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RESUMO

Mudangas climéaticas associadas com os ciclos glaciais e interglaciais durante o Pleistoceno
influenciaram fortemente o processo evolutivo no planeta. Na América do Sul, apesar de ndo ter
ocorrido a formacéo de grandes placas de gelo na superficie, as variacGes climaticas impactaram a
estrutura populacional, a demografia e levaram a especiacgéo e diversificacdo de varias espécies. Os
Campos de Cima da Serra no sul da América do Sul constituem um tipo distinto de vegetacao, com
grande diversidade e elevado numero de espécies endémicas. A regido sofreu uma grande influéncia
dos ciclos climaticos do Pleistoceno onde, atualmente, vé-se um mosaico entre espécies de campo e
da Floresta de Araucarias. A alternancia de ciclos glaciais, com clima seco e frio, e interglaciais,
quando as temperaturas foram mais amenas e a umidade maior, permitiram, respectivamente, a
expansédo dos campos do sul para o norte e a expanséo das florestas sobre estes campos, levando as
espécies adaptadas a areas abertas para reflgios em elevacBes superiores, com condi¢cGes mais
favoraveis, onde diversificaram em alopatria. O género Petunia (Solanaceae) com suas 14 espécies
herbaceas e adaptadas as areas abertas teve origem nas terras baixas (<500 m acima do nivel do mar)
e migrou de forma secundaria para 0os campos de maior elevacdo. No presente trabalho, nés avaliamos
a diversidade genética, estruturacdo populacional e histéria demogréfica de uma espécie de Petunia
que habita os Campos de Cima da Serra e tem sua distribuicdo fragmentada pelo Rio Pelotas, P.
altiplana, através da andlise de marcadores plastidiais e nucleares e utilizando uma abordagem
filogeogréfica e modelagens evolutivas. Foram sequenciadas trés regides do DNA de cloroplasto e
analisados dez loci de microssatélites nucleares. Os indices de diversidade genética basicos para cada
tipo de marcador foram estimados. Além disso, nds empregamos estimativas de estruturacdo
populacional, fluxo génico histérico e atual e testamos cenarios evolutivos alternativos com
populacdes coletadas em ambas as margens do Rio Pelotas e cobrindo a totalidade da distribuicéo
geografica da espécie. N&s identificamos uma rapida expansdo populacional e os dados plastidiais
revelaram que o Rio Pelotas agiu como uma barreira geografica efetiva formando dois grupos
populacionais de acordo com as margens do rio. Também observamos um compartilhamento de
polimorfismo ancestral, principalmente baseado em marcadores nucleares. Observamos migracéo e
fluxo genético entre populagbes proximas e o melhor modelo evolutivo indica que a espécie se
originou na margem sul e posteriormente migrou para a margem norte sob influéncia do Pleistoceno.
Assim, sugerimos que o Rio Pelotas possa ter atuado também como um corredor de dispersao e

colonizagao para essa especie.



ABSTRACT

Climatic changes associated with glacial and interglacial cycles during the Pleistocene strongly
influenced the evolutionary process worldwide. In South America, despite it did not suffer with
extensive ice sheets covering lands, climatic variations impacted the population structure, drove
speciation and diversification, and influenced the historical demography of several species. The
Subtropical Highland Grasslands in the southern South America are a distinct type of vegetation
with high diversity and numerous endemic species, which undergo great influence from the
Pleistocene climatic cycles. Currently, the region is a mosaic between open field species and
Araucaria Forest. The alternation of glacial cycles, with dry and cold climate, and interglacial
cycles, when temperatures were warmer and humidity was higher, allowed, respectively, the field
expansion from south to north and the forest expansion over these fields, taking species adapted to
open areas for refugia at higher elevations, where more favorable conditions were found and such
species diversified in allopatry. The genus Petunia (Solanaceae) with its 14 herbaceous species
adapted to open areas has originated in the lowlands (<500 m above sea level) and secondarily
migrated to the higher elevations. We sequenced three plastid regions and genotyped ten nuclear
microsatellite loci. The basic genetic diversity indices for each marker type were estimated. In
addition, we employed population structure estimates, historical and current gene flow, and tested
alternative evolutionary scenarios with populations collected on both Pelotas River riverbanks and
covering the entire species geographic distribution. We identified a rapid population expansion and
plastid data revealed that the Pelotas River acted as an effective geographical barrier, forming two
population groups according to the riverbanks. We also observed an ancestral polymorphism
sharing, mainly based on nuclear markers. We observed migration and gene flow between nearby
populations and the best evolutionary model stated that species has originated in southern riverbank
and later migrated to northern riverside under the Pleistocene influence. We suggest that the Pelotas

River may have acted also as a dispersal and colonising corridor for this species.
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INTRODUCAO
1.1 Pleistoceno e sua influéncia na diversificacao de espécies

O Quaternario é dividido em Holoceno e Pleistoceno, abrange os ultimos 1,8 milhGes de
anos e é caracterizado por grandes alteracdes climéaticas com a ocorréncia de periodos mais
frios e secos (ciclos glaciais) intercalados com periodos mais quentes e hdamidos (ciclos
interglaciais). Os efeitos dessas mudancas variaram dependendo da latitude e da topografia das
regides. Altas latitudes foram cobertas por extensas camadas de gelo e as regides temperadas e
tropicais foram comprimidas préximas a linha do Equador. Essas alteracdes climaticas tiveram
um impacto fundamental na histéria evolutiva das espécies em todo o globo e envolveram
consideraveis e complexas mudangas demogréaficas, com efeitos estocasticos e seletivos na
variabilidade genética de diversas espécies. PopulacGes e linhagens se extinguiram, alelos
foram perdidos em eventos fundadores e de gargalo de garrafa, mutacdes ocorreram e se
espalharam ao longo do tempo sob o efeito da selecdo e expansdo populacional (Hewitt 2000;
2004; Willis & Niklas 2004).

Trés potenciais cenarios evolutivos tém sido sugeridos como resposta aos ciclos de
fragmentacdo e re-expansdo da distribuicdo das espécies. O primeiro é a persisténcia da espécie,
onde a espécie teria sofrido a fragmentagdo de sua distribuicdo a cada ciclo de contragdo-
expansao, falhando em gerar diferenciacdo genética ou restaurando a diversidade ap6s mistura
de populacdes, o que resultaria em uma aparente estase evolutiva. O segundo cenario seria de
extincdo, com o isolamento resultando em popula¢@es muito pequenas para sobreviverem. Ja o
terceiro cenario prevé a ocorréncia de especiacdo alopatrica, no qual o isolamento geografico
levaria a uma diferenciacdo genética entre populaces que seriam entdo incapazes de manter
fluxo génico ou expandir (Roy et al. 1996; Willis & Niklas 2004).

Os efeitos das mudancas climaticas do Quaternario sdo bem conhecidos na América do
Norte e Europa, com varios exemplos de refugios, rotas de colonizacédo e expansao populacional
apos periodos glaciais, principalmente considerando espécies florestais (Dumolin-Lapégue et
al. 1997; Petit 2003; McLachlan et al. 2005; Gonzales et al. 2008). Apesar de o Neotrdpico ndo
ter sido exposto a glaciacBes extensivas, as variagdes climaticas promoveram consideraveis
alteracdes na estrutura populacional, impulsionando a especiagéo e diversificagdo dos grupos,
e influenciando a demografia de varias espécies principalmente durante o Pleistoceno
(Clapperton 1993; Iriondo 1999; Bush & Oliveira 2006; Hoorn et al. 2010; Lima-Rezende et
al. 2019).

Um importante efeito do Pleistoceno na América do Sul foi a expansdo dos campos

durante os periodos glaciais. A Floresta Atlantica Brasileira foi significativamente reduzida
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durante os periodos mais frios, sendo substituida por espécies campestres mais adaptados ao
frio e baixa umidade, permitindo que espécies de campo dominassem o Sul e Sudeste do Brasil
durante os periodos glaciais do Pleistoceno (Behling 2002; Werneck 2011). Espécies de campo,
durante esses periodos, tiveram a oportunidade de expandir sua distribuicdo (Barros et al.
2015). Com o aquecimento e aumento da umidade durante os periodos interglaciais, as espécies
florestais avangaram sobre os campos, voltando a dominar a paisagem. Por sua vez, as espécies
de campo ficaram refugiadas em locais de maior elevacdo, onde a temperatura e a umidade
baixas formaram refugios para espécies especialistas em areas abertas (Behling, 2002),
permitindo a especiacdo e diferenciacao de linhagens em um modelo alopétrico (Lorenz-Lemke
etal., 2010).

1.2 Barreiras filogeogréficas e seus efeitos

A distribuicdo geografica e diversidade das espécies dependem, simultaneamente, de
condic@es ecoldgicas locais e de parametros historicos inerentes a cada espécie (Taberlet et al.
1998). A especiacao em alopatria (Diamond 1977) é tipicamente descrita como a presenca de
uma barreira geogréfica dividindo as populacbes. Essa separacdo é normalmente assumida
COmMO 0 primeiro passo para promover especiacdo ou estruturagédo (Slatkin 1987; Coyne & Orr
2004). As barreiras representam regides ecologicamente inadequadas as espécies que afetam
seu limite de distribuicdo (Kirkpatrick & Barton 1997). Essa interrup¢do pode ocorrer por
barreiras fisicas ou ecologicas que levem a niveis diferentes de estruturacdo populacional
(Pyron & Burbrink 2010).

As barreiras ecologicas dizem respeito a resposta dos organismos a variagdes ambientais
de grande escala que levam a fragmentacao de uma populacéo a partir de areas ecologicamente
inadequadas (Pyron & Burbrink 2010). Essa separacdo geografica pode ocorrer por qualquer
fragmentacdo do nicho, como por exemplo mudancas climaticas drésticas que levam a
populacéo a refugios (Waltari et al. 2007; Ruiz-Sanchez et al. 2012). Assim, as populagdes séo
isoladas em regifes com condig¢Bes ecoldgicas diferentes que impactam a distribuicdo da
espécie (Knowles 2001; Gee 2004; Wiens & Graham 2005).

Ja as barreiras fisicas s@o relacionadas a fatores extrinsecos que determinam o limite de
dispersdo de uma espeécie, onde a dispersao entre habitats potencialmente favoraveis € limitada
por uma caracteristica topologica, geografica ou fisiogeografica, como rios, soerguimento de

montanhas ou istmos (Moritz et al. 2000; Soltis et al. 2006; Mairal et al. 2017). Essas barreiras



sd80 menos provaveis de estarem sujeitas a grandes mudancgas em curtas escalas de tempo em

relacdo a existéncia de uma espécie (Lemmon et al. 2007; Pyron & Burbrink 2010).

A dispersdo € uma das principais caracteristicas populacionais que permitem avaliar o
fluxo génico e tem efeitos substanciais na estruturacdo da diversidade genética e sua
distribuicdo no espaco. Uma restri¢do a dispersao que leve a reducdo ou interrupgdo do fluxo
génico, acarretard na diminuicao da diversidade genética dentro das populacdes e 0 aumento da
diferenciacéo entre elas (Broquet & Petit 2009). Esses efeitos serdo especialmente sentidos em
populacdes com baixo tamanho efetivo populacional, podendo aumentar o endocruzamento e
levar a depressdo endogamica ou mesmo a extincao (Freeland & Petersen 2011). A forma como
cada espécie consegue lidar com o surgimento de barreiras ao fluxo génico varia de acordo com
sua biologia. Muitas espécies tém uma tolerancia limitada as variacGes estruturais e sao
incapazes de ultrapassar essas barreiras, resultando em limitacGes da dispersdo e mudancas

genéticas dentro e entre populagdes (Heidinger et al. 2013; Fahrig 2017; Brunke et al. 2019).

As plantas t€ém uma grande diversidade na forma de dispersao (Croteau 2010). Espécies
que possuem uma capacidade limitada de fluxo génico, por necessitarem de agentes externos
para poliniza¢do e/ou dispersdo das sementes ou propagulos, demonstram mais facilmente os
efeitos das barreiras filogeograficas (Nazareno et al. 2017; 2019; Lowe et al. 2018), com o
fluxo de pdlen podendo influenciar a estruturagdo da diversidade entre populacdes (Freeland et

al. 2012; Godoy et al. 2018).

1.3 Rios como barreiras

Alfred R. Wallace, em 1854, a partir da observacao de espécies de primatas da regido
amazonica, sugeriu que os rios poderiam servir como barreiras, restringindo ou reduzindo os
cruzamentos entre individuos de diferentes populagdes. Desde entdo, numerosos trabalhos
trouxeram evidéncias do papel exercido pelos rios na delimitacdo geografica, distribuicdo e
delimitagdo de espécies ao redor do mundo (Dufresnes et al. 2019; Li et al. 2019) e,
principalmente, na regido da bacia Amazonica (Ayres & Clutton-Brock 1992; Gascon et al.
2000; Moraes et al. 2016; Nazareno et al. 2017; Bartoleti et al. 2018; Godinho & da Silva 2018)
e Floresta Atlantica Brasileira (Pellegrino ef al. 2005; Lacerda et al. 2007; Thomé et al., 2010;
Ribeiro ef al. 2011; Cazé et al. 2016).

O atual tragado e as mudangas no curso dos grandes rios ao longo do tempo contribuem
para explicar a distribui¢do e estruturacdo da variabilidade genética em diversas espécies de

animais e plantas. Alguns rios servem como fortes barreiras, bloqueando completamente o fluxo
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génico entre as populacdes (Gascon et al. 2000; Torres-Pérez et al. 2007; Moraes et al. 2016;
Godinho & da Silva 2018), enquanto outros parecem nao ser barreiras efetivas (Colombi et al.
2010; Moraes et al. 2016). Dependendo da dinamica pluvial sazonal, o rio pode ser uma barreira
efetiva em um determinado periodo e deixar de ser em outro (Gascon et al. 2000).

Rios como barreiras ao fluxo génico tém sido menos frequentemente observados nos
campos do sul da América do Sul, apesar de alguns rios ou mesmo paleo-rios possam ser
indicados como tendo influenciado o nivel estrutural das populagdes ou mesmo servido de
corredores para a dispersao de algumas espécies (Beheregaray et al. 2002; Mader et al. 2013;

Roratto et al. 2015; Brusquetti et al. 2018; Austrich et al. 2020).

1.4 O género Petunia Juss. (Solanaceae)

O género Petunia Juss. (Solanaceae) ¢ endémico do sul da América do Sul e as relacdes
evolutivas entre suas 14 espécies ja foram amplamente discutidas (Ando et al. 2005; Kulcheski
et al. 2006; Lorenz-Lemke et al. 2010; Fregonezi et al. 2013; Reck-Kortmann et al. 2014). A
diversificacdo das espécies tem sido proposta como recente (Lorenz-Lenke et al. 2010;
Séarkinen ef al. 2013) e fortemente influenciada por interagdes ecoldgicas (Fregonezi et al. 2013;
Barros et al. 2015, 2020). Os eventos climaticos do Pleistoceno tem sido sugeridos como
responsaveis pela diferenciacdo de muitas das linhagens intra e interespecificas no género
(Turchetto et al. 2014; Ramos-Fregonezi et al. 2015; Silva-Arias et al. 2017) e mesmo
implicados na origem e diversificacdo do género (Reck-Kortmann et al., 2014; 2015).

A andlise filogenética mais extensiva e inclusiva (Reck-Kortmann et al. 2014) para o
género propde a divisdo das espécies em dois clados principais, fortemente suportados pelo
comprimento do tubo da corola. Uma das espécies do clado de tubo curto € Petunia altiplana
(Figura 1) que pode ser encontrada entre 800 e 1.200 m de elevacdo, em areas abertas dos
Campos de Cima da Serra, nos estados brasileiros do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. As
plantas crescem expostas diretamente a luz do sol, em ambientes que tem sido afetados por
atividades humanas como beiras de estradas e afloramentos rochosos em meio a campos de
pastoreio. Essa espécie pode ser considerada uma pioneira (Stehmann et al. 2009) e tem o Rio
Pelotas cortando sua distribuigao geografica. Um estudo baseado em sequéncias de espagadores
intergénicos de cloroplasto sugeriu que o Rio Pelotas poderia atuar como uma barreira
filogeografica para a espécie, uma vez que foram encontrados dois grupos de haplétipos na

comparac¢do de populacdes de ambas as margens do Rio (Lorenz-Lemke et al. 2010).
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Figura 1. Mapa de distribui¢io (A) de Petunia altiplana (B e C). Area pontilhada ¢ a

regido conhecida da distribui¢do da espécie. Cruzes amarelas representam os pontos de coleta
utilizados nesse trabalho. Os Campos de Cima da Serra ¢ a regido mais escura apontada pela

seta, em altitudes maiores que 1000 m.

1.5 Rio Pelotas

O Rio Pelotas (Figura 1) nasce a 64 km do Oceano Atlantico e tem sua cabeceira na
escarpa erosiva da Serra Geral a 1.500 — 1.600 metros acima do nivel do mar. A partir de sua
origem, o rio segue em direcao a noroeste pelos Campos de Cima da Serra por cerca de 450 km
até encontrar o Rio Canoas e com este formar o Rio Uruguai (Persia & Neiff 1986; Krohling et
al. 2011). A bacia hidrografica do Rio Pelotas tem aproximadamente 35.800 km? nos estados
de Santa Catarina (62% da extens2o) e Rio Grande do Sul (38%), integrando a porg¢ao superior
da bacia do Rio Uruguai. A estimativa para o estabelecimento do curso do Rio Pelotas na regido
data do Quaternario, como parte dos movimentos associados ao soerguimento da Serra do Mar
(Persia & Neiff 1986). Nao foram encontrados registros de outras mudancas no curso do Rio

Pelotas apds esse periodo.

1.6 Os Campos de Cima da Serra

Os Campos de Cima da Serra (Subtropical Highland Grasslands) séo uma formacéo que
se estende do Rio Grande do Sul até Santa Catarina, em zonas de elevacdo superiores a 800 m

(Figura 1). Esses campos pertencem ao dominio fitoecologico da Floresta Atlantica Brasileira



e apresentam uma vegetacdo tipica de areas montano e alto-montano, com espécies em sua
maioria apresentando porte herbaceo. As familias Asteraceae, Poaceae e Fabaceae predominam
na regido (Boldrini et al. 2009), formando mosaicos com a Floresta de Araucaria, na qual o
pinheiro-brasileiro, Araucaria angustifolia, € o elemento florestal dominate. Esta regido conta
com uma grande diversidade de espécies e diversos endemismos (lIganci et al. 2011; Andrade
et al. 2019). A dindmica das alteracBes climéaticas durante o Pleistoceno na regido foi
responsavel pela formagdo dos Campos de Cima da Serra, com uma expansdo destes ha cerca
de mil anos (Behling 2002). Atualmente, eles se encontram ameacados pela introducédo de
espécies exdticas, pelo avanco das monoculturas e outras atividades agricolas, por queimadas
e pelo florestamento com Pinus taeda (Barros et al. 2015; Boldrini et al. 2009), comprometendo

principalmente as espécies endémicas da regido (Andrade et al. 2015).

1.5 Marcadores moleculares

A variacdo genética em marcadores moleculares é frequentemente usada para inferir
padrdes de fluxo génico em uma espécie ou em grupos de espécies (Avise 2000; Al-Samarai &
Al-Kazaz 2015). Processos geograficos historicos como divisdo da populacdo, distribuicao e
colonizacdo em longas distancias séo esperadas produzirem padrdes distintos de distribuicao
em alelos e as relacOes entre eles (Templeton et al. 1995). Esses processos, portanto, podem ser
inferidos a partir de padrdes de variacdo genética. O DNA mitocondrial e de cloroplasto sdo
normalmente usados nesses estudos, pois sdo herdados de forma uniparental e, frequentemente,
ndo sofrem recombinagdo (Derepas & Dulieu 1992; Avise et al. 2016). Essas caracteristicas
permitem, potencialmente, a reconstrucdo de genealogias uniparentais capazes de revelar
relacBes hierdrquicas claras entre os individuos e tém permitido inferir sobre processos
historicos e padrdes recentes de fluxo génico em diversas espécies (Irwin 2002; Fregonezi et
al. 2013; Barros et al. 2015; Moreno et al. 2018; Stefenon et al. 2019; Rana et al. 2020; Deng
et al. 2020).

O fluxo génico dentro e entre populacfes pode, também, ser avaliado através da anélise
de marcadores biparentais do tipo microssatélites, considerando que esses refletem uma historia
mais recente da demografia da espécie. Os microssatélites, ou polimorfismos de sequéncias
repetidas simples (simple sequence repeats - SSRs), sdo elementos abundantes no genoma dos
eucariotos e consistem de pequenos motivos de DNA (uma a seis nucleotideos) repetidos lado
a lado. Esses marcadores sdo caracterizados como fragmentos que exibem variagdo de tamanho
de acordo com a expansdo ou contracdo da regido repetida. Além disso, essas sequéncias
apresentam caracteristicas interessantes para abordagens populacionais, evidenciando eventos
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historicos como o efeito fundador, gargalos de garrafa e deriva genética (Al-Samarai & Al-
Kazaz 2015).

Os marcadores plastidiais, que sdo mais conservados quando comparados com 0S
microssatélites, j& se mostraram eficientes na interpretacdo historica de espécies de Petunia
(Lorenz-Lemke et al., 2010; Mé&der et al., 2013; Turchetto et al. 2014; Ramos-Fregonezi et al.,
2015). Devido a heranca materna do cloroplasto e a dispersdo limitada de sementes observada
no género (Stehmann et al. 2009), a analise das sequéncias plastidiais permite interpretar os
padrdes que moldaram a diversidade genética histdrica dessas espécies desde sua origem até o
presente (Ramos-Fregonezi et al. 2015). Por sua vez, os microssatélites tem revelado diversos
aspectos da dindmica populacional dessas espécies (Silva-Arias et al. 2017).

1.6 Objetivos

Objetivo geral
O objetivo geral deste trabalho foi contribuir para o entendimento dos processos
evolutivos que originaram a diversidade no género Petunia, particularmente migracdo e

colonizacdo de novos ambientes, com especial énfase para a espécie Petunia altiplana.

Objetivos especificos
a) Awvaliar a diversidade genética e a estruturacdo populacional de P. altiplana ao longo de

toda a distribuicdo geografica da espécie;

b) Avaliar os impactos que as mudancas climéaticas do Pleistoceno tiveram sobre as

populagdes de P. altiplana;

c) Entender o papel do Rio Pelotas na estruturacéo e histéria demografica de P. altiplana
d) Awvaliar o fluxo génico entre as populagdes de P. altiplana considerando populagdes da

mesma margem e populacdes de margens opostas do Rio Pelotas.



2. CAPITULO 2

Past climate changes and geographical barriers: the evolutionary history of a highland grassland
nightshade species

Luana S. Soares & Loreta B Freitas

Artigo em preparagéo para ser submetido ao periddico
Botanical Journal of the Linnean Society

Abstract

Climate changes and associated glacial and interglacial cycles during the Pleistocene strongly
influence the evolutionary process worldwide. The subtropical highland grasslands (SHG) in
southern South America constitute a distinct vegetation type with great diversity and endemic
plant species. The genus Petunia (Solanaceae) had origin in lowland grasslands and secondarily
migrated to SHG and other grasslands. Herein we described the evolutionary history of a short
corolla tube and SHG representative species, P. altiplana, distributed throughout a river-
fragmented wide area. We investigated the P. altiplana genetic diversity and structure based on
plastid and nuclear markers to evaluate the Pleistocene climate cycles influence and the river
role on species demography, employing phylogeographical and approximate Bayesian
computation approaches. We found a rapid population expansion and plastid data revealed that
the river acted as an effective geographical barrier forming two population groups according
the riverbank they are from. We also found ancestral polymorphism sharing, mainly based on
nuclear markers. We observed migration and gene flow between close populations and the best
evolutionary model states that species got origin in the southern riverside and posteriorly
migrated to the northern riverbank under the Pleistocene influence.

Keywords: genetic diversity — microsatellites — subtropical highland grasslands — Pleistocene

— rivers as barriers — phylogeography — Solanaceae



3. CONSIDERACOES FINAIS

O género Petunia surgiu nas terras baixas (< 500 m acima do nivel do mar) no sul da
Ameérica do Sul e, posteriormente migrou para os campos de maior altitude (Reck-Kortmann et
al. 2014) durante o Pleistoceno (Lorenz-Lemke et al. 2010; Sarkinen et al. 2013). Essa
migracdo para terras mais altas foi acompanhada também da colonizac¢do de novos ambientes
(Segatto et al. 2014; Ramos-Fregonezi et al. 2015). As histdrias evolutiva e demografica dessas
especies foram fortemente influenciadas pelas mudancgas climaticas do Pleistoceno (Fregonezi
et al. 2013; Backes et al. 2019), que tiveram a distribuicdo e estrutura de sua diversidade
também impactada pelas condicBes ecoldgicas de cada area (Barros et al. 2015, 2020) ou
ecorregido (Segatto et al. 2017). Na América do Sul, a ocorréncia dos ciclos climéaticos do
Pleistoceno impactaram a estrutura populacional, a demografia e a diversificacdo de varias
linhagens (Bush & Oliveira 2006; Beheregaray 2008; Hoorn et al.,2010; Rull 2011; Lima-
Rezende et al. 2019). O clima frio e umido dos ciclos glaciais favoreceram as espécies de
campo, que ampliaram sua distribuicdo (Behling 2002; Barros et al. 2015, 2020), enquanto 0s
ciclos interglaciais permitiram o crescimento das espécies adaptadas a condi¢fes mais quentes
e umidas (Behling 2002), fragmentando a distribuicdo das espécies de campo e levando a
especiacdo em alopatia (Lorenz-Lemke et al. 2010).

No presente trabalho, nds avaliamos a diversidade genética, estruturacdo populacional
e histéria demografica de uma espécie de Petunia que habita os Campos de Cima da Serra, P.
altiplana, através da analise de marcadores plastidiais e nucleares utilizando uma abordagem
filogeografica e modelagens evolutivas. Essa espécie tem uma distribuicdo bastante ampla e
ocorre em diferentes niveis de elevacdo (800 a 1.200 m acima do nivel do mar) na divisa entre
os estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Alem disso, sua distribuicdo é interrompida
pela presenca de um rio, o Rio Pelotas, que separa suas populacdes. Um trabalho anterior
(Lorenz-Lemke et al. 2010) sugeriu que esse rio poderia servir como uma barreira
filogeografica para a espécie, uma vez que, embora uma amostragem limitada em nimero de
populacgdes e individuos, dois haplogrupos foram observados. Nenhum marcador nuclear havia
antes sido avaliado para P. altiplana.

Para essa espécie, assim como para todo o género (Reck-Kortmann et al. 2014) e
particularmente para as espécies de Petunia que habitam os campos de altitude (Lorenz-Lemke
et al, 2010; Fregonezi et al. 2013; Backes et al. 2019), observou-se forte influéncia dos eventos
climaticos ocorridos durante o Pleistoceno, especialmente no que diz respeito a expansdo e
contracdo do tamanho populacional. Os periodos mais frios e secos favoreceram expansao das

populacgdes de P. altiplana nos Campos de Cima da Serra. A espécie mostrou um crescimento
9



populacional durante os ultimos 20 mil anos, ampliando sua distribuicdo no sentido sul-norte.
Resultados como a alta diversidade genética observada tanto para as sequéncias dos
espacadores plastidiais como para 0os microssatélites nucleares, principalmente nas populacées
distribuias na margem direita do Rio Pelotas, ddo suporte a essa conclusdo uma vez que sao
esperados para populagdes em expansdo (Chiang et al. 2004; Slatyer et al. 2013; Vali et al.
2019). Além desses, outros resultados embasam tal conclusdo como, por exemplo, o formato
de estrela da rede de haplétipos, os valores significativos e negativos dos testes de neutralidade
e, por fim, as estimativas temporais do tamanho populacional efetivo.

Foram observadas pequenas taxas de endogamia para as populacdes de P. altiplana,
com excesso de heterozigotos na maioria delas, o que, de certa forma, ja era esperado devido a
auto-incompatibilidade da espécie (Robertson et al. 2011). Como outras espécies de Petunia
(Turchetto et al. 2014; Rodrigues et al. 2018), P. altiplana também depende de polinizador para
sua reproducdo. As caracteristicas florais de P. altiplana indicam que ela é polinizada por
abelhas (Stehmann et al. 2009) e, embora ndo tenham sido conduzidos estudos formais para a
identificacdo do polinizador efetivo da espécie, abelhas solitarias de pequeno porte dos géneros
Callonychium, Haxantheda e Anthrenoides sdo frequentemente observadas visitando as flores
da espécie, com as duas primeiras coletando ativamente o pdlen (J. R. Stehmann, com. pess.).
O fluxo de pélen mediado por abelhas aumenta as chances de polinizacdo cruzada, sendo
refletido em altos indices de diversidade genética, o que foi observado entre as populacdes de
P. altiplana. O fato de ser polinizada por abelhas de pequeno porte, cuja capacidade de voo e
comportamento de coleta de pdlen (Rodrigues et al. 2018; Araujo et al. 2019) aumentam as
chances de cruzamentos dentro da mesma populacdo, ajuda a explicar a estruturacdo genética
e o fluxo génico observados em P. altiplana. Nesse mesmo sentido, a auséncia de estruturas
para dispersdo ativa das sementes que caem todas proximas a planta-mae, reforca a estruturacdo
populacional.

Os dados plastidiais evidenciaram a efetividade do Rio Pelotas como uma barreira
filogeografica para P. altiplana, embora os dados de microssatélites ndo tenham corroborado a
formagé&o de grupos de populagbes de acordo com as margens em que ocorrem. Os diferentes
tempos de coalescéncia de cada um desses genomas (Dumolin et al. 1995) podem explicar essa
aparente incongruéncia. O genoma de cloroplasto em especies de Petunia € maternalmente
herdado (Derepas & Dulieu 1992) e o sistema de auto-incompatibilidade € do tipo
reconhecimento do proprio/ndo préprio, onde o pistilo reconhece e rejeita o polen préprio

aceitando o ndo préprio para fecundagéo cruzada (Williams et al. 2015), independentemente da
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origem do cloroplasto dos dois individuos envolvidos, estratégias que reforcam a hipétese para
a explicar a diferenca encontrada entre genomas.

Os resultados obtidos nesse trabalho sugerem também que o Rio Pelotas possa ter
atuado como um corredor de disperséo para a espécie, com popula¢@es da margem sul do rio
tendo dispersado e colonizado a margem norte, seguindo uma rota no limite dos Campos de
Cima da Serra, sempre em areas elevadas. Apesar de P. altiplana ndo possuir mecanismos de
dispersdo a longas distancias, suas sementes sao pequenas e podem ser levadas pelo vento, um
padrdo que ja foi observado em outras espécies do género cuja distribuicéo é linear (Silva-Arias
et al. 2017). Além disso, as populacBes mais proximas tém maior similaridade genética,
sugerindo um modelo de migracdo step-stone. Mais ainda, no conjunto geral dos resultados, foi
observado, fluxo génico ancestral e atual entre populacdes das duas margens do Rio.

Aqui nds propusemos um cenario evolutivo e demografico para Petunia altiplana que
destaca a importancia dos eventos climéticos passados e o papel do Rio Pelotas na estrutura e
distribuicdo da diversidade genética da espécie. Nossos resultados ajudam a tracar um padréo
geral para as espécies do género, fundamentado principalmente nas interacdes ecoldgicas, em
especial as condicdes climaticas e o0 modo de reproducdo. Por tratarem-se de marcadores
genéticos pontuais, ainda restam lacunas a serem preenchidas que apenas uma avaliacdo mais
ampla do genoma podera preencher. Assim, sugere-se que esta espécie seja analisada com base
em marcadores derivados do sequenciamento de nova geracdo, incluindo polimorfismos
neutros e potencialmente sob selecdo para que conclusdes mais definitivas possam ser

alcancadas.
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