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RESUMO

Muitas das observagdes de hibridacdo em plantas vém de estudos de zonas hibridas ou
areas de mistura entre duas espécies relacionadas que incluem alguns hibridos viaveis. Tais
zonas hibridas podem ser o resultado de contato secundario ou especiagdo em curso em
simpatria ou parapatria, permitindo a colonizacdo de nichos inexplorados pelos parentais
que geralmente apresentam uma impressionante variacdo na morfologia floral e estas
caracteristicas podem influenciar o grau de isolamento reprodutivo entre as espécies,
alterando qualquer um dos varios passos no isolamento pré-zigotico e pos-zigdtico. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar os processos de hibridacdo interespecificos, seus
efeitos na integridade morfoldgica das espécies, na biologia reprodutiva e na
correspondéncia de classificagdo genético-morfologica. Para isto foram conduzidos
experimentos para caracterizar a forma da corola em populacdes de Petunia exserta e
Petunia axillaris e seus hibridos naturais, examinar a biologia reprodutiva e classificar os
individuos através de analises genéticas e morfologicas no género Petunia. Os resultados
foram descritos detalhadamente nos capitulos II, III e IV que compdem esta Tese e podem
ser assim resumidos. As analises morfométricas revelaram que cada espécie apresenta uma
forma floral especifica independente do local de coleta. Por outro lado, em duas zonas de
contato, um mosaico de fenotipos florais foi observado com algumas classes hibridas
muito semelhantes a ambas as espécies. Encontramos também, diferengcas na
compatibilidade entre individuos, classes e cruzamentos reciprocos, apesar da alta
producdo e viabilidade de sementes. Nossos resultados revelaram que a cor da corola é um
bom indicador do componente genético de cada espécie e de seus hibridos, assim como a
forma da corola, embora, nesta haja divergéncias na correspondéncia. Em conclusao,
nossos resultados sugerem que varias geracdes de hibridos ou retrocruzamentos poderiam
ter originado a diversidade de formas florais nos sitios simpdtricos, que a alta
compatibilidade entre as linhagens pode explicar a manutencdo e estabilidade das zonas

hibridas aumentando a variabilidade e a introgressao simétrica entre as espécies analisadas.



ABSTRACT

Many of the hybridization observations on plants come from hybrid zone studies or mixing
areas between two related species that include some viable hybrids. Such hybrid zones
may be the result of secondary contact or ongoing speciation in sympatry or parapatria,
allowing the colonization of unexplored niches by the parents who usually present an
impressive variation in floral morphology and these characteristics may influence the
degree of reproductive isolation between species, by altering any of the several steps in
pre-zygotic and post-zygotic isolation. The objective of the present work was to evaluate
the interspecific hybridization process, its effects on the morphological integrity of two
Petunia species and the reproductive biology, emphasizing on the correspondence between
genetic and morphological classification. To do this, we conducted experiments to
characterize the corolla shape in populations of P. exserta and P. axillaris and their natural
hybrids, from two contact zones and allopatric sites of each species, to examine the
reproductive biology, and to classify the individuals through genetic and morphological
analyzes in Petunia genus. The results were described in detail in chapters II, III, and IV
that integrate this Thesis and can be summarized as follows. Morphometric analyses
revealed that each species presents a specific floral shape independently from the
collection site. On the other hands, in two contact zones, a mosaic of floral phenotypes was
observed with some hybrid classes very similar to one or another species. We also found
differences in the compatibility between individuals, classes, and reciprocal crosses,
despite high seed production and seedling viability. Our results revealed that corolla color
is a good indicator of the genetic component of each species and its hybrids, as well as the
corolla shape, although some differences related to the correlation between traits. In
conclusion, our results suggest that several generations of hybrids or backcrosses could
have originated the diversity of floral forms in the sympatric sites, that high compatibility
between lineages may explain the maintenance and stability of the hybrid zones, increasing

the variability and the symmetric introgression between these Petunia species.



CAPITULO I - INTRODUCAO
1. Regido geogrdfica da Serra do Sudeste

A regido fisiografica da Serra do Sudeste, também conhecida como Escudo Sul-
Rio-grandense, ocupa uma area aproximada de 44.000 km? e estd inserida no Bioma
Pampa (IBGE, 2004). O Pampa como Bioma ¢ caracterizado por um mosaico de campos,
vegetacdo arbustiva e diferentes tipos florestais (Teixeira et al., 1986). Embora pouco
estudada, a estrutura vegetacional dessa regido ¢ muito diversa, em resposta a varios
fatores, como clima, o solo, o relevo e o manejo a que esta vegetagdo estd submetida
(Boldrini, 2009; Suertegaray & Silva, 2009).

A regido da Serra do Sudeste ¢ a regido com as rochas mais antigas do Estado
datadas do Pré-Cambriano (Holz, 1999; Almeida et al., 2009), cobertas por uma vegetagao
savanoide (arboreo-arbustiva) sobre solos rasos. Nesta regido existe uma formacao
geoldgica conhecida como Guaritas, que consiste em conglomerado de torres areniticas
(Paim & Lopes, 2000) com encostas ingremes e topos convexos (Rambo, 1956). Os
arenitos das Guaritas foram derivados de depositos aluviais e edlicos que datam do inicio
do Cambriano, cerca de 535 milhdes de anos atrds (Almeida et al., 2009). Esse tipo de
formacao rochosa influencia o padrdo vegetacional, quer diretamente por constituir um
microhabitat particular, quer indiretamente devido sua influéncia sobre as condic¢des
microclimaticas. Muitas vezes estes ambientes transicionais servem como refugios,
abrigando muitas espécies endémicas e ou raras (Medina et al., 2006; Jacobi et al., 2007).

Estudos vém documentando uma grande riqueza de biodiversidade nessa regido,
com aproximadamente 30 espécies de plantas endémicas (Guadagnin et al., 2000; Paz et
al., 2008). As florestas da regido sdo classificadas como florestas estacionais semideciduas
(Oliveira-Filho et al. 2013), tendo elementos de florestas do interior, bem como de
florestas atlanticas costeiras. Carlucci et al. (2015) observaram que a diversidade de
espécies e comunidades vegetais na regido das Guaritas estd diretamente associada com as
encostas opostas das torres, onde encostas menos expostas a radiagdo solar foram
taxonomicamente mais diversas.

Na Serra do Sudeste, assim como no restante do bioma Pampa, muitas areas
atualmente cobertas por vegetacao campestre seriam ocupadas por subarbustos, arbustos e
arvores de baixo porte, as quais aos poucos vao sendo cortadas e queimadas, ampliando as

areas utilizadas como pastagem (Girardi-Deiro et al., 1994), sendo estas praticas muito



utilizadas por produtores locais (Caporal & Boldrini, 2007). A Serra do Sudeste, como um
todo, ndo permite o desenvolvimento de uma agricultura de monocultura extensiva pela
pouca profundidade do solo. As principais atividades geradoras de renda para os
produtores locais sdo a bovinocultura, ovinocultura e caprinocultura.

Na localidade conhecida como Minas do Camaqua, Guaritas, iniciou-se em 1870 a
extragdo de cobre que foi interrompida em 1996, quando ocorreu o esgotamento total das
reservas economicamente viaveis (Paim, 2000). No entanto, dois projetos de mineracao
estdo sendo desenvolvidos em Sao José do Norte e Cacapava do Sul. O projeto Cagapava,
a ser instalado nas margens do rio Camaqua, prevé a instalagdo de uma planta polimetalica
para extragdo de zinco, chumbo e cobre. As prospec¢des e sondagens na area ocorrem
desde 2008 e sua implementacdo definitiva podera resultar em extensivos danos ao meio
ambiente, destacando que as areas dos projetos pertencem ao Pampa, um dos Biomas mais
negligenciados em termos de preservagdo, com falta de conhecimento basico sobre a
biodiversidade dos campos nativos e baixo numero de areas efetivamente protegidas em
Unidades de Conservagao (Overbeck et al.,2007; Overbeck et al., 2015).

A Serra do Sudeste ¢ classificada como area de extrema importancia bioldgica e de
elevadissima prioridade para conservagao (Ministério do Meio Ambiente, 2009). A regido
das Guaritas ¢ de grande interesse para a conservagao (Ministério do Meio Ambiente
2007), devido a sua beleza paisagistica original e ao carater endémico de parte de sua flora.

No entanto, a 4rea ndo estd formalmente preservada até o momento.

2. Caracterizacdo do grupo de estudo

A familia Solanaceae A. Juss., ordem Solanales Juss. ex Bercht. & J. Presl,
Lamiidea ¢ uma familia de angiospermas rica em espécies € bastante representativa nas
regides de Campos. Composta por cerca de 3000 espécies e aproximadamente 150
géneros, os representantes da familia podem ser ervas, arbustos, arvores, trepadeiras ou
epifitas (APG IV, 2016). Solanaceae ¢ um componente importante da vegetacdo de sub-
bosque e tendem a ser plantas sucessionais iniciais (Muscarella & Fleming, 2007). No
Brasil s3o encontrados 34 géneros e 488 espécies (Flora do Brasil
<http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB225>) pertencentes a esta familia
botanica. Muitos membros apresentam alcaloides, principios ativos que permitem sua
utilizacdo como farmacos ou narcéticos como, por exemplo, Nicotiana tabacum L.

(tabaco), Atropa belladonna L. (beladona) e Datura estramonium L. (estramdnio). A
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familia Solanaceae também ¢ muito utilizada na alimentagdo humana, especialmente, os
géneros Solanum L (tomate, batata, etc.) e Capisicum L (pimenta), além de plantas
amplamente cultivadas como ornamentais como Browallia L, Brunfelsia L, Cestrum L,
Salpiglossis Hook, Solandra Sw e Petunia Juss (Judd et al., 2009, Flora do Brasil
<http://reflora.jbrj.gov.br/reflora/floradobrasil/FB225>).

Estudos recentes sobre a diversificacdo de Solanaceae sugeriram a origem da
subfamilia Solanoideae a 52,2 Ma (Sarkinen et al., 2018), com base em registros fosseis de
Physalis encontrados na Argentina (Wilf et al. 2017), e 54 Ma (Dupin & Smith, 2018).
Solanaceae apresenta um provavel centro de origem na América do Sul (Olmstead &
Palmer, 1992) com oito a nove eventos de dispersao para o Velho Mundo (Tu et al., 2010;
Dupin et al, 2017). A familia ¢ considerada monofilética com base em caracteres
morfoldgicos e de marcadores de cloroplasto (Olmstead & Palmer, 1992; Olmstead ef al.,
1999). No entanto, as relagdes dentro da familia apresentam resolu¢do incerta. O
agrupamento [Petunioideae [Solanoideac + Nicotianoideae]] ¢ bem suportado em
Olmstead et al. (1999), embora este agrupamento seja menos resolvido em Olmstead
(2013) e Sérkkinen et al. (2013). Na filogenia de Olmstead & Bohs (2007), como grupo
irmao do clado [Solanoideae + Nicotianoideae] estava uma politomia incluindo as
subfamilias Petunioideae, Cestroideae e Schwenkioideae e frequentemente Solanaceae tem
sido dividida em dois grandes grupos, Cestroideae e Solanoideae (Judd et al., 2009).

O género Petunia Juss. pertence a subfamilia Petunioideae (APG IV, 2016) ¢
conhecido mundialmente através da petunia-de-jardim, um hibrido ornamental amplamente
cultivado e muito utilizado como modelo em diversos estudos (Gerats & Vandenbussche,
2005). O género ¢ endémico do sul da América do Sul e em 1803 foram incluidas cerca de
30 espécies distribuidas principalmente nos estados do Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul (Brasil), ao longo de todo o territdrio do Uruguai e de algumas provincias
da Argentina. Em 1985 estas espécies foram divididas em dois géneros, principalmente
devido a diferengas no niimero cromossémico, morfologia da semente, anatomia foliar e
tipo de pré-floragao (Wijsmann & Jong, 1985). Atualmente sdo descritas 14 espécies para o
género Petunia com as demais espécies incluidas em Calibrachoa Cerv.. Distribuidas nas
regides subtropicais e temperadas da América do Sul, as espécies de Petunia apresentam
numero cromossdmico basico (x = 7) e pré-floragdo (imbricada) e sao consideradas anuais
em funcdo de seu crescimento vegetativo segundo Stehmann et al. (2009). De acordo com
0s mesmos autores, sdo propostos dois centros de diversidade para o género: campos de

altitude da borda oriental do planalto de Santa Catarina e afloramentos rochosos areniticos
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(conglomerado) da Serra do Sudeste do Rio Grande do Sul.

Petunia axillaris (Lam.) Britton, Sterns & Poggenb. pode ser facilmente
identificada pelo seu habito ereto, pela cor corola branca, forma da corola tubular, pélen
amarelo e pedicelo inflexivel na fase de frutificagdo. As flores emitem uma fragrancia ao
anoitecer e sdo visitadas por mariposas da familia Sphingidae (Galeto & Bernardello,
1993; Ando et al., 2001). Esta espécie exibe a maior distribuicdo geografica em extensdo
do género, ocorrendo no Brasil (RS), Argentina, Uruguai, Paraguai e Bolivia. Trés
subespécies alopatricas foram aceitas com base no comprimento do tubo da corola e
arranjo dos estames ¢ estudos de caracterizagdo genética (Turchetto er al., 2014b).
Individuos de P. axillaris sao heliofilos e habitam locais rochosos, também podendo ser
encontrados ao longo das estradas (Stehmann et al., 2009). Petunia axillaris subsp.
axillaris ocorre em toda regido do Pampa, Rio Grande do Sul (Brasil), Uruguai e
Argentina. Entretanto, no Uruguai ocorre apenas na metade sul do pais, sendo o Rio Negro
o limite de distribui¢do desta subespécie (Ando, 1996; Turchetto et al., 2014a,b).

Petunia exserta Stehmann ¢ a unica espécie do género que apresenta coloracdao da
corola vermelha e estames e estigma exsertos. Estas caracteristicas sdo associadas a
polinizagdo por beija-flores (Stehmann, 1987; Lorenz-Lemke ef al., 2006). As plantas desta
espécie apresentam habito ereto, corola tubular, pdlen amarelo e pedicelo inflexivel como
os apresentados por P. axillaris. Essa espécie ¢ endémica da regido das Guaritas e areas
adjacentes, no municipio de Cagapava do Sul (Serra do Sudeste), crescendo em cavernas
rasas esculpidas pelo vento nas torres de arenito da regido (Stehmann ef al., 2009). Nesta
area, as espécies P. axillaris subsp. axillaris e P. exserta sao encontradas muitas vezes em
simpatria, sendo separadas apenas pelo microambiente que habitam: enquanto P. exserta ¢
encontrada apenas no interior das cavernas onde cresce ao abrigo da luz solar e da chuva
diretas, P. axillaris subsp. axillaris habita areas abertas e ensolaradas das encostas ou topo
das torres (Stehmann et al., 2009).

Os caracteres diagndsticos dessas espécies estao associados com a morfologia floral
e com a atragdo de polinizadores para cada espécie (Stehmann et al., 2009). Estudos vém
sendo desenvolvidos para o mapeamento de genes implicados em fun¢des importantes nos
processos de especiacao em Petunia, que condicionam caracteristicas florais atrativas aos
polinizadores. Estes estudos encontraram um bloco de QTLs (quantitative trait loci) nos
cromossomos Il e V associados com a rapida mudanca da morfologia floral entre as duas
espécies com relagdo ao comprimento do pistilo e das anteras. Além disso, QTLs no

cromossomo II também estdo relacionados com a emissdo de aroma e a cor da corola
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(Hermann et al., 2015).

Alguns estudos sobre a caracterizagdo de polimorfismos moleculares indicaram a
existéncia de hibridos naturais entre estas duas espécies de Petunia (Lorenz-Lemke et al.,
2006; Segatto et al., 2014; Turchetto et al., 2015b). Por outro lado, estas espécies
preservam sua integridade genética como representando pela existéncia de dois grupos
genéticos distintos, resultantes provavelmente da adog¢do de diferentes estratégias
reprodutivas. Petunia axillaris subsp. axillaris nesta regido deixa de ser autoincompativel
para apresentar um sistema misto de cruzamento (Turchetto ef al., 2015a). A troca génica
pode ser frequente, em ambas as diregdes entre essas espécies. A introgressdo modifica a
constitui¢do genética principalmente em dois sitios de ocorréncia de ambas na regido das
Guaritas. Contudo, a integridade das espécies pode estar sendo mantidas devido a altos
niveis de endogamia e retrocruzamentos cuja frequéncia e dire¢do ¢ dependente do habitat

em que os hibridos se desenvolvem (Turchetto ef al., 2019).

3. Zonas hibridas, Isolamento reprodutivo e Morfometria geométrica

Baseado principalmente em estudos com animais, hibridos interespecificos naturais
foram tradicionalmente considerados ponto final na evolu¢do e um fato raro, geralmente
sendo estéreis ou indicando uma quebra no isolamento reprodutivo causado por disturbios
atribuidos a atividade humana (Mayr, 1963). Entretanto, hoje se sabe que hibridos naturais
podem ser muito mais frequentes do que se imaginava, tanto em animais como em plantas
(Mallet, 2007; Taylor & Larson, 2019), e, com uma gama muito mais ampla de papéis
evolutivos, incluindo a introgressdo de genes de outras espécies, como enfatizado
originalmente por Anderson (1949); a persisténcia de zonas hibridas estaveis (Barton &
Hewitt, 1985); a introdugdo de novas variantes genéticas que podem aumentar a adaptagao
a ambientes particulares (Anderson & Stebbins, 1954; Kim & Rieseberg, 1999; Martinsen
et al., 2001); por promover especiagdo através de reforco, ou seja, quando em simpatria
ocorre fixagdo de caracteristicas que dificultam o cruzamento entre as espécies (Servedio
& Noor, 2003; Palma-Silva et al., 2015); e a origem de novas espécies por hibridagdao ou
evolucao reticulada (Rieseberg ef al., 1996; Rieseberg, 1997).

Muitas das observagdes de hibridagdo em plantas vém de estudos de zonas hibridas
ou areas de mistura entre duas espécies relacionadas que incluem alguns hibridos viaveis
(Rieseberg et al., 2003; Buerkle et al., 2000). Tais zonas hibridas podem ser o resultado de

contato secundario ou especiacdo em curso em simpatria ou parapatria, permitindo a
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colonizacdo de nichos inexplorados pelos parentais (Rieseberg et al., 2003). Zonas hibridas
geralmente apresentam uma impressionante variagdo na morfologia floral e estas
caracteristicas podem influenciar profundamente o grau de isolamento reprodutivo entre as
espécies, alterando qualquer um dos varios passos no isolamento pré-zigdtico e pods-
zigdtico (Wendt et al., 2002; Ippolito et al., 2004; Schumer et al., 2017; Liao et al., 2019).
Um numero crescente de estudos tem demonstrado que altas taxas de autopolinizagdo
dificultam a hibridacdo e a introgressao representando, assim, uma importante barreira de
isolamento reprodutivo pré-zigético (Cannon & Lerdau, 2015; Palma-Silva et al., 2015;
Neri et al., 2018). Barreiras pos-zigoticas, como incompatibilidade estigmatica, frutos
abortivos, inviabilidade e esterilidade hibrida, também podem influenciar os padrdes de
hibridacdo (Soltis & Soltis 2009).

Caracteristicas florais que podem contribuir para o isolamento reprodutivo entre
espécies, por exemplo, quando as plantas parecem ter interacBes especificas com seus
polinizadores (Gogler et al., 2015; Scopece et al., 2017) ou caracteres que contribuem para
variacdo no sistema reprodutivo (Palma-Silva et al., 2015; Neri et al., 2017). Neste sentido,
a producdo de plantas hibridas entre espécies simpatricas pode estar associada ao grau de
discriminagdo dos polinizadores sobre um determinado tipo floral (ver, por exemplo,
Emms et al., 1996). A menos que as plantas hibridas estejam imediatamente isoladas, elas
podem ser um indicativo de fluxo génico entre as espécies parentais (Ippolito et al., 2004).
A deteccdo de hibridos no habitat natural através do fendtipo morfolégico pode ser
dificultada devido a segregacdo de caracteristicas fenotipicas na primeira geracdo (F1) e
em geracOes subsequentes. PopulagGes mistas, onde ambos 0s parentais coocorrem
juntamente com seus provaveis hibridos, podem ter uma estrutura complexa apresentando
uma mistura de individuos com morfologia candnica de cada espécie, os hibridos entre
elas, bem como aqueles resultantes de retrocruzamentos com um ou ambos 0s parentais e
produtos de segregacao (Fogelqvist et al., 2015; Christe et al., 2016).

A categorizagao das formas morfoldgicas ¢ um componente importante da biologia
comparativa. As categorias podem sugerir funcdo e / ou os relacionamentos de parentesco
entre os individuos e podem ser analisadas em um quadro comparativo para avaliar a
homologia, a convergéncia e a correlagdo entre caracteres e individuos. Algumas
categorias sdo bastante Obvias, enquanto outras sao menos bem delineadas (Hebert et al.,
2004; Heinrichs et al., 2010). Como tal, os métodos que fornecem alternativas objetivas e
quantitativas a categorizagdo subjetiva estdo se tornando frequentes na literatura,

particularmente quando as categorias nao sdo imediatamente 6bvias ou a variagdo entre os
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tipos parece continua. A quantificacdo desses tragcos fornece robustez matematica aos
estudos de variacao dentro das populagdes e a evolucao do carater comparativo (Gardner et
al., 2016).

A morfometria geométrica ¢ uma metodologia que captura medi¢des quantitativas
da forma de estruturas, potencialmente descobrindo padrdes de evolugdo da forma ou
integracdo morfologica (Klingenberg, 2010). A morfometria geométrica difere dos
métodos morfométricos tradicionais na medida em que caracteriza a forma de um objeto
como um todo, em vez de partes individuais, produzindo um modelo de forma unificado.
Resumidamente, marcos morfolégicos homodlogos ou semi-homologos podem ser
aplicados a uma populagdo de imagens comparaveis, que fornecem os dados brutos para
analises multivariadas de forma e em contextos evolutivos (Slice, 2007). Embora esses
métodos tenham sido amplamente aplicados € bem desenvolvidos em zoologia e campos
relacionados, os botanicos apenas comecaram a adotd-los em estudos de forma floral e
folha mais recentemente (Viscosi & Cardini, 2011). A variagdo morfométrica floral ja foi
aplicada a espécies de plantas unicas para abordar questdes evolutivas e de
desenvolvimento (Gémez et al., 2006; Savriama et al., 2012) e em conjuntos mais amplos
de espécies para fins taxonomicos e evolutivos (Ferndndez-Mazuecos ef al., 2013; van der

Niet et al., 2016).

4. Objetivo Geral

Contribuir para o melhor entendimento dos processos de hibridagdo
interespecificos, seus efeitos na integridade morfologica das espécies, na biologia
reprodutiva e na correspondéncia de classificacdo genético-morfoldgica em duas espécies

simpatricas do género Petunia.

5. Objetivos Especificos

I — Caracterizar a forma floral das espécies e dos hibridos das diferentes classes de
cor e verificar se esta se correlaciona a uma forma de flor diferente baseada em

morfologias lineares e geométricas;

IT — Avaliar as diferencas no sucesso reprodutivo entre as trés linhagens analisando
a autocompatibilidade, as diferencas na producao de frutos, na quantidade e viabilidade de

sementes derivadas de experimentos controlados de polinizagdo em casa de vegetacao;
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III — Determinar a correspondéncia entre individuos de cor intermedidria e as
plantas hibridas estimando a contribui¢ao dos perfis genéticos e da forma morfoldgica para

classificar corretamente esses individuos.

16



CAPITULO II — ARTIGO 1

Artigo aceito com revisoes pela revista BOTANICAL JOURNAL OF THE LINNEAN
SOCIETY

Morphological characterization of sympatric and allopatric Petunia exserta and Petunia

axillaris (Solanaceae) populations
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CAPITULO III - ARTIGO 2

Artigo em preparaciao para ser submetido a revista AMERICAN JOURNAL OF
BOTANY

Self-compatibility and reciprocal crosses in an interspecific hybrid zone explain population

stability
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CAPITULO IV — ARTIGO 3

Artigo aceito com revisdoes na revista ACTA BOTANICA BRASILICA

Morphological and genetic views on hybridization in two contact zones of closely related
Petunia species (Solanaceae) in South Brazil
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CAPITULO V — CONSIDERACOES FINAIS

Alteragdes morfologicas podem fornecer informagdes importantes sobre os
processos evolutivos e ecoldgicos relacionados a hibridagdo interespecifica, especialmente
quando espécies ecologicamente divergentes estdo envolvidas (McIntosh et al., 2014).
Mudangas nos tragos florais no género Petunia tém sido associadas a mudangas na
sindrome floral (Hermann et al., 2015; Amrad et al., 2016; Sheehan et al., 2016; Esfeld et
al., 2018). Esta interagdo planta polinizador tem sido sugerida uma importante forga
contribuindo, juntamente com outros fatores, para a diversificagdo do género, bem como
para manutencdo da integridade genética de espécies (Fregonezi ef al., 2013; Rodrigues et
al., 2018). Na presente Tese, Capitulo II, mostramos uma grande diversidade na morfologia
floral, especialmente no que diz respeito a forma e cor da corola, em duas zonas de contato
entre P. axillaris e P. exserta. Os caracteres morfologicos usualmente utilizados para a
discriminacao e também indicativos de suas respectivas sindromes de polinizagdo foram
consistentemente diferentes em sitios isolados de cada uma das espécies, por outro lado nas
zonas de contato esses carcateres apresentaram uma grande variagdo. A persisténcia de
individuos com coloracao intermediaria da corola ao longo de varios anos (Lorenz-Lemke
et al., 2006; Segatto et al., 2014a; Turchetto et al., 2015), a variabilidade da forma da
corola e as diferencas significativas entre individuos simpatricos e alopatricos sugerem que
individuos de cor intermedidria resultam do cruzamento entre hibridos e retrocruzamentos
com ambas as espécies parentais.

Petunia exserta apresenta estames epipétalos e todos com aproximadamente mesmo
comprimento do filete, fortemente exsertos e os estames dorsais normalmente possuem
filetes maiores que a altura do estigma. Em P, axillaris, o estigma, os estames dorsais e
laterais possuem comprimentos de filetes diferentes, sendo menores em relagdo a posicdao
do estigma (Stehmann et al., 2009). Medidas em uma populagcdo de hibridos de segunda
geracdo F2 compreendendo um cruzamento experimental entre P. axillaris e P. exserta
(Klahre et al., 2011) observaram que os comprimentos de pistilo da progénie hibrida
abrangia toda a diferenca fenotipica observada entre os parentais desde exsertos até
inclusos para essa caracteristica. Além disso, Hermann et al. (2015) encontraram uma

distribui¢do fenotipica semelhante a do comprimento dos filetes e variagdo transgressiva
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para caracteristicas como o comprimento do tubo e o comprimento da corola. Nossos
resultados mostram que a cor, a posi¢do das anteras, o comprimento dos filetes e do pistilo
mudam independentemente entre as classes de hibridos, mas estdo fortemente ligados em
cada espécie, especialmente naqueles individuos coletados em sitios alopatricos ao longo da
distribuicdo comum delas nas Guaritas. Além disso, ndo encontramos diferencas
significativas no comprimento do filete e posicionamento das anteras entre as classes de
cores hibridas e entre as duas espécies, considerando essa medida a partir do receptaculo da
corola, independente dos locais de coleta, com comprimentos individuais variando
continuamente. As diferengas entre as espécies sdo baseadas na variabilidade do
comprimento do tubo e no comprimento da corola que resulta em pistilo e estames mais
exsertos em P. exserta e mais inclusos em P. axillaris.

Em plantas monoclinas ¢ util distinguir qual € o sistema reprodutivo para entender a
permanéncia e a diversidade da populagdo (Charlesworth, 2006). No Capitulo III deste
estudo, descrevemos altos niveis de autocompatibilidade P. exserta, P. axillaris e os
hibridos naturais em duas zonas de contato dessas espécies. Além disso, foi observado uma
viabilidade de sementes oriundas de cruzamentos manuais sob condi¢des controladas. Este
resultado encontrado pode explicar sua estabilidade como zona de contato entre P. axillaris
e P exserta e a ocorréncia de hibridos ao longo das geracdes, diversidade genética nessas
populagdes (Turchetto ef al., 2019) e introgressdo gerando diversidade morfologica. A alta
autocompatibilidade e viabilidade na zona de contato entre duas espécies de Petunia e seus
hibridos interespecificos promovem o estabelecimento de populagdes estaveis e facilitam a
troca génica e a introgressdo entre elas na area de contato. Associados a estudos anteriores
sobre constituicdo genética e caracterizagdo morfoldgica, os presentes dados contribuem
para a compreensdo do processo de diversificagdo de Petunia. Nossos experimentos
revelaram também que P axillaris e P. exserta e seus hibridos interespecificos sdo
autocompativeis. Individuos de P exserta e hibridos também s3o ocasionalmente
autdbgamos espontaneos. Nao observamos barreiras marcantes para a polinizacdo entre
individuos dentro de nenhuma linhagem.

A hibridagdo desempenha um papel essencial na evolucao das plantas (Abbott ef al.,
2016) e zonas de contato entre espécies recentemente divergentes fornecem uma

oportunidade unica para estudar o efeito da hibridagdo na diversidade genética e
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morfologica (Meier et al., 2016). No Capitulo IV deste estudo, os dados genéticos
confirmam a natureza hibrida de individuos classificados anteriormente pela cor da corola.
Os resultados deste estudo demonstraram que, em duas zonas de contato entre espécies
intimamente relacionadas que habitam diferentes microambientes, a hibridacdo e
introgressao interespecifica ocorrem regularmente. Essas duas espécies ainda mantém seus
limites morfologicos e genéticos, mas os hibridos estdo crescendo em ambos os
microambientes, o que altera a forma e a cor da corola e os polimorfismos genéticos em
ambas as espécies parentais. As consequéncias da hibridacao interespecifica podem variar
profundamente entre as espécies e populagdes envolvidas, desde a eliminacao dos limites
das espécies, transformando duas espécies em uma (Soltis & Soltis 2009), até a geracdo de
novas adaptagdes que promovem a especiagao (Meier et al., 2016). A hibridagao ¢ um fator
importante no surgimento da diversidade em angiospermas (Yakimowski & Rieseberg,
2014). Estudos tem mostrado que a hibridagdo ¢ um mecanismo responsavel pelo
surgimento de novas espécies, chamado especiagdo hibrida homoploide (quando ndo ha
poliploidiza¢do decorrente do processo de hibridagiao), em que o hibrido formado a partir
de espécies intimamente relacionadas emerge isolamento reprodutivo dos parentais,
geralmente associado com a ocupacdo de novos habitats (Abbott et al., 2010; Imbert et al.,
2014; Comeault & Matute, 2018 ). Neste Capitulo, descrevemos a diversidade genética e
morfologica entre duas espécies de Petunia que divergem principalmente em suas
sindromes de polinizagdo e adaptagdes ecologicas (Stehmann et al., 2009). A hibridag¢ao
entre elas promoveu o surgimento de uma nova classe de cor e forma de corola,
especialmente dentro de cavidades rochosas junto a individuos P exserta. Apesar de
algumas vezes dissociadas, mudangas na cor e na forma seguiram mudangas no
polimorfismo genético e trouxeram novas combinagdes de caracteristicas morfoldgicas ao

ambiente de P, exserta.
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