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RESUMO

Os géneros Petunia e Calibrachoa, pertencentes a familia Solanaceae, possuem 14 e 27
especies, respectivamente, sendo muitas delas endémicas e raras. A espécie Petunia
mantiqueirensis é endémica de regides elevadas (altitudes superiores a 1300 m) da Serra da
Mantiqueira em Minas Gerais, apresentando a distribuicdo mais setentrional e separada das
outras espécies do género; apresenta distribuicdo restrita, com pequenas populacées isoladas,
sendo classificada como espécie ameacada de extin¢do. A espécie Calibrachoa elegans ¢
endémica de altitudes acima de 1000 m no estado de Minas Gerais e apresenta a distribuicdo
mais setentrional do género na América do Sul; possui poucas popula¢des conhecidas e seu
habitat é bastante impactado pela mineracdo, o que a torna também ameacada de extincao.
Acessar a informacao genética de espécies raras e ameacadas de extingdo, especialmente as
que possuem um numero reduzido de individuos ou poucas populac@es, é fundamental para
0 estabelecimento de estratégias de conservacao. Para isso, 0s marcadores moleculares séo
adequados pois permitem acessar diretamente a variabilidade genética, analisar 0s sistemas
de cruzamento e estimar o fluxo génico das espécies. Neste trabalho foram utilizados
marcadores nucleares (SSR) e plastidiais (cpDNA) para acessar a diversidade genética de P.
mantiqueirensis e C. elegans e compara-las com espécies relacionadas, tanto de distribuicdo
ampla como restrita. Com a finalidade de contribuir para o estabelecimento de estratégias
que possam auxiliar na preservacdo destas espécies. A variabilidade genética encontrada
através dos marcadores plastidiais foi extremamente baixa nestas espécies sendo que elas
apresentaram a menor diversidade dentro de seus respectivos géneros. A diversidade obtida
com os marcadores nucleares também foi baixa com diversas combinacdes de loci e
populacdes apresentando excesso ou déficit de heterozigotos. Ndo ha indicios de
endocruzamento em P. mantiqueirensis, porém em C. elegans foram encontrados altos
niveis de endogamia. As duas espécies sao descritas como autoincompativeis e dependentes
da acdo de polinizadores para promover a polinizacdo e manter o fluxo génico e sua
diversidade genética. Além disso, estdo sofrendo com a perda do habitat e as mudangas em

seus respectivos ambientes podem leva-las a extingéo.



ABSTRACT

The genera Petunia and Calibrachoa belonging to the Solanaceae family and encompass
14 and 27 species, respectively, and many of these species are endemic and rare. The
species Petunia mantiqueirensis is endemic from elevated regions (altitudes higher than
1300 m) in Serra da Mantiqueira, Minas Gerais. This species presents the most northern
distribution and is separated from the other species of Petunia; it presents a narrow
distribution, with small and isolated populations, being classified as endangered species.
The species Calibrachoa elegans is endemic from altitudes above 1000 m in Minas Gerais
and presents the northernmost distribution of the Calibrachoa genus in South America; it
has few known populations and its habitat is greatly impacted by mining, which also
makes it threatened. Accessing the genetic information for rare and endangered species,
especially those with a reduced number of individuals or populations, is essential for the
establishment of conservation strategies. The molecular markers are suitable for this
purpose as they allow direct access to genetic variability, to analyze the crossing systems,
and to estimate the gene flow. In this work, nuclear (SSR) and plastid (cpDNA) markers
were used to access the genetic diversity of P. mantiqueirensis and C. elegans comparing
them to related species, both with wide and restricted distribution. In order to contribute
to the establishment of strategies that may assist in the preservation of these species. The
genetic variability found through the plastid markers was extremely low in these species
and they presented the lowest diversity within their respective genera. The diversity
obtained with nuclear markers was also low with various combinations of loci and
populations exhibiting heterozygous excess or deficit. There is no evidence of inbreeding
in P. mantiqueirensis, but in C. elegans high levels of endogamy have been found. Both
species are described as self-incompatible and dependent on the action of pollinators to
promote pollination and maintain gene flow and genetic diversity. In addition, they are
suffering from habitat loss and changes in their respective environments may lead them

to extinction.
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1. INTRODUCAO

1.1. Petunia Juss.

O género Petunia, pertencente a familia Solanaceae, foi estabelecido no inicio
do século XVII, em 1803, por Jussieu, que descreveu duas especies, Petunia
nyctaginiflora e Petunia parviflora, conhecidas atualmente como Petunia axillaris
(Lam.) Britton, Sterns & Poggenb e Calibrachoa parviflora (Jussieu) D'Arcy,
respectivamente. Fries (1911) reconheceu 27 espécies divididas em dois subgéneros,
Pseudonicotiana, agrupando as espécies de flores brancas P. axillaris e P. pygmaea

R.E.Fr., e 0 subgénero Eupetunia, com 25 espécies de flores violaceas.

Mais tarde, Wijsman & Jong (1985), interessados no melhoramento e na
elucidacdo da origem da petunia-de-jardim (P. hybrida), realizaram experimentos
desenvolvendo cruzamentos entre algumas espécies do género. Como resultado, eles
encontraram dois grupos de espécies geneticamente distintos, que apresentavam
diferentes nimeros cromossémicos. Apos isso, publicaram um estudo com a morfologia
das espécies e 0 numero cromossdémico, dividindo o género Petunia em dois novos
géneros. Baseado no nimero cromossémico, a denominagdo Petunia permaneceu para
as espécies com 2n = 14 e as espécies 2n = 18 passaram a ser conhecidas como
Calibrachoa La Llave & Lex. (Wijsman, 1990). A classificacdo mais atual do género,
baseada também em dados moleculares, atribui a Petunia 14 espécies que sdo exclusivas

das areas subtropicais e temperadas da América do Sul (Stehmann et al., 2009).

Analises filogenéticas baseadas em resultados de marcadores moleculares
plastidiais dividiram o género Petunia em dois clados, um deles de terras altas, com
espécies localizadas 500 m acima do nivel do mar, e um clado de terras baixas, que
compreende espécies localizadas na regido dos Pampas (Lorenz-Lemke et al., 2010).
Quando séo utilizados marcadores plastidiais e nucleares em combinagdo, ou somente
nucleares, o género é dividido em espécies de tubo curto e espécies de tubo longo (Reck-
Kortmann et al., 2014; Segatto et al., 2016). As espécies do género sdo conhecidas no
mundo todo pelo importante valor comercial das petunias-de-jardim, um hibrido

artificial interespecifico, cultivado desde o século XIX (Stout 1952).



No género Petunia existem diferentes sindromes florais, sendo a melitofilia,
polinizacéo realizada por abelhas, a mais comum. A maioria das espécies melitofilas
sdo autoincompativeis e dependem da polinizacgdo realizada por abelhas especializadas

para a sua reproducdo (Ando et al.; 2001; Gerats & Strommer 2008)

1.2. Petunia mantiqueirensis T.Ando & Hashim

Petunia mantiqueirensis (Figura 1) é uma espécie herbacea anual que apresenta
habito decumbente. A morfologia floral é caracterizada pelo tubo da corola curto e
estreito, com coloracdo magenta. Os ramos desta espécie podem medir entre 0,5e 2 m
de altura e atingir até quatro metros de comprimento (Ando & Hashimoto, 1994). E uma
espécie autoincompativel e polinizada por abelhas (Stehmann et al., 2009; Araujo,
2016).

Figura 1: Morfologia floral de Petunia mantiqueirensis.

Petunia mantiqueirensis é endémica de regifes elevadas da Serra da
Mantiqueira, em Minas Gerais, podendo ser encontrada em altitudes superiores a 1300
m, apresentando a distribuicdo mais setentrional do género, estando isolada das outras
espécies (Figura 2). Esta localizada em areas degradadas, onde grande parte da cobertura
vegetal original foi removida, j& que os locais de ocorréncia vém sendo modificados
devido a atividades agricolas e, atualmente, ocupa uma area de 92 km? (Kamino et al.,
2012). Segundo classificacdo de raridade, proposta por Rabinowitz (1981), a espécie é
rara, apresenta distribuicdo restrita e populaces pequenas, sendo classificada como
espécie ameacada de extingdo na categoria em perigo (CNCFlora,

http://cncflora.jbrj.gov.br).
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Figura 2: Mapa do local de ocorréncia das sete populacfes de Petunia mantiqueirensis.

1.3. Calibrachoa Cerv.

O género Calibrachoa, pertencente a familia Solanaceae, possui 27 espécies que
ocorrem em sua maioria na regido subtropical da América do Sul, desde o estado de
Minas Gerais até o Uruguai, com o maior nimero de espécies ocorrendo nos estados de
Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Stehmann 1999). Uma Unica espécie (Calibrachoa
parviflora) ocorre tanto na América do Sul como na América do Norte, (Fries 1911),
mas se atribui a esta distribuicdo a introducdo acidental a partir de portos da Ameérica
do Norte (Fregonezi et al., 2012). Muitas espécies do género estavam incluidas em
Petunia até 1985 quando os géneros foram separados. Poucos estudos foram realizados
sobre a polinizacdo das espécies, mas as melitéfilas possuem sistemas de
autoincompatibilidade, o que significa que dependem de polinizador para sua

reproducéo (Tsukamoto et al., 2002).

1.4. Calibrachoa elegans (Miers) Stehmann & Semir

Calibrachoa elegans (Figura 3) é uma espécie herbacea anual com flores

magenta e, em geral, ndo ultrapassa 0s 50 cm de altura. E endémica de regides de altitude



acima de 1000 m em Minas Gerais. Sdo conhecidas trés populagdes na regido da canga
do quadrilatero ferrifero e uma populagdo disjunta (localizada em 2006 pelo Prof. Jodo
Renato Stehmann no municipio de Santana do Garambéu), que fica a aproximadamente
160 km ao sul da area ocupada pelas outras populacdes (Stehmann & Semir 2001;
Fregonezi, 2009).

Figura 3: Morfologia floral de Calibrachoa elegans. Fotos cedidas por Jéferson

N. Fregonezi.

Apesar da grande disjuncdo entre os pontos de coleta, todas as populac6es
conhecidas crescem sobre 0 mesmo tipo de solo. Esta é a espécie com a distribuicdo
mais setentrional do género na América do Sul, ocorrendo em uma regido montanhosa,
com relevo fortemente ondulado, com vegetacdo campestre denominada campo
ferruginoso sobre canga nodular (Figura 4) (Rizzini 1979). Nos locais de ocorréncia, a
mineragdo da hematita é aberta e a cobertura vegetal, e também o solo, sdo totalmente
removidos, 0 que impacta diretamente as populacfes desta e de outras plantas. A espécie
é adaptada ao clima da regido, com regime de chuvas rigoroso e quatro meses de estacdo
seca. E autoincompativel e polinizada por abelhas (Stehmann & Semir 2001). E uma
espécie ameacada de extincdo, classificada como em perigo (CNCFlora). Apresenta
distribuicéo restrita e vem sofrendo com a destruicdo do seu habitat, ameagado por
diversos impactos antrdpicos, como a mineracdo, urbanizacdo e a especulacdo
imobiliaria. Conta com somente algumas pequenas populacdes isoladas e conforme
classificacdo proposta por Rabinowitz (1981), a espécie € considerada rara.
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Figura 4: Mapa do local de ocorréncia das quatro populagdes de Calibrachoa elegans.

1.5. Espécies raras e espécies amplamente distribuidas

Por muito tempo, as espécies raras foram consideradas como tendo niveis de
diversidade mais baixos que as espécies abundantes e se acreditava que sua diversidade
genética seria mais afetada pela fragmentacdo do habitat (Young & Clarke, 2000).
Entretanto, nem toda a espécie rara tem baixos niveis de variabilidade genética, uma vez
que historias de vida, como sistema de cruzamento e mecanismos de dispersao de pélen
e sementes, podem manter altos os niveis de diversidade, apesar da fragmentacdo do
habitat (Loveless & Hamrick, 1984; Hamrick & Godt, 1996; Turchetto et al., 2016).
Além disso, ha indicios de que espécies que sempre foram raras ndo sofrem tanto com
as consequéncias genéticas do isolamento e do pequeno tamanho populacional quanto

as espécies que se tornaram raras recentemente (Lutz et al., 2000).

Espécies amplamente distribuidas tendem a apresentar uma maior variabilidade
genética que espécies relacionadas, mas com distribuicdo restrita (Maki et al., 1999).
Esta ideia é bastante difundida, embora nem sempre verdadeira, pois ha varios casos de

especies com ampla distribuicdo geografica e baixos niveis de variabilidade quando

11



comparadas com espeécies raras relacionadas (Vogelmann & Gastony, 1987; Ranker,
1994; Young & Brown, 1996), bem como espécies raras com altos niveis de diversidade
[Adenophorus periens (Ranker, 1994); Daviesia suaveolens (Young & Brown, 1996);
Petunia secreta (Turchetto et al., 2016)]. Na revisao feita por Gitzendanner & Soltis
(2000), espécies com distribuicdo ampla foram comparadas com outras relacionadas
evolutivamente, mas com distribuicdo restrita, quanto a diversidade genética. A
comparacdo de espécies relacionadas € importante nestes casos porque evita a
interferéncia de outros fatores que afetam a diversidade. Neste estudo ndo foram
encontradas diferencas significativas entre as espécies de distribuicdo ampla e restrita,

em relacdo a variacdo genética populacional.
1.6. Uso de marcadores genéticos para a conservagao

Acessar a informacdo genética de espécies raras e ameacadas de extincdo,
especialmente as que possuem um numero reduzido de individuos ou poucas
populacbes, € extremamente importante para que possamos tracar estratégias de
conservacdo (Gitzendanner et al., 2012). Marcadores moleculares possuem muitas
aplicacdes importantes quando pensamos em conservacao de espécies. Atraves deles
podemos acessar a variabilidade genética, analisar os sistemas de cruzamento e estimar

o fluxo génico das espécies (Kalia et al., 2011).

Os marcadores microssatélites (SSR), como os utilizados neste trabalho, sdo
definidos como repeticbes simples de DNA compostas por pequenos motivos que
podem variar de 1 a 6 nucleotideos repetidos de quatro a cerca de 60 vezes. Também
variam em abundancia em diferentes genomas de eucariotos e procariotos, incluindo
organelas (Chambers & MacAvoy, 2000). Além disso, a transferabilidade de
marcadores entre espécies ou géneros também é possivel (Kalia et al., 2011), sendo uma
Otima alternativa para a realizacdo de estudos, tendo em vista a reducdo de custo da
pesquisa, ndo havendo a necessidade de desenvolvimento de novos iniciadores para as

reacOes de amplificacéo destas regides (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os SSR se tornaram muito importantes para estudos genéticos em plantas, isso
porque sao altamente polimoérficos, tem natureza multialélica, sdo relativamente

abundantes, estdo presentes em grande parte do genoma, possuem heranga codominante,
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localizacdo cromossdmica especifica e apresentam facilidade de uso (Parida et al.,
2009). Esses marcadores sdo eficientes para avaliar a variabilidade genética em
populacgdes naturais, auxiliando nos estudos e na conservacgédo da biodiversidade, o que
é possivel atraves da estimativa dos niveis de heterozigosidade, que pode ser relacionada
com parametros importantes para a sobrevivéncia das espécies. A andlise da estrutura
das populacdes, o efeito da reproducdo na espécie, a verificagdo do fluxo génico e a
quantificacdo dos efeitos da fragmentacdo do habitat em espécies com populacdes
reduzidas, todos esses parametros contribuem para a criacdo de estratégias de

conservacao de espécies ameagadas (Ellstrand & Elam, 1993; Collevatti et al., 2001).

Sequéncias de DNA plastidial (cpDNA) sdo muito utilizadas em estudos que
analisam padrdes evolutivos em plantas devido ao grande nimero de cépias desta
molécula presentes no citoplasma de células vegetais. Além disso, apresentam
variabilidade genética adequada para diferentes enfoques de estudo, além de apresentar
poucos rearranjos, ao contrario do DNA mitocondrial de plantas. S8o regides
conservadas evolutivamente e tem um tamanho relativamente pequeno, com
aproximadamente 150.000 pb (Wolfe et al., 1987). O sequenciamento dessas regides
tem um amplo potencial de variagdo para estudos populacionais e evolutivos,
fornecendo uma visao histoérica mais conservadora do que os marcadores nucleares
(Dobes et al., 2004). O cpDNA apresenta taxas evolutivas diferenciadas pela presenca
de genes que codificam proteinas com diferentes graus de conservacdo, além de regides
intergénicas e introns, que sdo muito utilizados em estudos filogeogréaficos (Gaut et al.,
1993).

Regides ndo codificadoras apresentam alta frequéncia de mutacdes, pois acumulam
mudancas sem pressdo seletiva e, por esse motivo, o nivel de variacdo nas sequéncias
do cpDNA néo as torna limitadas para serem utilizadas entre individuos de uma mesma
espécie (Taberlet et al., 1991). O espacador entre 0s genes trnH e psbA apresenta
variacdes ricas em eventos de insercdo/delecdo e em sequéncias repetidas de AT
variaveis em comprimento (Aldrich et al., 1988) e, segundo Shaw et al. (2007), esta €
uma das regides ndo-codificadoras mais variaveis do cloroplasto. O espacador entre 0s
genes trnS e trnG também ¢é bastante variavel, sendo muito util para estudos
populacionais (Hamilton 1999). Alguns estudos utilizaram esses dois espacadores e

encontraram altos niveis de variabilidade entre as espécies de Petunia e Calibrachoa

13



(Lorenz-Lemke et al., 2006; 2010; Fregonezi et al., 2013; Méader et al., 2013; Reck-
Kortmann et al., 2014; Segatto et al., 2014; Turchetto et al., 2014; Ramos-Fregonezi et
al., 2015), confirmando a importancia desses marcadores para estudos de diversidade

nas espécies.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar a diversidade genética das
espécies Petunia mantiqueirensis e Calibrachoa elegans que apresentam distribuicéo
geogréfica restrita e comparar os padrdes encontrados com espécies de distribuicdo
ampla, associando-os a diferentes aspectos de histéria de vida.

2.2. Objetivos especificos

a) estimar parametros de diversidade genética através de marcadores plastidiais;

b) determinar a estrutura genética das populacdes baseada em marcadores

biparentais;
C) caracterizar os mecanismos de reproducdo a partir de marcadores genéticos;

d) comparar a diversidade genética estimada por marcadores uni e biparentais em
uma mesma espécie, entre espécies de distribuicdo geografica ampla, entre espécies de
distribuicdo geografica restrita e entre géneros;

e) contribuir para o entendimento dos processos de especiacdo e manutencdo da

diversidade genética nestes géneros.
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3. CAPITULO I - ARTIGO

Artigo em preparacdo para ser submetido a revista

Botanical Journal of the Linnean Society

16



4. CONSIDERACOES FINAIS

Muitas espécies com diversificacdo recente sdo classificadas como raras. Algumas
espeécies dos géneros Petunia e Calibrachoa apresentam diversificacdo recente e um grande
numero de espécies raras e restritas a algum local geogréafico especifico e, as vezes, até a
habitats especificos. Mas permanecem em aberto questfes sobre 0 quanto essas espécies
estdo realmente ameacadas em funcdo da sua diversidade genética; se elas apresentam uma
diversidade baixa ou comparavel a de espécies de ampla distribuicdo; o quanto da
diversidade genética apresentada por estas espécies esta relacionado a sua histéria evolutiva;
ou ainda, se a baixa diversidade genética apresentada pelas espécies de distribuicao restrita

as torna espécies ameacadas de extincao.

Muitos estudos tem mostrado padrdes contrastantes com relacdo a todas as questfes
envolvendo diversidade genética e amplitude de distribuicdo das espécies, particularmente
em relacdo a espécies de plantas. Historicamente, espera-se que espécies raras tenham baixa
diversidade, mas alguns trabalhos mostram outros padrdes. Temos um exemplo de espécie
rara com alta diversidade em um dos géneros que estamos estudando, P. secreta, e
provavelmente isso estd associado a sua historia evolutiva (Turchetto et al., 2016) e a
biologia reprodutiva desta espécie (D.M. Rodrigues, comunicacao pessoal). Por outro lado,
alguns estudos mostram que espécies raras podem apresentar baixa diversidade (Forrest et
al., 2017; Vander Stelt et al., 2017; Su et al., 2017), como é o caso das espécies estudadas

nesse trabalho, P. mantiqueirensis e C. elegans.

No presente estudo, somente um haplétipo foi encontrado para P. mantiqueirensis,
enguanto que para C. elegans foram encontrados dois hapl6tipos, sendo que um deles esta
restrito a populacdo mais afastada, disjunta das demais, como pode ser visto na analise
realizada no DNAsP 5.10.01, onde os haplotipos foram identificados (Rozas et al., 2003).
Além disso, ndo ha indicios de endocruzamento em P. mantiqueirensis, enquanto em C.
elegans encontramos valores significativos de cruzamento entre individuos aparentados
tendo em vista que a especie é autoincompativel, ndo havendo a possibilidade de
autofecundacéo, conforme resultados obtidos através do programa FSTAT 2.9.3.2 (Goudet,
1995). A estruturacdo genética, obtida através do programa ARLEQUIN 3.5.1.2 (Excoffier
& Lischer, 2010), em P. mantiqueirensis foi mais fraca do que em C. elegans, concordando

com os resultados obtidos com marcadores nucleares e plastidiais.
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Uma espécie com distribuicdo restrita, rara e com baixa diversidade pode sofrer
depressdo por endogamia e também por algum evento futuro de mudanca climética global
(Abbott et al., 2017; Legrand et al., 2017; Schierenbeck, 2017), mas € necessario identificar
0 quanto isso pode afetar sua sobrevivéncia levando-a a extin¢ao e o quanto esta diversidade
permitiria que a espécie resistisse a uma eventual mudanca climética global. Ambas as
espécies deste estudo sdo adaptadas a um habitat bastante especifico e qualquer mudanca,
seja climatica ou antropica, que altere esse ambiente pode leva-las a extingcdo. Elas sédo
consideradas especies ameacadas, considerando-se que ocorrem em um ecossistema
extremamente ameacado, com poucas populacdes conhecidas e apresentam baixa
diversidade genética. Por esses motivos, € necessario que ocorra sua preservacao in situ, bem

como de seu habitat, o qual vem sofrendo constante reducdo por impactos antropicos.

Desta forma, € muito importante que se conheca a diversidade e a estrutura dessas
populacdes, Unicas para cada uma destas espécies, €, se necessario, sejam feitas intervencdes
ex situ, com a criacdo de banco de sementes para reintroduzi-las no ambiente natural. O
conhecimento da constituicdo genética e da estrutura populacional destas espécies permitira
evitar o cruzamento entre plantas geneticamente relacionadas, evitando assim depresséo por
endogamia; ou introduzir plantas de linhagens genéticas diferentes que poderiam nao estar

perfeitamente adaptadas ao local de introducéo.

A diversidade genética encontrada atraves dos marcadores plastidiais foi extremamente
baixa nestas espécies e, inclusive, elas apresentaram a menor diversidade quando
comparadas com espécies relacionadas. A diversidade dos marcadores nucleares, quando
comparada a outras espécies dos respectivos géneros foi a mais baixa, tanto quando
comparamos com espécies amplamente distribuidas, como quando a comparacdo foi feita
com espécies também raras. Ambas, P. mantiqueirensis e C. elegans, sdo espécies
autoincompativeis e necessitam da acdo de polinizadores para promover a polinizacédo e
manter o fluxo génico e sua diversidade genética. E importante que outros estudos sejam
feitos com especies raras dos géneros Petunia e Calibrachoa para, acessando a diversidade
geneética dessas espécies, podermos estabelecer um padrdo geral para estes importantes
grupos de espécies caracteristicas dos campos sulinos e de altitude. Nas espécies alvo deste
trabalho, estudos complementares sobre sistema reprodutivo, dindmica de polinizacéo e,
principalmente, um monitoramento constante, S0 necessarios para gque programas de

manejo e preservagdo possam ser estabelecidos.
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