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RESUMO

O Bioma Pampa ¢ um dos seis grandes biomas brasileiros, estendendo-se também
para a Argentina e o Uruguai. Em termos geomorfoldgicos, € uma regido complexa, pois
inclui diversas unidades geradas em contextos tectdnicos e paleogeograficos distintos,
sendo que ¢ bem conhecida a continuidade geologica entre o Uruguai e RS. A conservacio
dos campos tem sido negligenciada; ameagada pelo aumento das areas com agricultura e
silvicultura (pinus e eucalipto), e por uma aplicagdo leniente da legislagdo ambiental, como
se tais formagdes naturais abertas nao tivessem a mesma importancia das florestas. O
género Petunia Juss. (Solanaceae) tem uma longa historia de cruzamentos artificiais, sendo
os hibridos de P. axillaris e P. integrifolia mundialmente disseminados como plantas
ornamentais conhecidos como petinias de jardim. P. axillaris possui ampla distribuigdo
geografica, ocorrendo em todo Bioma Pampa, geralmente em afloramentos rochosos em
beira de estrada. Através de caracteres morfoldgicos da flor, a espécie ¢ dividida em trés
subespécies: P. axillaris ssp. axillaris, P. axillaris ssp. parodii e P. axillaris ssp.
subandina. Nesse trabalho foram realizadas analises moleculares, morfologicas e
ecologicas, através do sequenciamento dos espagadores plastidiais trnS-trnG e trnH-psbA,
da medida dos caracteres florais e da utilizagdo de dados climaticos. O trabalho foi
realizado com populagdes naturais abrangendo a area de distribui¢ao da espécie. Os limites
geograficos das subespécies sdo amplamente equivalentes entre os critérios morfoldgicos e
ecologicos; para as subespécies axillaris e parodii, os dados suportam os dois grupos, ja
em relagdo as subespécies axillaris e subandina, esta separagdo ¢ fraca, porque apesar de
serem ecologicamente distintas, essas populagdes ndo sdo morfologicamente distintas uma
da outra. Os dados de cpDNA nao suportam os diferentes grupos, visto que as subespécies
compartilham haplétipos, o que sugere divergéncia recente e retencdo de polimorfismo
ancestral. Apesar da falta de resolugdo genealdgica e de apresentar estruturacdo geografica
pouco definida, os dados de cpDNA fornecem informagdes relevantes em relacdo a
biogeografia da espécie, a qual teria tomado uma vasta propor¢do geografica durante os
periodos frio e seco do Quaternario, periodo de expansdo dos campos. Os padrdes de
variagdo em P. axillaris, principalmente em relagdo a morfoldgica, sdo congruentes com a

continuidade geologica entre RS e Uruguai. Mais estudos, com outras espécies, serao
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relevantes para determinar se existe um padrao geografico de distribuicao das espécies

nessa regiao.
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ABSTRACT

The Pampa is one of the six major Brazilian Biome, covering also the Argentina
and Uruguay Countries. Concerning to geomorphology, it is a complex region because
includes several units generates in different tectonic and paleogeographic contexts and the
geological continuity between Uruguay and Rio Grande do Sul (RS) State is very well
known. This Biome is endangered because the increase of agriculture and forestry areas
and its conservations has been neglected. There is lax enforcement of environmental
legislation and has been given less importance than the rain forests. The genus Petunia
Juss. (Solanaceae) has a long history of artificial breeding being the hybrids of the P.
axillaris e P. integrifolia worldwide disseminated as ornamental plants and are known as
P. X hybrida or garden petunia. P. axillaris has a wide geographic distribution, occurring
throughout the Pampa Biome, usually in outcrops and in roadside. Based on morphological
characters of the flowers, this species is separated in three subspecies: P. axillaris ssp.
axillaris, P. axillaris ssp. parodii e P. axillaris ssp. subandina. In this work were carried
out molecular, morphological and ecological analysis by sequencing of cpDNA trnS-trnG
e trnH-psbA intergenic spacers, measurement of the floral traits and use of climate data.
Natural populations were studied in the whole area of species distribution. The
geographical limits of the subspecies are in agreement with morphological and ecological
criteria and for ssp. axillaris e ssp. parodii, the data support the two groups. The separation
between the ssp. axillaris e ssp. subandina is weak because although they are ecologically
distinct, they are not morphologically different. The cpDNA data do not support the
exclusivity of these groups since haplotypes were sharing among the three groups,
suggesting recent divergence and ancestral polymorphism retention. Despite the lack of
genealogical resolution and unclear geographical structure, the cpDNA data provide
relevant information about the biogeographic history of this species, which would have
occupied a large geographical area during the cold and dry in Quaternary when there was
grassland expansion. The patterns of variation in P. axillaris, especially morphological
variations, are consistent with the geological continuity between RS and Uruguay. Further
studies including others species will be important to determine the existence of a

geographic pattern of the species distribution in this region.
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1.INTRODUCAO

1.1 Caracterizacao do grupo de estudo
1.1.1 O Género Petunia

A familia Solanaceae L. compreende 2930 espécies distribuidas em 147 géneros.
Esta familia é composta por espécies que podem ser ervas, arbustos, arvores, trepadeiras ou
epifitas, geralmente caracterizadas por flores actinomorfas com cinco estames, cinco
pétalas e cinco sépalas concrescidas. Muitos membros desta familia s3o venenosos devido
a presenca de alcaldides, outros sdo fontes de drogas farmacéuticas ou narcoticas como,
por exemplo, Nicotiana (tabaco), Atropa (beladona) ¢ Datura (estramonio). A familia
Solanaceae também abriga diversas espécies usadas na alimentacdo humana, incluidas nos
géneros Solanum (tomate, batata, etc.) e Capisicum (pimenta), além de incluir diversas
espécies de interesse ornamental em géneros como Browallia, Brunfelsia, Cestrum,

Salpiglossis, Solandra e Petunia (Judd et al., 1999).

O género Petunia Juss. (Solanaceae) apresenta 14 espécies exclusivamente sul-
americanas, sendo a maioria delas encontradas no Sul ¢ Sudeste do Brasil (Stehmann et al.,
2009). A denominagdo “petiinia” € derivada de “petum, betum”, nome indigena do tabaco
(Nicotiana tabacum) que ¢ muito semelhante a Petunia nyctaginiflora (= Petunia

axillaris), uma das primeiras espécies descritas para o género (Stehmann, 1999).

Embora a metade das espécies do género seja endémica de regides muito restritas,
com algumas delas associadas a regides fitoecoldgicas especificas, Petunia axillaris (Lam.)
Britton, Sterns and Poggenb ¢ Petunia integrifolia (Hook.) apresentam uma distribui¢do
ampla (Stehmann, 1999). Conhecidas popularmente como petiinias-de-jardim, este género
tem uma longa historia de cruzamentos artificiais, sendo os hibridos entre P. axillaris e P.
integrifolia mundialmente disseminados como plantas ornamentais (Petunia X hybrida).
Hibridos artificiais entre P. axillaris (esfingofila) e P. integrifolia (melitofila) também tem

sido utilizados para investigar a arquitetura genética das diferentes sindromes de
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poliniza¢ao, onde foram encontrados de um a cinco loci envolvidos na determinagdo de

caracteristicas quantitativas (QTLs) distintivas entre as espécies (Stuurman et al., 2004).

Como ndo ha barreiras intrinsecas ao cruzamento entre diferentes espécies de
Petunia (Watanabe et al., 1996), os principais mecanismos de isolamento reprodutivo
encontrados no género sdo ecoldgicos (segregagdo floral e de habitat) e geograficos. As
espécies de Petunia florescem geralmente no mesmo periodo, ndo havendo isolamento
sazonal (Stehmann, 1999). A sindrome floral mais comum, e provavelmente ancestral, no
género Petunia é a melitofilia (conjunto de caracteres florais adaptados a polinizagdo por
abelhas), enquanto a ornitofilia (polinizagdo por beija-flores) e a esfingofilia (polinizagao
por mariposas) sdo consideradas sindromes derivadas (Stehmann, 1999). Em geral as
espécies melitofilas sdo autoincompativeis (Tsukamoto et al., 1998) sendo a polinizagdo
preferencialmente realizada por abelhas especializadas, num provavel processo de
coevolug¢do, uma ectapa fundamental para sua manuten¢ao (Stehmann, 1999). Petunia
exserta Stehmann (1999), P. secreta Stehmann & Semir (2005) e algumas linhagens de P.
axillaris sdo autocompativeis (Stehmann, 1999; Tsukamoto et al., 2003). Todas as espécies
apresentam frutos capsulares, secos quando maduros, que contem uma grande quantidade
de sementes pequenas que se depositam no solo proximo a planta mae (autocoria), sem um
sistema especializado de dispersdo a longas distancias. O vento pode auxiliar no processo

de dispersao (Stehmann, 1999).

A baixa incidéncia de hibrida¢do natural, apesar de exce¢des relatadas (Lorenz-
Lemke et al., 2006) sugere a existéncia de mecanismos eficientes de prevengdo ao fluxo
génico interespecifico. Mecanismos de isolamento reprodutivos estabelecidos por
adaptacdo a diferentes polinizadores parecem ser importantes na manuten¢do da
integridade genética entre espécies de Petunia (Stehmann, 1999). As diferentes sindromes
florais, aliadas a baixa diferenciagdo genética entre as espécies, sugerem a ocorréncia de
uma radiagdo adaptativa na evolugdo do género (Kulcheski et al., 2006). Tal fenomeno ¢é
definido como a evolucdo divergente de numerosas linhagens em um curto espaco de
tempo, acontecendo quando a evolugdo dessas linhagens divergentes envolve adaptacdo a

diferentes modos de vida (Futuyma, 1998).
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1.1.2 Petunia axillaris

Petunia axillaris ¢ uma das espécies parentais das petinias de jardim, foi
inicialmente encontrada em Montevideo (Uruguai) pelo botanico francés Philibert
Commerson ¢ foi descrita como Nicotiana axillaris por Lamarck (1793). Mais tarde o
género Petunia foi estabelecido por Jussieu (1803), e esta espécie foi tratada como tipica
deste género. P. axillaris possui ampla distribui¢ao geografica, ocorrendo no Brasil,
Uruguai, Argentina e Bolivia, em afloramentos rochosos e locais alterados como beiras de
estradas. No Brasil ¢ encontrada apenas na metade sul do Rio Grande do Sul (Ando, 1996),
em regides da Depressdo Central, Serra do Sudeste ¢ Campanha que compdem o Bioma
Pampa. No Uruguai ocorre em quase todos os Departamentos. Na Argentina habita a
planicie pampeana, bem como as serras da encosta subandina em altitudes de até¢ 3000
metros. Na Bolivia, ocorre no sul na regido subandina fronteira as provincias de Jujuy e

Salta da Argentina, em altitudes inferiores a 2700 metros (Stehmann, 1999).

Petunia axillaris floresce intensamente durante a primavera e completa seu ciclo
em um periodo de trés a cinco meses (Figura 1). Esta espécie possui flores brancas, com
corola de tamanho variavel, com 3 a 7 cm de comprimento (Stehmann, 1999). As flores
apresentam néctar com volume e concentragao relativamente constantes durante os dois
dias que duram e liberam um forte perfume ao entardecer. Esfingideos (mariposas
noturnas) sdo os polinizadores efetivos, sendo observadas também visitas de Xylocopa
augusti (Hymenoptera, Apoidea) pilhando néctar nas flores (Ando et al., 1995a ; Ando et
al., 1995b; Venail et al., 2010).
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Figura 1: Planta de Petunia axillaris e esfingideos, seu polinizador
efetivo: (@) Manduca sexta (polinizador preferencial); (b) Manduca
diffissa; (c) Eumorpha vitis; (d) Eumorpha labruscae (Imagens

retiradas de Venail et al., 2010, com permissao dos autores).

Morfologicamente, P. axillaris apresenta o tubo da corola longo e
hipocrateriforme, pdlen amarelo, folhas basais e apicais com tamanhos e formas diferentes
(heterofilia), pedunculos frutiferos eretos com capsulas grandes (mais de 9 mm de
comprimento) e sementes pequenas (com menos de 0,5 mm de comprimento), o ovario
ovoide possui placentacdo axilar com numerosos 6vulos, o estilete ¢ reto e levemente

curvado no apice. O habito das plantas € ereto ou ascendente (Stehmann, 1999).

O reconhecimento de taxa intraespecifico de P. axillaris através de observagoes
de campo promoveu uma longa histéria de confusdo dentro da espécie (Steere, 1931).
Entretanto, a atual analise de caracteres florais em espécimes de herbario (Cabrera, 1977,
Wijsman, 1982) e medidas de caracteres florais e vegetativos de populagdes cultivadas em
casa de vegetacdo a partir de sementes de populagdes naturais (Ando et al., 1994; Ando et
al., 1995a; Ando et al., 1995b) possibilitou dividir a espécie em trés subespécies: P.
axillaris ssp. axillaris, P. axillaris ssp. parodii ¢ P. axillaris ssp. subandina (Ando, 1996).
A subespécie parodii foi inicialmente descrita para exemplares encontrados na Provincia
de Formosa na Argentina pelo Agronomo Argentino Lorenzo R. Parodi, e foi descrita
como uma espécie independente por Steere (1931) e mais tarde tratada como uma
subespécie de P. axillaris por Cabrera (1977) (Ando, 1996). A subespécie subandina foi

descrita em 1996 pelo japonés Toshio Ando, através de observacdo de espécimes de
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herbario e de seu habitat, segundo ele esses exemplares de herbario estavam mal

identificados como sendo pertencentes a subespécie parodii.

Segundo Ando (1996), trés caracteres florais sdo capazes de distinguir as
subespécies, sendo P. axillaris axillaris e P. axillaris parodii facilmente identificadas por
diferencas na posigdo dos estames e na forma da corola: a subespécie axillaris tem estames
didinamos (dois estames longos, dois médios e um curto), corola com tubo curto (até 46
mm) e lobos arredondados nos apices, enquanto a subespécie parodii tem quatro estames
de igual comprimento (longos) e um curto, corola com tubo delgado e longo (mais de 46
mm) e lobos agudos nos apices; por sua vez, a subespécie subandina apresenta estames
fortemente didinamos (diferenca dos estames médios e longos varia de 2-3 mm), tubo
longo semelhante a ssp. parodii e lobos da corola assimétricos, sendo os trés superiores

mais agudos e os dois inferiores mais arredondados (Figura 2).
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Figura 2: Morfologia floral tipica de (1) Petunia axillaris ssp. axillaris;
(2) Petunia axillaris ssp. parodii, e (3) Petunia axillaris ssp. subandina.
Note-se a diferenga no tamanho do tubo da corola, mais curto em (1), os
estames didinamos, ausentes em (2), ¢ o formato dos lobos da corola,

diferente para as trés subespécies (Adaptado de Ando, 1996).
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As trés subespécies tém distribui¢ao disjunta, ou seja, sdo alopatricas (Ando et al.,
1995a; Ando, 1996), como representado no mapa da Figura 3. No Uruguai ocorrem duas
das trés subespécies: ssp. axillaris e ssp. parodii que apresentam distribuigdo disjunta
coincidindo o limite de distribui¢do com o Rio Negro: a ssp. parodii ocorre ao norte
enquanto a ssp. axillaris ocorre ao sul deste rio (Ando et al., 1994; Ando et al., 1995a;
Ando et al., 1995b). Entretanto, Kokubun et al. (1997), descrevem formas intermediarias
entre as duas subespécies no Uruguai, ao longo do Rio Negro e do Rio da Prata, além de
outras populacdes localizadas nos Departamentos de Tacuarembo, Paysandi, Durazno,
Soriano e Treinta y Tres, sugerindo uma introgressdo dos caracteres morfoldgicos por
contato secundario das duas subespécies. Apesar disso, os trabalhos que estudaram os
caracteres distinguiveis das subespécies (Ando, 1994, 1996; Kokubun et al., 2006) ndo
levaram em conta o grau de variabilidade intrapopulacional ou dentro das subespécies,

tendo sido feitas apenas analises usando a média das medidas por populagao.

Na Argentina ocorrem as trés subespécies: ssp. axillaris, encontrada somente nas
provincias centrais, Buenos Aires e La Pampa, regido plana, campestre € com um nimero
limitado de planaltos. Essa subespécie parece estar restrita a tais planaltos ou a regido
costeira de grandes rios (como o Rio da Prata, em Buenos Aires); ssp. parodii, que ¢é
amplamente distribuida a nordeste da provincia de Entre Rios, nas provincias de Santa F¢,
Corrientes, Chaco, Formosa, borda norte de Buenos Aires e na parte oriental de Cordoba.
Esta ¢ a regido ao norte do Pampa, chamada de Chaco, que se caracteriza por uma vasta
planicie arborizada; ssp. subandina, ocorre em regides montanhosas do norte das
provincias de La Pampa, San Luis, Mendonza, norte de Salta e Jujuy e na por¢ao oeste de
Cordoba. A distribuigdo desta subespécie ndao ¢ na Cordilheira dos Andes em si, mas no
sistema montanhoso entre os Andes e a Planicie Central, sendo que nas provincias de Salta,
Jujuy e Tucuman, essas regides sdo chamadas de Sierras Subandinas, enquanto que a

regido mais ao sul ¢ chamada de Sierras Pampeanas (Ando, 1996, citando Muscolo, 1970).

Em estudos posteriores, Kokubun et al. (2006) descrevem que no Rio Grande do
Sul ocorrem duas subespécies, também de forma disjunta: ssp. axillaris (Depressao Central
e Serra do Sudeste) e ssp. parodii (Regido da Campanha). Neste mesmo trabalho, através
de observagdes de campo, os autores descrevem que a morfologia floral da ssp. axillaris do
Rio Grande do Sul ¢ diferente da encontrada em outros locais de distribuicao desta

subespécie, sugerindo ser uma forma intermediaria entre as subespécies axillaris e parodii.
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Figura 3: Mapa da distribui¢do de Petunia axillaris no Uruguai (adaptado de
Ando, 1995), na Argentina (adaptado de Ando, 1996) e Sul do Brasil (pontos
coletados por nosso grupo de pesquisa LEM-UFRGS).

Lorenz-Lemke et al. (2006) estudaram algumas populagdes de diferentes espécies
de Petunia do Pampa Gaucho e encontraram plantas com caracteristicas morfologicas
intermediarias entre P. axillaris ssp. axillaris e P. exserta, que ¢ uma espécie endémica de
formacgdes rochosas da Serra do Sudeste do Rio Grande do Sul. Esses resultados sugerem
que as diferencas florais e a ocupagdo de habitats especificos podem ndo constituir
barreiras reprodutivas eficientes entre estas duas espécies atualmente. Os hibridos
putativos foram encontrados dentro de reentrancias rochosas (abrigos) em torres areniticas,
juntamente com populagdes de P. exserta. Proximos a estes locais, mas em areas
ensolaradas, foram encontradas plantas com morfologia tipica de P. axillaris ssp. axillaris.
Os marcadores plastidiais (trnH-psbA e trnS-trnG) revelaram um padrdo espacial de
ocorréncia, no qual praticamente todas as plantas presentes no mesmo abrigo,
independentemente do fenotipo, apresentavam o mesmo haplotipo. A impossibilidade de
distinguir as populagdes simpatricas de P. axillaris ssp. axillaris ¢ P. exserta através das
linhagens de cpDNA indicou que, além das plantas com morfologia intermediaria, plantas

com fenotipo parental também podem representar hibridos interespecificos.

Diante disso, sdo necessarios mais estudos para avaliar a variagdo dos caracteres

morfologicos florais que distinguem as trés subespécies de P. axillaris ao longo de sua
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distribuicao, associando com analises de DNA para uma melhor compreensao da historia

evolutiva dessa espécie.
1.2 O Pampa

O Pampa abrange regides pastoris em planicies de trés paises da América do Sul,
cerca de dois ter¢os do estado brasileiro Rio Grande do Sul, as provincias argentinas de
Buenos Aires, La Pampa, Santa Fé, Entre Rios e Corrientes ¢ a Republica Oriental do
Uruguai. Esté localizado entre 30° e 34° latitude sul e 57° e 63° latitude oeste (Figura 4).
No Brasil, s6 existe no Rio Grande do Sul e ocupa 63% do territério do estado. O Pampa,
como bioma (IBGE, 2004), ¢ a reunido de formagdes ecoldgicas que se intercruzam em
uma formacao ecopaisagistica unica, com intenso trafego de matéria, energia e vida entre
0s campos, matas ciliares (de galeria), capdes de mato e matas de encostas, suas principais
formagdes. Abrange uma area de 176.496 km? 2,07% da parcela do territorio brasileiro

(Suertegaray & Silva, 2009).

Figura 4: (A) Mapa representando a regido de abrangéncia do Pampa, tom de
verde escuro (http://br.geocities.com/biomapampa/mapa_bioma_pampa.jpg);
(B) Bioma Pampa Brasileiro, restrito ao estado do Rio Grande do Sul, em

amarelo (IBGE, 2004).

Em termos geomorfologicos, o Pampa ¢ uma regido complexa, pois inclui
diversas unidades geradas em contextos tectonicos e paleogeograficos distintos (Paim et

al., 2000), incluindo desde elementos magmaticos intrusivos (granitos) do Proterozodico
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médio, até sedimentos Holocénicos do litoral, em uma faixa que inclui também rochas
basalticas do Mesozoico, além de uma série de elementos sedimentares (IBGE, 1997b). O
mapa apresentado na Figura 5 mostra uma grande area de relagdes geologicas do Uruguai
com o Sul do Brasil, relacdes essas que obviamente afetam a distribuicdo das espécies

vegetais (Grela, 2004).

Argentina

. Manto Basaltico

. Cobertura Sedimentar Gondwénica

- Macigo Cristalino

D Cobertura Sedimentar Cretaceo ¢ pos Cretaceo

Figura 5: Esquema geoldgico do Uruguai e Rio Grande do Sul.
Podem-se perceber areas de similaridade de ambos. Regido em
cinza que forma um arco ¢ a chamada Depressdo Central
Gaucha, que se extende pelo territorio do pais vizinho

(modificado de Grela, 2004).
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Essa continuidade geoldgica entre o Sul do Brasil e o Uruguai ¢ bem conhecida e
se manifesta nas caracteristicas geomorfologicas, fisiograficas e edaficas. Particularmente
o conjunto de “quebradas” no extremo noroeste de Tacuaremb6 e Rivera ¢ o fim de um
vasto e complicado sistema produzido a partir de contato entre arenitos do Tridssico e
Jurassico e basaltos do Cretaceo, que abrange geograficamente desde o norte do estado de
Sao Paulo até atingir seu limite sul entre Torres, na fronteira entre os estados de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, a leste, e regides dos Departamentos de Rio Negro e
Durazno, no Uruguai, mais a oeste. O arco formado entre Torres e o noroeste do Uruguai,
em tom de cinza no mapa da Figura 5, é a chamada Depressdo Central Gatucha, que

possibilita uma conexado entre os diferentes tipos de Flora do sul do Brasil com o Uruguai

(Fambrini et al., 2005).

J& o Planalto Sul-Riograndense, representado em de verde no mapa da Figura 5,
representa uma continuidade geomorfologica, a sudeste, entre grande parte da metade sul
do Rio Grande do Sul (a sul do Rio Jacui) e sul e leste do Uruguai, através de um conjunto
de serras que se estende desde a Serra do Sudeste, no RS, até Punta Ballena e a Sierra de
Las Animas, no Departamento de Maldonado, passando por Aceguid e Centuriéon (no
nordeste do Departamento de Cerro Largo). Geologicamente, trata-se de afloramentos de
rochas igneas efusivas e intrusivas e/ou metamorficas do Proterozoico Superior que
proporcionam um relevo relativamente acidentado com alturas que podem alcangar de 500

m ao nivel do mar (IBGE, 1997a; Bossi et al., 1998).

Na Argentina, a planicie pampeana ¢ delimitada pelos afloramentos rochosos de
Tandil (Proterozoico) e La Ventana (Paleozoico), a sul, e pelas Serras Pampeanas de
Cordoba e San Luis, a oeste (Crisci et al., 2001). A noroeste, as planicies ¢ depressdes
continuam até chegar a regido geografica do Chaco, que inclui o centro norte da Argentina,
oeste do Paraguai e sudoeste da Bolivia, totalmente desprovida de afloramentos rochosos e

coberta por sedimentos Devonianos.

Grela (2004) citando Chebataroff (1960) ressaltou as obvias diferencas fisicas
entre o Uruguai e a area de “Pampas” no territorio Argentino. As mais relevantes sdo: o
subsolo do Uruguai é extremamente variavel, com afloramentos rochosos que possuem
idade desde o Proterozoico até o Quaternario. Este, por sua vez, determina uma grande

variabilidade de tipos de solo (derivados de rochas basalticas, graniticas, areniticas, silte,
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etc.), e de formas de relevo. Assim, a oeste do Uruguai tem uma importante
descontinuidade geologica, o que implica uma mudanca nas condigdes fisiograficas e de
solo, embora isso ndo necessariamente implique na existéncia de uma barreira a

distribuicdo de espécies (Grela, 2004).

A variacdo no substrato geoldgico e na altitude contribui para a diversidade de
tipos vegetacionais da regido (Suertegaray & Silva, 2009). O tipo de vegetagdao
predominante do Bioma Pampa recebe varios nomes, alguns de origem local como
"pampas" ou "campos", e outros atribuidos pela sua semelhangca com outros tipos de
vegetacdo como "estepes", "savana", "pradaria", "pastagens", etc. No entanto, esta regiao
de dominancia de formagdes herbaceas esta longe de ser homogénea em sua fisionomia
(vegetacdo), onde a auséncia de barreiras significativas (com exce¢do do Rio da Prata,
talvez da Lagoa Mirim, e a Laguna dos Patos) ¢ um fator que, sem duvida, desempenha um
papel importante na definicdo dos limites fitogeograficos, que determinam uma mudanca
gradual na composicdo floristica de toda a regido. Assim, também ¢ razoavel que se

conceba a mesma como uma grande area de transicao (Grela, 2004).

No territério brasileiro, a maior parte da vegetagdo que compoe esse bioma ¢
classificada como savana parque, que se caracteriza por apresentar um extrato herbaceo
continuo, com arvores espalhadas ou agrupadas, e por matas de galeria. Esta formacao
recobre relevos fortemente ondulados até montanhosos, solos pouco profundos e com
afloramentos rochosos. A savana ocupa vasta distribuicdo geografica no Planalto Sul-Rio-
Grandense, razdo pela qual faz limite com quase todos os tipos de vegetacdo existentes no
Estado (Teixeira et al., 1986). A natureza de mosaico do Pampa e suas conexdes com
outros biomas também se expressa na aparicdo de diversos elementos de distintas floras

sul-americanas em sua composicao (Grela, 2004).

O cenario das paisagens pampeanas esta ambientado sob a influéncia de um clima
temperado, classificado como mesotérmico brando e superumido, com visitas periddicas
das frentes frias no inverno (junho-setembro), quando ¢ comum as temperaturas baixarem
a 0°C. Os verdes sdao quentes, tendo uma variagdo média de 22°C a mais de 34°C de
temperatura entre dezembro e margo. Precipitagdes anuais variam entre 1.250 e 1.500 mm,
ndo se observando a configuracdo de uma estacdo seca. Um clima significativamente

umidificado que privilegia a expansdo de plantas de crescimento secundario (lenhosas de
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porte arbdéreo e arbustivo, como as espécies de matas de galerias e ciliares) sobre o tapete
campestre, onde as condi¢des hidricas e edaficas sdo favoraveis, como os vales fluviais e

as encostas rebaixadas e imidas (Suertegaray & Silva, 2009).

A origem dos campos neste bioma ¢ incerta. Segundo Rambo (1954), o fator
determinante seria o controle exercido pelo solo, sendo o clima geral propicio ao
desenvolvimento de florestas subtropicais. Embora a regido do Pampa ja fosse dominada
por campos quando da chegada dos seus primeiros habitantes no final do Pleistoceno
(Behling, 2002b), foi a partir de 1800, com a intensa colonizagdo dessa regido por colonos
europeus, que houve uma alteracdo mais significativa da composicdo vegetal da regido,
principalmente devida ao pastoreio e a implantagao de cultivos agricolas. Atualmente, a
introducdo de espécies exoOticas e a implantagdo da induastria de reflorestamento
representam ameagas consideraveis a biota do Pampa (Pillar, 2006). O Bioma Pampa esta
pouco representado em areas protegidas e um maior conhecimento sobre sua historia e
diversidade ¢ fundamental para auxiliar os esfor¢os de conservagao nessa regiao (Martino,

2004).

1.3 Filogeografia

A filogeografia é o campo de estudos envolvidos com os principios € processos
que governam a distribui¢do geografica das linhagens genéticas, especialmente aqueles
dentro e entre espécies (Avise, 2000). Inferéncias filogeograficas podem contribuir para
um amplo estudo de ecologia e evolugdo em varios aspectos, tal como a identificacdo de
regides evolutivamente independentes. Tais abordagens ainda podem fornecer um contexto
evolutivo e geografico para as espécies e populacdes, compreendendo as comunidades
ecoldgicas e assim permitindo a determinacdo das influéncias histéricas e espaciais nas
amostras de riqueza de espécies (Ricklefs & Schluter, 1993; Young, 1996; Bermingham &
Moritz, 1998). Outro potencial dos estudos filogeograficos ¢ o de permitir o entendimento
e a identificagdo da historia de areas isoladas evolutivamente, podendo assim orientar
estratégias e prioridades para a conservagdo das mesmas (Bermingham & Moritz,1998;
Moritz, 2002). Estudos filogeograficos de diversas espécies tém revelado muito sobre a

natureza demografica e histérica da evolugao intraespecifica (Avise, 2009).
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Varios sdo os exemplos de estudos filogeograficos em plantas que discutem um
panorama evolutivo de grandes areas, sendo a maioria deles relacionada a regides
temperadas (Aoki et al., 2006; Bauert et al., 2007; Chen et al., 2007; Fujii, 2007; Chen et
al., 2008; Li et al., 2008; ; Ortiz et al., 2008; Latch et al., 2009). Por outro lado, um
nimero limitado de estudos abordam padrdes filogeograficos de espécies de plantas
presentes em regides neotropicais (Lorenz-Lemke et al., 2005; 2006; Miller et al., 2008;
Colevatti et al., 2009; Palma-Silva et al., 2009; Ramos et al., 2009; Turchetto-Zolet, 2009;
Arana et al., 2010; Novaes et al., 2010), ¢ menos ainda nas planicies sul americanas

(Speranza et al., 2007).

Embora muitas espécies mostrem estrutura filogeografica significante, excegdes
existem e estas podem ser altamente informativas sobre muitos principios filogeograficos
(Avise, 2009). Processos geologicos juntamente com episddios climaticos do Quaternario
sdo considerados por muitos autores como tendo desempenhado o maior papel na atual
distribuicao e evolucdo de plantas (Hewitt, 1996; Hewitt, 2000; Vargas, 2003; Pielou,
2008). Oscilagdes climaticas afetam diferentes partes do globo de maneira diversa,
dependendo da distdncia em que se encontram em relacdo ao Equador, da massa
continental, e da presenca ou auséncia de cadeias de montanhas. Durante o Ultimo
Maximo Glacial a maior parte do Hemisfério Norte foi coberta por gelo (Hewitt, 1996), ja
o Hemisfério Sul, no entanto, ndo foi submetido a extensivas glaciacdes embora seu clima

tenha sido consideravelmente modificado (Clapperton, 1993).

As consequéncias bidticas das mudangas climaticas no sul do Continente
Americano tem sido discutidas em relacdo a contragdo e expansdao da flora Andina
(Simpson & Todzia, 1990; Premoli et al., 2000; Pastorino & Gallo, 2002; Pastorino et al.,
2004; Muellner et al., 2005; Serrano-Serrano et al., 2010), da contracdo da floresta
Amazonica para ilhas ou refugios (Ledru, 1993; Colinvaux et al., 1996; Prance, 1996;
Miles et al., 2004;), da formagdo de refugios da floresta Atlantica (Carnaval & Moritz,
2008; Carnaval et al., 2009), da expansdo de formagdes abertas tropicais e subtropicais
(Behling, 1995, 1997, 2002a; Behling & Pillar, 2007; Behling et al., 2007; Behling, 2002c)
e da expansdo de floresta sazonalmente seca (Pennington et al., 2000; Pennington et al.,
2004). Porém, existem poucos trabalhos estudando a biogeografia de plantas, neste
contexto, nas planicies tropicais e temperadas do sul da América do Sul (Speranza et al.,

2007).
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Nas planicies baixas do Sul da América do Sul, os numerosos episodios de
mudancgas climaticas e geomorfoldgicas do Quaternario tem sido critico na formagao do
atual padrao de distribuicdo das espécies (Ab’Séber, 1977; Burnham & Graham, 1999).
Entretanto, os mecanismos de expansdo e retracdo da vegetacdo nessas areas, bem como
muitas das informagdes sobre as mudangas paleoambientais durante o Pleistoceno e
Holoceno, vem de estudos geomorfologicos e estratigraficos, incluindo fésseis de madeira
e vertebrados (Tonni & Fidalgo, 1978; Iriondo, 1981; Iriondo, 1992; Iriondo & Garcia,
1993; Prieto, 1996; Zucol et al., 2005; Iriarte, 2006; De Francesco et al., 2007). Muitos
desses estudos suportam a idéia de que o elemento subtropical tem expandido e contraido
repetidamente na dire¢do sudoeste/nordeste. Consequentemente, eventos do Quaternario
perturbaram as espécies, causando a extingdo de populacdes locais € mudando a pressao
seletiva, produzindo uma consideravel reorganizagdo genética que pode ser refletido no
conjunto génico de cada uma das espécies modernas. Ab’Saber (1977) propos que durante
a fase seca, os elementos da flora atual, que sdo adaptados as condigdes mais imidas,
sobreviveram em refligios de pastagens associados com encostas e planaltos. De acordo
com essa hipotese, o atual padrdo geografico da variacdo genética dentro de um sistema
bioldgico apropriado pode ser associado com as regides de maior altitude na planicie
sulamericana. A distribuicao geografica da variabilidade genética de espécies pode ser

interpretada em relacdo a histéria geomorfologica e climatica da érea.

1. 4 Marcadores Moleculares, Morfologicos e Especiacio.

O avango da utilizagdo de marcadores moleculares ¢ o enriquecimento das
analises filogenéticas intraespecificas possibilitaram a interpretacdo de possiveis cenarios
evolutivos, como o tempo e o padrao de divergéncia entre as populagdes de uma mesma
espécie ou de espécies relacionadas. O isolamento através de uma barreira geografica pode
interromper o fluxo génico entre as populagdes, promovendo divergéncia e diferenciagao
entre os grupos, através da deriva genética e da sele¢ao natural (Futuyma, 2002). Espécies
de origem muito recente ou que apresentam dispersdo e fluxo génico a longas distancias
podem nd3o apresentar diferenciacdo geografica, ndo havendo coeréncia entre o
relacionamento genético ¢ a distribui¢do das populagdes analisadas. Ja espécies que
apresentam linhagens genéticas distintas, formando grupos monofiléticos, geralmente

passaram por longos periodos de barreiras ao fluxo génico (Avise, 2000).
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Dados genéticos frequentemente sdo usados para delimitar espécies, onde este
estatus ¢ determinado com base em um critério exclusivo, tal como monofilia reciproca.
H4 intimeros exemplos empiricos de incongruéncias entre os limites inferidos a partir de
dados genéticos em comparacdo com outras fontes de dados, como a morfologia, em

espécies recentes (Knowles & Carstens, 2007).

O padrao da variacdo genética reflete o modo de especiacdo e o tempo de
divergéncia de provaveis espécies irmas, mas naturalmente, as caracteristicas genéticas
devem ser consideradas em um contexto ecoldgico, espacial e temporal, de acordo com as
regides geograficas particulares e com os eventos geoldgicos nelas ocorridos (Hewitt,
2001). Oscilagdes paleoclimaticas periodicas alteraram fortemente a disponibilidade de
habitats e produziram grande impacto na distribuicao e historia evolutiva de muitos grupos
biologicos (Knowles, 2001). Muitas discussdes usam o contexto geografico para classificar
os modos de especiagdo. Especiacdo alopatrica ocorre quando uma barreira fisica ou a
propria distancia reduzem o fluxo gé€nico entre as populagdes, estas quando isoladas se
diferenciam através de mutagdes e alteram suas frequéncias alélicas por deriva genética ou
selecdo natural, até que ocorre o isolamento reprodutivo. Especiagdo por vicariancia ocorre
quando duas populagdes sdo separadas pelo surgimento de uma barreira extrinseca,
enquanto que a especiagdo peripatrica ocorre quando ha formagdo, geralmente por
dispersdo, de uma subpopulacdo periférica a partir da populagdo original e, apos varias
geragdes, ocorre o isolamento reprodutivo. Essa segunda possibilidade ¢ comum em
eventos de colonizagdo de ilhas a partir do continente. Ja na especiagdo simpatrica, uma
barreira bioldgica ao intercruzamento se origina dentro dos limites de uma populacao, sem
nenhuma segregacdo espacial das espécies incipientes (Futuyma, 2002; Coyne, 2004;
Butlin et al., 2008). A especia¢do simpatrica parece ser mais comum em plantas que em

animais e pode ocorrer em uma ou poucas geragdes (Judd et al., 1999).

Os modelos instantaneos mais aceitos sao a hibridacao seguida de poliploidia
(alopoliploidia); a modificagdo do sistema reprodutivo de auto-incompativel para auto-
compativel; as modificagdes cromossdmicas estruturais, que levam a interesterilidade; e as
mutagdes em genes de grande efeito nas estruturas reprodutivas (Judd et al., 1999).
Quando comparados com outros grupos, os individuos de uma mesma espécie sao mais
relacionados entre si (Conceito Filogenético de Espécie) e suas moléculas mostram um

ancestral comum mais recente. Em locais onde populagdes distintas geneticamente se
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intercruzam formam-se zonas hibridas. Por outro lado, populagdes em processo de
especiagdo ou espécies proximas podem apresentar compartilhamento de linhagens
genéticas ancestrais. Os estudos com marcadores genéticos podem esclarecer estes
processos (Avise, 2000). A utilizacdo de marcadores moleculares tem demonstrado ser
muito util nos estudos que envolvem questdes taxondmicas. Os métodos de analises
taxondmicas mais utilizados atualmente sdo os morfologicos e os moleculares, ambos
apresentando vantagens e desvantagens proprias. Os dados moleculares sdo criticados,
porque ¢ possivel que representem somente a evolucdo do marcador e, ndo
necessariamente, das espécies (Pelser et al., 2003). Por outro lado, uma das vantagens dos
marcadores moleculares ¢ que a analise do DNA pode acessar indiretamente informacdes
sobre a morfologia. Abordagens genéticas e morfoldgicas se complementam e reforcam
uma analise taxondmica, pois, dessa forma, geram-se mais caracteres para a analise, além

deles ndo estarem diretamente relacionados.

Atualmente, o sequenciamento de DNA tem sido uma das técnicas mais utilizadas
em estudos filogeograficos, pois permite a avaliagdo de vdarios niveis taxondmicos em
diversas escalas geograficas (Avise, 2000). Entre os marcadores moleculares que estdo
sendo utilizados em estudos filogeograficos de plantas, pode-se destacar os espacadores
intergénicos plastidiais trnH-psbA e trnS-trnG. Tais regides apresentam um grande
potencial de variacdo para estudos populacionais e evolutivos (Okaura & Harada, 2002;
Pelser et al., 2003; Lorenz-Lemke et al., 2006), para investigacdes sobre a origem de
espécies hibridas (Iwata & Ohno, 2000) e para identificar eventos de hibridagdo, que
podem nao ser identificada somente através da analise morfoldgica (Olsen & Schaal, 1999;
Olsen, 2002; Bleeker, 2003; Fant et al., 2003; Fant et al., 2005; Tovar-Sanchez et al.,
2008). Os marcadores plastidiais sdo bastante utilizados e se caracterizam pela frequente
heranca uniparental, o que ¢ uma vantagem desses marcadores para avaliagdo diferencial

do fluxo génico via polen e sementes (Korpelainen, 2004).

A delimita¢do de espécies ¢ notoriamente dificil quando o critério operacional
suporta discordancia nos limites de espécies, mas isso ¢ esperado em radiagdes recentes ou
adaptativas. Avaliar multiplos critérios operacionais nao s6 aumenta a habilidade para
detectar separacdo recente entre as linhagens, mas também pode fornecer fortes evidéncias

para sua separa¢ao (Leache et al., 2009).
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A divergéncia ecoldgica representa uma etapa importante no processo de separacao
de linhagens, de forma que se torna cada vez mais indispensavel quantificar os dados
ecologicos de populagdes, usando sistema de informagdes geograficas (GIS). Além disso, €
possivel integrar estes dados dentro de um quadro filogeografico. Predizer a distribuicao
geografica de linhagens pode ajudar a identificar barreiras para dispersdo, que sao
importantes porque podem restringir o fluxo génico e facilitar a divergéncia das
populagdes num calendério evolutivo. Alternativamente, uma area de sobreposi¢do entre
populacdes parapatricas pode significar uma zona de contato onde o fluxo de genes estd em

curso (Leache et al., 2009).

Devido a longa historia de tentativas de classificacdo e busca por caracteres
distinguiveis para as trés subespécies de P. axillaris, somado aos relatos de populagdes
intermediarias, no presente estudo foram analisadas a variabilidade genética, ecologicas e

morfologica, para investigar a diversificacdo de linhagens desse complexo.

1.5 Genética e conservacdo: contribuicio para a preservacio de espécies e

ambientes

Para melhor compreender a dindmica e os processos envolvidos na manutencao da
biodiversidade, possibilitando a conservacdo ¢ o manejo dos recursos genéticos existentes,
¢ necessario o conhecimento do padrao de distribuicdo da diversidade genética, fluxo

génico e filogeografia das espécies que compdem um ecossistema.

A diversidade genética ¢ de grande importancia para a sustentabilidade de
populacdes de plantas. Na conserva¢ao de uma espécie, o conhecimento da variacio
genética intraespecifica pode ajudar a avaliar os riscos de extingdo, como o grau de
endocruzamento, além do potencial evolutivo em um mundo em mudancgas. A conservagao
efetiva de uma espécie vulneravel depende grandemente do conhecimento dos padrdes de
variagdo genética. Por exemplo, a estrutura espacial da variacdo genética pode
providenciar informagdes para estratégias de amostragem para conservagdo ex Situ e in situ
(Rahimmalek et al., 2009). O monitoramento de popula¢des naturais de espécies nativas
que ocupam areas em atual processo de descaracterizagdo ambiental ¢ fundamental para
que se possa dimensionar e evitar maiores danos aos ecossistemas. Quando estes processos

ocorrem em ambientes muito dindmicos, torna-se urgente o desenvolvimento de politicas
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ambientais severas contra tais ameagas, além de incentivar a aplica¢ao da legislagdo ja

existente.

A diversidade biologica ¢ dificil de ser definida, mas pode ter seu sentido
simplificado se a analisarmos sob uma Otica hierarquizada dos niveis de organizagdo
biologica (genes, populagdes, comunidades, paisagens). Rozzi et al. (2001) destacaram que
a diversidade bioldgica ¢ composta por trés atributos atuantes sobre todos os niveis de
organizagdo: o atributo composicional, que define os niveis de organizacdo biologicos; o
atributo funcional que se refere a variedade de processos e interagdes que ocorrem entre 0s
componentes bioldgicos; e o atributo estrutural que considera a disposi¢do ou ordenamento
fisico dos componentes em cada nivel de organizagcdao.Quanto ao dinamismo intrinseco dos
sistemas biologicos naturais, pode-se dizer que este ¢ resultado de processos ecologicos e
evolutivos que atuam em diferentes escalas espaciais e, principalmente, temporais.
Portanto, podemos dizer que os niveis de biodiversidade atualmente observados nos
sistemas naturais sdo fruto do processo da evolucdo bioldgica em tempo geologico
(macroevolucdo), acompanhado pela inerente complexidade ecologica, processos no tempo

ecoldgico ou em poucas geragdes (microevolucao).

Diversos métodos para estimar a biodiversidade tém sido propostos a fim de
identificar areas prioritarias para a conservagdo. Recentemente, o conhecimento da
biologia evolutiva dos organismos passou a ser valorizado neste contexto. Dessa forma,
muitos planos de conservacdo tem como objetivo a manuten¢do da variabilidade genética,
tendo em vista os processos evolutivos (Mace & Purvis, 2008). A distribuicdo geografica
no tempo evolutivo ¢ um dos critérios que pode ser utilizado neste tipo de avaliacdo. Uma
boa estratégia € priorizar a conservacao de grupos que incluam a maior historia evolutiva,
identificando populagdes com maior variabilidade genética através de andlises
filogenéticas moleculares (Vazquez & Gittleman, 1998). Grande valor deve ser dado as
regides ricas em endemismos devido a elevada vulnerabilidade destas espécies que, além
de apresentar uma distribuicdo geografica restrita, muitas vezes requerem nichos

ecoldgicos especiais (Primack & Rodrigues, 2001).

A maioria dos organismos possui uma distribuicdo disjunta, caracteristica da
espécie ou determinada pela descontinuidade do habitat. A frequéncia de alelos pode

apresentar uma estrutura espacial diferente, em fun¢do dos efeitos do fluxo génico, das
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diferentes pressoes seletivas entre as populagdes isoladas, da deriva genética e do sistema
de cruzamento. Em espécies com distribuicao espacial continua, o endocruzamento esta
restrito a pequenas distancias, limitado pelo alcance da dispersdo. Isto ¢ especialmente
relevante em plantas, onde as sementes representam a principal forma de dispersdo, a qual,
na maioria dos casos, esta restrita a curtas distancias (Cain, 2000). Atualmente, a maioria
das paisagens originais foi reduzida a mosaicos de habitats remanescentes, cercados por
areas desfavoraveis. Neste processo, grandes populacdes foram reduzidas ou subdivididas,
possivelmente levando ao isolamento. A fragmentacdo do habitat pode levar a reducdo da

variabilidade genética (Pillar et al., 2009).

Para entender melhor a biodiversidade, muitos cientistas estdo coletando
informacgdes sobre a variacdo genética encontrada entre os organismos. Esses dados
frequentemente sdo usados para suplementar a variacdo morfoldgica observadas entre os
taxa. As informagdes genéticas, tais como os dados de sequéncias, tornaram-se uma
importante ferramenta para as questdes sobre o relacionamento taxondmico e a
classificagdo destes taxa. Além disso, sdo importantes para a protecdo e conservacdo das

espécies e organismos ameacados.

Devido a falta de comunicagdo entre evolucionistas e os responsaveis pela
determinagdo das areas que serdo preservadas, ou ainda pela urgéncia com que essas
decisdes tem que ser tomadas, muitos planos de manejo e conservagdo do meio ambiente
tem sido feitos sem informag¢des imprescindiveis. Para reduzir os obstaculos e integrar os
conhecimentos dos processos evolutivos nos planos de conservagao e manejo, ¢ preciso
estabelecer um vinculo direto entre cientistas e formadores de opinido, além disso, os
responsdveis pelas decisdes devem atuar junto com os cientistas do inicio ao fim do

trabalho (Mace & Purvis, 2008).
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar a variabilidade genética da espécie Petunia axillaris, comparando-a
com uma analise da variacdo morfoldgica e ecologica para um melhor entendimento das
relagdes evolutivas entre as trés subespécies: P. axillaris ssp. axillaris ¢ P. axillaris ssp.
parodii e P. axillaris ssp. subandina, como parte integrante da analise filogeografica e

conhecimento da biodiversidade do Bioma Pampa.

2.2 Objetivos especificos

a) Contribuir para o conhecimento da historia evolutiva de P. axillaris, através do

estudo filogeografico;
b) Avaliar a variabilidade genética dentro e entre populagdes de cada subespécie;

c) Examinar a influéncia das varidveis ambientais e variacdo espacial, sobre a

morfologia expressa de P. axillaris;

d) Contribuir com mais subsidios para a taxonomia do  grupo.

35



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coletas

O material analisado foi obtido através de coletas em campo durante o periodo da
primavera (setembro a dezembro), €poca de floragdo da espécie, dos anos de 2008 e 2009.
Algumas populagdes foram coletadas em cooperagdo com pesquisadores da Universidad
Nacional del Nordeste (Corrientes, Argentina) e da Universidad de la Republica
(Montevideo, Uruguai), através de convénio financiado pelo projeto PROSUL-CNPq.
Foram analisados individuos de Petunia axillaris coletados de populagdes ao longo da
distribuicdo da espécie. Foram obtidas as coordenadas geograficas de cada ponto de coleta
através do sistema de posicionamento global (GPS) e uma exsicata de cada ponto foi
confeccionada como testemunha, as quais foram depositadas no Herbario ICN do Instituto
de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Foram analisadas amostras
provenientes de 102 populacdes, totalizando 614 individuos. Informagdes de coleta de cada
populagdo estdo apresentadas na Tabela 1 e no mapa da Figura 6. Cada populacdo foi
identificada a priori como pertencente a uma das trés subespécies de acordo com a
localizagao geografica da mesma, como descrito na literatura (Ando, 1995a, 1996). Para as
analises genéticas foram coletadas folhas jovens, que foram armazenadas em silica gel para

total dessecacdo e posterior processamento.

Tabela 1: Informagdes dos pontos de coleta de Petunia axillaris.

ss Populacdes N° de Origem Coordenadas
p- pula¢ individuos g geograficas
axillaris 01 (RNegroS1) 6 Rio Negro/Uruguai 33°00'03" S/56°37'36" W
02 (Durazno) 6 Durazno/Uruguai 33°21'57" S/56°30'33" W
03 (Colonial) 4 Colonia/Uruguai 34°20'09" S/57°20'05" W
04 (R la Plata) 13 Colonia/Uruguai 34°26'06" S/57°16'27" W
05 (Colonia2) 4 Colonia/Uruguai 34°21'24" S/57°06'10" W
06 (R la Plata2) 7 San Jose/Uruguai 35°45'53" S/56°24'25" W
07 (Piriapolis) 6 Maldonado/Uruguai 34°53'13" S/55°11'57" W
08 (Ballena) 8 Maldonado/Uruguai 34°54'48" S/55°02'45" W
09 (Maldonado) 7 Maldonado/Uruguai 34°54'35" S/54°59'59" W
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10 (del Estel)
11 (del Este2)
12 (Ignéacio)

13 (Rocha)

14 (Polonio)
15 (del Diablo)
16 (Sta. Tereza)
17 (SanMiguel)
18 (Castillos)
19 (Minas)

20 (Minas2)
21 (Rocha2)
22(Treintal)
23 (Treinta2)
24 (Treinta3)
25 (Melol)

26 (Melo2)

27 (RNegro S2)
28 (Taim)

29 (Taim2)

30 (Pelotas)

31 (Machado)
32 (Hulha)

33 (Hulha2)
34 (Bagé4)

35 (Bage3)
36(Bagés)

37 (Bag¢)

38 (Bagé2)

39 (Pedrito)

40 (Acegud)
41 (C. Pedra5)
42(C. Pedra)
43 (C. Pedra6)
44 (C. Pedra3)
45 (C. Pedra2)
46 (C. Pedrad)
47 (C. Pedral)
48 (Torre4)

49 (Torre7)

50 (Torrel8)
51 (Torrel8A)
52 (Torre5)

53 (Torre9)
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Maldonado/Uruguai
Maldonado/Uruguai
Maldonado/Uruguai
Rocha/Uruguai
Rocha/Uruguai
Rocha/Uruguai
Rocha/Uruguai
Rocha/Uruguai
Rocha/Uruguai
Lavalleja/Uruguai
Lavalleja/Uruguai
Rocha/Uruguai

Treinta y tres/Uruguai
Treinta y tres/Uruguai
Treinta y tres/Uruguai

Cerro Largo/Uruguai

Cerro Largo/Uruguai

Cerro Largo/Uruguai

Rio Grande/RS

Rio Grande/RS

Pelotas/RS

Pinheiro Machado/RS
Hulha Negra/RS

Hulha Negra/RS

Bagé/RS

Bagé/RS

Bagé/RS

Bagé/RS

Bagé/RS

Dom Pedrito/RS

Bagé/RS

Casa de Pedra, S.Sudeste/RS
Casa de Pedra, S.Sudeste/RS
Casa de Pedra, S.Sudeste/RS
Casa de Pedra, S.Sudeste/RS
Casa de Pedra, S.Sudeste/RS
Casa de Pedra, S.Sudeste/RS
Casa de Pedra, S.Sudeste/RS
Guaritas,S.Sudeste/RS
Guaritas, S.Sudeste/RS
Guaritas, S.Sudeste/RS
Guaritas, S.Sudeste/RS
Guaritas, S.Sudeste/RS
Guaritas, S.Sudeste/RS

34°55'04" S/54°5829" W
34°52"20" S/54°45'05" W
34°46'35" S/54°40'59" W
34°30'57" S/54°20'43" W
34°24'09" S/53°47'01" W
34°02'46" S/53°32'16" W
33°58'29" §/53°33'30" W
33°41'03" S/53°32'32" W
34°03'18" S/53°5327" W
34°21'46" S/55°09'50" W
34°09'04" S/54°53'39" W
33°36'14" S/54°2028" W
32°56'10" S/54°18'23" W
32°54'12" S/54°1726" W
32°49'25" S§/54°14'39" W
32°30'40" S/54°0720" W
32°22'40" S/54°19'40" W
32°17'32" S/54°46"28" W
32°24'06" S/52°33'31" W
32°09'29" S/52°23'57" W
31°42'09" S/52°21'47" W

31°4126" S/53°01' 27" W

31°23'36" S/53°49'17" W
31°23"28" S/53°50'08" W
31°21'50" S/53°55'36" W
31°21'15" S/53°5624" W
31°16'00" S/54°08'02" W
31°13'03" S/54°16'53" W
31°09'39" S/54°21'31" W
31°05'37" S/54°2728" W
31°27'17" S/54°08'25" W
30°58'38" S/53°36'19" W
30°58'35" S/53°36'19" S
30°58"28" S/53°36'09" W
30°58'22" S/53°36'19" W
30°58'04" S/53°35'43" W
30°58'05" S/53°35'31" W
30°58'06" S/53°3522" W
30°53'48" S/53°25'16" W
30°50'32" S/53°3124" W
30°50'23" S/53°31'19"W
30°5021" S/53°31'18" W
30°50'11" S/53°30'34" W
30°50'12" S/53°20122" W
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54 (Torre2)
55 (Torrel6)
56 (Torre3)
57 (Torrel4)
58 (Torrel5A)
59 (Torrel5)
60( Torrel)

61 (Cagapava)
62 (Pantano2)
63 (Pantano)

Guaritas, S.Sudeste/RS
Guaritas, S.Sudeste/RS
Guaritas, S.Sudeste/RS
Guaritas, S.Sudeste/RS
Guaritas, S.Sudeste/RS
Guaritas, S.Sudeste/RS
Guaritas, S.Sudeste/RS
Cagapava/RS

Pantano grande/RS
Pantano grande/RS

30°50'12" S/53°30'17" W
30°50'04" S/53°30'19" W
30°49'55" S§/53°30'09" W
30°50'03" S/53°29'60" W
30°50'14" S/53°29'57" W
30°50'17" S/53°30'00" W
30°5024" S/53°30'01" W
30°34'05" S/53°23'18" W
30°12'55" §/52°33'55" W
30°12'11" S/52°27'23" W

parodii

64 (RNegroN)

65 (Tacuarembod2)
66 (Tacuarembd)
67 (Paysandu)

68 (VLunarejo)
69 (Artigas3)

70 (Artigasl)

71 (Artigas2)

72 (Salto4)

73 (Salto3)

74 (Salto2)

75 (Saltol)

76 (Livramento2)
77 (Livramento)
78 (Livramento3)

O 00 O 9 0 O O Lt & O D L O &N |00 N B W AR OO D &N W

Tacuaremb6/Uruguai
Tacuarembo6/Uruguai
Tacuarembo6/Uruguai
Paysandi/Uruguai
Rivera/Uruguai
Artigas/Uruguai
Artigas/Uruguai
Artigas/Uruguai
Salto/Uruguai
Salto/Uruguai
Salto/Uruguai
Salto/Uruguai

Santana do Livramento/RS
Santana do Livramento/RS

Santana do Livramento/RS

32°39'52" §/56°28'52" W
32°08'13" S/56°06'42" W
31°48'43" §/56°12'59" W
31°51'30" S/56°31'07" W
31°08'29" S/55°54'32" W
30°41'44" S/56°20'16" W
30°34'08" S/56°36'16" W
30°46'32" S/56°46'37" W
31°05'48" S/56°57'02" W
31°18'45" S/57°05'34" W
31°20'04" S/57°19'34" W
31°27"21" S/57°54'19" W
30°45'07" S/55°45'10" W
30°36'56" S/55°56'19" W
30°34'28" S/56°03'50" W

79 (Quarai) 12 Quarai/RS 30°18'41" S/56°28'43" W
80 (Alegrete2) 7 Alegrete/RS 29°51'35" S/55°56'47" W
81 (Alegrete) 12 Alegrete/RS 29°56'13" S/56°04'20" W
82 (Alegrete4) 5 Alegrete/RS 30°00'50" S/56°13'07" W
83 (Alegrete3) 5 Alegrete/RS 30°00'55" S/56°26'02" W
84 (Uruguaiana?2) 6 Uruguaiana/RS 29°53'10" S/56°44'53" W
85 (Uruguaiana) 5 Uruguaiana/RS 29°50'29" S/56°56'28" W
86 (C11) 6 Corrientes/Argentina 29°33'44" S/57°30'40" W
87 (C10) 6 Entre Rios/Argentina 30°31'38" S/58°32'59" W
88 (C1) 9 Corrientes/Argentina 30°12'08" S/58°4721" W
89 (C9) 10 Corrientes/Argentina 30°10'45" S/59°00'46" W
90 (C3) 8 Entre Rios/Argentina 30°23'24" S/58°42'52" W
91 (C8) 8 Corrientes/Argentina 30°19'50" S/59°14'42" W
92 (C6) 1 Corrientes/Argentina 30°19'00" S/59°21'49" W
93 (C2) 8 Corrientes/Argentina 30°13'01" S/59°23'39" W
94 (C7) 4 Corrientes/Argentina 30°12'45" S/59°2926" W
95 (C35) 10 Corrientes/Argentina 29°48'18" S/59°23'42" W
96 (C4) 8 Corrientes/Argentina 29°39'53" S/59°21'40" W
97 (F) 6 Formosa/Argentina 25°07'25" S/59°58'05" W
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subandina 98 (CO1) Cordoba/Argentina 30°51'58" S/64°29'30" W
99 (CO3) Coérdoba/Argentina 30°51"21" S/64°31'47" W
100 (CO4) Cordoba/Argentina 31°18'47" S/65°05'40" W
101 (CO6) 11 Cordoba/Argentina 31°45'02" S/64°55'51"W
102 (CO2) 5 Cordoba/Argentina 31°47'49" S/65°0023" W
Total 102 614

(A)

Altitude
Il 0-500
[ 500-1000

[ 11000-1500
[ 1500-2000

I 2000-6000

(B)

Argentina

Figura 6: (A) Mapa com os pontos de coleta das 102 populagdes de Petunia
axillaris, as cores representam a altitude da localidade em metros. (B) Circulos
em detalhe representam (1) pontos da Casa de Pedra/RS e (2) Guaritas/RS, as
quais ocorrem em torres rochosas proximas umas das outras, localizadas no
municipio de Bagé/RS e Cagapava do Sul/RS, respectivamente, ambas

pertencentes a regido da Serra do Sudeste.
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Com a finalidade de obter uma idéia mais regional da variacdo genética e
morfologica, em algumas analises foram agrupadas populagdes proximas geograficamente,
com morfologia da mesma subespécie e pertencentes a uma mesma unidade de paisagem.
Também foram levadas em consideracdo possiveis barreiras ja descritas na literatura
separando as subespécies, como por exemplo, o Rio Negro, no Uruguai. Esses
agrupamentos estdo representados no mapa da Figura 7 e as populagdes pertencentes a

cada grupo estdo listadas na Tabela 2.
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209y -\,\“\
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7 Paraguai
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=l
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Figura 7: Mapa dos pontos de coleta de Petunia axillaris agrupados segundo

distancia geografica, subespécie e unidade de paisagem.
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Tabela 2: Grupos de Petunia axillaris segundo distancia geografica e habitat, e

seus respectivos pontos de coleta.

Grupo Populacdes
1 (Durazno) Pop 1,2
2 (Colonia) Pop 3,4,5,6
3 (Maldonado) Pop 7,8,9,10,11, 12,13
4 (Minas) Pop 19, 20, 21
5 (Castillos) Pop 14, 15, 16, 17, 18
6 (Mello) Pop 22, 23, 24, 25, 26, 27
7 (Pelotas) Pop 28, 29, 30, 31
8 (Bagé) Pop 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40
9 (Guaritas) Pop 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 55, 51, 52, 53, 54,

10 (Pantano Gr)
11 (NRioNegro)

55,56, 57, 58, 59, 60, 61
Pop 62, 63
Pop 64, 65, 66, 67

12 (Salto) Pop 72,73, 74,75

13 (Artigas) Pop 69, 70, 71

14 (SLivramento) Pop 68, 76, 77, 78

15 (Alegrete) Pop 80, 81, 82

16 (Uruguaiana) Pop 79, 83, 84, 85, 86

17 (EntreRios) Pop 87, 88, 89, 90

18 (Corrientesl) Pop 91, 92, 93, 94

19 (Corrientes2) Pop 95, 96

20 (Formosa) Pop 97

21(Cérdoba) Pop 98, 99, 100, 101, 102

3.2 Analises dos Dados Ecologicos

Os dados de nicho ecologico de P. axillaris foram acessados através das variaveis
climaticas. As caracteristicas do clima de uma regido sdo o resultado da integracdo de
situacdes atmosféricas que ocorrem durante todo um ano, levando em conta um periodo de
varios anos. Essas caracteristicas dependem das condigdes astronomicas e geograficas da
regido (latitude e longitude, posicao geografica em relagdo ao sol, topografia, distancia do
mar, etc.), € as caracteristicas atmosféricas, tais como centros de ag¢do de bario, a

circulagdo atmosférica geral, as massas de ar atmosférico, as frentes frias (DNM, 2010).

Para quantificar a variagdo ecoldgica de P. axillaris, através das coordenadas

geograficas de cada um dos 102 pontos de coleta, foram extraidos os valores de altitude e
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de 19 diferentes variaveis climaticas contidos no pacote de dados do BIOCLIM, através do
programa Diva GIS (disponivel no sitio: http://www.diva-gis.org/) (Tabela 3). Essa matriz
de dados foi usada em uma Analise de Componentes Principais (PCA) para categorizar as
populacdes das subespécies geograficas descritas de acordo com seu habitat, ou seja,
diferengas ecoldgicas, sem prévia descricdo de subespécie. A PCA foi conduzida usando o
valor das variaveis transformadas para logaritmo normal no programa Statistica 9.0
(disponivel no sitio http://www.statsoft.com/). A andlise foi baseada em uma matriz de
correlacdo, a qual ndo intensifica a amplitude de variagdo. Os dois primeiros componentes
principais foram plotados e a variagdao encontrada para cada ponto foi comparada quanto a

descrigdo das subespécies.

Tabela 3: Variaveis climaticas do BIOCLIM usadas para analise de PCA dos

pontos de coleta de Petunia axillaris estudados.

Variaveis Medida correspondente
BIO 01 Temperatura média anual
BIO 02 Temperatura média mensal
BIO 03 Meédia diurna/ temperatura anual
BIO 04 Sazonalidade de temperatura
BIO 05 Temperatura maxima no més mais quente
BIO 06 Temperatura minima no més mai frio
BIO 07 Faixa de temperatura anual
BIO 08 Temperatura média no trimestre mais chuvoso
BIO 09 Temperatura média do trimestre mais seco
BIO 10 Temperatura média do trimestre mais quente
BIO 11 Temperatura média do trimestre mais frio
BIO 12 A precipitagao anual
BIO 13 Precipitagao do més mais chuvoso
BIO 14 Precipitacdo do més mais seco
BIO 15 Sazonalidade Precipitagao
BIO 16 Precipitagdo do trimestre mais chuvoso
BIO 17 Precipitacdo do trimestre mais seco
BIO 18 Precipitacdo do trimestre mais quente
BIO 19 Precipitacdo do trimestre mais frio
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3.3 Dados Morfologicos

3.3.1 Caracteres Florais

Para caracterizar as trés subespécies de P. axillaris quanto a morfologia, foram
realizadas medidas de caracteres morfologicos da flor (Figura 8), descritos como

importantes para discriminacdo das subespécies por Kokubun et al. (2006):
X1: comprimento do tubo da corola;
X2: largura da corola;
X3: comprimento total da corola;

X4: diferenga do comprimento entre as anteras dos estames médios e mais longos.

x

X3

Figura 8: Representagdao esquematica das medidas dos caracteres morfoldgicos

utilizadas na analise das subespécies de Petunia axillaris.

No total, foram medidos os quatro caracteres florais para 79 populacdes de P.
axillaris e, sempre que possivel, mediu-se trés flores por individuo ¢ dez individuos por
populagdo, para assim poder acessar a variabilidade intrapopulacional, totalizando 1689
flores medidas e 790 individuos. A morfologia floral de P. axillaris foi medida no campo
com o auxilio de um paquimetro digital. Foram medidos os caracteres florais das

populagdes preditas como ssp. axillaris, exceto para as populagdes Pop19, Pop38, Pop44,
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Pop54 e Pop56. Para a ssp. parodii foram medidas para todas as popula¢des do Uruguai ¢
do RS, com excecdo da populagdo Pop85. Quanto a ssp. subandina, uma populagao da
regido de Cordoba foi medida. As medidas foram quantificadas em milimetros sem casas

decimais.

3.3.2 Analise estatistica dos dados

Com os valores das medidas dos quatro caracteres florais foi construida uma
matriz de dados, a qual foi usada para Andlise de Componentes Principais (PCA) no
programa Statistica 9.0, baseada na matriz de correlagdo e usando valores transformados
para logaritmo natural. Essa analise foi realizada por individuo e por flor. Na analise por
individuo foi utilizada a média das flores para cada caracter morfoldgico. O objetivo de
analisar individualmente e por flor foi acessar a variabilidade morfoldgica
intrapopulacional e intraindividual, visto que os estudos anteriores baseados na morfologia
(Ando, 1994, 1995; Kokubun et al., 2006) ndo deram importancia a variagdo morfoldgica
intrapopulacional, cuja importancia pode ser facilmente observada em campo. Os dois
primeiros componentes principais foram plotados num grafico. Para comparar a variacao
encontrada foram plotadas elipses representando 95 % da variagdo, por subespécie e por

grupo conforme especificado nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Foi calculada a distancia de Mahalanobis ao quadrado para os dados morfologicos
de cada individuo, no programa Statistica 9.0. A matriz de distdncia morfologica,
juntamente com os dados geograficos, foi utilizada para inferir barreiras quanto a variagao
morfologica encontrada em P. axillaris, no programa Barrier 2.2 (Manni et al., 2004), que
usa o algoritmo de Monmonier para identificar pares de populacdes vizinhas para as quais

a distancia é maior.

Para identificar os agrupamentos, quanto a variacdo morfoldgica, foi realizada a
analise K-means Clustering, com 2 e 3 agrupamentos no programa Statistica 9.0, para
individuo e flor. A matriz de dados utilizada foi o valor do PCA para cada entrada
(individuo ou flor). A andlise de K-means pode ser compreendida como o reverso da
Analise de Variancia (ANOVA) tradicional, com o nimero K de grupos definidos a priori.

O objetivo dessa analise foi verificar o grau de discordancia entre a classificagdo usando os
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valores de PCA e os grupos taxondmicos, além de avaliar qual seria essa discordancia

baseando a classificagdo em individuos ou em flores individuais.

3.4 Dados Genéticos

3.4.1 Extracdo de DNA

As folhas do material coletado, apods secas em silica gel, foram pulverizadas com

nitrogénio liquido em gral ¢ pistilo e 0 DNA extraido pela técnica de Roy et al. (1992)

modificada, como descrita a seguir:

v

v

D N N AU NN

(\

20 mg de material pulverizado;

Adicao de 600 pL de tampdo de extragao (100 mM TRIS-HCL; 1,4 M
NaCl; 20 mM EDTA; 2% CTAB; 0,2% B-mercaptoetanol ; 2% PVP 40), 60
uL B-mercaptoetanol e 6 pL de Proteinase K (10 mg/ml);

Incubar a 65°C por 30 minutos;

Emulsao com 600 pL de fenol-cloroféormio (1:1);
Centrifugagao por 15 minutos a 14000 rpm;
Recolhimento da fase aquosa e estimativa de seu volume;

Precipitacdo do DNA com um volume de isopropanol e 1/10 do volume de

acetato de sodio;
Armazenamento por 24 horas em freezer -18°C;
Centrifugacdo por 20 minutos e descarte do sobrenadante;

Lavagem do “pellet” com 200 pL de etanol 70% e secagem a temperatura

ambiente por 20 minutos;

Eluicao do “pellet” em 200 pL de adgua ultra-pura, estéril, e 2 uL de RNAse
(10 mg/ml).

Os produtos de extracdo foram testados através de eletroforese horizontal em gel

de agarose 1%, corado com GelRed™ (Biotiun) e visualizado em transiluminador de luz
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ultravioleta. Para a quantificagdo, os produtos foram comparados com um DNA padrdo de

peso molecular conhecido (Invitrogen).

3.4.2 Amplificacdo e sequenciamento

Para a quantificagdo da variabilidade genética das populagdes, os individuos
foram caracterizados pelas diferengas encontradas em sequéncias plastidiais. Para a analise
de sequéncias foram escolhidos os espagadores intergénicos trnH-psbA (Tabela 4) e trnS-
trnG (Tabela 5), os quais foram amplificados com iniciadores e protocolos descritos por
Sang et al. (1997) e Hamilton (1999), respectivamente. Estes marcadores foram escolhidos
por serem amplamente utilizados em estudos filogenéticos e filogeograficos de plantas
(Dobes et al., 2004; Lorenz-Lemke et al., 2006; Gong et al., 2008; Tan et al., 2008; Yuan
et al., 2008; Fehlberg & Ranker, 2009). Apos a amplificagdo, os produtos de PCR foram
purificados segundo o protocolo de Dunn & Blattner (1986). O sequenciamento do DNA
foi realizado em sequenciador automatico MegaBACE 1000 (GE Health Care) utilizando o
DYEnamic™ET terminator sequencing premix kit, com marcacéo terminal fluorescente, de
acordo com as especificagdes do fabricante. As condi¢des da reacdo de sequenciamento

estdo descritas na Tabela 6.
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Tabela 4: Protocolo para amplificacdo ¢ sequéncia dos primers do espagador

trnH-psbA..

Reacio Condicoes de amplificacio
Tampao I1X
dNTP 0,2 mM 94°C por 5 min
MgCl12 2 mM 94°C por45 s
Primer psbA F 0,2 uM 30 ciclos 58°C por 1 min
Primer trnH R 0,2 uM 72°C por45s
Taq polimerase 1U 72°C por 5 min
DNA 50 ng

Sequéncia dos primers (Sang et al, 1997):
Primer psbA F 5" GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCTC 3'
Primer trnH R 5" CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAATC 3

Tabela 5: Protocolo para amplificacdo e sequéncia dos primers do espagador

trnS-trnG.

Reacio Condicoes de amplificacdo
Tampao 1X
dNTP 0,2 mM 94°C por 5 min
MgCl12 2 mM 94°C por 1 min
Primer trnS F 0,2 uM 25 ciclos  54°C por 1 min
Primer trnG R 0,2 uM 72°C por45s
Taq polimerase 1U 72°C por 5 min
DNA 50 ng

Sequéncia dos primers (Hamilton, 1999):
Primer trnS 5" GCC GCT TTA GTC CAC TCA GC 3
Primer trnG 5" GAA CGA ATC ACACTT TTA CCA 3'
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Tabela 6: Condigoes das reacdes de PCR para sequenciamento.

. Condig¢oes de
Componentes da reagio Volume . .
amplificacido
DYEnamic™ET terminator sequencing premix 4 puL 35 ciclos:
Produto de PCR purificado 40 ng 95°C por 20 s
Primer 5uM 50°Cpor 15s
Agua estéril completar 10 uLL 60°C por 1 min

3.4.3 Anélise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram alinhadas manualmente com auxilio do programa
GeneDoc (Nicholas & Nicholas, 1997) e, quando necessario, corrigidas manualmente apos
verificacdo dos cromatogramas, com o auxilio do programa Chromas 2.33
(www.technelysium.com.au). Os haplotipos foram gerados através do programa DnaSP 5.1
(Rozas et al., 2003). As relagdes evolutivas entre as sequéncias foram inferidas pelo
método de “median-joining network” (Bandelt et al., 1999) com auxilio do programa
Network 4.5 (www.fluxus-engineering.com). As redes de haplotipos podem ser preferiveis
a arvores filogenéticas cldssicas quando a divergéncia entre as linhagens ¢ pequena

(Posada & Crandall, 2001).

Analises basicas de diversidade genética como o numero de sitios segregantes e as
diversidades haplotipica e nucleotidica, além dos testes de neutralidade D de Tajima
(Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1996), que podem revelar se houve expansao populacional
recente nas populagdes estudadas, foram obtidas com auxilio do programa Arlequin 3.11
(Excoffier et al., 2005). Este programa também foi utilizado para revelar a estrutura
genética através das estatisticas dgy e da andlise de variancia molecular (AMOVA)
(Excoffier et al., 1992). Para identificar a existéncia de possiveis barreiras ao fluxo génico
entre as populagdes estudadas foi utilizado o programa SAMOVA (Dupanloup et al.,
2002), onde também foram calculados os indices de fixagdo correspondentes. Também
para inferir barreiras foi utilizado o programa Barrier 2.2, através do algoritmo de
Monmonier, a partir de uma matriz de distancia PhiST par a par entre as populagdes

calculada no programa Arlequin 3.11. A correlacdo entre as distancias genéticas e

48



geograficas, para testar a hipotese de isolamento por distancia, foi realizada no programa
Alleles in Space (AIS) 1.0 (Miller, 2005), através da realizagcdo do teste de Mantel (Mantel,

1967) e do teste de autocorrelagdo espacial.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Dados Ecoldgicos e Morfolégicos

4.1.1 Divergéncia de Nicho Fundamental

As informagdes a respeito do nicho ecoldgico de P. axillaris foram acessadas

através da andlise de 19 varidveis climaticas e da altitude. A Anélise de Componentes

Principais dessas varidveis revela um alto grau de separacdo entre os nichos das trés

subespécies (Figura 9).
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Figura 9: Andlise de Componentes Principais mostrando a extensdo da separagdo

ecologica de Petunia axillaris para as trés subespécies com base na varia¢do climatica

e altitude. Os pontos correspondem a cada populagdo de P. axillaris estudada.
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A separagdo do nicho da subespécie subandina com relagdo aos demais grupos
filogeograficos ¢ evidente. Enquanto que para as subespécies axillaris ¢ parodii ha uma
pequena regido de sobreposi¢cdo entre os nichos, que compreende a regido em torno do Rio
Negro no Uruguai. A andlise do PCA revelou dois componentes explicando 73,56 % da
variagdo, com o primeiro componente responsavel por 39,70 % desta. A contribui¢do de
cada variavel para cada componente principal estd descrita na Tabela 7. Embora haja uma
pequena sobreposi¢ao dos nichos das subespécies axillaris e parodii, a qual coincide com a
linha limite de distribui¢do de ambas, pode-se sugerir que elas apresentam nichos

ecoldgicos diferentes.

Tabela 7: Contribui¢do de cada varidvel climatica para os PCA1 e PCA2.

Variaveis PCA1 PCA 2
Altitude 0,006755 0,014975
Bio01 0,000109 0,120899
Bio02 0,064912 0,032800
Bio03 0,000707 0,023511
Bio04 0,075683 0,003107
Bio05 0,030386 0,099262
Bio06 0,073360 0,029749
Bio07 0,086349 0,020066
Bio08 0,054225 0,049510
Bio09 0,081582 0,000390
Biol0 0,021070 0,092356
Bioll 0,023858 0,087709
Biol2 0,070863 0,049979
Biol3 0,000032 0,135421
Biol4 0,093457 0,011397
Biol5 0,103812 0,002729
Biol6 0,007061 0,121621
Biol7 0,096326 0,010707
Biol8 0,002652 0,088651
Biol9 0,106802 0,005163

Através da andlise das condigdes climaticas podemos sugerir que existem quatro
grupos geograficos para P. axillaris. O primeiro grupo compreende apenas populagdes da

ssp. subandina, o segundo as populag¢des da ssp. parodii juntamente com duas populagdes
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da ssp. axillaris (Popl e Pop 2, localizadas ao sul do Rio Negro, proximas das margens
deste rio), e o terceiro e o quarto grupos correspondem a ssp. axillaris, sendo que o quarto
¢ composto apenas pelas populacdes cujo habitat corresponde a regido do litoral Atlantico

do Uruguai (Figura 10).

Observa-se um alto grau de variabilidade de nicho para a ssp. axillaris. Dentro do
grupo 3 também héd uma tendéncia de separacdo das populagdes do Rio Grande do Sul,
principalmente das populagdes das Guaritas e Casa de Pedra em relacdo as demais, e das
populacdes do Uruguai. Esse alto grau de variabilidade de habitat pode ser sugerido pelo
fato da grande variabilidade geomorfoldgica da regido em que esta subespécie se encontra.
O lado oeste da Planicie Sulamericana ¢ de origem sedimentar do Quaternario, enquanto
que a leste do Rio Uruguai, os sedimentos variam do Devoniano ao Holoceno e sdo
depositados sobre o Escudo Sul Brasileiro (Speranza et al., 2007). O sistema orografico da
regido de ocorréncia da ssp. axillaris varia de pequenos planaltos (Serra do Sudeste) a
planicies litoraneas, o que proporciona a variabilidade do clima, sendo que este ¢ altamente

influenciado pela topografia (DNM, 2010).

Ha crescentes evidéncias de que informagdes ambientais sdo importantes para
entender a variacdo e a diversificacdo das populac¢des naturais. Levando em conta tanto a
distancia geografica quanto a variagdo ambiental, podemos compreender melhor os fatores

que resultaram na diversificagdo (Thomassen et al., 2010).
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Figura 10: (A) Grupos geograficos de Petunia axillaris sugeridos pela Analise de Componentes Principais de 19 variaveis
climaticas e altitude. Cada ponto representa uma populacdo amostrada, as cores dos pontos estdo de acordo com as subespécies.
(B) Imagens de populagdes de P. axillaris no seu habitat natural de cada grupo filogeografico, os niimeros nas imagens

correspondem ao nimero do grupo que pertencem. Fotos obtidas durante expedi¢des de campo.



4.1.2 PCA da morfologia de P. axillaris: delimitando taxa intraespecifico

A analise do PCA mostra uma forte separagdo, entre as subespécies parodii e
axillaris, enquanto que ssp. subandina separa apenas da ssp. parodii mas ndo da ssp.
axillaris (Figura 11). Os dois primeiros componentes principais explicam 89,89% da
variagdo, com o primeiro vetor explicando 61,23% da variacdo. A elipse para cada

subespécie representa 95% da variacdo total.
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Figura 11: Anélise de Componentes Principais dos caracteres florais de 790
individuos de 79 popula¢des de Petunia axillaris, revelando a separagdo das
subespécies parodii ¢ axillaris, e a sobreposicdo da ssp. subandina com ssp.

axillaris.

A variacdo do PCALI corresponde em ordem crescente de peso: comprimento total
da corola (37 %), comprimento do tubo da corola (35 %), diferenca do comprimento em
milimetros dos estames médios e longos (24 %) e didmetro da corola (4 %). O PCA2 ¢
dominado pela varidvel comprimento total da corola que representa 76 % da variacdo,

seguida do comprimento do tubo da corola (16 %), da distancia entre as anteras dos
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estames médios e longos (5 %) e do diametro da corola (3 %). Observa-se que parte dos
individuos considerados como da ssp. axillaris coletados no RS separa-se da ssp. axillaris
do Uruguai pelo PCA 2 (praticamente todos os pontos acima de 0 no PCA2 da Figura 11
sdo de populagcdes do RS), ou seja, as flores da ssp. axillaris do RS apresentam o
comprimento total da corola maior que os individuos desta subespécie coletados em outras
regides. A ssp. subandina se separa da ssp. parodii, mas fica agrupada com os individuos
da ssp. axillaris coletados no RS. Com esses dados, verifica-se a existéncia de apenas dois
grupos morfologicos, um correspondente a ssp. parodii e o outro correspondente as duas
outras subespécies, sendo que este apresenta ampla variacdo morfologica, enquanto que o
correspondente a ssp. parodii é menos varidvel. Assim, os caracteres morfologicos
tradicionalmente usados para distinguir as trés subespécies de P. axillaris sdo validos para
as subespécies axillaris e parodii, mas ndo para a subespécie subandina, a qual constitui
um subgrupo da variagdo encontrada na subespécie axillaris, morfologicamente

semelhante aos individuos provenientes das populagdes encontradas no RS.

Os caracteres morfologicos foram altamente relacionados com os dados
ecologicos de temperatura e precipitagdo, para as subespécies parodii e axillaris. Isso
sugere que cada uma das subespécies esta adaptada a nichos ecologicos diferentes. Pode-se
sugerir que a ssp. parodii esta associada a habitats mais quentes e umidos que os de
ocorréncia da ssp. axillaris. Radia¢do adaptativa ¢ um processo de diversificagdo de uma
unica forma ancestral para uma variedade de nichos ecoldgicos e geograficos para produzir
novas formas especializadas ecologicamente (Gavrilets & Losos, 2009). A diversificacao
ecologica leva a divergéncia morfologica e outras caracteristicas fenotipicas. A
plasticidade fenotipica e divergéncia genética resultam em recursos ou polimorfismos
troficos, que podem representar os estagios incipientes da especiagao (Foote et al., 2009).
Como observado, os grupos morfologicos de P. axillaris estdo localizados em nichos
ecologicos diferentes. Além das caracteristicas climaticas, também existem as diferengas
nas formagdes geoldgicas, as quais afetam as caracteristicas geomorfoldgicas e edaficas
(como representado na Figura 5). Essas diferencas de solo e variaveis climaticas na regido
de distribui¢ao das subespécies poderiam explicar a variagdo morfoldgica encontrada em
P. axillaris, visto que a forma da corola em Petunia ¢ altamente influenciada pelo clima e

solo (Kokubun et al., 1997).
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4.1.3 Analise de Barreiras Biogeograficas

No programa Barrier 2.2 foram analisadas possiveis barreiras geograficas
considerando-se as diferengas morfologicas encontradas nas subespécies de P. axillaris.
Primeiramente, foi hipotetizada a existéncia de duas barreiras para possivel separacdo entre
as trés subespécies. A primeira barreira inferida pelo programa separa os individuos
classificados como pertencentes a ssp. subandina dos demais (Figura 12). Na analise
morfolégica, através do PCA, os individuos desta subespécie ficaram agrupados com os da
ssp. axillaris., nao confirmando a presenca desta barreira. A posi¢do desta barreira
separando a ssp. subandina ndo ¢é surpreendente, visto que as popula¢des mais proximas
das quais estes individuos diferem pertencem a ssp. paroddi. Tal fato pode ser devido a
utilizagcdo do algoritmo de Monmonier, pois este procura identificar pares de populagdes
vizinhas para as quais a distdncia morfologica ¢ maior e ai posiciona a barreira. A segunda
barreira separa as subespécies parodii e axillaris e coincide com os limites de suas
distribuicdes no Uruguai, que ¢ o Rio Negro. Esta barreira também coincide com o
gradiente de temperatura e precipitagdo e com as caracteristicas edaficas do Uruguai, as
quais tem uma continuidade no RS segundo Grela (2004) (Figura 12). Esses resultados,
mais uma vez, reforgam que a distribuicdo da morfologia em P. axillaris esta relacionada

com as caracteristicas ecoldgicas da sua area de distribuicao (dados climéaticos e edaficos).

Devido a grande variacdo morfologica encontrada dentro das subespécies,
principalmente da ssp. axillaris, foi inferido uma terceira barreira, a qual mostrou uma
tendéncia em separar um grupo de individuos do RS, justamente aqueles individuos que se
diferenciaram das populagdes coletadas no Uruguai pelo PCA2 (Figura 12). Esses
individuos do RS apresentaram maior comprimento da corola em relagdo ao observado

para as populagdes do Uruguai.
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Figura 12: Mapa mostrando a posi¢ao das trés barreiras inferidas através do

algoritimo de Monmonier para os dados morfologicos de Petunia axillaris.

Para analisar a variacdo em nivel regional, foram inferidas as barreiras para os
grupos de populagdes descritos na Tabela 2. A primeira barreira agora se posiciona
separando as subespécies axillaris e parodii, enquanto que a segunda separa a ssp.
subandina das demais (Figura 13). A terceira barreira isola o Grupol (Durazno), cujas
populacdes ja tém sido reportadas por trabalhos anteriores como formas intermedidrias
entre as subspécies parodii e axillaris (Kokubun et al., 1997, Kokubun et al., 2006).
Segundo Venail et al. (2010), formas hibridas entre as subespécies parodii e axillaris
apresentam o tubo da corola de tamanho intermediario e a superficie do limbo da corola
significativamente maior. As flores dos individuos do Grupo 1 aqui estudadas
apresentavam essas caracteristicas, o que pode sugerir a ocorréncia de formas hibridas
entre as duas subespécies, decorrentes de contato secundario recente. A quarta barreira
separa o Grupo 9 (Guaritas e Casa de Pedra), Grupo 7 (Pelotas) e Grupo 10 (PantanoGr)
dos demais. E interessante ressaltar que a analise conduzida com os grupos de populagdes
parece ser mais eficiente, especialmente na presenga de individuos que apresentam

morfologia tipica de uma subespécie, mas que se localizam dentro da distribuicao
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geografica de outra (outliers). Na analise com os grupos de populagdes, a barreira 1 passa a
ser a barreira 2 e a barreira 3 na analise das populagdes equivale a barreira 4 na analise dos
grupos. Estas diferencas sdo devidas a existéncia dos outliers que, na analise por
populagdo, sdo distantes morfologicamente dos outros geograficamente mais proximos,
forcando que se inicie uma barreira neste local e, uma vez iniciada, a barreira continua se
expandindo. Esse viés metodologico pode levar ao posicionamento de barreiras sem
verdadeiro significado biologico e pode ser contornado com a abordagem aqui estabelecida
(analise por grupos de populacdes, formados a partir da similaridade ecologica e da
distribui¢do geografica). Diante disso, apesar de ter uma diferenca entre a morfologia de
individuos coletados no RS, nao significa que a barreira 4 separe de fato essas populagdes,
visto que ela inicia em um ponto outlier (Pop27-Taim, area geografica da ssp. axillaris
mas cujos individuos apresentam morfologia de ssp. parodii) e termina em outro ponto
outlier, em uma populagdo de Bagé que também ¢ morfologicamente mais semelhante a

ssp. parodii (Figura 13).

Esses dados mostram mais uma vez que dentro da ssp. axillaris ha uma grande
variabilidade morfolégica e que parte das populagdes do Uruguai parece estar num
subgrupo desta varia¢do. Enquanto que a morfologia de ssp. parodii ¢ mais estavel, ndo

variando muito.
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Figura 13: Mapa mostrando a posi¢do de quatro barreiras inferidas através do
algoritimo de Monmonier para os dados morfologicos dos grupos Petunia

axillaris

4.1.4 Analise K-means clustering

A analise do K-means (K=2) para os individuos de P. axillaris (média das flores
para cada individuo), com os escores dos PCAs da morfologia, revelou um alto grau se
separacdo entre as subespécies parodii e axillaris, enquanto que a ssp. subandina ficou
novamente agrupada com a ssp. axillaris (Figura 14). A analise foi realizada para um
conjunto total de 790 individuos, dos quais 538 foram da ssp. axillaris, 236 da ssp. parodii
e 14 da ssp. subandina.

Dentro do cluster da ssp. axillaris, apenas 4,3% dos individuos sdo classificados
como ssp. parodii, enquanto que para a ssp. parodii 1,9% dos individuos sdo classificados
como ssp. axillaris. Apesar deste pequeno percentul em relagdo as subespécies, quando as
populacdes sdo analisadas, elevados percentuais podem ser verificados (4 de 10 individuos
da populacdo Pop66—Tucuarembd e 2 de 14 da populagdo Pop78—Livramento3 na ssp.
parodii ¢ 9 de 11 na Pop36-Bagé5 e 4 de 10 na Popl-NegroS1, na ssp. axillaris). Além
dessas, algumas outras populagcdes de ambas as subespécies apresentaram um individuo

cuja morfologia era tipica da outra subespécie. Mesmo assim, pode-se inferir a separagao
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das duas subespécies através dos dados morfologicos. As populacdes com maior grau de
incongruéncias estao localizadas numa regido limitrofe entre as duas subespécies, o que
pode sugerir hibridagdo por contato secundario, sendo que a Popl faz parte do Grupol o

qual ¢ separado pela barreira 3, como mencionado acima.
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Figura 14: Analise K-means para os escores dos PCAs dos dados morfologicos

de 790 individuos de Petunia axillaris.Os nomes de cada grupos estdo de
acordo com a Tabela 2. As cores amarelo e azul representam a morfologia das
subespécies axillaris e parodii, respectivamente. Para K=3, o terceiro grupo em
vermelho sugere um subconjunto da subespécie axillaris. A subespécie.

subandina apresenta-se com morfologia da subespécie axillaris.
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Quando o valor de K ¢ 3, observamos que o terceiro cluster ¢ um subconjunto da
ssp. axillaris, formado principalmente por individuos do RS, com apenas alguns individuos
do Uruguai. Estes individuos do RS sdo aqueles que se separam pelo PCA2 no grafico
(Figura 11), como descrito acima. Interessante notar que, mesmo com a formagdo de trés
agrupamentos, a ssp. subandina permanece agrupada com a ssp. axillaris. Esses dados
sugerem que os caracteres morfoldgicos utilizados para separagdao das subespécies ndo sao
validos para a ssp. subandina, a qual apresenta morfologia semelhante a da ssp. axillaris.
Importante ressaltar, ainda que, quanto as populagdes Popl e Pop36 da ssp. axillaris,
ambos os individuos classificados como ssp. parodii na analise com K=2 permaneceram
com essa classificagao quando o valor de K foi aumentado para 3, enquanto que para a ssp.
parodii os individuos classificados como ssp. axillaris com K=2, com K=3 passaram a
fazer parte do terceiro agrupamento que corresponde ao subconjunto da ssp. axillaris ¢ da

ssp. subandina.

Para obter informacdes mais detalhadas da wvariabilidade morfologica, foi
realizado o K-means utilizando as medidas de cada flor. Para isto foram analisadas 1689
flores (1192 da ssp. axillaris, 466 da ssp. parodii e 29 da ssp. subandina). Nesta
abordagem, foi observado um pequeno aumento de mistura de morfolgia dentro das
subespécies. Para a ssp. axillaris, 5,62% das flores foram classificadas como ssp. parodii e,
como na andlise para individuos, as duas populagdes com maior indice de mistura de
morfologia foram a Popl — NegroS1 (12 de 29 flores, 41,4%) e a Pop36-Bagé5 (21 de 24
flores, 87,5%), seguidas da populagdo Pop42—Cpedra (11 de 31 flores, 35,5%). Enquanto
que para a ssp. parodii, 3% das flores foram classificadas como ssp. axillaris, sendo as
populacdes Pop66-Tucuarembo (4 de 16 flores, 25%), Pop78-Livramento3 (3 de 20 flores,
15%), Pop67-Paysandu (2 de 18 flores, 11,1%), Pop76-Livramento2 (2 de 25 flores, 8%)
as que tiveram maior nimero de flores classificadas como sendo da outra subespécie. Isso
sugere que ha uma variagao populacional dos caracteres morfologicos € uma pequena
variagdo individual, mas a maioria das flores dos individuos apresenta medidas
congruentes quanto a classificagio esperada pela analise da morfologia de cada subespécie

(Figura 15).
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Figura 15: Andalise K-means para os escores dos PCAs dos dados morfologicos
de 1689 flores de Petunia axillaris. Os nomes de cada grupo estdo de acordo
com a Tabela 2. As cores amarelo e azul representam as caracteristicas
morfoldgicas tipicas das subespécies axillaris e parodii, respectivamente. Para
K=3, o terceiro grupo, em vermelho, sugere um subconjunto da ssp. axillaris.

A ssp. subandina apresenta morfologia da ssp. axillaris.
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4.1.5 Variabilidade morfologica em P. axillaris

Ao longo de toda a distribuigdo geografica de P. axillaris analisada foi encontrada
uma grande variagdo, tanto de habitat como de caracteres morfoldgicos. A variabilidade
morfologica ndo foi restrita somente aos caracteres utilizados para identificagdo de
subespécies, mas também pode ser verificada em Orgdos vegetativos da planta. A ssp.
parodii ndo apresentou grande variagdo, tanto de habitat quanto de morfologia.
Geralmente, as plantas eram encontradas em beiras de estradas proximas as margens de
rios e em relevos planos, em afloramentos rochosos ou ndo. As plantas eram eretas e
apresentavam menos flores abertas por individuos do que observado na ssp. axillaris.
Aparentemente, na ssp. parodii, as flores ndo abrem ao mesmo tempo, podendo ser
observados no mesmo individuo botdes florais, flores abertas e frutos (Figura 16). Para a
ssp. axillaris observou-se uma ampla variabilidade de habitat e de morfologia. No Uruguai,
as plantas variavam de eretas (no interior), ascendentes e procumbentes (no litoral), e
ocorrendo em relevo plano a ondulado, em altitudes que variavam do nivel do mar até 300
m. As plantas do litoral (tanto do Rio da Prata quanto do Oceano Atlantico) ocorrem em
solo arenoso e em afloramentos rochosos (pontas rochosas que chegam até o oceano).
Algumas dessas plantas do litoral apresentavam um ramo principal ereto e os demais
ramos secundarios se estendiam no solo, com folhas craceas formando um aspecto de
roseta muito frequente em outras espécies de Petunia que ocorrem em ambientes arenosos
e litoraneos, como P. integrifolia spp. depauperata. A ssp. axillaris do RS ocorre em
regides de campos em beira de estrada, em afloramentos rochosos ou nao, e nas formagdes
rochosas denominadas Guaritas e Casa de Pedra. Nestes dois locais, as plantas ocorrem
proximas a reentrancias rochosas. Nas Guaritas ocorrem em simpatria com P. exserta, que
fica dentro das reentrancias da rocha, enquanto P. axillaris fica na parte externa das
reentrancias ou na parte superior das torres, sempre expostas ao sol, e apresentam grande

variabilidade dos caracteres morfoldgicos (Figura 17).
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Figura 16: Imagens da variagdo do habitat ¢ caracteres morfologicos para Petunia

axillaris ssp. parodii. Diferentes populagdes do Uruguai.
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Figura 17: Imagens da variacdo do habitat e caracteres morfoldgicos para

Petunia axillaris ssp. axillaris. (A) localizadas no Uruguai na parte continental,
(B) localizadas no Uruguai no litoral; (C) localizadas na Serra do Sudeste / RS;

e (D) medidas morfologicas da ssp. axillaris.

Além desses caracteres, varios outros foram observados em P. axillaris os quais,
até o momento, ndo tinham sido descritos para a espécie. Petunia axillaris é descrita como
uma espécie anual (Stehmann, 1999), mas algumas caracteristicas encontradas em diversos
individuos sugerem que eles possam permanecer no ambiente por varios anos. Foram
encontradas plantas que apresentavam caule espesso, com didmetro grande, um ramo ereto
que brota da base, com ramos laterais secos e outros brotando na base do caule, sugerindo
que esses individuos secam no inverno e rebrotam durante a primavera. Além disso, na

mesma populacdo, foram encontrados individuos com comprimento e didmetro do ramo de
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tamanho muito discrepantes, o que sugere que esses individuos nao devem ter germinado
na mesma ¢época. Também foram encontrados individuos, aleatoriamente em algumas
populagdes do Uruguai e RS da ssp. axillaris, com estigma exserto semelhante ao
encontrado na espécie P. exserta, endémica da Serra do Sudeste / RS. Essa caracteristica
na espécie esta relacionada a sindrome de polinizagdo (por beija-flores). Petunia axillaris é
efetivamente polinizada por mariposas, mas foram observados beija-flores em uma
populagao do Uruguai, isso sugere que eventualmente beija-flores visitam P. axillaris e
esses caracteres semelhantes a P. exserta poderiam estar relacionados com o polinizador,
mas mais estudos se fazem necessario para a compreensao dessa caracteristica encontrada

em alguns individuos da espécie.

Na regido da Serra do Sudeste (RS) foram encontradas flores de P. axillaris
levemente rosadas, especialmente na regido das Guaritas. Nessa regido ja foi reportada a
ocorréncia de hibridos entre P. exserta e P. axillaris (Lorenz-Lemke et al., 2006). As flores
rosadas observadas no presente trabalho poderiam sugerir introgressao dos caracteres de P.
exserta em P. axillaris. Entretanto foi encontrada flor de P. axillaris, em um individuo na
Casa de Pedra, de colorag@o fortemente rosada, sendo que nesta regido nao foi observada a
presenca de P. exserta ou de P. integrifolia. Mas ¢ necessario mais estudos para identificar

a ocorréncia dessa caracteristica (Figura 18).
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Figura 18: Imagens de caracteristicas morfoldgicas encontradas em populacdes
naturais de Petunia axillaris. (A) espessura dos caules; (B) diferencas de
tamanho de individuos da mesma populagdo; (C) ramos secos e brotos em

individuos; (D) estigma exserto e corola rosada.

Essa grande variabilidade morfoldgica se reflete na analise de PCA para os grupos
regionais. Para melhor visualizar essa variagdo foram plotadas elipses para cada grupo de
populacdes (conforme Tabela 2), que representam 95 % da variagcdo de cada grupo. Assim
como observado para os dados ecologicos, a ssp. axillaris apresenta um alto grau de
variabilidade quanto a morfologia, principalmente em relacdo as populagdes coletadas no
RS onde, como ressaltado anteriormente, alguns individuos se separam daqueles coletados
no Uruguai pelo PCA2. Também se observa que para a ssp. parodii a maior variabilidade
estd nas populagdes coletadas no RS. O que mais chama aten¢do no grafico ¢ a grande

variabilidade morfologica encontrada nas populacdes da Serra do Sudeste, principalmente
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o Grupo Guaritas (que corresponde as populagdes das Guaritas e Casa de Pedra). A Serra
do Sudeste ocupa uma area aproximada de 44000 km?, com altitudes variando entre 200 ¢
500 metros. O relevo da regido apresenta grandes diferencas topograficas, ambientes
fisionomicamente distintos e a vegetacdo apresenta grande riqueza e diversidade (Caporal
& Boldrini, 2007). Uma possivel explicacdao para a diversidade morfologica nessa regiao
encontrada na ssp. axillaris seria explicada pela fisionomia do solo. Outra explicagdo
poderia ser o fato de na regido das Guaritas ocorrerem eventos de hibridacdo entre P.
axillaris spp. axillaris ¢ P. exserta (Lorenz-Lemke et al., 2006; A. L. Segatto, com. pess.).
Os eventos de hibridacdo poderiam implicar na introgressdo de caracteres em ambas as

direcdes, resultando no alto grau de variagdao encontrado na regido.

A maior parte da sobreposi¢do nos caracteres morfologicos entre as duas
subespécies axillaris e parodii ¢ devida aos grupos 8-Bagé, 9-Guaritas e 10-PantanoGr,
todos da Serra do Sudeste no RS. Em relagdo as populagdes do Uruguai, percebe-se uma
clara separacdo entre estas subespécies, com excecdo do grupo 1 (Durazno), que se

comporta como intermediario entre ambas, como mencionado acima (Figura 19).

® PantanoGr
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* Melo
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Figura 19: Analise de componentes principais dos caracteres florais de Petunia
axillaris ssp. axillaris ¢ P. axillaris ssp. parodii. Cada elipse representa um

grupo geografico de populagdes, destacando a variagdo regional de P. axillaris.
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Apesar dos esfingideos serem considerados os polinizadores efetivos, constatou-
se visitas de beija-flor em flores de P. axillaris, além de abelha de espécie ndo identificada
(observagdes de campo). Também foram observadas abelhas mamangavas, que perfuram
as partes basais do tubo, pilhando néctar. Nao se acredita que estas abelhas desempenhem
qualquer papel na polinizagdo em P. axillaris, visto que ndo se aproximam das anteras ¢

nem do estigma (observacdes de campo; Figura 20).

Figura 20: Flores de Petunia axillaris mostrando os diferentes visitantes
observados no campo. (A) e (B) Plantas de populagdes do Uruguai visitadas
por beija-flores. (C) Plantas de uma populagdo das Guaritas/RS visitadas por
abelhas. (D) Populagdo do Uruguai na regido de Colonia em que uma abelha

mamangava pilhava néctar.
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4.2 Dados moleculares

4.2.1 Caracterizagao das sequéncias obtidas

O sequenciamento dos marcadores plastidiais gerou um alinhamento com 1062
pares de base (pb) para os 614 individuos analisados. Destes, 652 pb corresponderam a
amplificacao do espagador intergénico trnS-trnG (de 1 a 652) e 410 pb (de 653 a 1062) do
espagador trnH-psbA. Para as analises foram retirados todos os eventos de inser¢ao/delegdo
(indels) correspondentes a regides de poli-A e poli-T, resultando assim em um alinhamento

de 1056 pb (de 1 a 650 trnS-trnG ¢ de 651 a 1056 psbA-trnH).

As andlises foram conduzidas com as sequéncias dos dois espacadores
combinadas, e o contetdo GC (guaninas e citosinas) apresentado foi de 29,3 %. Foram
identificados 29 sitios polimorficos no alinhamento concatenado (11 na porgdo
correspondente ao trnS-trnG e 18 no trnH-psbA), dos quais, 28 foram substituigdes
mononucleotidicas (12 transicdes e 17 transversdes) € uma microinversao de 29 pb
codificada como um evento mutacional unico. Esse padrdo ¢ usualmente encontrado em
sequéncias ndo-codificantes de cpDNA. O tipo de substituicdo depende da composi¢do
nucleotidica, sendo que altos conteudos de A+T resultam em maior propor¢do de
transversoes (Morton, 1995). Para a amostra como um todo, a diversidade nucleotidica ()
verificada foi de 0,0022, enquanto a diversidade haplotipica (Hd) foi 0,704, entre os 35
haplotipos identificados pelo programa DnaSP. Quando os marcadores foram analisados
separadamente, os valores de diversidade nucleotidica e haplotipica foram: 0,0015 ¢ 0,624
para o trnS-trnG ¢ 0,0035 e 0,638 para o trnH-psbA, respectivamente. Levando em
consideragdo a recente historia evolutiva de toda a subfamilia Petunioideae, a diversidade
haplotipica e nucleotidica para P. axillaris pode ser considerada alta para os marcadores
utilizados. Estes indices de diversidade podem refletir a amplitude da distribuicao
demografica da espécie. A observacao de valores altos de diversidade haplotipica e valores
mais baixos de diversidade nucleotidica pode ser um indicativo de rapido crescimento

populacional e pouco tempo de separagao entre as linhagens de cpDNA.
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Fregonezi et al. (2007) observaram valores de diversidade haplotipica e
nucleotidica semelhantes ao verificado neste trabalho para Calibracoa excellens e
Calibracoa linoides, espécies com distribui¢do ampla assim como P. axillaris. Por outro
lado, Petunia exserta apresentou indices de diversidade mais baixos em relacdo ao que
observamos no presente trabalho, resultado esperado pelo fato de que essa espécie possui

carater micro-endémico (Lorenz-Lemke et al., 2006).

A andlise dos indices de diversidade genética para os 21 grupos de populagdes
permitiu identificar as areas de maior diversidade genética para P. axillaris ao longo de
toda a sua distribuicdo. O grupo 11 foi o que apresentou maior indice de diversidade,
seguido dos grupos 6, 12, 13 e 5, enquanto os demais apresentaram indices de diversidade
relativamente mais baixos (Tabela 8). A diversidade genética diminui progressivamente ao
longo da escala de maior diversidade, possivelmente devido a uma série de eventos de
gargalo de garrafa consecutivos ou efeito fundador. As areas onde estdo localizados estes
grupos de P. axillaris de maior diversidade genética, ao norte (ssp. parodii) e ao sul do
Uruguai (ssp. axillaris) correspondem a areas previamente identificadas como refugios de
espécies de plantas durante o periodo de oscilagdes climaticas do Quaternério, que
serviram de refugios para plantas de clima mais imido durante a fase seca e fria
(Ab’Saber, 1977; Grela, 2004). Possivelmente, a concentracao da flora nestes locais, e sua
posterior expansdo com a melhora do clima, poderia ter isolado popula¢des de P. axillaris
nessas areas, cujos individuos apresentam alta diversidade genética. Os grupos mais
diversos geneticamente nem sempre se apresentaram com maior diversidade morfolégica,
principalmente se tratando da ssp. parodii, visto que o grupo mais diverso geneticamente
nesta subespécie, o grupo 11, ¢ bem homogéneo morfologicamente. Porém o grupo das
Guaritas, que apresentou a maior diversidade morfologica também possui uma alta
diversidade genética. Como essa regido estd em um espaco geograficamente pequeno em
relagdo a distribui¢do de toda a subespécie, ¢ bem provavel que o fluxo de sementes seja
maior nesta regido, E necessario ressaltar que foi na Serra do Sudeste (RS) que foram
observados eventos de hibridacao entre P. axillaris e P. exserta, que poderia afetar também

os indices de diversidade genética assim como em relagdo a morfologia.

Quando a diversidade genética ¢ calculada para as trés subespécies, observamos
que os maiores valores s3o encontrados para a ssp. axillaris (diversidade haplotipica e

nucleotidica de 0,767 e 0,0021, respectivamente, enquanto que para a ssp. parodii os
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valores foram de Hd=0,553 e n=0,0020, e para a ssp. subandina Hd=0,580 e n= 0,019).

Esse resultado também ¢ observado para os dados morfolédgicos.

Tabela 8: Diversidade nucleotidica e haplotipica dos 21

grupos de Petunia axillaris. (*) correspondem aos

grupos com maior diversidade.

Grupo m Hd
1 0.0008 0.6212
2 0.0000 0.0000
3 0.0005 0.4833
4 0.0015 0.5146
5* 0.0026 0.7977
6* 0.0030 0.8053
7 0.0006 0.3587
8 0.0017 0.4986
9 0.0014 0.6969
10 0.0015 0.5333
11* 0.0035 0.8312
12* 0.0032 0.7218
13* 0.0030 0.6397
14 0.0019 0.6767
15 0.0000 0.0833
16 0.0005 0.2193
17 0.0004 0.1193
18 0.0018 0.4857
19 0.0001 0.1111
20 0.0003 0.3333
21 0.0019 0.5800
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4.2.2 Variacdo Genética em Petunia axillaris

O relacionamento entre os haplotipos foi inferido pelo método de median-joining
network (Bandelt, 1999) com o auxilio do programa Network 4.5 (Figura 21). Os

haploétipos e suas frequéncias sdo apresentados na Tabela 9.

[ Paxillaris ssp. axillaris
B © axillaris ssp. parodii

B 7 axillaris ssp. subandina
H21

Figura 21: Network mostrando o relacionamento evolutivo entre os 35
haplotipos das populagdes de Petunia axillaris (combinacao das sequéncias dos
espagadores trnS-trnG e trnH-psbA). Cada uma das cores representa uma das
trés subespécies de acordo com a classificacdo da Tabela 1. A area dos circulos
¢ proporcional a frequéncia do haplotipo. As barras perpendiculares indicam o

nimero de passos evolutivos que separam os haplétipos.
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Tabela 9: Descrigdo dos haplotipos encontrados na analise do cpDNA de Petunia axillaris, com destaque para os sitios

polimorficos e a frequéncia dos haplotipos.

Posig¢do Nucleotidica

trnS-trnG trnH-psbA
1 1
1 1 2 3 3 3 4 s 5 6 6 7 7 7 7 7 7 7 7 8 8 8 8 8 9 9 0 0 o
Haplotipos 4 7 8 o0 2 9 8 1 5 3 3 o 2 2 5 5 6 6 6 7 4 6 6 8 9 1 3 0 1 N¢ observado
5 5 0 8 0 8 1 5 2 4 6 9 2 3 1 2 5 3 4 3 8 9 0 0 1 2 0
H1 G T C A G T G G C A C C C T C A A T G T T G C G C C C G T 22
H2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . 322
H3 C T 48
H4 C . 55
H5 c T X 1
He6 . . . C T . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . 4
H8 . C A T . G A 31
HO T C T C A 11
H10 c A . G 6
H11 C A T T G . 2
HI12 . . . [¢ . . . . . . . . T . . . . . . G . A . . . . . . 14
H13 . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
H14 . . . . . . . . . . . . T . . . . . . G . A . . . 2
HI5 . . . C . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T 6
Hl6 . . G . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . 1
H17 . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . 7
H19 . . . C . . T . . . . . . G . A A . . . . . 1
H20 C A . . . . . . T . . . . . . G . A . A 5
H21 C . T T G C A A 2
H22 C A T . 2
H23 C T . . . . . . G 2
H24 . . . C . A . . T T . G A 1
H25 . X . . . . . A T - 8
H26 . G . T 6
H27 . G . . . . . . . . . . . . . T T 3
H28 . . . . . . . . . . . . . . . . T . T 1
H29 . . . . . . . . . . . . . . . . . A T 1
H30 . . . . . . . . . . . . . . A T 3
H31 . . . . T T 1
H32 Cc T . 1
H33 C G . 2
H34 C T A 7
H35 c G 1

- Microinversdo

SL



Foram encontrados trinta e cinco haplotipos, sendo que o relacionamento entre os
mesmos nao corresponde a uma estruturacao geografica clara e nem a separagao das trés
subespécies. Apesar de terem sido encontrados haplétipos exclusivos de cada subespécie,
eles ndo apresentaram estruturacdo geografica de acordo com os grupos morfologicos. Os
haplotipos H1 ¢ H2 s3o compartilhados pelas trés subespécies, estando presentes em
individuos geograficamente distantes, enquanto que os haplotipos H3, H4, H8, H12 e H14
sdo compartilhados por individuos das subespécies parodii e axillaris. O haplétipo H33 ¢
compartilhado por individuos das subespécies parodii e subandina. Isso indica que as
linhagens evolutivas de cpDNA s3o pouco informativas para a distingdo entre os grupos
morfoldgicos ¢ taxondmicos de P. axillaris, uma vez que os haplotipos correspondentes a

esses grupos encontram-se misturados ao longo da network (Figura 22).

Uma possivel explicagdo para a falta de concordancia geografica ¢ que o atual
padrdo de variabilidade genética das subespécies possa refletir melhor as propriedades da
paisagem do passado do que a atual (Fortuna et al., 2009). O compartilhamento de
haplotipos e a falta de concordancia geografica entre a network e a morfologia das
subespécies de P. axillaris podem ser devidos a baixa variagdo genética ¢ a retengao de
polimorfismo ancestral. Grupos que tem radiacdo adaptativa recente podem ndo ter
acumulado um numero suficiente de mutagdes neutras, sendo dificil a delimitacdo de
espécies ou subespécies e a interpretacdo de seus relacionamentos (Whittall et al., 20006).
Os baixos niveis de variabilidade entre as espécies do género Petunia ja foram detectados
em andlises filogenéticas baseadas em cinco marcadores plastidiais, um nuclear e um
mitocondrial (Kulcheski et al., 2006). A retengdo de polimorfismo ancestral em taxa que
divergiram recentemente pode explicar o compartilhamento de haplotipos. O
compartilhamento de haplétipos pode ocorrer em regides geograficas amplas, ndo somente
em areas transicionais. Tal fendmeno pode ser confundido com fluxo génico, induzir
superestimativas de habilidade de dispersao e pode conectar geneticamente populagdes que

ja divergiram a longo tempo (Russell et al., 2005).

Outra possibilidade para explicar o compartilhamento de haplotipos seria
hibridagdo intraespecifica por contato secundario das subespécies. Kokubun et al. (1997)
estudaram a morfologia das subespécies de P. axillaris através da coleta de sementes e

cultivo em casa de vegetacdo (nas mesmas condicdes ambientais) e sugerem que ha
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introgressao dos caracteres morfoldgicos em areas ao longo do Rio Negro e Rio da Prata no
Uruguai. Adicionalmente, Kokubun et al. (2006) sugeriram que a morfologia floral de
poucas populagdes estudadas da ssp. axillaris do Rio Grande do Sul ¢ diferente daquela
encontrada para essa subespécie em outras areas, e compararam essa morfologia com a
forma encontrada anteriormente ¢ relatada por Kokubun et al. (1997), sugerindo ser uma
forma intermediaria entre as subespécies parodii e axillaris. Nossos estudos com os
caracteres morfologicos também revelaram a diferenciacdo nos caracteres florais dos
individuos coletados nestas areas consideradas como de morfologia intermedidria por
Kokubun et al. (1997 e 2006), embora estes individuos sejam incluidos preferencialmente
no grupo da ssp. axillaris. A regido proxima ao Rio Negro, Uruguai, pode ser uma regido
onde houve um contato secundario das subespécies, sendo os individuos 14 coletados
hibridos entre elas. As andlises de cpDNA permitem a identificacdo de eventos de
hibridagdo que n3o podem ser detectados morfologicamente (Bleeker, 2003). Se apos
cruzamentos interespecificos a progé€nie hibrida retrocruzar preferencialmente com um dos
parentais, a morfologia das futuras geragdes pode perder a condicdo intermediaria e se
tornar uniforme em relacdo a um dos parentais, mas o cpDNA da outra espécie pode
persistir, num fendmeno conhecido como captura de cloroplasto (Schaal et al., 1998).

Nesse caso a investigacdo de DNA nuclear ¢ essencial para esclarecer esses processos.

Para melhor ilustrar a variabilidade genética das populacdes e sua distribuicdo
geografica, cada haplotipo foi representado com uma cor diferente e sua ocorréncia nas
populagdes foi indicada no mapa (Figura 22). O cédigo dos haplotipos coincide com os da
Figura 21. O haplotipo H2 foi o mais frequente, ocorrendo em 56 das 102 populagdes
estudadas, sendo predominante nas populacdes da Argentina, provincias de Corrientes e
Entre Rios, e na Campanha Gatcha. Esse haplotipo parece estar mais associado com a ssp.
parodii, apesar de também ser encontrado em populagdes de ssp. axillaris do Uruguai
principalmente proximas ao Rio Negro ¢ Rio da Prata, ¢ em populagdes do RS. Isso
poderia ser interpretado pelo exposto acima sobre hibridacdo por contato secundario entre

as subespécies axillaris e parodii.

Dentre as caracteristicas da rede de hapldtipos que mais chamaram atengdo esta o
compartilhamento de haplotipos entre populagdes distantes geograficamente, como
observado para as populacdes das Guaritas (Pop49, 50, 51, 53, 57, 58, 59 e 60), de
Formosa/Argentina (Pop97) e as populacdes do sul do Uruguai (Popll, 12 e 13), que
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compartilham o haplotipo H4. Esse compartilhamento de haplétipos nao pode ser
confundido com fluxo génico. O cpDNA de Petunia ¢ herdado maternalmente (Derepas &
Dulieu, 1992), de modo que o fluxo génico de cpDNA se da através da dispersdo de
sementes, que nesta situacdo estd restrita a curtas distancias (Stehmann, 1999). Sendo
assim, a explicacdo mais provavel para o compartilhamento de hapldtipos entre essas
populagdes ¢ a retencdo de polimorfismo ancestral. Como as sementes nao apresentam
qualquer adaptacdo a dispersdo a longas distancias, ¢ provavel que a maioria das
populagdes tenha se originado de poucos individuos fundadores, o que é coerente com a

baixa variabilidade intrapopulacional encontrada na maioria das populagdes estudadas.

Segundo Excoffier et al. (2009), popula¢des pequenas e pouco conectadas por
fluxo génico tendem a ser altamente diferenciada. Foram encontradas algumas populacdes
muito proximas geograficamente que apresentam haplétipos diferentes, como ¢ o caso de
populagdes da regido das Guaritas e da Casa de Pedra, mencionadas acima. Este fato

sugere um forte efeito fundador para a colonizacdo de P. axillaris.

Essas duas localidades, Guaritas e Casa de Pedra, sdo muito proximas (cerca de 30
km) e estdo localizadas na Serra do Sudeste, pertencendo ao mesmo sistema orografico,
cuja caracteristica geomorfoldgica é o afloramento meridional do Escudo Brasileiro. Esse
sistema inclui as serras a leste do Uruguai e as serras do sudeste do Rio Grande do Sul. Ao
longo dessa regido se observam haplotipos que ocorrem quase que exclusivamente ali,
como por exemplo, o hapldtipo H1 e seus derivados (H7, H13, H16, H17, H18). Da mesma
forma, os haplotipos H3, H6 e H9 ocorrem exclusivamente no sul do Uruguai, no sentido
leste-sul, exatamente no sentido da continuagdo da formacdo do Escudo Riograndense,
sendo que o haplotipo H9, pertencente as populacdes Pop20 e 21, ¢ o mais distinto de
todos, com trés passos mutacionais. Isso reforca a grande variabilidade genética encontrada

na formagao do Escudo Riograndense.

O distintivo floristico da regido que corresponde ao afloramento do escudo
Riograndense tem sido reportado por Rambo (1954) quando hipotizou que essas formagdes
metamorficas elevadas podem ter sido isoladas no passado por ingressos marinhos. A
grande biodiversidade da regido tem sido reportada também por varios trabalhos (Girardi-
Deiro & Gongalves, 1987; Zocche & Porto, 1993; Girardi-Deiro & Porto, 2001; Caporal &

Boldrini, 2007) e, inclusive, muitas areas da Serra do Sudeste sao consideradas de extrema
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importancia biologica e parte integrante das areas prioritdrias para conservacao da
biodiversidade (MMA, 2000). A conexdo floristica entre as altas elevacdes dessa area ¢
uma hipdtese antiga (Rambo, 1954; Crisci et al., 2001), tendo sido sugerido, mais
recentemente, que essa area constitui refigios para algumas espécies (Grela, 2004). A
distribui¢do dos haplotipos de P. axillaris, apesar de ndo estar claramente estruturada

geograficamente, ¢ congruente com a proposta de conexao floristica dessa regido.
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Figura 22: (A) Mapa da variabilidade genética nas populagdes de Petunia
axillaris estudadas. Cores conforme a rede de haplotipos apresentada em B. (B)
Network mostrando o relacionamento entre os 35 haplotipos nas populagdes de
P. axillaris (combina¢do das sequéncias dos espagadores trnS-trnG e trnH-
psbA). Os detalhes 1 e 2 correspondem as populagdes amostradas nas Guaritas

e Casa de Pedra, respectivamente.

O grau de estruturagdo genética das populagdes pode ser verificado através da

Analise de Variancia Molecular (AMOVA) e do célculo do indice de fixagao dgr, Para
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estes testes, as populacdes Pop24, 27, 35, 92 e 100, por possuirem apenas um individuo
amostrado, ndo foram incluidas na analise. Analisando as populagdes sem impor qualquer
agrupamento entre os pontos de coleta, observou-se que 80,52% da variagdo encontrada
entre as sequéncias correspondem a variagdo entre as populagdes, enquanto que 19,48%
sdo relativos a variacdo intrapopulacional. Quando a AMOVA ¢ calculada definindo-se trés
grupos, correspondentes as trés subespécies, o percentual de variacdo entre os grupos ¢
extremamente baixo: 6,92%, enquanto que 74,25% da variagdo estdo divididos entre as
populacdes dentro dos grupos e os 18,83% restantes estdo distribuidos dentro das

populagdes.

Foi realizado o teste de AMOVA para os grupos de populagdes (conforme Tabela
2) e, nesse caso, os grupos foram analisados como se fossem populagdes. Novamente,
observou-se que a maior variagdo foi dentro dos grupos de populacdes, correspondendo a
63,57% da variagdo total, enquanto que a variagdo dentro das populacdes foi 36,43%, com
um Dgr de 0,364. A variagao entre populagdes caiu um pouco em comparagdo a analise
feita com as populacdes separadas. Isso mostra que mesmo populagdes muito proximas
podem divergir bastante, enquanto que populagdes distantes geograficamente muitas vezes
se assemelham muito e, até mesmo, compartilham haplotipos. Assim como a network, a
AMOVA indica um forte efeito fundador para cada ponto, uma vez que populacdes
proximas sdo geneticamente muito distintas, sem que isso corresponda de fato a uma

diferenciagdo evolutiva.

Com esses dados também podemos observar a baixa variabilidade
intrapopulacional em P. axillaris. Certo sincronismo ¢ observado em populag¢des proximas,
como nas populagdes das Guaritas, Casa de Pedra e Campanha Gaucha. Extingdes de
populagdes locais podem sincronizar a dindmica da estrutura espacial das populagdes, uma
vez que a redugdo de migrantes que resulta da extingdo deprime simultaneamente a
diversidade em populagdes vizinhas, produzindo mais sincronismo dinamico. A exting¢ao
de populacdes locais produz mudancas fundamentais na estrutura espacial de populacdes
(Matter & Rolland, 2010). Quando a extingdo de populacdes ocorre em uma escala espacial
pequena, ¢ necessaria uma retroalimentacao positiva para a persisténcia da diversidade das
populagdes. Nao s6 o potencial de re-colonizagdo podera ser perdido como populagdes
proximas podem tornar-se sincronizadas. Sincronismo seguido de extingdo ¢ maior quando

populagdes grandes sdo extintas e estdo rodeadas de populagdes pequenas. Como
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populagdes grandes tem um risco de extingdo menor que populacdes pequenas, essa
situagdo pode ser menos comum em sistemas naturais € ocorre mais frequentemente
quando a extingdo resulta de fatores como a destruicdo do habitat (Matter & Roland, 2010).
As regides citadas, Casa de Pedra e Guaritas, ambas localizadas na Serra do Sudeste, ¢ a
Campanha Gaucha fazem parte do Bioma Pampa no Rio Grande do Sul. A biodiversidade
dessas regioes tem sido altamente ameagada por extensas monoculturas de acdcias,
eucaliptos e pinus (Pillar, 2003; Pillar, 2006; Caporal & Boldrini, 2007; Pillar et al., 2009;
Suertegaray & Silva, 2009). O sincronismo de populagdes proximas destas areas, assim
como a baixa diversidade principalmente em populagdes da Campanha Gaucha (Tabela 8),

podem ser explicados pela destruicao do habitat.

O teste de Mantel ndo foi significativo, revelando que ndo ha correlagdo entre as
distdncias genéticas e geograficas para as populagdes de P. axillaris [Coeficiente de
correlagdo (r) = - 0,0102; P>0, 05]. Esse resultado também foi verificado através do teste
de Autocorrelagao Espacial, que nao foi significativo como um todo (P>0,05). Esses
resultados sugerem que o modelo de isolamento por distdncia ndo explica de maneira

adequada o grau de diferenciacdo genética das populagdes de P. axillaris (Figura 23).
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Figura 23: Analise de Autocorrelagdo Espacial para Petunia axillaris. Ay =
média da distdncia genética entre os pares de individuos. A linha pontilhada
paralela ao eixo “x” indica o valor médio de Ay para o conjunto de dados (2,16

x 107).
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4.2.3 Deteccao de Barreiras Biogeograficas

A fim de detectar possiveis barreiras biogeograficas que impe¢cam o fluxo génico
entre as populagdes amostradas, foram feitas analises no programa SAMOVA 1.0. Esse
programa agrupa as populacdes de acordo com sua similaridade genética e localizagdo
geografica. Também para esta andlise as populagdes Pop24, Pop27, Pop35, Pop92 e
Pop100 foram removidas por apresentarem um unico individuo. O resultado obtido com a
analise de SAMOV A mostra o maior valor de Fcr para K=2, em seguida o valor decresce e

fica oscilando até K=8 (Tabela 10).

Tabela 10: Resultado da Analise espacial de variancia molecular (SAMOVA) em
populagdes de Petunia axillaris. Na composi¢ao do grupo estdo representadas entre
parénteses as populacdes de cada grupo, cujas informagdes estdo indicadas na Tabela 1.
K refere-se ao numero de grupos predefinidos na andlise. Todos os testes para

diferenciagdo sdo significativos para P<0,001.

K Fsc Fst Fer Composicio do grupo

2 0,802 0,940 0,698  (68) x (todas as demais populagoes)

3 0,799 0,890 0,454  (25) x (62) x (todas as demais populagdes)

4 0,793 0,904 0,538  (32) x (70) x (99) x (todas as demais populagdes)
5 0,748 0,915 0,661 (20, 21) x (22) x (65) x (66, 67, 68, 70, 72)

X (todas as demais populacdes)
6 0,773 0,897 0,545  (16) x (43) x (66, 67, 68, 72) x (62) x (99)
x (todas as demais populagdes)
7 0,752 0,914 0,653 (20, 21) x (15) x (66, 67, 68, 72) x (56) x (32) x (50)
X (todas as demais populacdes)
8 0,777 0,887 0,492  (23,25)x(58) x (66, 67, 68, 72) x (60) x (56) x (82) x (42)

x (todas as demais populagoes)

Os indices de fixacdo Fgc, Fst € Fcr medem a variagdo genética entre populagdes dentro dos grupos, dentro

das populagdes e entre grupos, respectivamente.

Diante disso, podemos sugerir que o melhor agrupamento para os dados de

cpDNA de P. axillaris ¢ quando K=2, que separa a populacdo Pop 68 das demais,
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indicando uma barreira entre esses grupos (Figura 24). Como podemos observar na rede de
haplétipos, a populagdo Pop68 esta presente em um ramo separado dos demais e ¢
geneticamente distante da populacdo mais proxima geograficamente (Pop 76). Dentre a
variagdo observada, 69,77% correspondem a variacdo dentro dos grupos e 24,21% entre as
populagdes dentro dos grupos, sendo os 6,01% restantes encontrados dentro das
populagdes. Esse resultado ndo ¢é surpreendente para os dados de cpDNA de P. axillaris,
visto que ha grande compartilhamento de haplétipos e forte efeito fundador. Sendo assim, o
programa vai acabar agrupando um ou alguns pontos uniformes e geograficamente
proximos, sem que isso tenha uma explicagao bioldgica. Por isso, os resultados do Samova
nao refletem algo muito relevante no sentido bioldgico da espécie em estudo. Isso também
¢ valido para as demais barreiras inferidas pelo programa, as quais ndo apresentaram

qualquer sentido quando comparadas aos resultados obtidos com a analise da morfologia.

Argentina

% ®
9]

Figura 24: Localizagdo da barreira biogeografica inferida pelo programa SAMOVA
1.0 para os dados de cpDNA de Petunia axillaris.

Para testar a existéncia de possiveis barreiras biogeograficas para os dados
genéticos foi utilizado o programa Barrier 2.2, o qual também foi utilizado para inferir

barreiras para os dados morfoldgicos. Foi testada a hipotese de duas barreiras, para avaliar
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a existéncia de separacdo entre as trés subespécies. A primeira barreira inferida pelo
programa agrupa as populagdes Pop66, 67, 68, 70, 71, 72, ao norte do Uruguai. A segunda
barreira agrupa as populagdes Pop 23, 25 e 32, sendo que as duas primeiras se localizam a
sudeste do Uruguai e ultima a sudeste do RS (Figura 25). Esses padrdes, pelo fato do
grande compartilhamento de haplotipos, podem refletir um alto grau de efeito fundador e
deriva genética para as populagdes de P. axillaris. Porém, também ¢ importante ressaltar
que essa duas barreiras se posicionam em localidades onde estdo presentes os grupos que
apresentaram maior diversidade genética, medida através das diversidades nucleotidica e
haplotipica. Nessa regido, ao norte do Uruguai, estd localizado o sistema de ravinas da
Cuchilla do Haedo. Este local tem sido sugerido como refligio para a flora adaptada a clima
umido durante os periodos de oscilagdes climaticas nas glaciagdes (Ab’Saber, 1977; Grela,
2004). A regido ao sul do Uruguai, onde se posiciona a segunda barreira, estende-se por
uma area onde a principal caracteristica geomorfologica ¢ o afloramento do Escudo
Sulbrasileiro que inclui as serras a leste do Uruguai e a sudoeste do Rio Grande do Sul.
Ab'Saber (1977) sugere que as inclinagdes destes sistemas montanhosos podem ter
fornecido refugios tmidos para a flora local durante as fases de oscilagdes climaticas que
resultaram num clima mais frio e seco. A fase fria e seca foi propicia para a expansao do
habitat de P. axillaris, os campos. Nesse periodo, a espécie pode ter colonizado a maior
parte de sua vasta distribui¢do geografica. O fato de identificar barreiras nesses locais que
corresponderiam a refugios para a flora adaptada a clima mais umido pode explicar o grau
de variabilidade encontrado nessas populagdes, pois o isolamento das popula¢des de P.
axillaris que ali habitavam devido a predominancia de florestas nessas regides teria

permitido sua diferenciagdo.

As barreiras inferidas para os dados de cpDNA ndo sdo congruentes com aquelas
inferidas para os dados morfologicos, que neste caso separa as subespécies. Isto sugere,
mais uma vez, que a variagao de cpDNA nao € congruente com a variagdo morfoldgica que

define as subespécies para P. axillaris, como exposto anteriormente.
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Figura 25: Barreiras inferidas pelo programa Barrier 2.2 para os dados de cpDNA

de Petunia axillaris.

4.2.4 Dinamica Populacional

Os indices D de Tajima e Fs de Fu foram estimados para os dados de cpDNA. O
objetivo destes testes ¢ distinguir se uma sequéncia de DNA estd evoluindo
randomicamente (de forma neutra) ou se estd evoluindo sobre a influéncia de processos nao
randomicos, incluindo selecdo direcional ou balanceadora, expansdao ou contragdo

populacional e introgressao.
Os testes utilizando o conjunto completo de dados apresentaram como resultados:
» D de Tajima: - 1.14107; P = 0.10800
» Fsde Fu: -17.58432; P =0.00100

Valores negativos para estes testes indicam excesso de polimorfismos de baixa
frequéncia, decorrente de expansdo no tamanho da populagdo e/ou sele¢do positiva. Para
nosso conjunto de dados, observamos que os dois testes apresentaram valores negativos, ou
seja, indicando, possivelmente, expansao populacional recente nesse grupo,embora o teste

D de Tajima ndo tenha dado significativo.
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Foram calculados indices de neutralidade para as populagdes agrupadas conforme
descrito na Tabela 2. Os valores dos dois testes de neutralidade para cada grupo estdo
descritos na Tabela 11. Dos 21 grupos, apenas dois (Grupos 16 e 17) tiveram resultados
significativos e negativos para o teste D de Tajima (P<0,02), o que pode sugerir um sinal
de expansao nesses grupos, embora os indices Fs de Fu ndo tenham sido significativos. O
Grupo 16 ¢ composto por cinco populagdes (Pop79, 83, 84, 85 e 86), as quatro primeiras se
encontram entre os municipios de Quarai e Uruguaiana, na Campanha Gatcha, enquanto
que a ultima localiza-se a uns 70 km em linha reta da populagcdo Pop85 (localizada em
Uruguaiana), na Provincia de Corrientes na Argentina, em beira de estrada proximo a ponte
do Rio Mirifiay. O Grupo 17 é composto por quatro populacdes (Pop87, 88, 89, 90), todas
da Argentina. As populacdes Pop88 e Pop89 localizam-se na Provincia de Corrientes,
enquanto que Pop87 e Pop90 estdo na Provincia de Entre Rios. Essas populagdes da
Argentina estdo localizadas na regido chamada Mesopotamia, uma extensa planicie entre

os rios Parané e Uruguai.

A planicie do Chaco ¢ caracterizada por solos salinos e um clima altamente
sazonal resultando em formagdes florestais xeromorficas. Essas condi¢des ecologicas
limitam a expansao da floresta paranaense para oeste, o que faria as planicies aluviais ao
longo de paleocanais dos principais rios da planicie da mesopotamia servirem como rota de
dispersdo para muitas espécies (Spichiger et al., 2004). Isso poderia explicar o fato dos
grupos 16 e 17 terem apresentado valores significativos para D de Tajima, pois, como essas
condi¢des limitam a expansdo de florestas, o habitat fica propicio para o desenvolvimento
de espécies de campo como P. axillaris. Além disso, essa regido da mesopotamia pode ter

tido varios eventos de contracdo e expansao de florestas durante as glaciagdes.
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Tabela 11: Indices de neutralidade calculados para os grupos de populagdes de

Petunia axillaris estudadas.

Grupo N° individuos D de Tajima Fsde Fu
Grupo 1 12 -0,42854 0,39413
Grupo 2 28 0,00000 -
Grupo 3 50 -0,80046 -0,49403
Grupo 4 19 2,17171 4,23716
Grupo 5 30 1,02219 1,37032
Grupo 6 20 0,89187 2,13884
Grupo 7 24 0,40435 0,38457
Grupo 8 47 0,41696 2,79974
Grupo 9 114 0,01747 0,36221
Grupo 10 15 2,18387 3,98835
Grupo 11 22 1,62022 1,78061
Grupo 12 30 1,52760 2,22648
Grupo 13 17 2,62122 2,99246
Grupo 14 25 -0,82533 1,02404
Grupo 15 24 -1,15933 -1,02785
Grupo 16 34 -2,0002* 0,21663
Grupo 17 33 -2,17860* -0,1977
Grupo 18 21 -0,14751 0,56132
Grupo 19 18 -1,16467 -0,79427
Grupo 20 6 -0,93302 -0,00275
Grupo 21 25 1,36837 0,97863

*P<0,02

Os mesmos indices de neutralidade foram calculados para os trés grupos
correspondentes as subespécies de P. axillaris. O grupo da ssp. parodii foi o Ginico que
apresentou resultado significativo e negativo para o Fs de Fu (P<0,02). Enquanto que o

teste D de Tajima ndo foi significativo para qualquer grupo de subespécies (P<0,02).

E interessante notar que o sinal de expansdo parece estar associado com a ssp.
parodii e, como observado nos teste dos grupos, esse sinal de expansdo esta restrito a
alguns grupos da ssp. parodii (divisa a leste da Campanha Gatcha com continuagdo na
regido da mesopotamia da Argentina). Isso nos leva a sugerir que a ssp. parodii teria
expandido recentemente a partir de grupos da ssp. axillaris, e se encontra atualmente em

processo de diversificagdo, como se verifica através dos dados morfoldgicos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
5.1 Implica¢des Biogeograficas

A analise de variacdo de cpDNA através da distribui¢do de P. axillaris revelou
que, nessa espécie, a distribuicdo dos haplotipos nao tende a ter uma estruturacao
geografica clara compativel com a distribui¢do geogréfica baseada na morfologia. Embora
possa se observar uma tendéncia a estruturacdo geografica decorrente da continuidade de
algumas formagdes geomorfoldgicas, com a ocorréncia de um mesmo haploétipo ou de
grupos de haplotipos evolutivamente relacionados em regides especificas (como € o caso

do Escudo Sulriograndense).

Processos geologicos juntamente com episddios climaticos do Quaternério sdo
considerados por muitos autores como tendo desempenhado um importante papel na
estruturagio da diversidade de plantas. Durante o Ultimo Maximo Glacial, a maior parte do
Hemisfério Norte esteve coberta por gelo (Hewitt, 1996). O Hemisfério Sul, entretanto,
ndo foi sujeito a extensivas glaciacdes, embora o clima tenha sido consideravelmente
modificado (Damuth & Fairbrid, 1970; Ab’Saber, 1977; Clapperton, 1993; Iriondo, 1999;
Bromley et al., 2009). Mudangas climaticas no Quaternario no sul da América ndo
envolvem a exclusdo da vegetagdo pela formagdo de extensivas geleiras. As mudancas
climaticas dessa area sdo principalmente explicadas por pequenas mudangas na localizagao
de anticiclones do Atlantico e do Pacifico. Durante os periodos mais secos, uma aceleragao
de atividades edlicas depositou grandes massas de lodo e areia fina sobre a maior parte das
terras baixas (Popolizio, 1982; Iriondo & Garcia, 1993; Panario & Gutierrez, 1999; Iriarte,
2006). A vegetacio da regido ndo tem sido estavel desde o Ultimo Méximo Glacial, tendo
avancado varias vezes em dire¢do ao nordeste nos periodos frios e secos e recuado para

sudoeste nos periodos umidos e quentes.

Durante as fases de frio e seca, os vales dos rios e ravinas nas areas montanhosas
da Argentina, Uruguai e Rio Grande do Sul, bem como algumas areas de varzeas, podem

ter servido como refugios para uma flora adaptada a clima mais umido (Ab’Saber, 1977;
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Haffer, 1982). Esse periodo, segundo Behling (2002a) foi favoravel a expansdo dos

campos ¢ estes permaneceram mesmo com a melhora nas condigdes climaticas.

Uma hipodtese pode ser sugerida para P. axillaris nesse cenario. Na fase fria e
seca, P. axillaris expandiu tomando a vasta propor¢do que ocupa hoje, porém esses grupos
teriam sido isolados pela concentragdo das florestas nessa regido durante posterior melhora
do clima. Resultados semelhantes foram encontrados para haplétipos de cpDNA de
Turnera sidoides, cuja distribuicdo geografica ¢ semelhante a de P. axillaris (Speranza et
al., 2007). Estes autores sugerem a existéncia de refugios que coincidem com a regidao de
maior diversidade e os locais onde se posicionam as barreiras encontradas para P. axillaris.
Speranza et al. (2007) encontram trés haplotipos para T. sidoides que seriam fixados em
trés areas de refugios, durante a fase seca e fria, e também nao encontraram concordancia
entre as linhagens de cpDNA e os morfotipos da espécie. Para P. axillaris nao foi possivel
observar um padrdo de fixacdo de haplotipos nas areas de refugio devido ao grande

compartilhamento de haplotipos entre as diferentes populacdes e grupos.

A distribuicao total de P. axillaris é congruente com a proposta de que a conexao
floristica acompanha a continuidade das formacdes geoldgicas da regido entre Uruguai e
Rio Grande do Sul, mais claramente observada através da morfologia. Os resultados aqui
apresentados indicam que a espécie P. axillaris constitui um modelo bastante informativo
para as transformacdes biogeograficas ocorridas na regido, embora mais estudos se fagam

necessarios para que um panorama definitivo seja compreendido.

5.2 Delimitagio de taxa intraespecificos para o complexo P. axillaris

As andlises de cpDNA, modelo climatico de nicho e caracteres morfologicos da
flor da espécie P. axillaris revelaram que, em nivel filogenético, os diagndsticos dos
limites geograficos das subespécies sdo amplamente equivalentes entre os critérios
morfologicos e ecologicos, para a ssp. parodii e ssp. axillaris, suportando, assim, a
separacdo dessas duas subespécies. Ja em relagao a subespécie subandina, sua condicdo de
taxon independente ndo ¢ suportada, porque apesar de ser ecologicamente distinta da
subespécie axillaris, as populagdes de ambas as subespécies ndo sao morfologicamente
distintas umas das outras. Esses dados sdo congruentes com a analise de dados nucleares

(A.L. Segatto, comunicagdo pessoal), na qual se observa a divergéncia entre as subespécies
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axillaris e parodii, mas ndo a primeira em relagao a subandina. O ¢cpDNA ndo suporta a
exclusividade de qualquer destes grupos. Apesar da falta de resolugcdo genealdgica pelo
cpDNA, esses dados fornecem informacdes relevantes em relagdo a biogeografia da

espécie.

O conjunto geral dos dados suporta a existéncia de duas subespécies para P.
axillaris, parodii ¢ axillaris. Quanto a ssp. subandina, esta faz parte do grupo da ssp.
axillaris, a qual apresenta uma grande variagdo morfologica que pode ser devida aos
diferentes nichos que as populagdes ocupam. A ssp. parodii apresenta morfologia mais
homogénea e também ocupa menor diversidade de nichos. O mesmo se verifica em relagdo
aos dados de cpDNA, sendo que a ssp. parodii além de apresentar menor diversidade
genética, possui sinal de expansdo populacional, sugerindo ser derivada da ssp. axillaris

recentemente.

Assim, estamos propondo uma reformulagdo na classificagdo taxonomica

infraespecifica, de forma que sejam reconhecidas apenas as subespécies axillaris e parodii.

5.3 Implicacdes para a Conservacio

O Bioma Pampa, um dos seis grandes biomas brasileiros, ¢ um ecossistema
natural com alta diversidade de espécies vegetais e animais, pouco conhecido. Ele garante
servicos ambientais importantes, como a conservagdo de recursos hidricos, a
disponibilidade de polinizadores e o provimento de recursos genéticos. Além disso, tem
sido a principal fonte forrageira para a pecudria, abrigando alta biodiversidade e
oferecendo beleza cénica com potencial turistico importante (Suertegaray & Silva, 2009).
Porém, sua conservacdo tem sido negligenciada, ameagada pela conversio em
monoculturas anuais e silvicultura (pinus e eucalipto), associadas a invasdo de espécies
exoticas e por uma aplicacdo leniente da legislagdo ambiental, como se tais formagdes
naturais abertas nao tivessem a mesma importancia das florestas (Pillar, 2003; Pillar, 2006;
Suertegaray & Silva, 2009). Nas ultimas décadas, devido a influéncia e pressao seletiva das
monoculturas e arvores exoéticas, esse bioma, que tem a menor representatividade no
Sistema Nacional de Unidades de Conservacdo, ja perdeu cerca de metade de sua

vegetacdo natural nativa (Suertegaray & Silva, 2009).
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A compreensdo da biodiversidade, tanto do ponto de vista estrutural e funcional
quanto dos servigos ambientais que oferece, ¢ a base para identificar e propor estratégias
de conservacdo e manejo adequadas. A grande diversidade bioldgica ocorrente no RS se
deve, em especial, a diversidade de solos procedentes de grande variabilidade geologica,
da topografia, da distribuicdo da pluviosidade, da temperatura e da disponibilidade de
agua. A topografia associada a hidrografia, formada por rios e lagoas, constitui uma grande
variedade de ambientes que sustentam uma ampla diversidade biologica (Suertegaray &

Silva, 2009).

Como pode ser observado nos resultados aqui apresentados, P. axillaris possui
grande variabilidade morfoldgica e a maior parte dela ¢ encontrada no RS, principalmente
na Serra do Sudeste. Por outro lado, essa variacdo morfologica ndo estd associada com os
maiores niveis de variacdo genética, os quais estdo presentes em populagdes do Uruguai,
ainda no Bioma Pampa, que neste Pais ainda estd mais bem preservado, devido as politicas
agricolas baseadas principalmente na pecuaria. A baixa variabilidade genética das
populacdes do RS, principalmente observada na Campanha Gaticha, pode ser atribuida a
perda de habitat e extingdo de populagdes locais devido a pressdo que este bioma vem
sofrendo pelas monoculturas e mais recentemente pela silvicultura. A fragmentacdo de
habitat pode levar ao sincronismo de populagdes seguido de extingdo, afetando a

variabilidade genética das popula¢des (Matter & Roland, 2010).

Muitas areas da Serra do Sudeste sdo consideradas de extrema importancia
bioldgica e parte integrante das areas prioritarias para conservagdo (MMA, 2000). A regiao
da Serra do Sudeste foi a que apresentou maior variabilidade morfoldgica para a espécie P.
axillaris, e, de certa forma, uma significativa variabilidade genética. Essa variacdo pode ser
atribuida ao substrato geoldgico e altitude, que contribuem para a diversidade dos tipos
vegetacionais da regido, ou a introgressao de caracteres de P. exserta, endémica desta area,
visto que ja foram observados eventos de hibrida¢do entre ambas (Lorenz-Lemke et al.,
2006). Essa regido, principalmente na formagdo Guaritas, ¢ uma 4rea candidata para
criagdo de Unidade de Conservagdo. Esta regido abriga um nimero consideravel de plantas
endémicas, muitas delas de distribui¢ao bastante restrita. Por exemplo, das 104 espécies
endémicas do RS, aproximadamente 30 ocorrem na Serra do Sudeste, sendo dez exclusivas
dessa regido (Guadagnin et al., 2000). Ag¢des de conservacdo sdo urgentes no Bioma

Pampa com a finalidade de frear a extin¢do de muitas espécies.
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