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RESUMO

Espécies sdo consideradas raras quando ocorrem em distribuicdo restrita, com pequeno
namero de popula¢es ou em poucos individuos por populagdo, em oposicao as espécies
que tém ampla distribuicdo geogréafica, mais comumente encontradas ou que possuem
grandes populagBes. Por muito tempo, acreditou-se que espécies raras possuiam baixa
diversidade genética em comparacdo a espécies de ampla distribuicdo a elas
relacionadas. Entretanto, nem todas as espécies raras tém baixos niveis de variabilidade
genética, uma vez que histérias de vida como sistema de cruzamento e mecanismos de
disperséo de pdlen e sementes, podem manter altos os niveis de diversidade, apesar do
pequeno namero de individuos. A presente tese teve como objetivo geral contribuir para
o entendimento dos processos especiacao do género Petunia. Os objetivos especificos
contemplados nos capitulos que a compuseram foram: (a) avaliar a diversidade genética
e estrutura populacional das espécies endémicas dos campos de altitude no sul da
America do Sul (P. bonjardinensis, P. reitzii e P. saxicola) através da andlise de
marcadores moleculares microssatélites; (b) identificar o estado de conservacdo e o
risco de extingdo dessas espécies; (c) contribuir para o entendimento dos sistemas
reprodutivos destas espécies e seu papel na estruturacdo da diversidade genética; (d)
avaliar a diversidade genética e estrutura populacional das espécies P. scheideana e P.
guarapuavensis através da analise de marcadores genéticos nucleares; (e) testar
barreiras ao fluxo génico entre estas espécies; (g) testar modelos evolutivos e
demogréaficos para a origem destas especies; (h) contribuir para a taxonomia do género
identificando os limites destas espécies. Para alcancar os objetivos, foram empregadas
abordagens filogeogréaficas e de genética de populacdes a partir da amplificacdo e
analise de loci de microssatélites nucleares, modelagem de nicho usando os registros de
distribuicdo e estimativa do estado de conservacdo das espécies de acordo com 0s
critérios da IUCN (Unido Internacional para Conservagdo da Natureza). Divididos em
cada um dos dois capitulos, os resultados revelaram que a raridade das especies P.
bonjardinensis, P. reitzii e P. saxicola é provavelmente historica, uma vez que nao
foram encontradas evidéncias genéticas de gargalos genéticos recentes. Mais uma vez,
ficou evidente o papel da migracdo histérica, efeito fundador e ciclos climaticos do
Pleistoceno explicando a diversidade genética em espécies de Petunia. A estrutura
populacional destas trés espécies tambem foi influenciada por sua biologia reprodutiva e
pela perda recente de habitat decorrente das mudancas na paisagem. Em relacdo as
espécies P. scheideana e P. guarapuavensis, foi encontrada variabilidade genética de
moderada a baixa e diferenciacdo genética entre elas indicando que sdo entidades
taxonémicas independentes. As analises do estado de conservacdo apontaram para uma
ameaca de extincdo para essas espécies devido a perda de habitat e fragmentacdo da
paisagem, fato comum entre as espécies dos campos de altitude no sul do Brasil.

Palavras-Chave: Campos de altitude, diversidade genética, mudancas climaticas,
Petunia



ABSTRACT

Species are considered rare when they are narrowly distributed, have a small number of
populations, or just a few individuals per population, as opposed to species that have a
wide geographic distribution, are more commonly found, or have large populations. For
a long time, rare species were supposed to have low genetic diversity compared to
widely distributed congeners. However, not all rare species have low genetic variability,
as life histories such as mating systems and pollen and seed dispersal mechanisms can
maintain high levels of diversity despite the small number of individuals. The present
thesis aimed to contribute to understanding speciation processes in the genus Petunia.
The specific objectives included in its chapters were: (a) to evaluate the genetic
diversity and population structure of endemic species from highland grasslands in
southern South America (P. bonjardinensis, P. reitzii and P. saxicola) through the
analysis of microsatellite molecular markers; (b) identify the conservation status and
risk of extinction of these species; (c) contribute to the understanding of the
reproductive systems of these species and their role in structuring genetic diversity; (d)
to evaluate the genetic diversity and population structure of the species P. scheideana
and P. guarapuavensis through the analysis of nuclear genetic markers; (e) test barriers
to gene flow between these species; (g) test evolutionary and demographic models for
the origin of these species; (h) contribute to the taxonomy of the genus by identifying
the limits of these species. To achieve the objectives, phylogeographic and population
genetic approaches were employed, based on the amplification and analysis of nuclear
microsatellite loci, niche modeling using the distribution records, and estimation of the
conservation status of the species according to the IUCN criteria (International Union
for Conservation of Nature). Divided into each of the two chapters, the results revealed
that the rarity of the species P. bonjardinensis, P. reitzii and P. saxicola is probably
historical, as no genetic evidence of recent genetic bottlenecks was found. Once again,
the role of historical migration, founder effect and Pleistocene climate cycles in
explaining genetic diversity in Petunia species was evident. The population structure of
these three species was also influenced by their reproductive biology and recent habitat
loss due to changes in the landscape. Regarding the species, P. scheideana and P.
guarapuavensis, moderate to low genetic variability was found, and genetic
differentiation between them indicated that they are independent taxonomic entities.
The conservation status analyzes pointed to a threat of extinction for these species due
to habitat loss and landscape fragmentation, a common fact among species from
highland grasslands in southern Brazil.

Keywords: Subtropical Highland grasslands, genetic diversity, climate change, Petunia



1. INTRODUCAO
1.1 Diversidade genética em plantas raras e endémicas e as consequéncias da
fragmentacdo do habitat para a conservagdo das espécies

Espécies sdo consideradas raras quando ocorrem em distribuicdo restrita,
apresentam pequeno nimero de popula¢des ou em poucos individuos por populacdo, em
oposicdo aquelas que tém ampla distribuicdo geogréfica, sdo mais comumente
encontradas ou possuem grandes populacfes (Riva & Mammola 2021). As populacdes
naturais podem ser pequenas por Varias razdes. As principais sdo locais disponiveis
reduzidos e separados por distancias que vao além da capacidade de dispersdo da
espécie; baixa capacidade de sustentacdo demogréafica local; tempo curto de habitacdo
dos locais devido ao deslocamento sucessional das espécies; colonizacdo em estagios
recentes, e incapacidade de exploracdo total do local. Estas razdes, entretanto, se
aplicam a populagbes que sdo pequenas naturalmente, onde ndo ha indicios de
interferéncia humana (Harper 1977).

A reducdo de habitat das populacbes das espécies raras provocadas
principalmente pela fragmentacdo de suas areas de ocorréncias aumenta
significadamente sua sensibilidade a mudancas climatica e distdrbios ambientais. Os
disturbios induzidos principalmente por a¢cbes humanas levam primeiramente a reducéo
populacional e podem ocasionar a extingdo de espécies raras (Leitdo et al. 2016). Em
adicdo, a perda de espécies naturalmente raras impacta primeiramente a funcdo de
diversidade quando se compara com a perda inicial de espécies mais comuns (Basile,
2022).

Espécies naturalmente pequenas parecem resistir ao longo do tempo as variacdes
demogréaficas populacionais compensando a raridade geografica com abundancia local,
bem como, com abundéncia uniforme dentro de uma faixa restrita de ocorréncia. A
raridade geografica dessas espécies naturais torna-as vulneraveis as flutuacGes
ambientais estocasticas contribuindo para seu risco de extincao (Williams et al. 2009).

Espécies naturalmente raras sdo altamente especialistas e adaptadas a uma
localidade. Essas adaptacOes locais, principalmente com especializacdo ambiental em
areas de reflgios surgem apods contracdes de habitat, como por exemplo, as provocadas
apos eventos de mudancas climaticas do Quartenario (Williams et al. 2009). O aumento
do fluxo génico em populagdes naturalmente pequenas, bem como uma larga faixa de

distribuicdo geogréafica e maior area de vizinhanga podem evitar adaptagdes locais ao



dispor de longas distancias para a dispersdo, aumentando a capacidade de exploragédo
local e na adaptacdo a mudanca temporal (Polechova, 2022).

A distribuicdo e os niveis de diversidade genética dentro e entre populagdes de
plantas raras tém grande dependéncia de processos historicos. As espécies raras, de
modo geral, sdo mais suscetiveis a diminuicdo da variabilidade genética provocada
pelos efeitos da deriva genética, pois esta atua de forma mais acentuada em populacdes
com pequeno tamanho populacional efetivo (Cole 2003; Spielman et al. 2004; Aavik et
al. 2017). As flutuagdes alélicas em consequéncia dos efeitos da deriva genética podem
resultar no declinio da heterozigosidade esperada dentro das populacgdes e, assim, afetar
a diversidade genética como um todo. A baixa variagdo genética pode levar a
consequéncias acentuadas para populacdes de tamanho populacional reduzido como, a
reducdo da plasticidade adaptativa com prejuizo no desempenho de populacdes de
plantas em ambientes heterogéneos (Fischer & Matthies 2008) ou mesmo a reducao no
seu potencial adaptativo (Stockwell et al. 2003), interferindo na adaptacdo local das
populacdes (Engelhardt et al. 2014).

Por um longo tempo, as espécies raras foram consideradas como tendo niveis de
diversidade mais baixos que aquelas de ampla distribuicdo, e se acreditava que sua
diversidade genética seria mais afetada pela fragmentacdo do habitat (Young & Clarke
2000). Entretanto, nem todas as espécies raras tem baixos niveis de variabilidade
genética, uma vez que historias de vida, como sistema de cruzamento e mecanismos de
dispersdo de pdlen e sementes, podem manter altos os niveis de diversidade, apesar da
fragmentacdo do habitat (Loveless & Hamrick 1984; Hamrick & Godt 1996). Em uma
ampla revisdo da literatura (Gitzendanner & Soltis 2000), espécies com distribuicao
ampla foram comparadas com outras relacionadas evolutivamente, mas com
distribuicdo restrita, quanto a diversidade genética. A comparacdo de espécies
relacionadas é importante nestes casos porque evita a interferéncia de outros fatores que
afetam a diversidade. Neste estudo ndo foram encontradas diferencas significativas
entre as espécies de distribuicdo ampla e restrita, em relacdo a variabilidade genética
intra- e interpopulacional.

A diversidade genética pode ser apresentada através de indices, comumente
calculados em estudos de genética de populacGes, que servem como base para projetos
de manejo e conservagdo de espécies. Sabendo que a perpetuacdo das espécies depende
da manutencdo de um namero minimo de individuos para que ocorra reproducdo e a

formacdo de descendentes (Frankham 2014), o conhecimento do pool génico de cada
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populacdo é fundamental para inferir quais espécies ou populacbes devem
prioritariamente ser manejadas. O conhecimento sobre a diversidade genética deve,
entdo, ser aliado a outros na proposicdo de programas visando a conservagdo de
espécies. Assim, para melhor compreender a dindmica e 0s processos envolvidos na
manutengdo da biodiversidade, é necessario o conhecimento do padrdo de distribuicdo
da diversidade genética, fluxo génico e filogeografia das espécies que compdem um
ecossistema Rahimmalek et al. 2009).

Diversos métodos de estimativa de biodiversidade tém sido propostos para a
identificacdo de areas prioritarias para a conservacdo. A distribuicdo geogréfica no
tempo evolutivo é um dos critérios que pode ser utilizado neste tipo de avaliagdo. Ha
indicios de que espécies que sempre foram raras nao sofrem tanto com as consequéncias
genéticas do isolamento e do pequeno tamanho populacional, quanto as espécies que se
tornaram raras recentemente (Lutz et al. 2000). A identificacdo de linhagens evolutivas
intraespecificas atraves de analises filogenéticas moleculares também pode auxiliar a
priorizar grupos que incluam a maior historia evolutiva, identificando as linhagens que
rettm o maximo de variabilidade genética (Vazquez & Gittleman 1998). O acesso a
estrutura genética populacional de espécies ameacadas ou cujo habitat estd ameacado
permite identificar “hotspots” de biodiversidade e quais populagdes ou ambientes
estariam sujeitos a maiores riscos (Ford et al. 1998; Matolweni et al. 2000; Collevatti et
al. 2001). Atencdo especial deve ser dada as regides ricas em endemismos devido a
grande vulnerabilidade destas espécies que, além de apresentar uma distribuicao
geografica restrita, requerem nichos ecologicos especiais (Primack & Rodrigues 2001).

A fragmentacdo do habitat e as mudancas nas paisagens, tanto naturais como
aquelas provocadas pela acdo humana, tem reduzido o tamanho populacional e
aumentado o isolamento espacial de muitas espécies (Lowe et al. 2005; Farwig et al.
2008). Por fragmentacdo de habitat se entende como a perda de habitat adequado para
uma espécie e a separacdo de individuos dentro de manchas isoladas de habitats em
ambientes ndo adequados (Leimu et al. 2010).

Um tamanho populacional pequeno e o isolamento espacial podem levar a
erosdo genética decorrente da deriva, do aumento nos niveis de endocruzamento, do
reduzido nivel de fluxo génico, da ruptura dos processos de polinizacdo e do aumento
da probabilidade de extin¢des locais (Ellstrand & Elam 1993; Young et al. 1996; Ward
et al. 2005).



Paisagens originais tém sido reduzidas a mosaicos de habitats remanescentes,
cercados por areas desfavoraveis, em geral pelo uso da terra (Overbeck et al. 2022).
Neste processo, grandes populagdes sdo reduzidas ou subdivididas, possivelmente
levando ao isolamento (Pillar et al. 2009). A fragmentacdo do habitat pode levar a uma
reducdo da variabilidade genética através de eventos do tipo de gargalo de garrafa,
enquanto o efeito do fundador, a deriva genética e o fluxo génico restrito podem
aumentar o isolamento genético das populagdes e sua divergéncia. Estes efeitos
genéticos, além do possivel aumento do endocruzamento, podem levar a fixacdo de
alelos deletérios, colocando em risco a persisténcia destas espécies (Lutz et al. 2000).
Outra consequéncia importante da fragmentacdo do habitat € a possibilidade de colocar
em contato espécies espacialmente isoladas, permitindo a hibridacdo por contato

secundario.

1.2 As espécies estudadas

Petunia Jussieu (Solanaceae) é um género composto por 14 espécies atualmente
reconhecidas com o nimero cromossémico 2n = 14 (Stehmann et al. 2009). O género
Petunia é mundialmente conhecido em razdo da Petunia hybrida (Hook) Vilm.,
popularmente conhecida como petunia-de-jardim, a qual foi obtida a partir do
cruzamento controlado entre P. interior (T.Ando & Hashim.) e P. axillaris (Lam.)
Britton, Sterns & Poggenb (Segatto et al. 2014). S&o plantas que, em seus ambientes
naturais, apresentam reproducdo anual (Stehmann et al. 2009).

As espécies do género sdo herbaceas, rasteiras, apresentando caracteristicas
morfologicas de hastes eretas, ascendentes, decumbentes, podendo atingir até 1 m de
altura, com folhas sésseis ou pecioladas; suas flores estdo associadas a duas bracteas
opostas, célice verde, corola com formato funil, tubos longos ou curtos e coloracao
roxa, vermelha, branca ou rosada, com anteras amarelas ou violaceas (Stehmann et al.
2009). Aléem das caracteristicas morfoldgicas, as espécies de Petunia também podem ser
classificadas pelos tipos de polinizadores associados as suas caracteristicas de cor e
tamanho da corola formando dois grupos bem distintos (Reck-Kortmann et al. 2014):
um composto por espécies de tubo da corola curto, todas polinizadas por abelhas e com
coloracdo pdrpura, e outro com espécies de tubo longo, com flores de coloracao
vermelha polinizadas por beija-flores (Lorenz-Lemke et al. 2006), brancas e polinizadas
por mariposas (Venail et al. 2010), ou rosa e polinizadas por abelhas (Rodrigues et al.
2018).



Duas regides sdo consideradas como centro de diversidade para o género
Petunia: os campos subtropicais no Planalto Sul brasileiro e a regido da Serra do
Sudeste no Pampa (Stehmann et al. 2009). Estudos moleculares sugeriram que a area
ancestral do género tenha sido a regido do Pampa, com posterior dispersdo para regioes
de mais alta elevacdo (Reck-Kortmann et al. 2014). A diversidade de espécies do género
foi justificada pela acdo de diferentes forcas evolutivas que contribuiram para a
diferenciacéo e diversifica¢do das linhagens dentro do género, como eventos climéticos
do Pleistoceno permitindo especiacdo alopétrica, adaptacdo local e interacdo com
polinizadores (Lorenz-Lemke et al. 2010; Fregonezi et al. 2013).

O género é considerado jovem, com estimativas de divergéncia datando entre 1.3
(Lorenz-Lemke et al. 2010) e 2.8 milhGes de anos (Sarkinen et al. 2013), periodo no
qual as espécies estiveram sob a influéncia das mudancas climaticas do Quaternario,
que influenciaram significativamente os padrdes de distribuicdo de Petunia.

Os planaltos do Sul e Sudeste do Brasil séo regides com elevacdes superiores a
800 m acima do nivel do mar, compostas de mosaicos de campos abertos e florestas
com Araucaria (Safford 1999) (Figura 1). Essas terras altiplanas sdo locais de
ocorréncia de espécies endémicas de grandes elevacOes, as quais divergem entre si
devido a expansdo dos campos durante o Pleistoceno seguida de processos evolutivos
de vicariancia (Behling 2002). A influéncia climética durante o Plioceno-Quaternario,
com periodos glaciais seguidos de intervalos interglaciais, favoreceu a dinamica de
expansdo/contracdo das florestas e dos campos, formando relictos destes ultimos em
regibes mais elevadas, onde o clima mais frio e seco favoreceu processos de especiacao
alopatrica em diversos grupos de plantas, incluindo as espécies de Petunia (Barros et al.
2015).

No presente trabalho, selecionamos cinco espécies de Petunia (P. bonjardinensis
T. Ando & Hashim., P. guarapuavensis T.Ando & Hashim, P. reitzii L.B.Sm. &
Downs, P. saxicola L.B.Sm. & Downs e P. scheideana L.B.Sm. & Downs) como
representantes do clado de tubo curto da corola. Essas espécies provavelmente
compartilham os mesmos polinizadores, dos quais abelhas solitarias do género
Pseudagapostemon ja foram encontradas forrageando as espécies de Petunia (Stehmann
et al. 2009). As espécies aqui estudadas sdo auto-incompativeis (Tsukamoto et al. 1998)
e possuem forma de dispersd@o de suas sementes por autocoria, no qual as sementes
caem livremente perto da planta mde na abertura do fruto maduro, elas ocorrem nos

campos de altitude da regido sul do Brasil (Figura 2) e foram coletadas nessa regido de
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forma a contribuir para o entendimento dos processos de diversificagdo deste grupo de

plantas.

SSER——-

Figura 1. Regides do Planalto Sul do Brasil. A e B: Campos de Altitude; C e D: Mosaico de campos

abertos e floresta com Araucaria; E: Pradaria, local de ocorréncia de espécies de Petunia e F: Petunia sp.

Petunia bonjardinensis ocorre em uma area restrita do planalto sul-brasileiro,
municipio de Bom Jardim da Serra, estado de Santa Catarina. Possui corola
campanulada de coloracdo parpura. O estigma encontra-se posicionado acima das
anteras do par mais longo de estames, caracteristica que facilmente diferencia a espécie
das demais de ocorréncia na mesma area (Stehmann et al. 2009).

Petunia guarapuavensis tem distribuicdo geografica nas terras de campo, em
elevagdes de aproximadamente 800 m, nos estados brasileiros de Santa Catarina e
Parand. Possui o tubo da corola curto, com o interior esbranquigado e coberto por um
reticulo roxo profundo, estigma esbranquicado, estames longos apresentando anteras
separadas (Ando et al. 2005).

Petunia reitzii ocorre em altitudes de cerca de 1000 m de elevacdo e esta
associada a floresta com Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze. Esta espécie cresce
nas paredes de pequenas falésias ao lado de rios (Ando et al. 1999) e nas encostas e
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beiras de estrada da regido dos Campos de Cima da Serra, estado de Santa Catarina;
possui flores com corola em forma de funil, de coloracdo vermelha brilhante (Stehmann
et al. 2009).

South America

\»?
Distribui¢do das Espécies
®P. bonjardinensis

Oo-z0 i : ® P guarapuavensis

Bizzﬂgg & B : . @P reitzii

E?’D ) 4 ) P saxicola
. 3 eP scheideana

Figura 2. Distribuicdo geografica das espécies de Petunia de altitude estudadas na presente tese.

Os individuos de P. saxicola podem ser encontrados crescendo em escarpas
Umidas e afloramentos rochosos numa pequena area na fronteira do planalto sul-
brasileiro, municipio de Otacilio Costa, Santa Catarina. Suas flores possuem corola de
cor vermelho vibrante, com estigma exsudado acima das anteras do par mais longo de
estames (Stehmann et al. 2009).

Petunia scheideana possui estigma maior que 1,5 cm de comprimento,
localizado no mesmo nivel das anteras do par mais longo de estames, corola funelforme
com coloracdo puarpura palida a esbranquicada com reticulagbes purpureas
contrastantes; o pdlen é azulado e as folhas séo glabras. Com distribuicdo geogréafica em
altas altitudes (800 - 1200 m de elevacdo), ocorre nos estados brasileiros de Santa
Catarina e Parand, em associacdo as florestas com Araucaria. Sua ocorréncia é em
zonas entre pradarias e florestas ou em &reas de campo aberto e beiras de estradas. E
considerada como sindbnimo de P. guarapuavensis por alguns autores por
compartilharem os mesmos atributos florais e vegetativos (Stehmann et al. 2009).

Estas espécies ja foram analisadas do ponto de vista filogenético (Reck-
Kortmann et al. 2014) e baseado na diversidade genética de marcadores plastidiais de

seus individuos (Lorenz-Lemke et al. 2010). Uma vez que ainda ndo foram abordados
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aspectos evolutivos e populacionais a partir de marcadores genéticos nucleares, o
presente trabalho foi proposto.

A presente tese foi composta de dois capitulos, contemplando os objetivos
descritos a seguir, e dividindo as espécies de acordo com o problema central abordado e
a distribuicdo geografica. As espécies aqui abordadas sdo endémicas, raras e com
distribuicdo restrita aos Campos de Cima da Serra e no primeiro capitulo, foram
incluidas as espécies P. bonjardinensis, P. reitzii e P. saxicola para as quais as
informacdes sobre a estrutura populacional, a diversidade genética e o modo de
reproducdo podem contribuir para a sugestdo de programas de conservacdo das
espécies. No segundo capitulo, estudamos as espécies P. scheideana e P.
guarapuavensis para as quais uma abordagem genética da diversidade individual pode
contribuir também para elucidar dividas taxondmicas. Essas espécies sdo consideradas
sinbnimas, e apesar de apresentarem sobreposicdo das distribuicbes geograficas, elas
apresentam diferencas graduais de elevacdo e por essa razdo ocupam diferentes nichos
ecoldgicos. Alem de ocuparem regides disjuntas das espécies estudadas no primeiro

capitulo, localizadas mais ao norte na distribuicdo geografica.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral da presente tese foi contribuir para o entendimento dos

processos especiacdo no género Petunia. Para isso, a tese foi dividida em dois capitulos

com objetivos especificos proprios e amostragens adequadas a cada diferente

abordagem.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram:

Avaliar a diversidade genética e estrutura populacional das espécies endémicas
dos campos de altitude no sul da América do Sul: P. bonjardinensis, P. reitzii, P.
saxicola, P. scheideana e P. guarapuavensis através da analise de marcadores
moleculares do tipo microssatélites;

Identificar o status de conservacéo e risco de extingdo dessas espécies;
Contribuir para o entendimento dos sistemas reprodutivos destas espécies e seu
papel na estruturacdo da diversidade genética;

Testar barreiras ao fluxo génico entre estas espeécies;

Testar modelos evolutivos e demograficos para a origem destas espécies;
Contribuir para a taxonomia do género identificando os limites entre as espécies

P. guarapuavensis e P. scheideana.
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3. Capitulo 1.

Artigo publicado no periddico Botanical Journal of the Linnean Society como artigo

original

Genetic diversity in micro-endemic plants from highland grasslands in southern
Brazil

ANALU SOUZA, GIOVANNA C. GIUDICELLI, MARCELO C. TEIXEIRA,
CAROLINE TURCHETTO, SANDRO L. BONATTO, LORETA B. FREITAS

Resumo

A estrutura genética populacional resulta da interacdo entre eventos historicos,
condicdes ecoldgicas atuais e tragos de vida. A estrutura genética e o fluxo génico entre
populacdes sdo importantes para a dindmica das espécies, principalmente para espécies
raras e ameacadas de extin¢do, que sdo mais vulneraveis as mudangas e fragmentacao
da paisagem. Aqui nds avaliamos a diversidade genética, estrutura populacional e fluxo
génico em Petunia bonjardinensis, P. reitzii e P. saxicola, trés espécies raras que sao
endémicas de pastagens subtropicais no sul da América do Sul. Analisamos a
diversidade e estrutura genética considerando eventos histéricos, como efeito fundador
e mudancgas climaticas, e caracteristicas biologicas de cada espécie. Também estimamos
0 estado de conservacdo dessas trés espécies. Coletamos amostras de todos o0s
individuos adultos e locais de ocorréncia que puderam ser encontrados em mesma
estacdo de floracdo, genotipando-os com 13 marcadores microssatélites nucleares.
Nossos resultados sugerem que a raridade é provavelmente historica para essas trés
espécies, uma vez que nao encontramos evidéncias genéticas de gargalos recentes.
Petunia bonjardinensis, que possui a maior area de ocorréncia e tamanhos
populacionais, apresentou 0s maiores indices de diversidade. As outras duas espécies
apresentaram menor diversidade genética, sendo geograficamente mais restritas. O
fluxo génico entre essas espécies foi baixo, embora elas compartilhem algum
polimorfismo genético ancestral. Migracdo historica, efeito fundador e ciclos climaticos
do Pleistoceno explicam a diversidade genética que também foi influenciada pela

biologia reprodutiva e perda recente de habitat, enquanto a paisagem influenciou a
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estrutura populacional. Com base nos critérios da IUCN, as trés espécies estdo
ameacadas de extin¢do e provavelmente o principal risco para sua sobrevivéncia é a
atividade antrépica na area de ocorréncia. Recomendamos um programa urgente de

preservacao dessas espécies in situ e ex situ.

Palavras-chave: Petunia; Solanaceae; diversidade; endemismo; raridade; conservagao.
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4. Capitulo 2.

Artigo em preparacgdo para ser submetido ao periodico Botanical Journal of the Linnean
Society como artigo original

Genetic and species diversification in Solanaceae from South American subtropical

highland grasslands

ANALU C. SOUZA, CAROLINE TURCHETTO, LORETA B. FREITAS

Resumo

A complexa estrutura e distribuicdo da diversidade genética dentro e entre populacdes
de plantas dependem da interacdo de forcas evolutivas como selecdo, mutagéo, deriva
genética, alem da histéria de vida, caracteristicas, sistema de acasalamento, formas de
dispersdo do pdlen e sementes da espécie. Neste estudo, avaliamos a distribuicdo da
variabilidade genética de Petunia guarapuavensis e P. scheideana, duas espécies
endémicas, raras, com distribuicdo geografica restrita aos campos subtropicais de
altitude no sul da América do Sul. Baseamos nossas analises em microssatélites
nucleares com o objetivo de desvendar ambiguidades taxonémicas que consideram
essas entidades como sindnimos apesar de ocuparem diferentes clados na arvore
filogenética do género. Encontramos variabilidade genética moderada a baixa para cada
espécie. Nossos achados suportam que ha diferenciacdo genética entre essas espécies, 0
que sugere que elas sdo entidades taxonémicas independentes. As analises do estado de
conservacdo apontaram para uma ameaca de extingdo para essas espécies devido a perda

de habitat e fragmentacao da paisagem.

Palavras-chave: Petunia; diversidade genética; estrutura populacional; conservacao;

especiacao.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

De modo geral, espécies endémicas ou de distribuicdo geografica restrita séo
associadas a baixos niveis de diversidade genética e, considerando a fragmentacdo do
habitat, com baixo fluxo génico. Frequentemente compostas de poucas populagdes e/ou
poucos individuos por populacéo, essas espécies sdo consideradas raras (LOpez-Pujol et
al. 2013). Embora ndo observado muito frequentemente, espécies raras podem
apresentar alta diversidade genética, algumas vezes associada a adaptacdes ecoldgicas a
diferentes ambientes (p/ ex., Turchetto et al. 2016).

Nesta tese, foram estudadas cinco espécies do género Petunia Juss. (Solanaceae)
que podem ser classificadas como raras, quer por serem altamente restritas, quer pelo
pequeno numero de populacdes ou individuos em cada uma delas. O objetivo geral,
aqui, foi contribuir para o entendimento dos processos de especiacdo no género,
analisando estas espécies que se distribuem nos campos de altitude no sul do Brasil.

O entendimento dos processos de especiacdo envolve entender também a
estrutura genetica das espécies e a distribuicdo da diversidade dentro e entre populaces,
e com isso fornecer informacgdes importantes para a conservacdo, uma vez que a
variabilidade genética direciona o potencial de enfrentar os desafios em decorréncia das
mudancas climéaticas e ambientais, especialmente considerando espécies raras e
ameacadas (Nag et al. 2014).

As espécies estudadas nos capitulos 1 e 2 confirmaram o padrdo esperado de
baixa diversidade genética associada a distribuicdo geografica restrita, enquanto que
aquelas com mais ampla distribuicdo apresentaram niveis de diversidade mais elevados.
O pequeno numero de populacdes ou individuos encontrados para as especies de P.
reitzii e P. saxicola, no capitulo 1, e P. scheideana, no capitulo 2, pode explicar, pelo
menos em parte, a variabilidade nuclear observada e a estruturacdo populacional destas
espécies. Ambos, combinados com a fragmentacdo no ambiente onde estas espécies
ocorrem.

O tamanho efetivo populacional baixo tende a favorecer a acdo de eventos
genéticos estocasticos como a deriva genética, 0 que pode aumentar a depressdo por
endogamia nessas populacbes. Embora as espécies de Petunia aqui estudadas sejam
consideradas autoincompativeis (Robertson et al. 2011), a fragmentacdo dos seus

habitats pode levar ao cruzamento entre individuos aparentados dentro das populacoes.
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Além disso, mecanismos de reversdo da autoincompatibilidade e ocorréncia de
endocruzamento biparental j& foi observado em outras espécies do género e relacionado
tanto & preservacao dos limites de espécies quando estas ocorrem em simpatria (p/ ex.,
Turchetto et al. 2015) como a adaptacdo local e formagdo de banco de sementes
intergeracional (p/ex., Rodrigues et al. 2019). O aumento dos niveis de endocruzamento
pode ter tanto efeitos positivos como negativos na adaptagdo e permanéncia dessas
espécies. Se por um lado pode intensificar a adaptacdo local, por outro pode dificultar a
colonizacdo de novos ambientes frente a mudancas climaticas ou degradacdo ambiental
por acdo humana (Kilkamp et al. 2018).

As espécies com distribuicdo mais ampla como P. bonjardinensis, estudada no
capitulo 1, e P. guarapuavensis, estudada no capitulo 2, apresentaram indices de
diversidade genética maiores que 0s observados nas demais. Para estas ndo foram
encontrados indicativos de reducdo do tamanho efetivo populacional. A variabilidade
genética encontrada nessas especies pode, assim, ser explicada, além de outros fatores,
por elevado polimorfismo ancestral.

Todas as especies aqui estudadas apresentam as caracteristicas de uma sindrome
floral ancestral no género, a melitofilia (Reck-Kortmann et al. 2014). Embora seus
polinizadores especificos ndo tenham sido formalmente estudados, abelhas pequenas e
solitarias, principalmente da subfamilia Colletidae e Halictidae, sdo frequentemente
vistas visitando e coletando néctar e polen das espéecies de Petunia que ocorrem nos
Campos de Cima da Serra (Stehmann et al. 2009; Mouga & Krug, 2010). Muitas dessas
abelhas apresentam capacidade limitada de forrageamento, visitando e coletando pdlen
de flores em populagdes proximas, o que pode contribuir para a manutencdo da
diversidade genética dentro das populacbes e a diferenciacdo e estruturacdo
populacional nestas espécies (Barbosa et al. 2013; Rivadeneira et al. 2020).

O relacionamento evolutivo das espécies estudadas no capitulo 2 reforca
achados prévios que preconizavam que P. guarapuavensis e P. scheideana sdo
entidades taxondmicas independentes (Lorenz-Lemke et al. 2010; Reck-Kortmann et al.
2014), apesar de sua grande semelhanca morfolégica e da proximidade de suas
distribuicdes. As baixas taxas de migracdo entre as duas espécies indicam a existéncia
de barreiras reprodutivas capazes de proteger o limite de espécies entre elas. Alem
disso, estas espécies ocorrem em diferentes altitudes, o que pode indicar um processo de
adaptacdo a diferentes condi¢cGes ambientais, que por sua vez dificulta o fluxo génico

entre espécies (Servedio & Noor 2003).
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As cinco espécies aqui estudadas tiveram origem recente (Lorenz-Lemke et al.
2010) e evoluiram sob o efeito das mudangas climaticas do Quaternario que, em
periodos de clima frio e seco, permitiram a migragdo do género Petunia para as terras
altas do sul do Brasil (Reck-Kortmann et al. 2014; Barros et al. 2015). Como
demonstrado especialmente no capitulo 1, estas espécies de Petunia sofreram grande
perda de habitat nas Ultimas décadas em decorréncia do uso da terra na regido e, como
outras espécies dos Campos Sulinos, encontram-se sob a ameaca de extingéo,
enfrentando os fortes desafios frente ao contexto de mudangas climaticas e a
transformacéo da paisagem (Andrade et al. 2016).

De acordo com os critérios da IUCN, as espécies aqui estdo sob o risco de
extincdo, principalmente pela fragmentacdo de suas areas de ocorréncias. Medidas de
manejo visando a conservacao de espécies sdo de fundamental importancia para evitar a
perda de variabilidade de espécies com distribuicdo fragmentada (Ralls et al. 2018). As
analises de adequabilidade de nicho para as espécies de Petunia, principalmente as
realizadas no capitulo 2, mostraram a diminui¢do de areas adequadas no futuro para
estas espécies em decorréncia dos cenarios de mudancas climaticas.

Desta forma, em ambos o0s capitulos, sugerimos que estas espécies sejam
preservadas em acles in situ e ex situ para que estes importantes representantes da

diversidade dos Campos Sulinos ndo sejam perdidos.
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