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RESUMO

A compreensdo dos processos de diversificacio comega por entender os padrdes de
distribui¢do divergentes da diversidade genética das populagdes que levam ao isolamento
de individuos ou subpopulagdes. Diferentes processos podem levar ao isolamento, € podem
ser reconhecidos pelas marcas que deixam no genoma dos organismos. Porém, esse
reconhecimento pode ser complicado devido ao fato de que diferentes processos podem ter
lugar em distintos tempos e afetar diferentes partes do genoma. Os principais padrdes de
isolamento sdo o isolamento por distancia (IBD), o isolamento por adaptacao (IBA), e o
isolamento por colonizagdo (IBC). A Planicie Costeira do Atlantico Sul tem uma complexa
historia de regressoes e transgressdes marinhas que fazem deste um lugar ideal para testar
hipéteses sobre a importancia de cada um destes padroes na evolugdo das espécies.
Trabalhos recentes envolvendo o taxon costeiro Petunia integrifolia subsp. depauperata
sugerem a predomindncia de mecanismos adaptativos para a colonizagdo de novas terras
emersas, mas quais sdo as pressoes seletivas e qual ¢ a fonte das diferencas fenotipicas
entre este tdxon e seu grupo irmao, P integrifolia subsp. integrifolia, cuja distribuigdo ¢é
continental, sdo perguntas que ainda esperam ser respondidas. Mediante o uso de
bibliotecas gendmicas de ampla cobertura para as duas subespécies e de multiplas
aproximacgodes analiticas, descrevemos aqui um cenario evolutivo complexo no qual forgas
seletivas e neutras agiram no processo de diversificacdo e origem do tdxon costeiro.
Fatores ecologicos plausiveis sdo sugeridos por atuarem na diversificagdo e se propde que
as duas subespécies passem a ser tratadas como espécies diferentes com base em suas
historias evolutivas e diferenciacdo gendmica, tanto neutra como adaptativa. Pela primeira
vez, um refugio datado do Pleistoceno ¢ descrito no sul do Brasil e, a partir dele se
descreve a colonizagdo da Planicie Costeira do Atlantico Sul, desde a costa sul de Santa

Catarina, Brasil, até a costa norte do Uruguai.



ABSTRACT

Understanding the processes of diversification begins by understanding the divergent
distribution patterns of the populations’ genetic diversity, which leads to the isolation of
individuals or subpopulations. Different processes can lead to isolation and can be
recognized by the marks they leave on the genomes. However, this recognition can be
complicated because different processes can occur at different times and affect different
genomic portions. The main isolation patterns are isolation-by-distance (IBD), isolation-
by-adaptation (IBA), and isolation-by-colonization (IBC). The South Atlantic Coastal
Plain has a complex history of marine regressions and transgressions that make this an
ideal area to test hypotheses about each pattern’s importance on the species evolution. A
recently published work on the coastal taxon Petunia integrifolia subsp. depauperata
suggests that adaptive mechanisms predominate during the colonization of newly
emerged lands, but the selective pressures and the source of the phenotypic differences
between this taxon and its sister group, P integrifolia subsp. integrifolia, whose
distribution is continental, are still open questions. Using genomic libraries with wide
coverage for the two subspecies and with multiple analytical approaches, we describe a
complex evolutionary scenario in which selective and neutral forces acted in the process
of coastal species diversification and origin. Plausible ecological factors are suggested
as they acted on diversification, and it is proposed that the two subspecies be considered
different species based on their different evolutionary histories and genomic neutral and
adaptive components. For the first time, a Pleistocene refuge is described in southern
Brazil and, from it, the colonization of the South Atlantic Coastal Plain is described,

from the southern Santa Catarina (Brazil) to the northern Uruguay coasts.
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1. INTRODUCAO

O surgimento de novas linhagens dentro de uma populagdo comeca com o
estabelecimento de padroes divergentes de distribui¢do genética que levam ao
isolamento de algumas sub-populagdes. Esse isolamento ocorre de diferentes maneiras e
responde a varios processos. Dentre os diferentes processos podem ser destacados o
isolamento por distancia (IBD) e o isolamento pelo meio ambiente (IBE). O IBD ¢
apresentado como resultado de limitagdes na dispersao dos organismos e, portanto, da
diferenciagdo genética gradual em toda a populacdo em uma estrutura de evolucgdo
neutra (e.g. Fukunaga et al., 2005; Cureton et al., 2006; Chybicki et al., 2009). Por outro
lado, o IBE resulta da divergéncia genética dentro de uma populagdo devido a adaptagdo
de uma parte desta a certas condi¢des ambientais as quais o resto da populagdo ndo esta
sujeito, razao pela qual as pressdes seletivas sdo aquelas que separam ambas as
populacdes (Byars et al., 2009; Freeland et al., 2010; Orsini et al., 2013)

A distingdo entre os dois tipos de isolamento ¢ dificil porque seus sinais
genéticos podem se sobrepor e € possivel que mais de um desses processos opere na
divergéncia de duas linhagens, mas pode ser avaliado mediante uma aproximagao de
genética do paisagens (Manel et al., 2003; Balkenhol et al., 2016). A adaptacdo local,
que contribui para o isolamento geografico, pode levar a especiacao ecoldgica ¢ a
especiacdo ecoldgica incipiente pode revelar um padrao de IBE (Nosil et al., 2009). Se o
isolamento pelo ambiente for detectado em loci genéticos presumidamente neutros, isto
sugere que a diferenciacdo genética esta ocorrendo fora das "ilhas de genes"
respondendo a selecdo (Rieseberg & Burke, 2001; Wu, 2001) e que as diferencas
ecoldgicas sdo limitantes do fluxo génico entre as populagdes. Esse padrao pode surgir
por meio de dispersdo reduzida ou estabelecimento em ambientes diferentes da
populagdo de origem (Wang & Bradburd, 2014). Ja o estabelecimento e distribuicao de
espécies em paisagens lineares e uni-dimensionais como os ambientes costeiros podem

favorecer o desenvolvimento de padrdes de IBD (Austrich et al., 2020)

1.1. Plantas costeiras



As espécies costeiras com frequéncia tem se originado a partir de ancestrais nao
adaptados as condicdes de alta salinidade presentes em areas adjacentes ao litoral (e.g.,
Cazé et al., 2016; Mider et al., 2013; Meireles & Manos, 2018; Ramos-Fregonezi et al.,
2015) e € comum observar que as populacdes que habitam as bordas da distribuicao sdo
mais diferenciadas em relacdo as demais, em geral de ocorréncia mais central e
proximas ao ponto considerado como origem (e.g., Ossa et al., 2017; Palma-Silva et al.,
2009; Pinheiro et al., 2011; Salgueiro et al., 2004; Silva-Arias et al., 2017).

Assim, um dos mecanismos mais relevantes para a separagao das populagdes
que habitam o interior do continente das populacdes costeiras € a impraticabilidade na
formagao de hibridos, quer por barreiras geograficas que inviabilizam a transferéncia do
polen, quer por atributos inerentes a biologia de cada linhagem como diferenciagdo no
tempo de floracdo ou mesmo mecanismos adaptativos que impedem o desenvolvimento
dos hibridos nos territorios de cada parental respectivamente (Lowry et al., 2008; 2009).

As plantas que habitam a costa Atlantica na América do Sul tiveram sua
distribuicao sob a influéncia dos ciclos glaciais e interglaciais do Pleistoceno que foram
responsaveis por fortes mudancas no nivel do mar e na formacdo dos mananciais de
agua doce ao longo da costa (Ribeiro et al., 2011). Principalmente nas regides nordeste e
sudeste do Brasil, observou-se a formagao de refugios onde condi¢des de estabilidade
climatica permitiram a manutengdo das espécies (Carnaval & Moritz, 2008). Ja na
regido sul do Brasil e especialmente considerando espécies de campos poucos trabalhos
tem descrito a existéncia de refugios (Turchetto-Zolet et al., 2013) e os padroes
filogeograficos propostos para as espécies de plantas se restringem a descricdo da
variabilidade (e.g., Silva-Arias et al., 2017; 2020) ou a colonizagdo do ambiente

costeiros (e.g., Méder et al., 2013; Ramos-Fregonezi et al., 2015).

1.2 O género Petunia Juss. (Solanaceae)

Petunia ¢ um género endémico do sul da América do Sul, reconhecido
globalmente pela planta ornamental petinia-de-jardim, um hibrido artificial
interespecifico cultivado desde o século XIX. A distribui¢do de Pefunia ¢ limitada aos

campos de trés regides principais que variam em altitude: entre 0 e 500 m de elevagao,



na regido conhecida como Pampa no Uruguai, algumas provincias ocidentais da
Argentina e parte do estado do Rio Grande do Sul no Brasil; de 500 a 900 m acima do
nivel do mar, nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, no Brasil; e em
altitudes acima de 900 m de elevacdo, nos campos subtropicais dos estados brasileiros
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana. Além disso, trés taxons isolados sdo
distribuidos em areas separadas: P. axillaris ssp. subandina, distribuida na regido sub-
andina da Argentina; P. occidentalis, distribuido nas regides sub-andinas da Bolivia e da
Argentina; e P mantiqueirensis que ocorre nas pastagens das montanhas da Floresta
Atlantica, Serra da Mantiqueira, Minas Gerais, Brasil (Stehmann et al., 2009; Reck-
Kortmann et al., 2014).

A circunscricdo morfologica das espécies dentro do género ndo ¢ facil e ndo ha
consenso entre os taxonomistas sobre o nimero de taxons de Petunia. Ao longo do
tempo, as diferencgas no habitat, distribui¢do geografica e alguns detalhes das estruturas
reprodutivas e vegetativas levaram a muitas mudangas na composicdo do género,
variando entre 19 (Ando et al., 2005) e 14 espécies (Stehmann et al., 2009), dependendo
do autor. Recentemente uma nova espécie foi descrita para os campos abertos da
Provincia de Corrientes, Argentina, P. correntina (Greppi et al., 2019), cuja morfologia
e caracteristicas ecologicas a posicionariam entre as petinias de ocorréncia em baixas
altitudes e relacionadas ao grupo P. integrifolia.

As relagdes filogenéticas de Petunia tém sido amplamente discutidas e ¢
sugerido que o género pode ser dividido em dois clados, quando a analise ¢ baseada
total ou preferencialmente em marcadores moleculares plastidiais, com um grupo de
espécies ocorrendo em terras baixas, de 0 a 700 m de elevacdo, e outro em terras altas,
com elevagdao acima de 700 m (Ando et al., 2005; Lorenz-Lemke et al., 2010). No
entanto, a alta prevaléncia de polimorfismos ancestrais, bem como a possibilidade de
introgressdo dos elementos gendmicos do cloroplasto e a relativamente recente
diversificagdo do género, dificultam o perfeito entendimento das relagdes filogenéticas e
torna os clados fracamente suportados. Quando marcadores nucleares sao incluidos na
analise, diferentes relacionamentos evolutivos emergem entre as espécies (Kulcheski et

al., 2006; Chen et al., 2007). De acordo com a analise de Reck-Kortmann et al. (2014),



combinando um elevado numero de marcadores do cloroplasto e de sequéncias
nucleares, ¢ a totalidade dos taxa aceitos até entdo para o género, a arvore filogenética
foi dividida em dois clados principais, fortemente relacionados a morfologia floral,
particularmente o comprimento do tubo da corola, onde o primeiro clado ¢ composto
pelas espécies de tubo longo e a espécie P. occidentalis, e o segundo clado formado
pelas espécies de tubo curto, sendo este subdividido em dois clados internos suportados
pela altitude onde as espécies sao encontradas.

Diferentes processos de especiagdao e diversificagao tem sido descritos para o
género Petunia, sendo o clado composto por espécies de tubo longo da corola
fortemente relacionado a adaptacdo a diferentes polinizadores (Fregonezi et al., 2013),
enquanto que as espécies do clado de tubo curto estariam sob a influéncia dos eventos
climaticos do Pleistoceno (Barros et al., 2015 e 2020).

Petunia integrifolia (Hook.) Schinz & Thell ¢ uma espécie polinizada por
abelhas que tem flores roxas e faz parte do clado de espécies com tubo da corola curto,
subclado de terras baixas (Reck-Kortmann et al., 2014). Segundo Stehmann & Bohs
(2007), a espécie € composta por duas subespécies: P. integrifolia integrifolia (daqui em
diante tratada apenas como P. integrifolia, Fig.1) e P. integrifolia depauperata (a partir
daqui chamada apenas de P. depauperata, Fig.1). Estes dois taxa ja vem sendo
estudados em detalhes quanto a origem (Longo et al., 2014; Ramos-Fregonezi et al.,
2015), processos de diversificacdo (Silva-Arias et al., 2017) e circunscri¢do taxondmica
(Segatto et al., 2017) baseado em polimorfismos de sequéncia ou marcadores
microssatélites, sem que diversas questoes pudessem ser respondidas.

A subespécie P. depauperata é o Unico taxon de Petunia a ter uma distribui¢ao
endémica em ambientes costeiros. Esta subespécie ¢ associada com pastagens arenosas,
dunas e formagdes rochosas, em solos pobres e com altas concentragdes de sal, ao lado
de lagoas e ambientes marinhos, de Laguna (Santa Catarina, Brasil ) at¢ Chui, na
fronteira entre o Brasil e Uruguai. A distribui¢do geografica e o estabelecimento de
linhagens evolutivas neste tdxon sdo o resultado das dinamicas complexas associadas
com os ciclos de transgressdes e regressdes marinhas ocorridos no Oceano Atlantico

durante o Pleistoceno (Ramos-Fregonezi et al., 2015). J& P. integrifolia tem uma



distribuicdo restrita ao interior do continente, em varios substratos e locais perturbados,
tais como beiras de estradas ou campos de cultivo (Segatto et al., 2017). Estudos
anteriores sugerem que as populacdes costeiras de P. depauperata divergiram ha
aproximadamente 400.000 anos, a partir de linhagens de P. integrifolia, por um processo
de colonizacdao seguido de isolamento ou reforcado por fortes pressdes seletivas que
diminuiram o fluxo de genes entre as duas linhagens (Ramos-Fregonezi et al., 2015). A
quais pressoes estas linhagens teriam respondido, no entanto, ainda ¢ uma questdo de
debate.

Considerando os processos micro-evolutivos que teriam levado a diversificagdo
do complexo Petunia integrifolia parece que esta esteve relacionada com a colonizagdo
de novos ambientes, seguindo um padrdo de colonizagdo a partir do interior para a costa
em avangos sucessivos, como a dindmica marinha no costa Atlantica durante o
Pleistoceno (Silva-Arias et al., 2017). Ainda permanece em aberto a questdo sobre quais
sdo os fatores ambientais mais importantes que explicariam a divergéncia das
populagdes de P. depauperata e se € possivel achar genes especificos relacionados a este
processo adaptativo.

Em relagdo a circunscri¢ao destas duas subespécies, Stehmann & Bohs (2007)
argumentaram que as diferengas morfologicas observadas entre estes dois taxa nado
seriam suficientemente fortes para eleva-las ao status de espécies, que os polimorfismos
na forma e tamanho da flor e nas estruturas vegetativas principalmente seriam apenas
respostas fisiologicas decorrentes a adaptagao a gradientes de salinidade. Por outro lado,
Segatto et al. (2017) mostraram que, baseado em marcadores moleculares e na
identificacdo de nichos preferenciais, estas duas subespécies constituem linhagens
evolutivas e ecoldgicas independentes, cuja morfologia diferenciada poderiam sustentar
o status de espécies. Embora, bastante fundamentado e suportado pela diversidade
genética e evolutiva, este ultimo trabalho analisou apenas uma pequena parcela do

genoma, deixando margem para questdes em relagdo a extensdo destes polimorfismos.



Figura 1. Vista geral e detalhe da flor de P, integrifolia. A esquerda, P. integrifolia ssp.
depauperata. A direita, P. integrifolia ssp. integrifolia. Note-se o contraste nos

ambientes habitados por cada subespécie.

1.3 A Planicie Costeira do Atlantico Sul

A Planicie Costeira do Atlantico Sul (PCAS) ¢ a maior planicie costeira da
América do Sul, cobrindo aproximadamente 33.000 km2, entre 28°S e 34°S (Cabrera &
Willink, 1980). E uma planicie plana ocupada principalmente por grandes sistemas
lacustres costeiros. Estende-se na direcdo sudoeste-nordeste (SO-NE) por
aproximadamente 600 km e tem uma largura média de 60-70 km na porcao centro-sul e
15-20 km na porcdo norte (Méder et al., 2013). Geologicamente constitui uma placa

continua desde o Cabo Polonio (Uruguai) até o Farol de Santa Marta (sul de Santa



Catarina, Brasil). Durante sua formag¢do, multiplos eventos de expansdes e regressoes
marinhas influenciaram sua topografia e, por fim, a distribuicao geografica das espécies
que nela habitam. Sabe-se também que em ambientes litorAneos um dos maiores
desafios para a vegetacdo ¢ a concentracao de sal e a pressdo osmotica derivadas de um
solo altamente salino (Boyce 1954; Barbour 1978; Humphreys 1982; Wilson & Sykes
1999).

A geomorfologia da PCAS se carateriza por dois sistemas deposicionais: 0s
leques aluviais e o sistema de tipo laguna-barreira (Tomazelli & Villwock, 2005). O
sistema de leques aluviais esta a oeste da PCAS e marca a transi¢ao entre as terras altas
continentais ¢ os sistemas de laguna-barreira. Os leques aluviais sdo encontrados ao
norte da PCAS e recebem sedimentos da Bacia do Parand a través do Planalto da Serra
Geral (terras altas de aproximadamente 1000 m, de origem vulcanico e sedimentaria do
Paleozoico e Mesozoico). Os leques aluviais ao sul da cidade de Porto Alegre (RS)
recebem sedimentos do escudo Sul-rio-grandense, escudo pré cambriano de origem
ignea e metamorfica (Tomazelli & Villwock, 2005).

A carateristica mais relevante da PCAS ¢é a presenga de lagunas costeiras,
algumas de grandes dimensdes como a Lagoa dos Patos e a Lagoa Mirim (Fig.2), onde
sao depositados os sedimentos arenosos provenientes dos principais rios da regido como
o Camaquad, Jacui e Jaguardo. Estas lagunas formaram-se mediante processos de
transgressao e regressao do nivel do mar, diretamente relacionado com a ocorréncia dos
periodos glaciais e interglaciais durante Pleistoceno ¢ Holoceno. A primeira barreia,
Laguna-Barreira 1, teve origem hd 400 mil anos (Ka A.P.) logo ap6s uma grande
transgressao marinha que cobriu até a regido da cidade de Porto Alegre, ficando
emersos apenas 0s morros graniticos que circundam a cidade na atualidade. A Laguna-
Barreira II foi formada ha 325 Ka A.P. ap6s uma transgressao marinha menor que a
anterior. Ja a formagdo da Laguna-Barreira III ocorreu hé cerca de 120 Ka A.P. e esta
relacionada com a formacdo das barreiras e restingas que fecham os grandes sistemas
lagunares da atualidade. Por fim, h4a 7-8 Ka A.P., ja no Holoceno, ocorreu o ultimo ciclo
de transgressdo-regressao que formou a Laguna-Barreira IV da qual faz parte a praia

oceanica atual, sendo uma 4area que sofre o alto impacto da a¢do marinha e eolica



(Fig.2). Nas proximidades do litoral existem campos de dunas bem desenvolvidos e
extensos, com dunas semi-estabilizadas pela vegetacdo, assim como dunas ativas
conhecidas como ‘dunas transgressivas’ devido a migracao desde a costa até o interior
do continente ocasionada pelos ventos que sopram na regido em diferentes direcdes

(Hesp et al., 2005; Martinho, 2008).
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""" B Planalto da Serra Geral

SR Escudo Sul-rio-grandense
I:I Leques aluviais

- Depositos lagunares
- Barreira pleistocénica |
- Barreira pleistocénica I1
I:I Barreira pleistocénica 111
I:l Barreira holocénica IV

Nivel do
mar

Figura 2. Esquema da geomorfologia da Planicie Costeira do Atlantico Sul modificado
de (Tomazelli and Villwock, 2005; Tomazelli and Dillenburg, 2007), em vista aérea
(parte superior) e seccdo transversal (parte inferior). Aparecem marcadas com linhas
solidas as principais lagunas da PCAS. As linhas ponteadas representam as divisdes
achadas por Ramos-Fregonezi (2015) para as populacdes de P. depauperata. As setas

representam a dire¢do e forca relativa dos ventos em cada uma destas sec¢oes da PCAS.



O clima da PCAS pertence ao regime temperado subtropical, com uma grande
amplitude térmica que vai desde 0°C no inverno até mais de 35°C no verdo. A
precipitagdo ¢ relativamente uniforme ao longo do ano, mas com algumas variagdes
regionais. No litoral norte, as escarpas da Serra Geral geram maior umidade que se
relaciona com a produgdo de precipitagdes orograficas que sdo mais intensas durante o
verdo (Camargo, 2002). Na parte central e sul do litoral, no entanto, os periodos de
chuvas mais intensos ocorrem no inverno devido a penetracdo frontal de ciclones
migratorios extra-tropicais (Grimm et al., 1998). Desta forma, a PCAS pode ser dividida
em trés setores: o Norte (desde Torres até Cidreira), o Centro (desde Palmares do Sul até
Sao José do Norte), e o Sul (desde Rio Grande até Chui).

Dentro dos fatores mais importantes que determinam o clima da PCAS estdo o
Anticiclone Tropical Sul Atlantico (ATSA), o Anticiclone Polar Migratorio (APM) e a
Depressdo Térmica Semi-permanente do Chaco (depressdao do Chaco). O ATSA é um
centro de alta pressdo composto de massas de ar quente e imido. O APM ¢ um centro
de alta pressdo alimentado por massas de ar frio, que tem comportamento migratorio em
dire¢do a nordeste. Este deslocamento do APM gera a formacgao de dois centros de alta
pressdo que produzem um centro de baixa pressdo no meio (frentes frias) e sdo
acompanhados de ventos ciclonicos, instabilidades climaticas e precipitagdes. O ATSA
ocorre predominantemente na primavera e verao e um gradiente de pressao deste com a
depressdao de Chaco geram ventos com sentido Leste (L) — NE ao longo de toda a
PCAS. Durante o outono ¢ inverno, o APM ¢ mais ativo e entdo predominam os ventos
ciclonicos em diregdo sul (S) — SO (Carmargo 2002; Martinho 2008). Estas variacdes
dos ventos ao longo da PCAS podem transportar de forma diferente a areia nos campos
de dunas (Martinho, 2008). No setor Norte da PCAS os ventos provenientes do Norte
(N) — NE e S — SO sao os mais importantes, produzindo um transporte de areia com
dire¢do noroeste (NO). Em Imbé e Tramandai (setor Norte), os ventos provenientes do
NE apresentam maior velocidade e frequéncia, produzindo um transporte potencial com
direcdo SO. Em Mostardas (setor Centro), encontra-se a localidade com maior impacto
do vento, que apresenta as maiores frequéncias de ventos com velocidades superiores a

17 m/s e a menor quantidade de tempos calmos; esta ¢ também a regido que apresenta



uma ampla variagdo na dire¢do do vento que leva a um transporte em geral com dire¢do
a oeste (O). Em Rio Grande (limite sul do setor Centro), encontra-se a localidade com
os ventos mais fracos da PCAS, com dire¢des opostas que terminam quase se anulando
entre si. Nesta area, o transporte de areia ¢ muito pequeno, com dire¢do NO. O Chui
(setor Sul) esta exposto com maior frequéncia a ventos provenientes do L — NE, mas os
ventos provenientes do S, embora menos frequentes, tém maior velocidade e sdo mais

determinantes, promovendo um transporte potencial com dire¢ao N — NO.

1.4 OBJETIVOS
Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho € contribuir para o entendimento dos processos
evolutivos que originaram a diversidade no género Petunia, particularmente na sua

distribuicdo costeira.

Objetivos especificos
a) Determinar a diversidade genética das populagdes de P integrifolia ¢ P.
depauperata usando dados de SNPs (single nucleotide polymorphisms).
b) Determinar a estrutura populacional destes taxa e identificar as causas desta
estrutura.
c) Identificar barreiras geograficas e/ou ecoldgicas ao fluxo génico entre as
populagdes e/ou grupos de populagdes destes taxa.

d) Identificar loci potencialmente relacionados a adaptacdo a salinidade em P,

depauperata uma vez que sua distribuicao € costeira.
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2. CAPITULO 1 - Artigo

"The answer is blowing in the wind: historical and current population structure in
a coastal species”. Sebastian Guzman, Giovanna C. Giudicelli, Caroline Turchetto,

Aureliano Bombarely, Loreta B. Freitas

Artigo em preparacio para ser submetido ao periodico Molecular Ecology

Abstract

Speciation starts with patterns of diverging genetic distribution, which promotes the
isolation of some individuals or subpopulations. Such isolation may occur followed by
different processes and pressures. Isolation-by-distance (IBD), isolation-by-adaptation
(IBA), and isolation-by-colonization (IBC) have been recognized as the main
divergence patterns, but it is not easy to distinguish which one is the main pattern as
each one can act at different points in time or even at the same time. Using an extensive
genome coverage from a Petunia species complex with coastal and inland distribution,
and multiple analytical approaches on population genomics and phylogeography, we
showed a complex interplay between neutral and selective forces acting on the
divergence process. We suggested plausible ecologic drivers for such divergence and
argued that the two P, integrifolia subspecies could be regarded as separate species
based on their evolutionary history. For the first time, we found and described a
Pleistocene refuge in the southernmost South Atlantic coastal plain in Brazil and

Uruguay.

Keywords: Pampa, plant diversification, South Atlantic coastal plain, Solanaceae,

population genomics, phylogeography
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, usando ferramentas da gendmica de populacdes e de analises
filogeograficas em um par de faxa evolutivamente relacionados, mas com distribui¢ao
divergente, um litoraneo e outro continental. Estas duas subespécies de Petunia
(Solanaceae) apresentam caracteristicas morfologicas distintivas (Segatto et al., 2017),
embora ndo tenham sido elevadas a condicao de espécies independentes (Stehmann &
Bohs, 2007; Stehmann et al., 2009). Com base em uma ampla cobertura gendmica,
obtida pela técnica de genotyping-by-sequencing (GBS), ndés demonstramos que
existem diferengas significativas em seus padroes de diversidade e histdrias evolutivas e
investigamos quais possiveis causas desta divergéncia.

Os polimorfismos obtidos por GBS, traduzidos na forma de mutagdes de sitio
unico (SNPs), revelaram altos niveis de divergéncia entre os faxa e forte estruturacao
populacional para a subespécie costeira. Tal estruturacdo foi relacionada a distribui¢ao
geografica das populagdes. Analisando separadamente os /oci potencialmente neutros e
aqueles sob selecao (outliers), nos conseguimos identificar padroes de diversificagao
diferentes entre os faxa, o que sugere um papel importante das diferengas ambientais no
processo de diversificagdo. As analises de estrutura populacional feitas usando os /oci
neutros ressaltaram principalmente a separagdao que existe entre as subespécies, no
entanto as mesmas analises considerando os outliers mostram, além da clara separagdo
entre as subespécies, separacdes locais mais especificas, principalmente com relacdo as
populagdes costeiras, recuperando agrupamentos previamente descritos em trabalhos
anteriores usando uma cobertura restrita do genoma de cloroplasto o(Ramos-Fregonezi
et al., 2015) ou microssatélites (Silva-Arias et al., 2017).

Os grupos de populagdes identificados a partir dos outliers podem ser
interpretados como produto de condi¢des ambientais especificas a cada por¢ao da costa,
em um processo de adaptacdo local. Para testar esta hipotese, nés conduzimos uma
analise de modelos lineares generalizados mistos (GLMM), comparando as distancias
genéticas entre as populagdes com diferentes grupos de varidveis ambientais (climéaticas
e de solo), bem como suas respectivas distancias geograficas, ¢ um modelo nulo. Os

resultados desta andlise apontaram cenérios complexos, onde uma conjuncao de fatores,

12



combinando a distancia geografica e distintas varidveis ambientais, explicariam as
diferencas genéticas das populagdes estudadas. Particularmente, as diferengas nos
outliers entre as populagdes foi melhor explicada pela distancia geografica combinada a
parametros de umidade.

Por fim, nos caraterizamos os outliers procurando sua localizagdo em um
genoma de referéncia e anotamos funcionalmente aqueles /oci proximos a regides
codificadoras com o objetivo de identificar possiveis fungdes biologicas.
Aproximadamente 53% dos outliers foram encontrados proximos a regides
codificadoras e, destes, 49% foram modificacdes nao-sindnimas. Assim, nds sugerimos
que estes genes sejam explorados em maior profundidade de maneira a determinar sua
expressao diferencial nos ambientes em que as mutagdes sdo observadas.

O manuscrito apresentado nesta dissertagdo amplia o conhecimento dos
processos de diversificagdo no género Petunia, particularmente sobre a colonizagdo e
diversificacdo na Planicie costeira do Atlantico Sul (PCAS), no Brasil e Uruguai,
aportando informacdes historicas e ecologicas que influenciaram sua distribuicao e
estrutura populacional. Ao mesmo tempo, sugere possiveis explicagdes para a
manuten¢do dos grupos de populagdes encontrados, os quais estdo relacionados a
eventos geoldgicos historicos na formacdo da PCAS e também condigdes ecologicas
contemporaneas. Nosso trabalho suporta os achados de estudos prévios e acrescenta
uma significativa contribui¢ao no sentido de aumentar o suporte estatistico e genomico
de tais andlises, permitindo aprofundar aspectos fundamentais do processo evolutivo,
como a inferéncia e identificacio de marcadores potencialmente sob selecdo e suas
provaveis fungdes bioldgicas, e permitindo gerar novas hipoteses e linhas de pesquisa
especificas.

Estes resultados ressaltam a complexidade do processo evolutivo, no qual
multiplos fendmenos em distintas escalas, tem lugar e se retroalimentam (por exemplo,
a recombinacdo e o desequilibrio de ligagdo em oposicdo a sele¢do de loci especificos e
deriva genética). Consequentemente, nosso trabalho também ressalta a importancia da

obtencdo de dados completos do genoma dos organismos de forma a esclarecer o papel
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de cada um dos fenomenos evolutivos na identificagdo e descri¢ao da historia evolutiva
das espécies e grupos.

Nossos resultados, no que se refere a estrutura populacional e variabilidade
genética das subespécies, reforcam a ideia de que estes dois taxa correspondem a
grupos evolutivamente independentes e, por tanto, sua circunscricdo atual como
subespécies deveria ser revista levando em consideragdo as informacdes e as analises
aqui contidas.

Outros trabalhos realizados em espécies de plantas costeiras (Baxter et al., 2010;
Lexer et al., 2014) revelaram padrdes de diversificacdo similares aos aqui descritos,
sugerindo que tais padrdes podem estar relacionados a colonizacdo de ambientes
costeiros. Mais ainda, um estudo (Méder ef al,, 2013) envolvendo uma especie do
género irmao de Petunia, cuja distribui¢do na PCAS ¢ a mesma do taxon costeiro aqui
analisado, reporta tendéncias similares, incluindo a possibilidade de que as regides
continentais teriam servido de refiigio durante os ciclos de transgressdes/regressoes
marinhas do Pleistoceno e Holoceno e permitindo a colonizagdo da PCAS em ondas de
migracgdo e estabelecimento a medida que as terras se tornaram disponiveis. Da mesma
forma, para ambos os taxa da PCAS, a expansdo da distribuicdo ao longo da costa
parece estar relacionada com o aumento na temperatura e umidade logo apds das
regressdes marinhas.

Desta forma, parece viavel propor que os processos de diversificacdo de Petunia
na PCAS estdo ligados as variaveis de clima mais que as de solo. Tal fato ja foi descrito
para outras linhagens de ocorréncia em ambientes costeiros (Baxter et al., 2010; Lowry
et al., 2008; 2009; Ab-Shukor et al, 1988). Contudo, experimentos de transplante
reciproco entre as subespécies de Petunia da costa e do continente poderiam ajudar a
determinar o grau de especializacdo e adaptacdo destes taxa, bem como identificar o
papel da plasticidade fenotipica nestes organismos.

Finalmente, seria de grande importincia estudar outros grupos de plantas
oriundos da mesma regido a fim de testar os padrdes evolutivos aqui discutidos e

permitindo tragar um panorama geral sobre a historia e funcionamento ecoldgico da
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PCAS e dos ecossistemas adjacentes, sobre tudo em um cenario de mudancas climaticas

globais e de alteragdes antrdpicas no uso dos solos.
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