ambientes locais dependem de um
equilibrio entre selecdo e fluxo génico, realizar estudos sobre o papel destas forgas evolutivas
em nivel de espécies pode contribuir para prever ou avaliar a capacidade das espécies dos
Campos Sulinos em se adaptar a ambientes de fortes mudancas. Além disso, os modelos
evolutivos ressaltam a natureza dinamica do limite ambiental de um taxon, que depende da

interacdo do fluxo génico, selecdo e demografia (Davis, 2001).
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No panorama atual, onde ndo se conhecem ainda os possiveis impactos que as
mudangas climaticas possam ter para espécies dos Campos Sulinos, destaca-se o valor das
abordagens integrativas, que coloquem a taxonomia atual em um contexto evolutivo mais
amplo para a regido, identificando as espécies e populagdes que possam estar em maior risco,
avaliando e executando estratégias de conservacdo. Para esta regido também, faz-se
necessario o conhecimento sobre o potencial de respostas adaptativas as mudancas
ambientais das plantas. Finalmente, os estudos de genética de populagdes e dos padrdes
demograficos, assim como as possiveis respostas as variagdes climdticas, sdo muito
importantes para atingir a perfeita compreensdo dos padrdes historicos de dispersdo de
sementes, rotas de recolonizagdo, distribuicao da diversidade genética e areas de estabilidade

das espécies dos Campos Sulinos.
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OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Este estudo visa aportar uma sintese dos processos de diferenciacdo genética
relacionados com as particularidades ecologicas de diferentes formagdes campestres no sul
do Brasil. Especificamente, procura relacionar processos demograficos e ecoldgicos
integrando dados genomicos, fenotipicos e ambientais para entender a evolucdo das plantas

na regido dos Campos Sulinos.

2. Objetivos especificos

a) Estudar a historia evolutiva de Petunia exserta e P. axillaris com base na
informagao ao longo do genoma de cada uma delas, distinguindo mecanismos
demograficos e seletivos envolvidos nos processos de diferenciacao e fluxo génico,
assim como na manutencao das barreiras reprodutivas entre as duas espécies.

b) Investigar a influéncia de variaveis ambientais no processo de estruturagcdo genética
de espécies que sdo restritas e especializadas para algumas das formagdes dos Campos
Sulinos, a fim de estudar o impacto que as mudancas climaticas podem ter sobre a
estrutura populacional e a diversidade genética.

c) Examinar padroes filogeograficos em plantas costeiras Sul-Americanas para
investigar os possiveis eventos historicos que moldaram os padrdes atuais de
distribuicdo geografica e diversidade genética de duas espécies de petinias que

ocorrem preferencialmente na costa leste da América do Sul.
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ESTRUTURA E ORGANIZACAO DA TESE

Este trabalho se constitui na aproximagdo entre os meus interesses cientificos e
académicos, realizando estudos na intersec¢do entre a ecologia, a genética de populacdes e
a biologia evolutiva, com o fim de obter informagdes sobre os processos de especiagao,
delimitagdo de espécies, adaptacdo e o futuro de espécies vegetais num mundo em répida
mudanga climatica.

Por isto, a presente tese procura entender processos evolutivos em uma ampla
diversidade de espécies, com historias e realidades ecoldgicas suficientemente diferenciadas,
com o objetivo de fazer uma representacdo abrangente dos processos que moldaram a
diversidade de plantas dos Campos Sulinos. Além disso, os problemas mencionados foram
abordados usando marcadores moleculares com diferente resolucdo e variagdo do tempo de
coalescéncia. Para atingir os objetivos, interpretar os resultados obtidos e tentar conseguir
padrdes gerais, o presente trabalho foi dividido em trés capitulos distribuidos da seguinte

forma:;

Capitulo 1:

Neutral and adaptive genomic variation in hybrid zones of two ecologically diverged

wild Petunia.

Lina Caballero-Villalobos, Gustavo A. Silva-Arias, Caroline Turchetto, Giovanna C.

Giudicelli, Earl Petzold, Aureliano Bombarely, Loreta B. Freitas.

Este artigo foi aceito no periddico Botanical Journal of the Linnean Society.

Recentemente, varios estudos identificaram fluxo génico entre duas espécies de
Petunia que se encontram fortemente diferenciadas em nivel ecologico e morfoldgico. O
objetivo deste estudo foi avaliar o fluxo génico entre duas espécies, P. exserta e P. axillaris,
que divergiram recentemente dentro do género. Nos conseguimos identificar milhares de
SNPs (single nucleotide polymorphisms) obtidos pela técnica de genotipagem por
sequenciamento (GBS) a fim de investigar os papeis relativos do fluxo génico, da deriva

genética e da selecdo sobre a estruturacdo populacional e a diversidade de espécies que
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podem hibridar naturalmente. Visamos também expandir o conhecimento sobre os processos
demograficos envolvidos na divergéncia entre P. exserta e P. axillaris, com especial aten¢ao
as populagdes nas zonas de contato e presenca de individuos com morfologia intermedidria.
Em sequéncia, tendo esclarecido o modelo demogréfico, foi feita uma busca por loci com
sinal de selecdo divergente que poderiam estar envolvidos na manuten¢do das barreiras
reprodutivas entre as espécies. Neste estudo foram genotipados 58 individuos e os resultados
construiram uma base forte para futuras pesquisas sobre o processo de especiagdo em
pettnias silvestres. Concluiu-se que o isolamento reprodutivo é quase completo entre as duas
espécies, mas o fluxo génico esta presente devido a um evento recente de contato secundario
ocorrido apds a divergéncia, porém numa extensdo pouco significativa. A utilizacdo de
multiplos marcadores contribuiu para uma melhor compreensdao dos processos evolutivos

envolvidos nos cendrios de especiagdo entre estas espécies.

Capitulo 2:

South Brazilian grasslands threatened by Climate Change: habitat suitability and

genetic diversity loss predictions in eight wild nightshades.

Lina Caballero-Vilallobos, Loreta B. Freitas, Caroline Turchetto, Gerhard E. Overbeck,

Gustavo A. Silva-Arias.

Artigo em preparagdo para ser submetido a revista Global Change Biology

Neste capitulo avaliamos os efeitos das mudancas climaticas na distribuicao,
adequabilidade de habitat, diversidade genética e estruturacdo populacional de quatro
espécies dos géneros Petunia e Calibrachoa que apresentam distribuicdo nos Campos
Sulinos. Neste trabalho foram conduzidas caracterizagdes da diversidade ¢ da estrutura
genética em dois taxa de ocorréncia no Pampa e em duas espécies dos campos de altitude
subtropicais da Mata Atlantica. O objetivo destas andlises foi compreender os possiveis
efeitos que as mudangas climaticas futuras poderdo ter sobre as espécies vegetais associados
com a distribui¢do geografica e o habitat especializado no Sul do Brasil. Aqui combinamos

modelagem de nicho ecoldgico e abordagens genéticas populacionais usando dados de
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marcadores moleculares para projetar as alteracdes na diversidade genética de C.
heterophylla e P. integrifolia subesp. depauperata, que sdo taxa amplamente co-distribuidos
na Planicie Costeira do Atlantico Sul, assim como de C. sphatulata e C. eglandulata que sdo
espécies endémicas dos Campos de Cima da Serra. Para cada uma destas espécies foram
inferidas as dindmicas entre as suas populacdes e a relacdo desta com varidveis topograficas
e climaticas, bem como realizadas proje¢des dessas dindmicas para o tempo futuro frente a
um cendrio de aquecimento global. Estas andlises foram realizadas através de um
levantamento exaustivo e a modelagem para o futuro sob projecdes da mudanca do clima
nas areas de estudo. Processos de diferenciacdo genética promovidos pelo regime diferencial
de chuvas nos extremos da distribuicdo foram inferidos para as espécies costeiras. Como
esperado, as espécies com distribuicdo restrita aos campos de altitude subtropicais foram
mais sensiveis as mudangas climaticas. Foi verificado que as alteracdes climaticas
influenciardo os recursos genéticos nos Campos Sulinos, afetando tanto a adequabilidade do
habitat quanto a diversidade genética destas espécies. Espera-se, também, que o nivel futuro
de estruturagdo genética possa ser inferior ao nivel atual. Areas climaticas estaveis foram
identificadas com nivel de preservacdo da diversidade genética maior que o previsto,
devendo ser direcionadas como alvo preferencial para receber os esforcos de conservagao,
especialmente para o manejo que favorega a diversidade genética e que evite a extingdo
destas espécies. O conhecimento de simulagdes de distribuicdo da diversidade genética no
futuro para espécies vegetais dos Campos Sulinos pode agregar informagdes valiosas para

apoiar os esfor¢os de conservacao e manutencao da biodiversidade na regido.

Capitulo 3:

Genetic differentiation and phylogeographic patterns of coastal plants in South
America: a broad-scale overview and lessons from two co-distributed nightshades with
different life form and demographic histories

Lina Caballero-Villalobos, Loreta B. Freitas, Gustavo A. Silva-Arias.

Artigo em preparagdo para ser submetido a revista BMC Evolutionary Biology.
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Os estudos filogeograficos reunem diferentes disciplinas para explicar os processos de
especiacdo em escalas espaciais e temporais. Neste artigo revisamos os estudos de
filogeografia realizados em espécies de plantas costeiras da América do Sul, apresentando-
se um resumo do conhecimento sobre os padrdes e processos de diversificacdo nas areas
costeiras da regido. Adicionalmente, integrando diferentes abordagens metodologicas
focamos a questdo do papel das oscilagdes climaticas do Pleistoceno sobre os padrdes de
variabilidade genética e estruturagcdo populacional das Unicas espécies dos géneros Petunia
e Calibrachoa que correm amplamente em areas costeiras, € procuramos possiveis
explicacdes ou compartilhamento de padrdes evolutivos ancestrais comuns entre estas duas
espécies. Adicionalmente utilizamos dados genéticos de P. integrifolia subesp. depauperata
e C. heterophylla a fim de descrever padrdes de especiagcdo, migracdo e colonizagdo para
espécies da Planicie Costeira do Atlantico Sul. Nestas espécies usadas como modelo de
estudo, a quantidade de estrutura genética intraespecifica esta relacionada com a distribuigao
geografica que foi inferida através da modelagem de adequabilidade do habitat, tanto nos
tempos atuais como no passado. A integracdo de andlises preliminares de filogeografia e
genética da paisagem junto com a modelagem paleoclimatica nas duas espécies evidenciou
a expansdo independente de multiplos refiigios, contato secundario e novas percepgdes sobre
a dindmica de expansdo-contracdo do Pleistoceno-Holoceno e de padrdes da historia
evolutiva da flora na Planicie Costeira, revelando que o padrdo de estrutura populacional
contemporaneo comum pode surgir do processo recente de diferenciagdo em poucas areas
climaticas estaveis durante o Quaterndrio detectadas na regido. Em conjunto, as andlises
sobre as duas espécies de petunias costeiras e o levantamento da literatura identificaram
lacunas, tarefas pendentes e perspetivas para melhorar a compreensdo dos processos de

diversificacdo e colonizagdo da flora nas regides costeiras Sul-Americanas.
A ultima parte da tese ¢ composta por uma discussao geral dos resultados obtidos

nos trés capitulos, sintetizando os principais achados em relagdo ao objetivo geral da tese,

consideracdes finais e perspectivas.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os trés manuscritos gerados nesta tese permitiram ampliar o conjunto de informagdes
sobre os fatores ecoldgicos e historicos que afetaram a distribui¢cdo geografica, a diversidade
e a estrutura genética de populagdes de plantas herbaceas do Pampa e dos Campos de Cima
da Serra nos Campos Sulinos. Nosso trabalho demostra como o aproveitamento de dados
proporcionados por diferentes metodologias de sequenciamento e de inferéncias a partir de
variados métodos estatisticos consegue esclarecer processos responsaveis pela origem e
manutengdo da biodiversidade dos ecossistemas, altamente importantes, porém
negligenciados, dos Campos Sulinos.

Nossos resultados sobre a distribuicdo espacial que resulta dos processos
demograficos sob os quais diferentes espécies de petinias tém desenvolvido sua historia,
assim como o entendimento da expansao e contragdo populacional e do movimento de genes
dentro e entre espécies, trazem subsidios para a melhor compreensdo dos diversos processos
evolutivos envolvidos na diversificagdo de plantas no Sul do Brasil. Nosso trabalho mostra,
também, que a incorporacdo de abordagens como a gendmica populacional (Black et al.,
2001), que permitem a identificacdo de ‘outlier loci’, melhora compreensdo dos processos
de hibridac¢do, adaptagdo local e demografia histérica das espécies de Petunia que
apresentam hibridos naturais. O uso de SNPs no estudo de zonas de contato entre P. axillaris
e P. exserta permitiram diferenciar efeitos locus-especificos (selecao) dos efeitos gendmicos
(deriva genética, fluxo génico, mudancas no tamanho populacional e endogamia) com
maiores detalhes do que aqueles obtidos previamente com o uso de outros marcadores
moleculares como sequéncias plastidiais os microssatélites. A comparagdo da distribuig¢do
da diversidade genética observada em /oci neutros e em loci potencialmente sob selecdo
permitiu ampliar o entendimento dos mecanismos que geram padrdes espaciais nas petunias,
sendo também possivel visualizar diferenciacdo adaptativa e especiacao ecologica.

Nossas analises aproveitaram recentes desenvolvimentos metodoldgicos, como o uso
de inferéncias estatisticas rigorosas (Balkenhol ef al., 2009; Peterman et al., 2014), a fim de
fornecer uma janela valiosa para aumentar a compreensdo do papel desempenhado pelo
ambiente na estruturacdo da diversidade genética de diferentes espécies de petunias do
Pampa que hibridam na Serra do Sudeste e apresentam morfologia, sindrome de polinizagao

e preferéncia de habitat muito diferentes. Adicionalmente, neste trabalho com diferentes
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espécies de petunias, foram evidenciados os beneficios de realizar estudos genéticos usando
espécies ecologicamente diversas, ampliando o conhecimento sobre a diversidade dos
Campos Sulinos.

Os resultados obtidos permitiram expandir o conhecimento da historia evolutiva de
espécies de diferentes ecossistemas do sul do Brasil. Adicionalmente, nossa pesquisa sobre
a diversidade genética sob efeitos de mudancgas climaticas em diferentes espécies que
habitam a Planicie Costeira, os campos de altitude e a area das Guaritas indicou que o
aquecimento global pode reduzir drasticamente a diversidade e estruturagdo genética de
algumas espécies dos Campos Sulinos, comprometendo sua capacidade de evoluir conforme
as condigdes mudam. Estas descobertas t€ém implicagdes importantes sobre como a
biodiversidade serd afetada pelas mudangas climaticas, além de reforcar a importancia de
considerar a diversidade genética intraespecifica no planejamento de esforcos de
conservagao nos Campos Sulinos.

Segundo Gaitan-Espitia and Hobday (2020), obter informacdes sobre o tamanho
populacional e a conectividade da paisagem das espécies ou populagdes alvo de um estudo
constitui o primeiro passo, fundamental e determinante, para desenvolver estratégias de
gestdo baseadas em evidéncias e intervengdes para a conservacdo de espécies sob as
mudangas climaticas. Os resultados dos trés trabalhos que compdem esta tese formam um
suporte para a realizagdo de programas de monitoramento e de intervencdes planejas em
areas restritas dos Campos Sulinos, ja que apresentam informagdes de linha base que tem
sido desenvolvidas sob critérios do conhecimento demografico, ecoldgico, de alguns padrdes
de variacdo genética (neutra e adaptativa no caso das espécies que hibridam nas Guaritas),
assim como a integragdo de modelagem de adequabilidade de habitat e projecdes de perda
de diversidade genética e distribuicao de espécies sob mudangas climaticas.

Porém, na pesquisa da histéria evolutiva de espécies herbaceas do Pampa nds
conseguimos identificar algumas limitagdes e nossos resultados salientam a importancia de
realizar mais esforcos a fim de aumentar o conhecimento e conservagao do ecossistema. O
uso de mais populacdes e especialmente mais individuos por populagdo aumentaria a
abrangéncia dos resultados obtidos, sendo possivel capturar todo o espectro genético
presente nas espécies estudadas. Além disso, nossos resultados sugerem a necessidade de
realizar uma maior quantidade de estudos que consigam integrar dados moleculares com

dados de ecologia, fisiologia, morfologia, assim como da utilidade do uso de dados
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gendmicos para aumentar as informacgdes sobre plantas de ambientes pouco estudados como
os Campos Sulinos.

Em vista dos resultados obtidos neste trabalho, propdem-se realizar pesquisas que
permitam identificar processos de adaptacdo local nas espécies. Porém, as abordagens
bioinformaticas sozinhas provavelmente ndo serdo bem-sucedidas em encontrar genes
responsaveis pelo isolamento reprodutivo (Payseur and Rieseberg, 2016), motivo pelo qual
realizar experimentos com expressdo diferencial de genes sob estresse abidtico ou com
cruzamentos interespecificos seriam essenciais para identificar loci responsaveis pela
barreira reprodutiva ou aqueles que permitem adaptacdo local. Para isto, sugere-se o
desenvolvimento de experimentos de transplante reciproco e o aumento das andlises a partir
de dados gendmicos a fim de identificar regides do genoma responsaveis pelos processos de
adaptacdo aos ambientes sob influéncia da luz ou da sombra, no caso das espécies da Serra
do Sudeste, que podem hibridar, mas que mesmo assim mantém seus limites especificos. Da
mesma forma, seria de utilidade estudar a adaptacdo local nas margens de distribuicdo das
espécies costeiras. Também, o sequenciamento dos genomas completos destas espécies
poderia ser util para entender qual parte do genoma ¢ responsavel pela adaptacao, incluindo
caracteristicas como habilidades migratdrias, dispersdo e a capacidade de se adaptar a
temperaturas mais quentes, com uma aplicacao significativa em tempos de aquecimento
climatico global muito mais rapido do que o anteriormente previsto.

Como as diferentes espécies dos géneros Petunia e Calibrachoa estudadas nesta tese
possuem uma forte diferenciagdo de nicho e, portanto, estdo sob diferentes estresses
abidticos, realizar estudos com a finalidade de identificar os genes envolvidos na adaptagao
especifica das diferentes espécies pode ser muito Util para entender a genética subjacente da
tolerancia ou resposta destes taxa sob influéncia de mudangas climaticas. Além disso,
conhecer os genes que contribuem para o isolamento reprodutivo entre as espécies de
petiinias pode fornecer informacdes sobre a base genética da especiagdo de plantas dos
Campos Sulinos e do Neotropico. Considerando que os ecossistemas dos campos
temperados e subtropicais estdo entre os ecossistemas mais ameagados do mundo devido a
perda do seu habitat e que nesta tese foram obtidos dados que evidenciam o forte impacto
das mudangas globais na diversidade e estruturacdo genética de diferentes plantas do Pampa
e dos Campos de Cima da Serra, ¢ evidente a urgéncia de aumentar os esforgos para realizar

uma maior quantidade de estudos que permitam ampliar os conhecimentos sobre a histéria
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evolutiva de espécies vegetais, bem como relacionar as andlises filogeograficas com estudos
da genética de paisagens em espécies destes ecossistemas, de forma a dar apoio a
conservagdo biologica das comunidades vegetais nestas regioes, ainda mais considerando
que as areas que conservam a fisionomia natural sdo cada vez mais raras e fragmentadas.

Os resultados sobre os possiveis eventos historicos que ajudaram a moldar os padrdes
atuais de distribui¢do geografica e genética de C. heterophylla e P. integrifolia subesp.
depauperata, as duas Unicas espécies de petinias com ampla distribui¢do costeira, junto com
as previsdes para diferentes cenarios de mudancgas climéticas no futuro poderdo fornecer
subsidios para a conservacgao in situ de espécies vegetais dos Campos Sulinos. No Capitulo
3 buscamos por padrdes filogeograficos congruentes com refligios ou areas de estabilidade
climatica para estas duas espécies, sendo possivel observar que existem areas de estabilidade
climatica que sdo congruentes também com diferentes cenarios no futuro, motivo pelo qual
podem apoiar a conservagdo ¢ manuten¢do de areas para a sobrevivéncia das espécies e
diferenciagdo de populacdes de petiinias e de diversas espécies de plantas nos Campos
Sulinos.

Por outro lado, embora alguns dos resultados desde trabalho aumentem o
conhecimento sobre a diversidade genética e tamanho populacional de espécies dos Campos
Sulinos, proporcionando subsidios importantes para empreender esforcos de conservacao
tradicional prevenindo extingdes locais por meio de intervengdes passivas como a sugestao
de maior protecdo para areas ja conservadas, estes mesmos resultados salientam uma perda
excepcionalmente rapida de biodiversidade nos diferentes ecossistemas dos Campos
Sulinos, motivo pelo qual seria também recomendavel a realizacdo de interven¢des mais
ativas (p/ ex., fluxo génico assistido, selecdo artificial ou evolugdo assistida), além da
necessidade de integrar as abordagens que podem ser realizadas a partir da genética de
populagdes, gendmica e/ou principios evolutivos e de uma discussdo direta com os
tomadores de decisoes e gestores da conservagao.

Infelizmente, at¢é o momento, poucos estudos examinaram os processos de
especiagdo nos Campos Sulinos. Motivo pelo qual, realizar estudos envolvendo outros taxa
serdo cruciais para o desenvolvimento de uma melhor compreensdo e, no futuro, para a
produgdo de uma hipotese geral de diversificacdo na regido. Nao obstante, também para
diversas espécies vegetais dos Campos Sulinos, sera necessario empreender uma maior

quantidade de abordagens, com estudos consistentes, para quantificar o eixo adaptativo da
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diversidade (Moritz and Potter, 2013), pois este serd crucial para manter a capacidade de
resposta evolutiva aos desafios ambientais rapidos enfrentados pelas espécies sob influéncia

de mudangas climéticas.
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