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Resumo

Os chamados ‘complexos de espécies’ s@o definidos como grupos de organismos que
compartilham caracteristicas morfoldgicas muito semelhantes. Os complexos de espécies
representam um problema para os sistemas de classificacio baseados apenas em caracteres
morfologicos, uma vez que os critérios para delimitacdo de espécies sdo subjetivos e, por isso,
variam de acordo com cada taxonomista. O complexo integrifolia, que retine diversos faxa com
caracteristicas florais muito semelhantes a espécie Petunia integrifolia (Hook.) Schinz & Thell, é
um exemplo dessa problematica taxonomica. A determinagdo de espécies dentro desse complexo,
baseada apenas em caracteres morfométricos, é até hoje ainda muito controversa. Nesse trabalho,
os espacadores internos transcritos do DNA nuclear ribossomal (ITS1 e ITS2) e dois espacadores
intergénicos (trnS-trnG e psbA-trnH) do DNA plastidial (cpDNA) foram seqiienciados em 69
individuos pertencentes a cinco entidades taxondmicas do complexo integrifolia na tentativa de
entender sua histéria evolutiva e melhor contribuir para a correta delimitacdo das espécies. Andlises
populacionais e filogeogréficas dos trés marcadores do cpDNA mostraram que apenas a entidade
taxonOmica descrita como Petunia interior pode ser considerada uma espécie distinta de Petunia
integrifolia. As outras quatro entidades taxondmicas estdo divididas em duas linhagens genéticas
independentes e alopdtricas, que surgiram mais ou menos na mesma época apds um evento de
diminui¢do populacional seguido de rdpida expansdo. Uma dessas linhagens estd localizada na
planicie costeira do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, enquanto a outra linhagem se distribui na
porc¢do continental do RS ao oeste da Lagoa dos Patos. Andlises morfométricas mais detalhadas
mostram que essas duas linhagens genéticas podem ser distinguidas taxonomicamente e, portanto,
sdo definidas como duas subespécies de Petunia integrifolia. H4 indicios de que um processo de
especiagdo por adaptacdo a dois ambientes distintos (alta salinidade na planicie costeira e baixa
salinidade na por¢do continental) esteja envolvido na divergéncia dessas duas linhagens. No

entanto, para confirmar essa hipétese, sao necessarios estudos adicionais.

Palavras chave: Petunia; especiacdo; estruturagdo populacional; filogeografia; taxonomia.



Abstract

“Species complex” are usually defined as group of species that are morphologically very
similar and consequently are very difficult to distinguish. Species complexes, therefore, represent a
serious problem to the classification systems based only in morphological characters, the criteria
used to delimit species being subjective. The integrifolia complex, that congregates taxa with floral
characteristics very similar to Petunia integrifolia (Hook.) Schinz & Thell, it is an example of this
taxonomic challenge. The determination of the species inside of this complex, based only in
morphometric characters, it is still very controversial. In this work, the internal transcribed spacers
of the ribosomal nuclear DNA (ITS1 and ITS2) and two intergenic spacers (trnS-trnG and psbA-
trnH) of the plastidial DNA (cpDNA) had been sequenced in 69 individuals pertaining to five
taxonomic entities of the integrifolia complex, in the attempt to understand its evolutionary history
and contribute to the better delimitation of the species. Populational and phylogeographic analyses
of the three markers and of cpDNA had shown that only the taxonomic entity described as Petunia
interior can be considered a distinct species of Petunia integrifolia. The four other taxonomic
entities are divided in two independent and allopatric lineages, that diversified almost
simultaneously after an event of population bottleneck followed by a fast expansion. One of these
lineages is located in the coastal plain of the Rio Grande do Sul and Santa Catarina states, while to
other lineage it’s distributed in the continental region of the Rio Grande do Sul to the west of the
Lagoa dos Patos. Detailed morphometric analyses shown that these two lineages can be
taxonomically distinguished and therefore, they may be considered as two subspecies of Petunia
integrifolia. Some findings suggest that a process of adaptation to these two distinct environments
(high salinity in the coastal plain and low salinity in the continental region) may be involved in the

divergence of the two lineages. Additional studies are required to test this hypothesis.

Key words: Petunia; speciation; populacional structure; phylogeography; taxonomy.



Introducao
Caracterizacao dos organismos de estudo

O género Petunia Juss.

A familia Solanaceae L. compreende 2930 espécies distribuidas em 147 géneros (Judd e
cols., 1999). Essencialmente, esta familia de plantas é composta por espécies que podem ser tanto
ervas, arbustos, arvores como trepadeiras ou epifitas, caracterizadas por flores geralmente
actinomorfas com cinco estames, cinco sépalas e cinco pétalas concrescidas. A juncgdo das pétalas
confere a corola diferentes formatos: tubulares, cOnicos, de sino, trombeta ou prato. Muitos
membros dessa familia sdo venenosos devido a presenca de alcaldides. Algumas espécies s@o
fontes de drogas farmacéuticas ou narcéticas, por exemplo: Nicotiana (tabaco), Atropa (beladona) e
Datura (estramonio). Espécies de importancia alimentar estdo incluidas nos géneros Solanum
(tomate, batata, etc.) e Capsicum (pimentas). A familia Solanaceae inclui também diversas espécies
de interesse ornamental em gé€neros como Browallia, Brunfelsia, Cestrum, Datura, Salpiglossis,
Solandra e Petunia (Judd e cols., 1999).

Petunia sensu lato (s.1.) é o género da tribo Nicotianeae G. Don melhor representado no
Brasil, com 34 espécies onde a maioria ocorre na regido sul nos estados de Santa Catarina e Rio
Grande do Sul. A denominagdo “petunia” € derivada de “petum, betum”, nome indigena do tabaco
(Nicotiana tabacum) que € muito semelhante a Petunia nyctaginiflora (= P. axillaris), uma das
primeiras espécies descritas para o género (Stehmann, 1999).

As petiinias sdo conhecidas popularmente devido a espécie Petunia x hybrida' ("petiinia de
jardim" - figura 1A), um hibrido artificial obtido no inicio do século XIX a partir do cruzamento
entre as espécies P. integrifolia (Hook) Schinz & Tell e P. axillaris (Lam.) Britton, Sterns &
Poggenb. A identidade das espécies parentais da petinia de jardim, no entanto, foi esclarecida
somente em 1982 e 1983, apds uma série de cruzamentos interespecificos conduzidos por Wijsman
e colaboradores. Juntamente com andlises cariotipicas e isoenzimadticas, esses autores mostraram
que o género Petunia era, na verdade, constituido por dois grupos de espécies distintos: um com 2n

= 14 e outro com 2n = 18 cromossomos.

1 o . .
O "x" na nomenclatura indica uma espécie hibrida.



Figura 1 - Detalhe da estrutura floral de Petunia; A) Corte da flor de P.x hybrida, mostrando os
cinco estames heterodinamos; B) Esquema da flor de P. integrifolia em corte, mostrando a
juncdo dos estames a corola.

O grupo de espécies com 2n = 14, no qual estd incluida Petunia x hybrida, foi mantido
como género Petunia sensu stricto Jussieu (s.s) (Wijnands e Boss, 1986; Brummitt, 1989). As
outras espécies (2n = 18) foram agrupadas no género Calibrachoa La Llave & Lexarza (Wijsman,
1990; Stehmann e Semir, 1997). A denominag@o Petunia sensu lato (s.l.) refere-se, portanto, ao
grupo formado pelos géneros Petunia s.s e Calibrachoa. A posi¢do taxondmica de Petunia s.l.

Jussieu estd esquematizada na Figura 2.
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Figura 2 - Esquematizacdo da classificagdo do género Petunia. A) Segundo Olmstead e cols. (1999),
baseado em andlises de DNA cloroplasmdtico, e segundo Hunziker (2001), baseado em caracteres
morfolégicos e andlises cromossdmicas; B) Segundo APG (“Angiosperm Phylogeny Group”, 2003), a partir
de uma compilacdo de andlises filogenéticas baseadas em dados moleculares, morfolégicos e bioquimicos.

A sistemadtica do género Petunia Juss. foi revisada por Stehmann (1999). Baseando-se em
caracteristicas morfoldgicas, anatdmicas e cromossOmicas, o autor reconheceu 11 espécies,
endémicas da América do Sul, restritas a regiio entre os paralelos 22° e 39°S, que enquadra dois

centros de diversidade (Figura 3). De modo geral, estas espécies sdo plantas subarbustivas ou



herbaceas, com raizes axiais, de caule verde ou purpureo-escuro, com denso indumento composto
de tricomas simples de dpice glanduloso, que secretam substancias viscosas aderentes, agucares
esterificados e alcaldides envolvidos em estratégias de defesa contra insetos (Johnson, 1975;
Chortyk e cols. 1997). Dependendo do autor, as espécies s@o classificadas como anuais ou perenes
de vida curta (Child e Lester, 1991; Ando e Hashimoto, 1993; Stehmann, 1999). As folhas sio
sésseis ou sub-sésseis, variando de um a 19 cm. As flores sdo vistosas, com célice profundamente
fendido, corola actino ou zigomorfa, com prefloracdo imbricada, de coloracdo predominantemente
purpura ou magenta e, mais raramente, vermelha ou branca. O androceu tem cinco estames
heterodinamos e adnatos ao tubo da corola, sendo um par maior, outro par mediano e um estame
menor (Figura 1B). O fruto € uma cédpsula septifraga, com sementes pequenas e abundantes, de
dispersio anemocérica. A sindrome da melitofilia® é encontrada na maioria das espécies

(Stehmann, 1999).

Radiacao adaptativa no género Petunia s.s

A grande quantidade de variedades de petinias ornamentais obtidas por cruzamentos
artificiais desde o inicio do século XVIII € um indicativo da fraca barreira genética existente entre
as espécies de Petunia s.s. (Prain e cols, 1918).

A baixa incidéncia de hibridagdo natural (apesar de excegdes relatadas por A.P. Lorenz-
Lemke, comunicagdo pessoal) sugere a existéncia de mecanismos eficientes de prevengdo ao fluxo
génico interespecifico. Mecanismos de isolamento reprodutivo estabelecidos por adaptacdo a
diferentes polinizadores parecem ser particularmente importantes na manutencdo da integridade
genética entre as espécies de Petunia (Stehmann, 1999). As diferentes sindromes florais, aliadas a
paradoxal baixa diferenciacdo genética das espécies (Kulcheski e cols., no prelo), indicam a
ocorréncia de especiacdo por radiacdo adaptativa na evolucdo do género Petunia.

Radiacdo adaptativa € definida como a evolugdo divergente de numerosas linhagens em um
curto espaco de tempo. A radiagdo adaptativa acontece quando a evolugdo dessas linhagens
divergentes envolve adaptacdo a diferentes modos de vida (Futuyma, 1998). No caso do género
Petunia, portanto, as diferentes linhagens (espécies) evoluiram por adaptacdo a diferentes
polinizadores. Um exemplo cldssico de radiacdo adaptativa em vegetais sdo os géneros que
compdem a flora Hawaiana (Baldwin e Robichaux, 1995). Assim como Petunia, esses géneros
exibem grande diferenciacio morfolégica a despeito de baixa diferenciagio genética

interespecifica.

? Sindrome: conjunto de caracteristicas (formato e cor da corola, posi¢io dos estames, perfume, etc.) que
tornam a flor propicia a poliniza¢do por um determinado vetor. Flores melitéfilas sdo aquelas polinizadas por
abelhas.
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Figura 3 - Centros de diversidade do género Petunia Juss. (Solanaceae), cada um representado por quatro
espécies, segundo Stehmann (1999): A) Campos de altitude associados a floresta ombrdéfila mista, na borda
oriental do planalto catarinense (1000-1820 m): sdo encontradas P. altiplana, P. bonjardinensis, P. reitzii e
P. saxicola. B) Serra do Sudeste gatcha, regido de afloramentos rochosos areniticos: ocorrem P. axillaris,
P. integrifolia, P. exserta e P. secreta. As linhas delimitam dreas de distribuicdo enquanto os simbolos
indicam ocorréncia mais restrita. Petunia littoralis foi incluida nessa figura, mas Stehmann (1999) a

considera sindnimo de P. integrifolia (ver adiante).

Caracterizacio taxondomica da espécie Petunia integrifolia (Hook.) Schinz & Thell

Esta espécie apresenta grande variagcdo nos caracteres vegetativos e no habito. Podem ser
eretas, ascendentes, decumbentes ou procumbentes, (Figura 4), atingindo 50 cm de altura. As
folhas tém 12-70 x 15-30 mm, ldmina eliptica a ovada, geralmente pilosa. As inflorescéncias

apresentam ramos mais comumente dicotdmicos. O cdlice varia entre 5-20 mm de comprimento,
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sendo profundamente fendido. A corola de 20-44 mm comprimento é zigomorfa, infundibuliforme,
com tubo piloso, lobos largo-obovados, obtusos ou arredondados, sendo o dpice obtuso ou agudo,
de cor magenta ou purpura. Os estames sdo inclusos, adnatos a base da corola entre 2 e 7 mm, com
filetes heterodinamos. O estilete tem 10-18 mm de comprimento, é levemente curvado e dilatado
em direcdo ao dpice. A forma do pdélen também apresenta ampla variacdo, sendo que em P.
integrifolia podem ser encontradas todas as formas registradas para o género. A drea de ocorréncia
da espécie estd indicada na Figura 3. Petunia integrifolia habita os mais variados tipos de
ambientes campestres, afloramentos rochosos e locais perturbados pela acdo antrpica. A espécie
floresce durante todo o ano e frutifica de agosto a junho sendo, ainda, melit6fila, auto-incompativel
e xendgama. O polinizador efetivo em populag¢des do estado do Rio Grande do Sul (Figura 5F) € a

abelha Callonychium petuniae, Andrenidae (Silva, 1994).

Figura 4 - Representagdo esquemadtica dos
habitos da espécie Petunia integrifolia
(Hook.) Schinz & Tell: A) ereto; B)
ascendente; C) procumbente; D) decumbente.
(modificado de Stehman, 1999)

Taxonomia do complexo Petunia integrifolia

Um complexo de espécies € o conjunto de organismos com caracteristicas morfolégicas
muito semelhantes. Uma vez que o critério para delimitacdo de espécies taxondmicas (faxa) € a
presenca de caracteres morfoldgicos diagndsticos e descontinuos, a circunscricdo de espécies
estaveis dentro de tais complexos é dificil. Isso porque, muitas vezes, os critérios diagnésticos
variam de autor para autor e revisdes posteriores, baseadas em novos caracteres ecoldgicos e
morfolégicos até entdo ignorados, tendem a contradizer as classificagdes anteriores. Um exemplo
disso € o conjunto de faxa que forma o chamado complexo Petunia integrifolia (referido de agora
em diante simplesmente como complexo integrifolia).

Stehmann (1999) incluiu no complexo integrifolia os integrantes do género Petunia Juss.
que compartilham as caracteristicas florais da espécie Petunia integrifolia, a saber: corola
infundibuliforme, magenta ou purpurea, filetes adnatos a base da corola a 2-5 mm, estigma

localizado entre as anteras dos pares de estames maior e mediano e pdlen violdceo. Na Figura 5 s@o

12



apresentadas fotografias de alguns dos integrantes desse complexo e na Figura 6 estdo as mudangas

de classificagd@o dos diversos faxa ao longo das décadas.

Figura 5 — Algumas espécies e
subespécies integrantes do
complexo integrifolia. A) Petunia
interior; B) P. riograndensis; C) P.
littoralis; D) P. integrifolia subsp.
depauperata; E) P. integrifolia
subsp. integrifolia; F) P. integrifolia
e seu polinizador efetivo
Callonychium petuniae.

As populagdes de Petunia encontradas na ilha de Florianépolis foram descritas por Smith e
Downs (1966) como uma espécie distinta, Petunia littoralis (Figuras 3 e 5C), devido ao formato
linear das folhas e aos ramos glabros. Wijsman (1982), por sua vez, reconheceu P. integrifolia
como uma espécie bioldgica tnica formada por trés subespécies geograficas: Petunia integrifolia
subsp. integrifolia (Figura SE) associada ao Pampa gaticho e argentino, P. integrifolia subsp.
inflata no Paraguai, nordeste da Argentina e oeste da regido Sul do Brasil, e P. integrifolia subsp.
occidentalis isolada na regido norte da Argentina e sul da Bolivia.

Posteriormente, outros trés taxa relacionados a P. integrifolia foram elevados 4 categoria
de espécie: Ando e Hashimoto (1996) denominaram as populacdes que apresentavam anteras com
tecas diferenciadas e ramificacdes tricotomicas de Petunia interior (Figura SA); e, em 1998, estes
mesmos autores, baseados nas diferencas de tamanho da flor, dos estames e formato do tubo da
corola descreveram Petunia riograndensis (Figura 5B) nas savanas do planalto sul-riograndense e
P. bajeensis na regidao dos campos pampeanos. Segundo Ando e Hashimoto (1996 e 1998), as
caracteristicas diagndsticas dessas trés espécies ndo apresentam sobreposi¢do na natureza, o que

justificaria sua separa¢do em espécies distintas.
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Stehmann (1999), por outro lado, argumenta que a espécie Petunia integrifolia encontra-se
naturalmente subestruturada em populagdes parcialmente isoladas. Devido ao isolamento, algumas
populagcdes marginais poderiam se diferenciar vegetativamente das outras, mas ndo o suficiente
para constituir espécies taxondmicas diferentes. Este seria o caso dos taxa descritos acima.
Portanto, no critério de Stehmann (1999), as entidades descritas como Petunia littoralis, P.
riograndensis, P. bajeensis ¢ P. interior deveriam ser consideradas, no maximo, como faxa
infraespecificos de Petunia integrifolia. Petunia occidentalis, que apresenta uma distribuicdo mais
disjunta e caracteres diagndsticos mais consistentes seria uma excecao, constituindo uma espécie
independente.

Levando em consideracdo toda a controvérsia que concerne a classificagio do complexo
integrifolia, no presente trabalho as entidades taxondmicas pertencentes a esse complexo nio serdo
tratadas como espécies ou subespécies, mas como ‘“grupos morfoldgicos” (ver equivaléncia e
maiores detalhes nos Materiais e Métodos). As caracteristicas morfoldgicas diagndsticas desses

grupos sdo apresentadas no Anexo.

A biologia em nivel molecular

Os primeiros estudos da biologia evolutiva de Lamark (1809), Darwin (1859) e Haeckel
(1866) fizeram inferéncias sobre a origem e a relacdo entre os organismos fundamentados
basicamente pela comparacdo de caracteres morfologicos. Em muitos casos, esses estudos
permitiram estabelecer relagdes entre as espécies, deduzindo aspectos de sua origem e evolugao.

Com o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico ao longo dos anos, muitas metodologias
de andlise foram surgindo e permitiram acessar informagdes sobre os organismos que ndo eram
percebidas diretamente. A partir dos anos de 1960, o estabelecimento de métodos matematicos e
algoritmos, auxiliados pelo avanco computacional, permitiram realizar andlises reunindo um
grande nimero de dados complexos. Dentre esses dados, os aspectos celulares relacionados com a
estrutura das moléculas tornaram-se uma grande fonte de informacdes. Essa nova linha de estudo,
conhecida como biologia molecular, permitiu que dividas antigas sobre a evolugdo dos organismos
pudessem ser esclarecidas (Matioli, 2001).

Para a Biologia de Populagdes e para a Genética, o desenvolvimento de técnicas como a
PCR (Polymerase Chain Reation — Mullis e cols, 1986) e o seqiienciamento (Sanger e cols, 1977),
e sua utilizacdo como ferramentas na andlise de marcadores moleculares, permitiram que
informagdes primadrias sobre a constitui¢do dos organismos, em nivel de DNA, pudessem ser

observadas.
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Segundo Leicht e Bennet (1997), a caracterizacdo dos organismos a partir de marcadores
moleculares apresenta certas vantagens sobre outros marcadores (como aqueles baseados em
caracteres bioquimicos e morfoldgicos), na medida em que eles sdo independentes da expressdao
génica. Os marcadores moleculares sdo, entdo, insensiveis as influéncias do ambiente e do
background genético e sdo estdveis ao longo do desenvolvimento. Esses marcadores refletem
caracteristicas herddveis dos organismos e podem apresentar miltiplos estados (alelos) para cada
carater (locus). Como os alelos podem se diferenciar entre os individuos, o estabelecimento de
conexdes entre essas variagdes permite determinar a estrutura genética de populagdes naturais ou
domesticadas e, também, reconstruir a historia filogenética de grupos de organismos (Nei e Kumar,

2000).

Marcadores moleculares e os estudos evolutivos

Numerosos avangos no estudo da biologia evolutiva foram possibilitados nas tltimas duas
décadas depois do aprimoramento da tecnologia de seqiienciamento automatico do DNA genomico.
Desde entdo, informacdes provenientes do DNA organelar vém sendo especialmente utilizadas em
uma variedade de estudos evolutivos. As organelas — mitocondrias e cloroplastos — apresentam
heranca uniparental, pouca ou nenhuma recombinagdo e taxas de evolucdo diferentes daquelas
observadas para o DNA nuclear. Em plantas, informa¢des do DNA plastidial (cpDNA) tornaram-se
ferramentas padrdo para estudos filogenéticos (Clegg e cols., 1994; Gielly e cols., 1996) e um
nimero cada vez maior de trabalhos na drea da sistemdtica taxondmica vém utilizando dados
moleculares como auxiliares na resolucio de problemas de classificagdo baseadas apenas em dados
morfolégicos (Aratjo, 2001; Angiosperm Phylogeny Group, 2003; Muschner e cols., 2003).

Para estudos filogenéticos em niveis taxondmicos abaixo da categoria de gé€nero, as regides
ndo codificadoras do cpDNA (introns e espagadores intergé€nicos) sdo as mais utilizadas, pois
sofrem pouca ou nenhuma pressdo seletiva. Assim, essas regides estdo mais livres para variar,
fornecendo informagdes filogenéticas suficientes para reconstruir eventos evolutivos relativamente
recentes (Small e cols., 1998). Dentre as regides ndo codificadoras do cpDNA, o espagador
intergénico cloroplasmético psbA-trnH foi caracterizado por Aldrich e cols. (1988) como uma
regido plastica evolutivamente. Juntamente com outros marcadores, a regido psbA-trnH ja foi
usada para acessar as relagdes filogenéticas entre espécies do género Paeonia (Sang e cols., 1997) e
entre géneros da ordem Laurales (Renner, 1999). Outro espagador intergénico de cloroplasto, trnS-
trnG, parece apresentar variacdo intraespecifica suficiente para permitir estudos de estrutura

populacional e fluxo génico em espécies de angiospermas (Hamilton, 1999).
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Devido a condi¢do altamente conservada do genoma plastidial, regides de cpDNA sdo
pouco utilizadas para estudos evolutivos em nivel populacional (van Ham e cols., 1994), pois
geralmente estas seqii€éncias ndo evoluem rdpido o suficiente para revelar polimorfismos
intraespecificos (Wolfe, 1987). Contudo, o seqiienciamento das regides psbA-trnH e trnS-trnG do
cpDNA, realizado pelo nosso grupo de pesquisa, mostrou uma boa variacdo inter e intraespecifica
nos géneros Petunia e Calibrachoa (Contini e cols., 2003; Kulcheski e cols., 2003; Kulcheski e
cols., no prelo; Longo e cols., 2003; Lorenz e cols., 2003).

As regides do genoma nuclear sdo ferramentas mais adequadas para os estudos evolutivos
que requerem dados de variacdo molecular em nivel intraespecifico e populacional em plantas, pois
apresentam taxas evolutivas cerca de trés a seis vezes maiores que as do cpDNA (Small e cols.,
1998). Além disso, diversos trabalhos (p/ ex.: Molvray e cols, 1999; Fishbein e Soltis, 2004;
Koontz e cols., 2004; Oh e Potter, 2005) vém combinando dados nucleares aos dados de cpDNA,
na tentativa de aumentar a confiabilidade das relacdes evolutivas inferidas, pois, uma vez que 0s
dois genomas apresentam mecanismos evolutivos diferentes, a histéria que € contada apenas por
um deles pode ser incompleta, como revisado em Schaal e cols. (1998) e Nordborg e Innan (2002).
A incongruéncia entre resultados obtidos a partir de regides do genoma nuclear e plastidial pode
indicar a ocorréncia de eventos de hibridacdo e introgressao, que passariam despercebidos caso os
estudos fossem conduzidos com apenas um tipo de marcador (Yoo e cols., 2002). Além disso, nos
estudos de genética de populagdes, o sistema diferenciado de heranca dos genomas nuclear
(biparental) e plastidial (uniparental) acaba determinando padroes de diversidade genética intra e
interpopulacional bastante divergentes (Petit e cols., 1993a).

Uma das regides mais usadas para estudos evolutivos, dentre as regides nucleares
disponiveis para a andlise, tem sido a regido correspondente aos espacadores internos transcritos do
DNA nuclear ribossomal (nrDNA), ITS1 e ITS2, que separam os genes 18S, 5,8S e 268,
codificadores das subunidades ribossomais (Figura 7). Transcritos juntamente com as regides
codificadoras, os espagadores ITS sdo eliminados durante o processamento do RNA. Em
organismos superiores, o DNA ribossomal encontra-se agrupado em arranjos de centenas a
milhares de repeticdes. O mecanismo chamado “evolu¢do em concerto” atua sobre as repeticdes
presentes em um genoma de maneira a homogeneiza-las em apenas uma seqiiéncia definida, o que
facilita a utilizacdo da regido ITS em estudos que envolvem seqiienciamento. No caso da formagao
de plantas hibridas, as seqiiéncias de ITS, originadas dos diferentes genomas parentais,
preferencialmente, passam por evolucdo em concerto em vez de continuar a evoluir
independentemente, sendo homogeneizadas. Tem sido sugerido que o mecanismo para a
homogeneizagdo interlocos seja a permuta desigual ou a conversio génica (Baldwin e cols., 1995).

Como observado por Aguilar e cols. (1999), a homogenizacdo das seqiiéncias de ITS em hibridos
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artificiais em Armeria pode ocorrer rapidamente, em apenas duas geracdes, removendo um dos

tipos de rDNA parental do genoma do hibrido.

18S rDNA nuclear ITS 5,8S ITS 26S rDNA nuclear
1 rDNA 2

~
Regido ITS

Figura 7 - Organizagdo da regido ITS. (adaptado de Baldwin e cols., 1995).

Entre 244 trabalhos revisados por Alvarez e Wendel (2003), os estudos filogenéticos
utilizando a andlise da regido ITS foram os mais freqiientes aparecendo, também, como auxiliar nos
estudos de sistematica molecular. Neste ultimo aspecto, a andlise dos ITS serviu, inclusive, para
elucidar relagdes evolutivas dentro de complexos de espécies (Rauscher, 2002; Rauscher e cols.,
2002; Goel e cols., 2002). O estudo combinado da regido ITS com marcadores de cpDNA e
caracteres morfologicos aumenta ainda mais a consisténcia das relacdes evolutivas inferidas

(Alvarez e cols., 2001).

Filogeografia

Como j4 foi mencionado anteriormente, o estudo da variacdo encontrada nas seqiiéncias de
DNA possibilitou grandes avancos nas dreas da Filogenia e Sistematica Filogenética. Nos estudos
em nivel intraespecifico, o uso de seqiiéncias de DNA para inferir processos evolutivos envolvendo
populacgdes foi estimulado apds o estabelecimento do conceito de Filogeografia por Avise e cols.
(1987).

Os estudos filogeogrificos tracam inferéncias sobre a histéria da divergéncia entre
populacdes examinando as relacdes genealdgicas dos genes dentro de um contexto geografico
(filogenias intraespecificas). As abordagens filogeograficas oferecem um meio de determinar quais
processos atuais e histéricos influenciaram a variacdo genética atualmente observada nas
populagdes (Avise, 2000).

Os estudos moleculares em nivel populacional, no entanto, ainda permanecem muito

menos comuns que estudos similares em animais. Tal fato deve-se, primeiramente, a dificuldade de
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encontrar marcadores com nivel apropriado de polimorfismo intraespecifico (Schaal e cols. 1998).
A construcdo de filogenias intraespecificas para grupos de plantas tem aumentado nos dltimos oito
anos, quando comegaram a ser identificadas seqiiéncias nucleares (Strand e cols., 1997; Olsen e
Schaal, 1999; Gaskin e Schaal, 2002) e plastidiais (Maskas e Cruzan, 2000) que exibem variagio
adequada. Desde entdo, a abordagem filogeografica vem permitindo entender detalhadamente os
processos populacionais e histdricos que governam a evolugdo das plantas, especialmente as de

interesse economico e ecoldgico (Schaal e cols., 2003).

Filogenias intraespecificas inferidas por networks

As relagdes evolutivas acima e abaixo do nivel de espécie s@o diferentes em sua natureza.
As relagdes entre os genes amostrados de individuos pertencentes a diferentes espécies (filogenia,
propriamente dita) sdo hierdrquicas. Isso porque esses genes sdo produto de fissdo populacional
seguida por longo tempo de isolamento reprodutivo, durante o qual novas muta¢ées combinadas a
divergéncia de populacdes levam a fixacdo de diferentes alelos e, finalmente, a conjuntos génicos
ndo sobrepostos.

As propriedades das relacdes entre genes amostrados em uma espécie ndo sdo hierdrquicas,
uma vez que resultam de reproducdo sexual, de menor nimero de mutacdes recentes e,
freqiientemente, de recombinacdo (Templeton e cols., 1992; Crandall e cols., 1994). Por causa
dessas propriedades, métodos filogenéticos como os networks sdo mais adequados para inferir
relagdes em nivel populacional (Posada e Crandall, 2001). As arvores de haplétipos’, chamadas de
networks, ao contrdrio das arvores bifurcadas usadas para filogenias interespecificas tradicionais,
incorporam as predi¢des da teoria da genética de populagdes (Watterson, 1985; Hudson, 1990;
Crandall e Templeton, 1993) permitindo, assim, a observagao e andlise de polimorfismos ancestrais
na amostra, além de multifurcacdes e reticulacdes entre os haplétipos analisados.

As arvores de hapldtipos t€m sido freqiientemente usadas, por exemplo, para obter
informacdes sobre o estabelecimento e rotas de migragdo pds-glaciais de importantes espécies
arboreas européias (Taberlet e cols., 1998; Lumaret e cols, 2002; Petit e cols., 2002b). Outros
estudos documentaram a origem de plantas cultivadas (Olsen e Schaal, 1999), examinaram a
colonizagio e diversificacio de espécies de plantas na Asia (Huang e cols., 2001; Ge e cols., 2002)
e investigaram a origem de plantas invasoras que ameacam a biodiversidade nos Estados Unidos e

outras regidoes do mundo (Schaal e cols., 2003).

3 . . . . . -
Haplétipos sao alelos de um mesmo locus que se diferenciam por uma ou mais mutacgoes.
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Objetivos

z

O objetivo geral desse trabalho € caracterizar a variabilidade molecular nos diferentes
grupos morfolégicos pertencentes ao complexo de espécies Petunia integrifolia encontrados no Rio
Grande do Sul e Santa Catarina, usando como marcadores os espacadores intergénicos plastidiais
psbA-trnH e trnS-trnG e os espagadores internos transcritos do DNA ribossomal nuclear ITS1 e
ITS2.

Objetivos especificos:

- caracterizar e comparar o nivel de variabilidade genética obtido com os diferentes
marcadores moleculares;

- contribuir para o conhecimento das relagoes evolutivas e filogeograficas dos integrantes
do complexo integrifolia;

- comparar os grupos morfoldgicos entre si através de pardmetros populacionais, inferindo
o nivel de diferenciagdo genética entre eles;

- contribuir para a circunscri¢@o taxondmica dos integrantes do complexo integrifolia.

20



Materiais e Métodos

Definicio do grupo amostral e obtencio das amostras

O material analisado foi obtido diretamente através de coletas na natureza, em diferentes
regides dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Figura 8). As informagdes sobre os
locais de coleta sdo apresentadas na Tabela 1. Ao todo, foram analisadas amostras provenientes de
50 populagdes, pertencentes aos cinco grupos morfolégicos* definidos para Petunia integrifolia. Os
testes piloto de seqiienciamento para dez marcadores moleculares de genoma nuclear e plastidial
revelaram pouco ou nenhum polimorfismo intrapopulacional. Desta forma, para cada populacdo
foram escolhidas, aleatoriamente, uma ou duas amostras para a anélise, totalizando 69 individuos,
conforme descrito abaixo:

- 20 populagdes do grupo integrifolia (26 individuos analisados). Este grupo corresponde a
Petunia integrifolia subsp integrifolia segundo a defini¢do de Wijsman (1982);

- 20 populagdes do grupo depauperata (21 individuos analisados). Os individuos deste
grupo correspondem a Petunia integrifolia subsp depauperata segundo a defini¢do de Smith e
Downs (1966);

- sete populagdes do grupo riograndensis (8 individuos analisados). Estes correspondem &
Petunia riograndensis descrita por Ando e Hashimoto (1998);

- duas populagdes do grupo interior (7 individuos analisados), correspondentes a Petunia
interior descrita por Ando e Hashimoto (1996);

- uma populacdo do grupo littoralis (7 individuos analisados), incluidos em Petunia

littoralis descrita por Smith e Downs (1996).

4 ~ . . . L .
ver Introducdo e Figura 6 para maiores esclarecimentos sobre os grupos morfoldgicos.
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Figura 8: Mapa simplificado dos estados do RS e SC com a localizacdo das populagdes onde foram obtidas as
amostras analisadas neste estudo. Os diferentes simbolos indicam os grupos morfolégicos descritos na

literatura: Gg.) grupo integrifolia; (g) grupo riograndensis; (4.) grupo depauperata; (i) grupo littoralis; ()
grupo interior.

Extracio de DNA

Para cada individuo amostrado, foram coletadas algumas folhas jovens, imediatamente
acondicionadas em silica gel para secagem. De cada populacdo foi confeccionada, pelo menos, uma
exsicata, depositada no Herbario do Departamento de Boténica, Instituto de Biociéncias,
Universidade Federal de Minas Gerais, como testemunha. As folhas desidratadas em silica foram
pulverizadas com nitrogénio liquido e a extracdo de DNA total do material foi desenvolvida de
acordo com a metodologia descrita por Roy e cols. (1992) adaptada para amostras de Petunia:

- 20 mg de material pulverizado;

- Adic¢do de 600ul de tampao de extragdo (100mM TRIS-HCI; 1,4M NaCl; 20mM

EDTA; 2% CTAB; 0,2% B-mercaptoetanol; 2% PVP 40), 60ul de B-mercaptoetanol e
6l de Proteinase K (10mg/ml);
- Incubacido a 65°C por 30 minutos;

- Emuls@o com 600ul de fenol-cloroférmio (1:1);
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- Centrifugacdo por 15 minutos a 14000 rpm;

- Recolhimento da fase aquosa e estimativa do volume;

- Precipitacdo do DNA com um volume de isopropanol e 1/10 do volume de acetato de
sddio;

- Armazenamento por 24 horas em freezer - 20 °C;

- Centrifugacdo por 20 minutos a 14000 rpm e descarte do sobrenadante;

- Lavagem do pellet com 200 pl de etanol 70% e secagem a temperatura ambiente por 20
minutos;

- Elui¢do do pellet em 200 pl de dgua ultra-pura estéril e 2 nl de RNAse (10mg/ml).

Os produtos de extragdo foram testados através de eletroforese horizontal em gel de
agarose 1%, corado com brometo de etidio e visualizado em transiluminador de luz ultravioleta
(UV). A qualidade do DNA extraido foi avaliada e sua concentracdo estimada por comparagdo com

marcador de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen).

Reacoes de amplificacao

O DNA das amostras foi amplificado pela técnica da PCR (Polymerase Chain Reaction —

Mullis e cols., 1986), em termociclador automatico MJ Res. Inc., utilizando primers e protocolos

especificos, descritos na literatura, para cada um dos marcadores utilizados.
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Regides marcadoras para seqiienciamento

As condigdes para a amplificacdo dos espacadores intergé€nicos psbA-trnH e trnS-trnG, do
DNA plastidial (cpDNA) e da regido dos espagadores internos transcritos do DNA ribossomal
nuclear (ITS), bem como o tamanho esperado dos fragmentos amplificados, estdo descritos nos
Quadros 1, 2 e 3 respectivamente. Essas trés regides foram escolhidas por apresentarem maior

polimorfismo entre os 10 marcadores testados previamente.

Quadro 1 - Condi¢des de amplificagdo e seqii€ncia dos primers usados nas reacdes de PCR e
seqiienciamento do marcador psbA — trnH (Sang e cols., 1997).

Reagiio

Tampao (10mM Tris-HCI, 50mM KCI) 1X
dNTP 0,2 mM
MgCl, 2mM
Primer 1 (psbA F) 0,2 uM
Primer 2 (trnH R) 0,2 uM
Taq polimerase (Invitrogen) 1U
DNA 50 ng

Condicdes de amplificacdo

94°C por 3 min para desnaturagio inicial
94°C por 45 s para desnaturagio

30 ciclos J 58°C por 1 min para anelamento
72°C por 1 min e 30 s para alongamento

72°C por 10 min para extensdo final

Seqiiéncias dos primers para PCR e seqgiienciamento
Primer 1 (psbA F) > GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCTC*
Primer 2 (trnH R) ¥ CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAA TC ¥

Tamanho esperado do fragmento: entre 372 e 404 pb de acordo com Sang e cols. (1997)
para espécies do género Paeonia.
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Quadro 2 - Condicdes de amplificacdo e seqiiéncia dos primers usados nas reagdes de PCR e
seqiienciamento do marcador trnS-trnG (Hamilton, 1999).

Reagdio

Tampao (10mM Tris-HCI, 50mM KCI) 1X
dNTP 0,2 mM
MgCl, 2mM
Primer 1 (trnS GCU) 0,4 uM
Primer 2 (trnG UCC) 0,4 uM
Taq polimerase (Invitrogen) 10
DNA 50 ng

Condic¢des de amplificacido

96°C por 5 min para desnaturagio inicial
96°C por 45 s para desnaturagio

40 ciclos J 52°C por 1 min para anelamento
72°C por 1 min para alongamento

72°C por 5 min para extensao final

Seqiiéncias dos primers para PCR e segiienciamento
Primer 1 (trnS GCU) > GCC GCT TTA GTC CAC TCA GC ¥
Primer 2 (trnG UCC) ¥ GAA CGA ATC ACA CTT TTA CCA C¥

Tamanho esperado: 844 pb para seqiiéncias de Nicotiana tabacum. (GenBank Acc. Z00044 e
S54304)




Quadro 3 - Condi¢des de amplificacdo e seqiiéncia dos primers usados nas reagdes de PCR e
seqiienciamento da regido ITS (White e cols., 1990).

Reagdio

Tampao (10mM Tris-HCI, 50mM KCI) 1X
dNTP 0,2 mM
MgCl, 1,5 mM
Primer 75 0,2 uM
Primer 92 0,2 uM
Taq polimerase (Invitrogen) 1U
DNA 50 ng

Condic¢des de amplificacido

94°C por 3 min para desnaturacgdo inicial
94°C por 45 s para desnaturacio

40 ciclos / 58°C por 1 min para anelamento
72°C por 1 min e 30 s para alongamento

72°C por 10 min para extensao final

Seqiiéncias dos primers para PCR
Primer 75 S TAT GCT TAA ACT CAG CGG G *
Primer 92 ¥ AAG GTT TCC GTA GGT GAA C*

Seqiiéncias dos primers para seqiienciamento
Primer 74 ¥ GCT ACG TTC TTC ATC GAT >
Primer 1TS3 5 ATC GAT GAA GAA CGT ACG ¥

Tamanho esperado: 629 pb para seqii€ncia de Petunia axillaris (GenBank Acc. AJ300213).

Os produtos de amplificagdo por PCR foram submetidos a eletroforese horizontal em gel
de agarose 1%, corado com brometo de etidio e visualizado em transiluminador de luz UV para a

checagem da amplificac@o.

Quantificacao dos fragmentos de DNA amplificados

Os produtos de PCR foram quantificados com o marcador de peso molecular Low DNA

Mass Ladder (Invitrogen), utilizando 4 pl da amostra (produto de PCR) + 1 ul de corante
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bromofenol blue com glicerol (BFB) e 4 ul do marcador + 1 ul de BFB. As amostras foram
submetidas a eletroforese horizontal em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio e
visualizado em transiluminador de luz UV. Para a quantificacdo do DNA dos produtos de PCR, as
bandas das amostras foram comparadas as do marcador de peso molecular, estimando-se sua

concentracao.
Purificacao enzimatica dos produtos de PCR

Os produtos de PCR que apresentaram concentragdes inferiores a 10 ng/pl foram
purificados utilizando o kit enzimatico ExoSAP-IT (Amersham Biosciences), composto por uma
unidade de exonuclease I e uma unidade de fosfatase alcalina, que degradam primers e dNTPs nédo
incorporados durante as reacdes de PCR. A reacdo enzimdtica ocorreu a 37 °C, enquanto que a

inativacdo a 80 °C.
Precipitacdo com PEG

Os produtos de PCR que apresentaram concentracdes superiores a 10 ng/ul foram
purificados por precipitagdo dos primers ¢ dNTPs ndo incorporados utilizando Polietilenoglicol
(PEG) segundo o protocolo de Dunn and Blattner (1986):

- Adicdo de igual volume de PEG 20% (p/v) ao produto de PCR e homogeneizagao;

- Incubacio a 37 °C por 30 min;

- Centrifugacdo a 14000 rpm por 20 min;

- Descarte cuidadoso do sobrenadante;

- Adicdo de 125 ul de EtOH 80% gelado. Incubag@o por 1 min e centrifugagdo por 2

min;

- Descarte do sobrenadante;

- Repeticao dos 6° e 7° passos com etanol absoluto;

- Evaporacdo do EtOH residual a 70 °C por 10 min;

- Ressuspensdo do produto de PCR em 15 ul de H,O ultra-pura estéril e incubagdo a

temperatura ambiente por 12 horas.
Seqiienciamento

O seqiienciamento do DNA amplificado por PCR foi realizado em seqiienciador

automadtico MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences), seguindo os protocolos que acompanham
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o aparelho e o DYEnamic™ET terminator sequencing premix kit, com marca¢io terminal
fluorescente. As condi¢des da reagdo de seqiienciamento sido detalhadas no Quadro 4 . As reagdes

foram preparadas diretamente nas placas destinadas ao seqiienciador.

Quadro 4 - Condicdes das reagdes de seqiienciamento.

Reacido Condic¢oes de amplificacdo

DYEnamic ™ET terminator sequencing premix 4 ul

Produto de PCR purificado 40 ng 95 °C por 20 seg
Primer 5 uM 35 ciclos 50 °C por 15 seg
Agua estéril Para completar 10 pl 60 °C por 1 min

Purificacao com etanol/acetato de aménio

Antes do seqiienciamento propriamente dito, as amostras foram purificadas para retirar
reagentes ndo incorporados, de acordo com o protocolo abaixo. As amostras foram purificadas
diretamente nas placas destinadas ao seqiienciador.

- Adicdo de 1 pl de acetato de amonio 7,5 M pH e 30 ul de etanol absoluto (temperatura

ambiente) em cada produto de reagio de seqiienciamento;

- Fechamento da placa com adesivo apropriado e mistura por 30 inversdes;

- Centrifugacdo da placa por 45 min, 1780 RCF e 20°C;

- Descarte do sobrenadante, por inversio brusca da placa;

- Spin a 500 RCF com a placa invertida e apoiada em papel toalha;

- Adicdo de 100 pl de etanol 70% (temperatura ambiente) ao pellet;

- Spin a 1780 RCF e descarte do sobrenadante, por inversdo brusca da placa;

- Spin a750 RCF com a placa invertida e apoiada em papel toalha;

- Adicdo de 10 pl de Loading Solution e fechamento da placa com adesivo apropriado;

- Ressuspensdo em vortex por 5 min;

- Spin a 1780 RFC e encaminhamento ao seqiienciador.
Analise das seqiiéncias de DNA
As seqiiéncias foram alinhadas com o programa Clustal X 1.81 (Thompson e cols., 2001) e

corrigidas manualmente com auxilio do programa GeneDoc (Nicholas e Nicholas, 1997). As

informagdes sobre o nimero de sitios variaveis, sitios conservados e composi¢do nucleotidica
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foram obtidas pelo programa MEGA?2 - Molecular Evolutionary Genetics Analysis (Kumar e cols.,
2001). Uma vez que o seqiienciamento do marcador ITS revelou sitios heterozigotos, para esse

marcador foram estimados haplétipos pelo programa PHASE 1.0 (Stephens e cols., 2001).

Inferindo as relacdes evolutivas na amostra

A grande quantidade de sitios heterozigotos, proporcional aos sitios de substitui¢do, e a
baixa freqiiéncia de amostras homozigotas para o marcador ITS (como pode ser observado nos
Resultados), fizeram com que somente os haplétipos referentes aos marcadores de cpDNA fossem
utilizados na inferéncia das relacdes evolutivas entre os individuos amostrados.

As seqiiéncias dos marcadores plastidiais foram agrupadas no programa MEGA?2 usando a
metodologia neighbor-joining (NJ; Saitou e Nei, 1987) baseada na distancia-p (Kimura, 1980),
com a op¢do complete deletion. Além disso, no programa PAUP* versdo 4.0b10 (Swofford, 2002),
foi realizada uma andlise de mdxima parsimonia (MP) por busca heuristica com tree bisection-
reconection (TBR) branch swapping, com o uso da opcio MULPARS e 1000 replicacdes de adi¢do
randdmica, considerando sitios de insercdo/dele¢do (indels) como quinto estado. Os sitios indels
com extensdo maior que um par de bases foram considerados como eventos tnicos (indels
simplificados), sendo substituida a totalidade da extensdo do indel por apenas um evento de
inser¢do/delecdo, correspondente a primeira base (Schneider, 2003).

Para ambas as analises, NJ e MP, as arvores filogenéticas resultantes foram submetidas a
andlise de consisténcia de agrupamentos filéticos por re-amostragem (bootstraps), usando 1000
replicagcdes (Hedges, 1992).

Meétodos disponiveis para andlises filogenéticas interespecificas, como NJ e MP, assumem
uma série de pressupostos que podem ser violados nas andlises em nivel populacional. O principal
pressuposto assumido por estes métodos, por exemplo, é a auséncia de hapldtipos ancestrais, os
quais frequentemente estéio presentes em estudos intraespecificos. Os métodos de network sdo mais
adequados que os métodos filogenéticos para inferir relacdes evolutivas intraespecificas, uma vez
que incorporam predi¢des da teoria da genética de populagcdes (Hudson, 1990). A andlise de
network para os haplétipos amostrados foi realizada no programa NETWORK 3.1.1.1 (disponivel
no site http://www.fluxus-engineering.com) através do método de median joining (Bandelt e cols.,

1999), usando os sitios indels simplificados. Além disso, os sitios que apresentaram mais que duas

* O termo haplétipo é usado para designar um alelo ou um conjunto de alelos que estdo presentes em um
genoma hapléide ou estio ligados em um dnico cromossomo nuclear. Devido ao grande ntimero de sitios
heterozigotos revelados na regido ITS e o desconhecimento da fase hapléide destas seqii€ncias, o termo mais
indicado a ser usado para designa-las seria ‘tipos de seqii€éncias’. No entanto, a exemplo de diversos trabalhos
encontrados na literatura, serd mantido o termo haplétipo também nesta situacéo.
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mutacdes recorrentes foram eliminados da anélise, pois sitios com miltiplas mutagdes representam

homoplasias®, que podem confundir os padrdes de divergéncia intraespecificas (Lloyd, 2003).

Divisao da amostra para analises populacionais

Quatro conjuntos de dados foram criados para as andlises populacionais realizadas:

1°) A amostra como um todo: n=69 individuos;
2°) Toda amostra, exceto os individuos pertencentes ao grupo interior: n=62;
3°) Comparag@o dos cinco grupos morfoldgicos (Tabela 1 e Figura 8):
- grupo integrifolia (n=26);
- grupo riograndensis (n=8);
- grupo depauperata (n=21);
- grupo littoralis (n=7);
- grupo interior (n=7),
4°) De acordo com os trés clados formados na andlise de network (Tabela 1 e Figura 10):
- grupo interior (n=7);
- grupo continental (n=22);
- grupo costeiro (n=33).
Trés individuos ndo fizeram parte desta dltima andlise, devido a posi¢do que ocuparam no
network.
Para as andlises de diferenciag@o interpopulacional nos 3° e 4° casos, os diferentes grupos
foram definidos artificialmente como populagdes. Da mesma forma que nas andlises de network,
para as andlises intrapopulacionais, interpopulacionais e de correlacdo entre distancia genética e

distancia geografica, os sitios indels foram simplificados e considerados como quinto estado.

Analises intrapopulacionais

A diversidade nucleotidica e haplotipica (Nei, 1987), bem como os testes de neutralidade D
de Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997) foram calculados pelo pacote Arlequin (Schneider
e cols., 2000). Esses testes de neutralidade, originalmente descritos para detectar selecdo em nivel
molecular, atualmente sdo muito usados para inferir eventos como expansdo populacional e efeito

de gargalo de garrafa (bootleneck), que também podem causar desvios no modelo neutro de

6 Homoplasia: cardter compartilhado por dois taxa, que ndo foi herdado de um ancestral comum (Wiley e
cols, 1991).

32



populagdo estaciondria no qual eles sdo baseados (Tajima, 1996). Nestes casos, a significincia dos
coeficientes de neutralidade € testada pela geracdo de amostras aleatérias sob a hipdtese de
neutralidade seletiva e equilibrio populacional, usando um algoritmo de simulacdo de coalescéncia
(Hudson, 1990). Nas andlises realizadas no presente estudo foram usadas 1000 permutagdes.

A mismatch distribution, que € a distribuicdo grafica do nimero de diferencas observadas
entre todos os haplétipos tomados par a par, foi calculada pelo pacote Arlequin, juntamente com os
parimetros de expansio demografica tau (1), teta inicial (6,) e teta final (0;). Essa distribuicdo é
usualmente multimodal em amostras obtidas de populagdes em equilibrio demografico, sendo
geralmente unimodal em populagdes que passaram por uma expansdo demografica recente (Rogers
e Harpending, 1992). Os parametros de expansao populacional sdo definidos por Li (1977) como:

0p=2uNy, 0, =2uN; e T=2ut

Onde: p = taxa de mutacdo para o haplétipo;

Ny e N = tamanho populacional antes e depois da expansdo, respectivamente;
t = tempo transcorrido entre Ny e N;.

Assim, a comparag@o dos valores dos pardmetros 6 fornece uma estimativa da diferenca
entre os tamanhos populacionais antes e depois da expansdo, enquanto T indica o ndmero de
geracdes transcorridas no processo de expansdo. Para verificar se os pardmetros e a distribui¢do
calculados estdo adequados ao modelo de expansdo populacional subita (hipétese nula), os dados
foram testados por um método de bootstrap paramétrico (Schneider e Excoffier, 1999), com 1000
replicagoes.

Devido as ddvidas em relagdo aos hapldtipos gerados para as seqiiéncias de ITS, nas
andlises do nDNA foi utilizada a opcdo unknown gametic phase no pacote Arlequin. Por causa
dessa limitacdo, os indices de neutralidade, a distribuicdo mismatch, os parametros de expansdo
geogréfica, o teste de Mantel e a autocorrelagdo geogrifica ndo puderam ser calculados para esta

regido.

Correlacao entre distancia genética e distancia geografica

Os padrdes de distribui¢do espacial da diversidade de DNA na amostra foram investigados
por dois métodos.

O teste de Mantel, que avalia a correlacdo entre duas matrizes de distancia, no caso,
distancia genética e distincia geografica entre os individuos amostrados, foi realizado no pacote
Arlequin. A matriz de distidncia genética foi obtida também pelo pacote Arlequin, utilizando o
método de médias das diferengas. A matriz de distancia geografica foi construida manualmente e

com o auxilio do programa GPS Trackmaker ver. 12.3 (http://www.gpstm.com/), que fornece a
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distancia geogréafica entre dois pontos assinalados no plano cartogréfico. O teste de significincia da
correlacdo entre as duas matrizes foi feito através de um processo de permutagdo aleatéria de linhas
e colunas (Smouse e cols., 1986). Mil rounds de permutacao foram usados para gerar a distribui¢do
nula do coeficiente de correlagao.

O segundo método calcula um indice de autocorrelacdo espacial (AIDA) para diferentes
classes de distdncia geografica. O conjunto resultante dos coeficientes de autocorrelagdo,
visualizado em forma de um gréfico chamado correlograma, indica a aleatoriedade da distribuig¢@o
espacial dos haplétipos. Ou seja, determina se existe correlacdo entre a distdncia genética e a
distancia geografica (Bertorelle e Barbujani, 1995). As andlises de autocorrela¢do foram realizadas
no programa AIDA_IND (http://web.unife.it/progetti/genetica/Giorgio/giorgio_soft.html) As
classes de distancia geografica foram definidas pela opcdo ‘equal size’ de modo a igualar o nimero
de comparacdes entre classes de distdncia. A significincia dos indices de autocorrelagdo é
calculada por um procedimento de permutacdo aleatdria, similar ao utilizado para o teste de
Mantel, onde os haplétipos sdo re-distribuidos aleatoriamente entre as diferentes localidades de
coleta. A cada round de permutacdo, os valores de correlagdo sdo recalculados e, ao final do
processo, € obtida uma distribuicdo empirica sob a hipdtese nula de distribuicdo aleatéria de
haplétipos. Os intervalos de confianga para os indices de autocorrelagdo foram calculados por 1000

replicagdes dentro de cada uma das classes geograficas.

Analises interpopulacionais

As comparagdes de distancia genética interpopulacionais e AMOVA (Anélise de variincia
molecular), descritas a seguir, foram realizadas no pacote Arlequin.

A metodologia de AMOVA avalia a estrutura genética da amostra através de uma analise
de variancia que usa tanto informacdes do contetdo alélico dos haplétipos quanto suas freqii€ncias
populacionais. A significincia dos resultados € testada através de um procedimento ndo-
paramétrico onde os diferentes hapldtipos sdo permutados aleatoriamente entre as populagdes.
Depois de cada round de permutagdo, todas as estatisticas sdo recalculadas para obter sua
distribui¢cdo nula (Excoffier e cols., 1992). A matriz de distancia genética entre os haplétipos foi
calculada pelo método de diferencas médias e foram usadas 1000 permutagdes nesta andlise.

Como medida de diferenciacdo interpopulacional, o indice Fgsr foi calculado para as
populagdes definidas anteriormente, em comparagdes par a par. Segundo Reynolds e cols. (1983) e
Slatkin (1995), o indice Fsr pode ser usado como medida de distancia genética se for aplicada uma

ligeira transformacdo de forma a linearizar essa distdncia em relagdo ao tempo de divergéncia entre

as populacdes. Além da utilizacdo deste procedimento no célculo deste indice no presente estudo,
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foram combinados os dados de freqiiéncia haplotipica com os dados de distincia genética entre os
haplétipos como sugerido por Hudson e cols. (1992). A matriz de distancia genética foi calculada
pelo método de média das diferengas. Para o teste estatistico de significancia, a distribuicdo nula
dos valores do Fsr, sob a hipétese de auséncia de diferenciacdo entre populacdes, foi obtida
permutando aleatoriamente os haplétipos entre as populagdes (1000 permutagdes). O valor P do
teste refere-se a proporcdo de permutacdes que levou a um valor de Fsr maior ou igual ao

observado.
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Resultados

Os resultados obtidos para os dois genomas (DNA nuclear e cloroplasmdtico) serdo
apresentados separadamente. Os resultados provenientes da andlise dos marcadores plastidiais
serdo considerados de forma combinada. As seqii€éncias de cada um dos haplétipos das trés regides
estudadas (discriminados na Tabela 1) foram submetidas ao GenBank e estdo aguardando

atribuicdo do cédigo do acesso.

Caracteristicas das seqiiéncias

- DNA nuclear - Regido ITS

O comprimento total da regido seqiienciada, compreendendo ITS1, ITS2 e o gene 5,8S (ver
Figura 7), para os 63 individuos analisados, foi de 582 pares de base (pb). Dos 39 sitios varidveis
existentes, 29 (74,3%) corresponderam a sitios heterozigotos, dois sitios indels simples e seis sitios
de substituicdo. Um niimero expressivo de sitios heterozigotos presentes na regido ITS também
pode ser encontrado tanto em outras espécies de Petunia (Kulcheski e cols., no prelo) quanto em
seqii€ncias de diversas espécies de solandceas (GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Devido a presenca de sitios heterozigotos, foi necessario utilizar o programa PHASE para
inferir os haplétipos para a regido ITS. Para o total de 63 individuos analisados foram estimados 67
haplétipos. As caracteristicas gerais de seqiiéncia desses hapldtipos sdo apresentadas na Tabela 2.
Dos 63 individuos seqiienciados para a regido ITS, apenas 11 apresentaram um unico haplétipo, ou

seja, foram homozigotos para a seqiiéncia total desse marcador (Tabela 1).

- DNA plastidial — Espacadores intergénicos

As caracteristicas gerais dos 65 haplétipos obtidos pelo seqiienciamento dos espacadores
intergénicos do cpDNA, analisados individualmente e de forma combinada, sdo apresentadas na
Tabela 2. Conforme mencionado nos Materiais e Métodos, os marcadores plastidiais apresentaram
um grande nimero de sitios correspondentes a indels: 45 em psbA-trnH e 17 em trnS-trnG. No
entanto, a maioria dos sitios indels esteve agrupada in fanden. Provavelmente cada um destes
conjuntos de sitios indels representam eventos evolutivos unicos, onde a seqiiéncia de DNA foi
inserida ou deletada de uma s6 vez. Assim, os sitios de indels miltiplos foram submetidos ao
procedimento de simplificacdo descrito nos Materiais ¢ Métodos. Na Tabela 2 sdo apresentados

apenas os eventos de indels simplificados. Como os sitios indels em ITS foram todos simples, ndo

36



houve necessidade de aplicar tal procedimento de simplificagio usado para os marcadores

plastidiais.

Tabela 2: Caracteristicas dos hapldtipos obtidos para os marcadores plastidiais analisados, individualmente e
de forma combinada, e para a regido ITS.

o s o o .. o . N°de Composi¢do nucleotidica
N° sitios N° sitios % sitios N Transigdes/

. . o - eventos (%)
analisados conservados varidveis substituigdes transversdes .
indels T C A G

psbA-trnH 65 438 414 5,48 12 4/8 12* 41,7 12,3 30,9 15,1
trnG-trnS 65 652 635 6,8 13 8/5 4% 357 17 33,7 13,6
chNA 65 1090 1049 3,76 25 12/13 16* 38,1 15,1 32,6 142
combinados

ITS 67 582 543 6,7 37 27/10 2 21,6 30 20,1 283

* n° de eventos indels resultantes do procedimento de simplificag@o descrito nos Materiais e Métodos.

Comparando os haplétipos inferidos para ITS com o resultado da andlise combinada dos
marcadores plastidiais, observa-se que a propor¢do de sitios varidveis da primeira regido € quase o
dobro da proporcdo obtida para as regides analisadas do cpDNA. Além disso, as regides plastidiais
apresentaram um ndmero muito maior de eventos indels (16 eventos contra apenas dois na regido
ITS). Isto sugere que a regido ITS em Petunia possa estar evoluido principalmente por eventos de
substitui¢do, enquanto que os espagadores intergénicos plastidiais analisados estariam mais sujeitos

a eventos de insercao/delecdo.

Relacoes evolutivas na amostra

A ocorréncia de baixo nimero de individuos homozigotos para o marcador ITS, aliado ao
grande nimero de sitios heterozigotos, atrapalha enormemente a estimativa dos haplétipos e
consequentemente diminui a confianga nos 67 hapldtipos estimados pelo programa PHASE. Por
isso, apenas os haplétipos obtidos pelo seqiienciamento das regides espacadoras plastidiais foram

utilizados para estudar as relagdes evolutivas entre os individuos amostrados.

- DNA plastidial — Espacadores intergénicos combinados

O dendrograma resultante da andlise de NJ para os marcadores combinados de cpDNA ¢é
apresentado na Figura 9A. Para facilitar a visualizac@o, os individuos foram representados na figura

pelo cddigo correspondente ao seu hapldtipo (Tabela 1). De modo geral, a andlise de MP repetiu o
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mesmo padrdo de agrupamentos visto no NJ e a arvore consenso resultante apresentou baixo
suporte estatistico para os clados (dados nao apresentados).

Como pode ser visto na Figura 9A, trés clados principais podem ser destacados no
agrupamento das amostras analisadas:

- O clado 1, mais basal, € constituido exclusivamente por haplétipos dos individuos
pertencentes ao grupo morfolégico interior;

- O clado 2 retine haplétipos presentes somente em individuos pertencentes aos grupos
morfolégicos integrifolia e riograndensis;

- O clado 3 (grupo irmao do 2) agrupa haplétipos apresentados por individuos pertencentes aos
grupos morfoldgicos integrifolia, depauperata e littoralis.

Além disso, dentro do clado 3, € possivel observar uma subdivisdo que reflete a
distribuicdo geografica dos individuos (Figura 9B). Neste clado, o subgrupo mais basal
corresponde as amostras coletadas na regido de Porto Alegre, Santo Antdnio da Patrulha e litoral
norte do Rio Grande do Sul; os outros dois correspondem, respectivamente, as amostras coletadas
no litoral sul do RS e as amostras coletadas no litoral de SC até Floriandpolis.

O network que demonstra o relacionamento entre os haplétipos plastidiais € representado
na Figura 10. Nele pode ser observado o mesmo padrdo de divisdo em trés clados principais
obtidos nas andlises filogenéticas descritas acima. O primeiro clado, denominado de interior, é o
mais divergente. Corresponde aos haplétipos do grupo morfoldgico interior, separados do restante
da amostra assim como observado na andlise de NJ (1° clado do NJ);

- O segundo clado, chamado de costeiro, que inclui os haplétipos correspondentes ao clado 3
da andlise por NJ;

- O terceiro clado, designado continental, corresponde ao clado 2 observado por NJ e inclui o
restante das amostras, com excec¢do dos trés haplotipos centrais que se ligam ao vetor médio
(C03, C16 e C21 da Tabela M1, assinalados com * na arvore de NJ, inseridos no clado 2). O
vetor médio presente no diagrama do network corresponde a um haplétipo intermedidrio ndo
amostrado.

Os clados continental e costeiro evidenciados na andlise do network representam duas
linhagens genéticas distintas, ao que parece separadas pelo lago Guaiba. Como os individuos
pertencentes a cada clado ocupam dreas geograficas separadas, os termos “clado continental” e
“clado costeiro” serdo utilizados algumas vezes para designar também as dreas geogrificas

ocupadas por essas linhagens.
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Simbolos correspondentes aos
grupos morfolégicos integrantes do
complexo integrifolia:

Grupo depauperata
Grupo littoralis >
Grupo integrifolia -
i
-

cparviflora . .
b Grupo riograndensis

Grupo interior

0.010 0.008 0.006 0.004 0.002 0.000

Figura 9: (A) Dendrograma (4rvore linearizada) resultante da analise de NJ com os dados combinados dos
marcadores plastidiais. Os individuos estdo representados pelo niimero do haplétipo correspondente (Tabela
1). Os valores de bootstrap maiores que 50 sdo indicados acima dos ramos. Os grupos morfolégicos que
caracterizam os individuos estdo assinalados por simbolos coloridos; as setas indicam os clados
correspondentes aos trés grupos formados no network (Figura 10): 1 = clado interior, 2 = clado continental; 3
= clado costeiro. Os haplétipos centrais do netrwork sdo indicados com *. As linhas coloridas tracejadas
circundando os haplétipos correspondem aos subgrupos geograficos assinalados no mapa de distribui¢do das
amostras (B).
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Clado interior

. Grupo interior . Grupo depauperata
. Gruno inteerifolia . Grupo littoralis

- D Grupo riograndensis D vetor médio

Clado continental Clado costeiro
o\

Figura 10: Network obtido com os dados combinados dos marcadores plastidiais. O tamanho dos circulos que
representam os haplétipos € proporcional a freqii€ncia; os eventos adicionais de mutag¢@o sdo indicados por
linhas transversais. As cores representam os diferentes grupos morfoldgicos descritos na literatura. As linhas
pontilhadas separam os trés clados principais que correspondem as setas coloridas na drvore de NJ (detalhes
no texto).

Ao contrario dos clados interior, continental e costeiro, os grupos morfolégicos integrifolia,
riograndensis, depauperata e littoralis, ndo parecem bons indicativos de linhagens evolutivas, uma
vez que os hapldtipos correspondentes a esses grupos encontram-se misturados ao longo do
network e na arvore NJ (Figuras 9 e 10). Em outras palavras, os caracteres morfoldgicos que sao
usados para separar os grupos morfoldgicos no complexo integrifolia, dentro de uma visdo
taxondmica — com excecdo do grupo interior — ndo estdo associados aos caracteres moleculares que

separam os individuos em linhagens evolutivas distintas.

Analises intrapopulacionais

- DNA nuclear - Regido ITS

Conforme descrito nos Materiais e Métodos, alguns pardmetros de diversidade

populacional puderam ser calculados com os resultados obtidos para o marcador nuclear ITS,

40



usando a fase gamética desconhecida. Cada uma das divisdes apresentadas na Tabela 3 foi
considerada como sendo uma populagao.

De modo geral, os valores numéricos para cada um dos indices calculados foram
praticamente os mesmos, independente da divisdo por grupos morfolégicos ou clados evidenciadas
no network e na arvore obtida por NJ. A variagdo da regido ITS, portanto, estd igualmente
distribuida entre as diferentes categorias morfoldgicas e linhagens evolutivas analisadas. Os altos
valores para diversidade haplotipica, que variaram de 0,9333 até 1, indicaram que quase todas as
seqiiéncias individuais encontradas dentro de cada uma das divisdes sdo diferentes. Os baixos
indices de diversidade nucleotidica, no entanto, revelaram que as seqii€ncias diferenciaram-se

muito pouco umas das outras, em média cerca de nove nucleotideos.

Tabela 3: Indices de diversidade nucleotidica e haplotipica intrapopulacionais inferidos na analise da regido
ITS. Valores de desvio padrdo entre parénteses.

Grupos morfoldgicos Clados do network | total o/ L total
. .4
integrifolia riograndensis depauperata littoralis interior continental costeiro interior
n amostral 24 8 19 7 5 20 34 58 63
K 8,5648 9,1166 8,8378 4,9999  7,6000 8,4043 9,1777 89309  9,0188
(4,0284) (4,4287) (4,1668)  (2,5857) (3,8756) (3,9727) (4,2729) (4,1449) (4,1804)
2 0,0164 0,0171 0,0161 0,0100  0,0134 0,0161 0,0168 0,0166  0,0165
(0,0085) (0,0093) (0,0084)  (0,0058) (0,0077) (0,0084) (0,0086) (0,0085) (0,0085)
HE 0,9982 1,000 0,9986 0,9560  0,9333 0,9987 0,9974  0,9990  0,9987

(0,0047) (0,0221) (0,0065)  (0,0447) (0,0620) (0,0060) (0,0032) (0,0014) (0,0012)

'mimero médio de diferencas nucleotidicas entre todos os pares de hapl6tipos na amostra; “diversidade nucleotidica;
3diversidade haplotipica; *amostra total excluindo individuos pertencentes ao grupo morfolégico interior.

- DNA plastidial — Espacadores intergénicos combinados

Os valores de diversidade nucleotidica, diversidade haplotipica e os coeficientes de
neutralidade sdo apresentados na Tabela 4. Refletindo o maior nivel de conservagdo dos
marcadores cpDNA, os indices de diversidade nucleotidica foram cerca de trés vezes menores que
os indices obtidos para a regido ITS. O grupo littoralis foi monomérfico para esses marcadores,
sendo observado um unico haplétipo entre os quatro individuos analisados. O indice D de Tajima
nao desviou da neutralidade em nenhuma das divisées analisadas (P > 0,05). No entanto, o indice
Fs de Fu, mais indicado para evidenciar desvios do modelo nulo de populagdo estaciondria com
alelos infinitos, foi significativo para todas as divisées (P < 0,01, na maioria dos casos). Assim,

parece que a evolucdo dos marcadores de cpDNA indica a ocorréncia de um evento de diminui¢ao
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populacional (efeito gargalo de garrafa) seguido de rdpida expansdo. Esse evento parece ter

atingido igualmente todos os grupos analisados, de forma geral.

Tabela 4: Indices de diversidade nucleotidica, diversidade haplotipica e indices de neutralidade
intrapopulacionais inferidos na andlise combinada das regides espacadoras plastidiais. Valores de desvio
padrio entre parénteses.

Grupos morfoldgicos Clados do network
n total s/ 1 total
integrifolia riograndensis depauperata littoralis interior continental ~costeiro inter ior’
n amostral 26 7 21 4 7 22 33 58 65
h' 18 6 12 1 3 17 17 36 39
&2 4,2154 4,000 2,5905 0 4,4762 2,7879 2,9659  4,5959  5,8394
(2,1619) (2,6024) (1,6127) (2,8712)  (1,7089) (1,7700) (2,5394) (2,8278)
2 0,0039 0,0038 0,0024 0 0,0041 0,0026 0,0028  0,0043  0,0054
(0,0023) (0,0025) (0,0015) (0,0026)  (0,0016)  (0,0016) (0,0024) (0,0029)
4 0,969 0,966 0,667 0,978 0,949 0,979 0,980
Hd ©0o18) 0952009 503y O (0160) (0019 (0.017) (0.007) (0.006)
D Tajima  -0,5470N  -0,9982™8  -0,5348™ - L,161Y 0,773 20,459 -1,098™  -1,068"
Fs Fu 25,808 % -3,5811%  -26,6137%* - -3,286%*  -26,487%*F  -26,32%* -25,69%* -2531%*

'niimero de haplétipos obtidos para os marcadores combinados de cpDNA; “niimero médio de diferencas nucleotidicas

entre todos os pares de haplGtipos na amostra; “diversidade nucleotidica; *diversidade haplotipica; *amostra total
excluindo individuos pertencentes ao grupo morfolégico interior; “Nao significante; *significante (P<0,05);
**significante (P<0,01).

As andlises da distribui¢do mismatch confirmam a hipdtese de expansdo populacional
evidenciada pelos indices Fs de Fu. O grafico obtido para toda a amostra (Figura 11A) apresentou
um padrdo bimodal. Quando os individuos do grupo morfol6gico interior foram removidos da
andlise, a distribuicdo tornou-se unimodal (Figura 11B) refletindo claramente um padrio de
diminui¢do populacional, seguido de expansdo rdapida. Esse resultado indica que o grupo
morfoldgico interior é geneticamente muito divergente do resto dos individuos que compdem o
complexo integrifolia.

As andlises de mismatch para os haplétipos dos clados continental e costeiro, em separado,
mostraram o mesmo padrdo de expansdo populacional em ambos (Figura 11C e D). A média de
diferencgas nucleotidicas entre os individuos, aliada ao valor semelhante de T, € indicativa de que os
dois eventos de expansdo populacional ocorreram independentemente e mais ou menos na mesma
época (Tabela 5). A grande diferenca entre os pardmetros 0y e 0, e a auséncia de sobreposi¢do nos
intervalos de confianca indicam expansdo populacional grande, tanto para o clado continental

quanto para o clado costeiro.
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Figura 11: Distribuicdo mismatch analisando os marcadores combinados de cpDNA de toda a amostra (A);
toda a amostra excluindo o grupo interior (B); e os grupos costeiro (C) e continental (D) formados na andlise
de network (ver Figura 10). O eixo horizontal (x) representa o nimero de sitios diferentes entre pares de
individuos comparados. As barras representam o nimero de pares amostrados que apresentaram x diferencas.

A linha sélida indica a distribuicdo mismatch esperada de acordo com o modelo de expansdo populacional
subita.

Tabela 5: Pardmetros de expansdo demografica associados a andlise da distribui¢do mismatch obtidas com os

dados dos marcadores de cloroplasto combinados; intervalos de confianca (para 0=0,05) estdo entre
parénteses.

Toda amostra menos Clados do network
Toda amostra

grupo interior continental costeiro

n°® médio de
diferengas (k)

n° de sitios
polimérficos

tau (t) 3,392 (1,563 -10,410) 4,996 (2,562 - 6,648) 2,980 (1,273 - 4,138) 3,129 (1,487 - 3,950)

5,839 (3,629 - 10,085) 4,596 (3,287 - 6,269) 2,788 (2,000 - 4,074) 2,966 (2,299 - 3,991)

41 (59 - 93) 32 (46 - 78) 13 21- 42) 14 (36 - 61)

teta inicial (6) 2,916 (0,000 - 9,310) 0,036 (0,000 - 2,192) 0,000 (0,000 - 2,062) 0,000 (0,000 - 1,653)

teta final (8;) 89,609 (18,49 - 6940,8) 47,192 (16,78 - 6862,2) 6732,5 (37,62 - 9632,5) 4682,5 (39,9- 10206,25)
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Correlacio entre distincia genética e distancia geografica

O teste de Mantel indicou correlagdo entre as distincias genética e geografica apenas na
andlise da amostra como um todo, excluindo ou ndo os individuos do grupo interior (Tabela 6). Os
valores dos coeficientes de regressdo e determinagdo, no entanto, foram baixos, indicando que a
distancia genética estd correlacionada com a distancia geogréfica, mas ao mesmo tempo a primeira
ndo € completamente determinada pela dltima. Isto ficou mais claramente demonstrado pela falta
de correlagdo quando a amostra foi dividida nos clados costeiro e continental. Nesse caso, a
variabilidade genética dentro de cada um deles parece ndo estar organizada de acordo com o
modelo de isolamento por distdncia. Levando em conta essas observacdes, pode-se sugerir que o
coeficiente de correlagcdo de toda a amostra € significativo devido, principalmente, a comparagdo
entre os individuos pertencentes aos dois grupos homogéneos correspondentes aos clados

continental e costeiro, que sdo diferentes um do outro e estdo separados geograficamente.

Tabela 6: Coeficientes do teste de Mantel que avalia a correlag@o entre a distancia genética (Y) e distancia
geografica (X) dos individuos amostrados.

Toda amostra menos Clados do network

Toda amostra

grupo interior continental costeiro
Coeficiente de regressao (bY) 0.000686 0.000038 -0.000015 0.000007
Coeficiente de correlagio (rY) — 0.408867** 0.355440% -0.152781™ 0.062036™°
Determinacdo de Y por X 0.167172 0.126338 0.023342 0.003848

NS Ndo significante; **significante (P<0,01).

A andlise de autocorrelagdo espacial complementou as analises de Mantel e permitiu uma
visdo mais detalhada da distncia genética entre os individuos dentro de diferentes categorias de
distancia geogréfica. Os correlogramas (Figuras 12 e 13), de modo geral, indicaram uma tendéncia
clinal para os dados, onde os individuos mais préximos geograficamente sdo também mais
semelhantes geneticamente. A ocorréncia de uma clina perfeita estaria associada ao modelo de
isolamento por distdncia. No entanto, os resultados aqui apresentados mostraram uma ‘quebra’ no
padrdo clinal, provavelmente devido a existéncia de estruturacio populacional. Ou seja, individuos
geograficamente proximos podem pertencer a populacdes diferentes e podem, portanto, ser

geneticamente distantes.
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Toda amostra
1,5 A
1 -
0,5 4
0
-0,5 -
0 0 57,98 100,89 141,46|183,92|221,23|258,86(293,07| 340,3 |379,55 422,97 452,48|507,36|580,57
0 57,98 100,89 141,46 183,92|221,23|258,86(293,07| 340,3 |379,55|422,97 452,48 507,36|580,57
1 -
Toda amostra menos o grupo interior
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 1
0
-0,2
-0,4 -
-0,6
0 0 3499 63,39/91,55 110,62|136,36166,71[189,15217,24239,22265,15292,23326,63362,92396,65438,47492, 16546,59592,85
0 34,99 63,39 91,55(110,62136,36166,71189,150217,24239,22265,15292,23(326,63362,92396,65438,47492,16546,59592,85

Figura 12: Correlogramas dos dados combinados de cpDNA de toda amostra analisada (acima) e toda
amostra excluindo o grupo interior (abaixo). O eixo vertical (Y) corresponde ao valor do coeficiente de
autocorrelacdo calculado para cada uma das 20 classes de distancia geografica; eixo horizontal (X) medidas
em quildmetros. A primeira classe (0 km) inclui comparagdes entre hapl6tipos pertencentes a uma mesma
populacdo. *P<0,05; **P<0,01.
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Clado continental

0,8

0,6

0.4 -

0,2

0 0 41,98 69,67 115,1 149,78 191,04 227,79 270,67 351,06

0 41,98 69,67 115,1 149,78 191,04 227,79 270,67 351,06

Clado costeiro

0,8 4

0,6

0,4

0,2

-0,2 -

3k

0.4 1
0 0 34,84 65,72 94,92 | 120,56 | 15424 | 19948 | 274,52 | 364,06

0 34,84 65,72 94,92 120,56 154,24 199,48 274,52 364,06

Figura 13: Correlogramas dos dados combinados de cpDNA dos grupos continental (acima) e costeiro
(abaixo) formados na andlise de network. O eixo vertical (Y) corresponde ao valor do coeficiente de
autocorrelacdo calculado para cada uma das 10 classes de distancia geografica eixo horizontal (X) medidas
em quilémetros. A primeira classe (0 km) inclui comparacdes entre haplétipos pertencentes a uma mesma
populacdo. *P<0,05; **P<0,01.
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Assim como aconteceu com os resultados obtidos pelo teste de Mantel, o padrdo clinal ficou
mais evidente quando toda a amostra foi considerada (Figura 12) que quando a amostra foi dividida
nos clados continental e costeiro (Figura 13). Para o clado costeiro, existe um padrdo clinal até
aproximadamente 120 km, enquanto que no clado continental ndo existe evidéncia de clina. A
variabilidade genética observada, portanto, s6 pode ser atribuida a um modelo de isolamento por

distancia entre os individuos mais préximos no clado costeiro.

Analises interpopulacionais

Os cinco diferentes grupos morfolégicos descritos para o complexo integrifolia e as trés
linhagens evolutivas evidenciadas no network foram considerados como populagdes com o objetivo
de investigar os padrdes de distribuicdo da variabilidade genética obtida com o estudo da regido

ITS e dos marcadores combinados de cpDNA.

- DNA nuclear - Regido ITS

Os resultados da AMOVA para a regido ITS diferenciaram fracamente os grupos
morfolégicos e os clados do network entre si, uma vez que a variacdo genética intrapopulacional
(87.87% e 92,31% para cada comparagdo, respectivamente) foi maior que a interpopulacional
(Tabela 7). As comparacdes par a par de Fgr de nivel estatistico significativo (Tabela 8 e Figura 14)
indicaram que o grupo morfoldgico littoralis € o mais diferenciado dos demais, apresentando mais
ou menos o mesmo nivel de isolamento em relacdo a cada um dos outros grupos (integrifolia,
depauperata e riograndensis). O grupo interior, por sua vez, distanciou-se mais do grupo littoralis
que do grupo integrifolia. Por fim, os grupos integrifolia e depauperata pareceram ser os menos
divergentes entre si.

A diferenciag@o dos clados do network para a regido ITS (Tabela 8 e Figura 14), de modo
geral, foi menor que a dos grupos morfolégicos. Os clados continental e costeiro pareceram ser

menos divergentes entre si que quando comparados com o clado interior pelos indices Fgr.
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Tabela 7: Resultados da AMOVA para a regido ITS.

Grupos morfoldgicos (5 populagdes')

Clados do network (3 populacdes?)

Entre Dentro das

Entre Dentro das

populacdes  populagdes Total populacdes  populagdes Total
graus de liberdade 4 121 125 2 115 117
soma do desvio quadrado 68,321 495,377 563.697 31,879 497,773 529.652
quadrado médio esperado 0,5654%** 4,0940 4.65942 0,3606%** 4,3285 4.68902
% de variagao 12,13 87,87 100 7,69 92,31 100
indice Fgr 0,1213 0,0767

! grupos integrifolia, riograndensis, depauperata, littoralis e interior; > grupos continental, costeiro e interior; **P (valor

aleatério > valor observado) < 0,01

Tabela 8: Comparacdes interpopulacionais baseadas em dados da regido ITS. As popula¢des comparadas
correspondem aos cinco grupos morfoldgicos do complexo integrifolia e aos trés grupos evidenciados nas
andlises de network. A propor¢do de diferencas nucleotidicas médias entre as populagdes € mostrada acima

da diagonal; abaixo da diagonal estdo os indices Fgr.

Grupos morfoldgicos

Clados do network

integrifolia depauperata riograndensis interior littoralis continental costeiro  interior
integrifolia - 9.19846 8.94792 9.72917 8.86607 cont - 9.12132  9.64000
depauperata  0.06207* - 9.38816 9.25263 9.13158 cost 0.04820* - 9.64412
riograndensis  0.00233 0.04276 - 9.13750  9.36607 inter 0.16284* 0.13008* -
interior 0.16031* 0.11185 0.06918 - 10.4571
littoralis 0.22499*  0.24344* 0.25623*  0.43610* -

* valores de P<0,05.

- DNA plastidial — Espacadores intergénicos combinados

Os indices gerais de estruturagdo populacional Fgr calculado pela AMOVA nos grupos

morfologicos e clados do network (Tabela 9) foram cerca de quatro e seis vezes maiores,

respectivamente, que os indices Fgsr calculados com os dados de ITS (Tabela 7). Isso indica que,

apesar dos marcadores de cpDNA serem mais conservados que a regido ITS (comparando as

Tabelas 3 e 4), a variagdo encontrada neste tltimo estd distribuida de forma mais uniforme entre os

grupos morfoldgicos e os clados do network. Esse padrdo pode ser explicado pelo maior tamanho

populacional efetivo (Ne) do genoma nuclear em comparagdo ao genoma cloroplasmatico,

conforme detalhado na Discussio.
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Tabela 9: Resultados da AMOV A para os marcadores combinados de cpDNA.

Grupos morfoldgicos (5 populagdes') Clados do network (3 populagdes?)
Entre Dentro das Entre Dentro das
~ - Total ~ - Total
populacdes  populagdes populacdes  populagdes
graus de liberdade 4 60 64 2 59 61
soma do desvio quadrado 82.826 104.038 186.864 87.603 90.156 177.759
quadrado médio esperado  1.64759%* 1.73396 3.38155 2.35910 1.52807 3.88717
% de variacdo 48.72 51.28 100 60.69 39.31 100
indice Fgr 0,4872 0,6069

! grupos integrifolia, riograndensis, depauperata, littoralis e interior; > grupos continental, costeiro e interior; **P (valor
aleatdrio > valor observado) < 0,01

Comparando a variagdo molecular entre populacées, vé-se que esta foi maior (60,69% na
Tabela 9) entre os clados do network que quando a mesma comparacdo foi feita usando seqiiéncias
de ITS (7,69%, na Tabela 7). Quando divididos em grupos morfolégicos, os maiores valores de Fgr
(Tabela 10) foram observados nas comparac¢des envolvendo o grupo interior. Os grupos integrifolia
e riograndensis pareceram ndo apresentar diferenciacdo genética significativa. O menor valor de
Fsr foi obtido para o grupo depauperata quando comparado com o grupo littoralis. Esses resultados
sdo compativeis com a drvore de NJ (Figura 9) e com o network (Figura 10): o grupo morfolégico
interior, o mais diferenciado de todos, é o tnico que corresponde a um grupo monofilético,

enquanto os quatro outros grupos morfoldgicos estdo dispersos dentro dos outros dois clados.

Tabela 10: Comparacdes interpopulacionais baseadas em dados combinados dos marcadores de cpDNA. As
populagdes comparadas correspondem aos cinco grupos morfoldgicos do complexo integrifolia e aos trés
grupos evidenciados nas andlises de network. A propor¢do de diferencas nucleotidicas médias entre as
populagdes € mostrada acima da diagonal; abaixo da diagonal, estéo os indices Fgr.

Grupos morfolégicos Clados do network
integrifolia depauperata riograndensis interior littoralis continental costeiro  interior
integrifolia - 5.59348 4.41766 10.89011 5.46154 cont - 6.15713 10.84416
depauperata  0.38457* - 5.61224 11.17007 2.28571 cost 0.53105* - 11.15584
riograndensis  0.06637 0.44988* - 10.42857 5.57143 inter 0.69762* 0.70126* -
interior 0.60589*  0.71869%* 0.59344* - 11.42857
littoralis 0.43450%  0.24143* 0.55520*%  0.74940% -

* valores de P<0,05.
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Na comparacdo dos clados do network, para os dados da regido ITS, o clado interior € o
mais divergente, enquanto os clados costeiro e continental sdo muito préximos (Figura 14).
Contudo, os trés clados apresentaram-se igualmente divergentes entre si quando os resultados de
cpDNA foram considerados

Os resultados das andlises de NI, network, distribui¢do mismatch e Fsr, de modo geral,
indicaram que o chamado complexo integrifolia € composto por trés linhagens evolutivas: clados

continental, costeiro e grupo interior, sendo esse Ultimo o mais distinto dos trés segundo os dados

moleculares.
Grupos morfolégicos Clados do network
littoralis
n 0 2562 : :
E 04361 . . nterior
kel 0,2249f 0, 2434 riograndensis 0,13(‘)1/' y&}628
“Bh
COZ depauperata

costeiro <> continental
0482

5

interior <—> integrifolia <7 0.0621

7

interior 0.7494 interior

littoralis
0,2414
0,5934, 4345 0,7013 0,6976
0,6059 depauperata
riograndensis 03846

integrifolia costeiro 0,5310 continental

cpDNA

Figura 14: Esquema indicando os valores dos indices Fgr calculados para os dados da regido ITS e dos
marcadores combinados de cpDNA em comparacgdes interpopulacionais. Apenas os valores significativos sdo
apresentados. O comprimento das setas é proporcional aos valores de Fsr obtidos.
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Discussao

Sitios heterozigotos em ITS — falha da evolu¢io em concerto?

A evolugdo em concerto ¢ a homogeneizacdo de seqii€ncias entre diferentes copias da
mesma familia génica ou seqii€ncias dispersas ao longo do genoma através de permuta desigual ou
processo de conversdo génica (Elder e Turner, 1995). Embora existam de centenas até milhares de
repeti¢cdes da regido ITS do DNA nuclear ribossomal (nfDNA) no genoma das plantas, essas
seqiiéncias passam, teoricamente, por um forte processo de evolucdo em concerto que elimina a
variagdo existente entre as varias cépias. Essa homogeneizacdo é de grande valia para os estudos de
reconstrugdo filogenética (Baldwin e cols., 1995), sendo as andlises da regido ITS muito usadas em
estudos de sistemdtica de plantas (Alvarez e Wendel, 2003). No entanto, polimorfismos de base em
sitio Unico (chamados nesse trabalho de sitios heterozigotos) ja foram relatados ocorrendo em
diversas espécies (Bohs e Olmstead, 2001; Okuyama e cols, 2005) acusando a persisténcia de
diferentes alelos ndo homogeneizados para a regido ITS. No género Mitella de Saxifragaceae
(Okuyama e cols, 2005), a manutencdo de alelos de ITS ndo homogeneizados em genomas
individuais € atribuida & lentiddo dos mecanismos de evolu¢do em concerto, uma vez que eventos
recorrentes de hibrida¢do natural acabam misturando alelos entre diferentes espécies do género. O
género Paeonia (Paeoniaceae) também exibe faxa hibridos com seqiiéncias parentais de ITS ndo
homogeneizadas (Sang e cols. 1995). A manutengdo das seqiiéncias parentais em faxa hibridos,
segundo Sang e cols. (1995), poderia ser atribuida a reproducio vegetativa. No entanto, a auséncia
de recombina¢@o sexual ndo parece estar associada a deficiéncia dos mecanismos de evolugdo em
concerto, uma vez que resultados similares foram obtidos para outras espécies hibridas que ndo
apresentavam reprodu¢do vegetativa (Kim e Jansen, 1994; O’Kane e cols., 1996). Outra sugestdo
para explicar o atraso ou auséncia de mecanismos de evolugdo em concerto seria a presenga de loci
do nrDNA em cromossomos nao homélogos (Campbell e cols., 1997).

O género Nicotiana (Solanaceae), assim como Mitella e Paeonia, exibe um grande nivel de
hibridacdo natural seguido de especiacdo (Goodspeed, 1954). No entanto, ao contrario desses dois
géneros, as espécies do género Nicotiana analisadas por Chase e cols. (2003) apresentaram
genomas individuais portando apenas um alelo para a regido ITS. A homogeneizacdo dos alelos em
espécies hibridas de Nicotiana € atribuida a um mecanismo ripido de conversdo génica (Lim e
cols., 2000), visto também em Armeria (Aguilar e cols., 1999), mas que parece ndo atuar nas
espécies analisadas nos outros estudos descritos acima.

Como se pode perceber pelos trabalhos encontrados na literatura, ainda niao foram

reconhecidos todos ou quais s@o os caracteres bioldgicos que determinam os padrdes evolutivos da
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regido ITS nas diferentes espécies de plantas estudadas. No caso dos integrantes do complexo
Petunia integrifolia e outras espécies de Petunia ja analisadas por nosso grupo de pesquisa, a
presenga de sitios heterozigotos na regido ITS de genomas individuais indica uma deficiéncia nos
mecanismos de evolugdo em concerto no género como um todo. No entanto, devido a raridade de
hibridacdo natural entre espécies de Petunia (Stehmann, 1999), a falta de informacdes sobre
mecanismos de reproducdo vegetativa e posi¢do cromossomica dos loci de ntDNA no género, fica
dificil determinar as provaveis causas da falta de homogeneizagdo da regido ITS sem a condugéo

de outros experimentos.

Evolucao diferente dos marcadores — insercio/delecao e substituicio

As baixas taxas de mutacdo associadas ao genoma plastidial (cpDNA) geralmente
dificultam a obtencdo de polimorfismos necesséarios aos estudos populacionais e filogeogréficos
(Provan e cols., 2001). Por outro lado, as regides intergénicas de cpDNA podem apresentar
polimorfismos adequados aos estudos em nivel intraespecifico, mas esses resultados variam muito
de acordo com a espécie e a regido estudada (Schaal e cols., 1998). Neste trabalho, os espacadores
intergénicos psbA-trnH e trnS-trnG mostraram-se mais conservados que a regido ITS do nrDNA
nos taxa integrantes do complexo integrifolia. A maior parte da variacdo encontrada nos
marcadores de cpDNA foi composta por eventos de inser¢do/delecdo, o que confirma as
observacoes iniciais de Palmer (1985) e Aldrich e cols. (1988).

Apesar de apresentarem um certo nivel de restricdo funcional (Mai e Coleman, 1997), as
regides ITS1 e ITS2 do ntDNA podem evoluir relativamente rapido (Small e cols., 1998; Cronn e
cols., 2002), tanto por eventos de substituicdo nucleotidica quanto por actimulo de sitios indels. Em
muitos estudos, o excesso de variacdo dificulta o alinhamento de seqiiéncias em andlises
filogenéticas envolvendo niveis taxonomicos mais profundos (Kim e Jansen, 1996; Ashworth,
2000), o que ndo é o caso do complexo integrifolia, uma vez que este reline faxa de divergéncia
mais recente (ver Conclusdes). Os resultados aqui apresentados indicaram que a regido ITS evoluiu
principalmente por eventos de substitui¢do nucleotidica nas amostras analisadas. Por causa dessas
caracteristicas, aliadas ao bom nivel de variabilidade observado, a regido ITS mostrou ser um
marcador adequado para estudos populacionais e filogeograficos no complexo integrifolia. No
entanto, o grande ndmero de sitios heterozigotos presentes nas seqiiéncias impossibilitou a
inferéncia adequada dos hapldtipos, sem a condugdo de experimentos adicionais, necessarios a
determinacdo da fase hapldide correta. Assim, a comparagdo entre os padrdes de variagdo obtidos
com cpDNA e nrDNA s6 puderam ser realizadas nas andlises que ndo exigiam a determinagdo da

fase gamética.
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Relagoes evolutivas entre os individuos da amostra evidenciam trés grupos de haplétipos que

representam linhagens evolutivas distintas

A andlise combinada dos marcadores de cpDNA revelou os mesmos padrdes de
relacionamento entre os integrantes do complexo integrifolia nos trés métodos utilizados (NJ, MP e
network). O baixo valor de suporte estatistico (valor de bootstrap) para os ramos das arvores de NJ
e MP (dados ndo mostrados) ndo indicaram inconsisténcia dos resultados, uma vez que esses
métodos ndo sdo os mais adequados para andlises intraespecificas (ver Introducdo). O baixo suporte
dos ramos foi conseqiiéncia direta da alta similaridade genética entre as unidades comparadas
(individuos da mesma espécie ou de faxa muito préximos). A congruéncia entre os métodos
filogenéticos classicos (NJ e MP) e a andlise network (mais indicada para esse tipo de dados), por si
s0, ja garante a consisténcia evolutiva das trés linhagens genéticas denominadas nos Resultados de
clados interior, costeiro e continental.

Os clados continental e costeiro, conforme mostrado na Figura 9, ocupam dreas geogréficas
distintas (sdo alopdtricos). Esse mesmo padrdo de linhagens genéticas alopatricas foi observado em
outros estudos onde foi possivel associar cada linhagem genética com caracteres morfol6gicos e/ou
ecoldgicos distintos (Byrne e cols., 2003; Rambau e cols., 2003). Em alguns casos, inclusive, foi
possivel explicar a estruturacdo geogrifica de linhagens genéticas por eventos histdricos de
isolamento, como nos diversos estudos de recolonizacdo pds-glacial de espécies vegetais européias
(Hewitt, 1999; Petit e cols., 2002a). Um estudo envolvendo oito espécies de carvalhos na Europa
(Dumolin-Lapegue, 1997) mostrou o mesmo padrdo de linhagens genéticas distintas compostas por
haplétipos exclusivos exibido pelo complexo integrifolia. Naquele caso, cada uma das linhagens
em carvalho foi associada a um dos diversos refigios de vegetacdo encontrados nas peninsulas da
Ibéria, Itdlia e Balcans, a partir dos quais essas espécies se expandiram no final da dltima glaciac3o,
recolonizando o continente europeu durante os udltimos 13 mil anos. No caso do complexo
integrifolia, devido aos eventos de retracdo e expansdo maritima que moldaram a planicie costeira
do RS, como conseqiiéncia de altera¢des climaticas holocénicas (Villwock e Tomazelli, 1995), é
possivel que o mesmo sistema de isolamento em refigios tenha separado, em algum momento no
passado, os hapldtipos ancestrais originais das duas linhagens genéticas distintas a que chamamos
aqui de continental e costeira.

Avise (2000) reuniu diversos estudos filogeograficos baseados em linhagens genéticas do
mtDNA de espécies animais. Pela revisdo dos resultados encontrados nesses trabalhos, o autor
dividiu os padrdes filogeogrificos observados em sete categorias distintas. Os clados costeiro e

continental, segundo a chave classificatéria de Avise (2000), se enquadram na categoria III
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. L. L. . , L. 7
referente a linhagens genéticas alopdtricas e pouco divergentes (arvore de hapldtipos “rasa”’).

Nessa categoria filogenética, o fluxo génico entre as popula¢des geograficamente separadas € baixo
o suficiente em relacdo ao tamanho populacional para que a agdo da deriva promova a
diferenciacdo genética entre elas. Um exemplo desse padrdo também pode ser encontrado em
Peromyscus polionotus, uma espécie de roedor confinada as planicies costeiras do sudeste dos
Estados Unidos. Os diferentes hapldtipos de mtDNA encontrados para esses individuos sdo
altamente relacionados e geograficamente estruturados, correspondendo a populacdes isoladas
(Avise e Lansman, 1983), assim como no caso do complexo integrifolia. A exemplo do exposto por
Avise (2000), esse tipo de padrdo filogeografico indicaria origem e divergéncia recente dos clados
costeiro e continental a partir de um conjunto génico ancestral. Uma vez que esses dois grupos nao
compartilham haplétipos, e se a origem de ambos foi recente, podemos inferir que eles se
encontram isolados, sem fluxo génico de cpDNA, desde o momento em que se estabeleceram até
os dias atuais (Schaal e cols, 1998).

A histéria do clado interior, por outro lado, parece ser diferenciada dentro do complexo
integrifolia. Este clado é o mais divergente dos trés e € o Unico que pode ser relacionado a uma
entidade taxondmica distinta, correspondendo ao grupo morfolégico interior, descrito como
Petunia interior por Ando e Hashimoto (1996). Andlises adicionais realizadas por F. R. Kulcheski
(comunicag@o pessoal) mostraram que os clados continental e costeiro se diferenciam mais
geneticamente do clado interior que de outras espécies do género que ndo fazem parte do complexo
integrifolia. Tal separagdo deve ser, portanto, mais antiga que a divergéncia entre os clados
continental e costeiro. Esse tempo de separagdo, provavelmente, permitiu o acimulo de mutacdes

necessdrias para a distingdo morfoldgica do clado interior.

Analises populacionais

Padrdées de diversidade intrapopulacional

De acordo com os padrdes descritos por Rogers e Harpending (1992) e Rogers (1997), a
andlise de distribuicdo mismatch no complexo integrifolia evidencia a ocorréncia de uma
diminui¢do populacional dréstica (baixos valores de 0,) seguida de um crescimento populacional
exponencial (altos valores de 0;). O desvio de um modelo de tamanho populacional estaciondrio é
evidenciado também pelos valores significativos do indice de neutralidade Fs de Fu. O padrdo
bimodal observado no complexo integrifolia como um todo também € encontrado por Printzen e

cols. (2003) na andlise do liquen Cavernularia hultenii. Conforme sugerido por Avise (2000),

" No original (Avise, 2000), a categoria III ¢ definida como: shallow gene tree, lineages allopatric.
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padrdes bimodais encontrados na distribuicdo mismatch sdo indicativos de populagdes que ja estdo
separadas por um longo periodo de tempo dentro da espécie analisada. Tdo logo os individuos
correspondentes ao grupo morfolégico interior foram removidos da andlise, a distribui¢do tornou-se
unimodal. Isso indica que o grupo morfoldgico interior representa uma linhagem evolutiva distinta
do restante do complexo integrifolia. Como as andlises filogeograficas (ver acima) e as andlises de
variagdo genética interpopulacional (ver adiante) mostraram uma grande diferenciacdo genética
desse grupo em relagdo aos demais, é provdvel que sua separagdo do restante do complexo
integrifolia tenha se dado anteriormente ao evento de expansdo populacional que originou as
linhagens costeira e continental.

Quando as linhagens continental e costeira, por sua vez, foram analisadas separadamente,
verificamos que elas também apresentam um padrao de expansio populacional muito similar, tanto
na época da expansdo, evidenciado pelo valor 7, quanto pela intensidade do bottleneck e da
expansdo, evidenciado pelos valores similares de 6y e 8;. Como o indice 6, fornece uma estimativa
do nimero de hapldtipos ancestrais presente na populacdo fundadora, e esse nimero variou em
torno de 0, é provadvel que cada um dos clados tenha sido fundado por um haplétipo ancestral,

como pode ser evidenciado pelo network.

Padroes de diversidade interpopulacional

Conforme o teste de AMOVA e as comparagdes par-a-par entre as populagdes, o nivel de
diferenciacdo genética interpopulacional no complexo integrifolia (Fsy) foi maior para os
polimorfismos de cpDNA que para os de ntDNA. Os valores de Fst para o marcador ITS (0,1213
para os cinco grupos morfoldgicos definidos como populacgdes e 0,0767 para os clados do network
definidos como popula¢ées) sdo convencionalmente interpretados como indicativos de alto fluxo
génico. Ja os valores obtidos para os marcadores plastidiais (0,4872 para os cinco grupos
morfolégicos definidos como populacdes e 0,6069 para os clados do network definidos como
populagdes), por outro lado, indicaram baixo fluxo gé€nico e alta estruturacdo populacional (Avise,
2000).

Conforme ja evidenciado em estudos anteriores (Petit e cols., 1993 a,b; Zanetto e Kremer,
1995; Schaal e Olsen, 2000), tal contraste entre o nivel de estruturacdo para marcadores
uniparentais e biparentais vem sendo mostrado quase como regra. Em uma anélise comparativa de
183 espécies de plantas, Petit e col. (2004) demonstram que o indice médio de subdivisdo genética
encontrado em genomas de heranga materna (= 0,637) € quase 3,5 vezes maior que o indice relativo

aos genomas de heranca biparental (= 0,184) em angiospermas. Dois fatores principais contribuem
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para o aumento da estrutura genética para marcadores de cpDNA (Ennos, 1994; McCauley, 1995;
El Mousadik e Petit, 1996):

1) O tamanho efetivo populacional (Ne) para um marcador de origem nuclear é duas
vezes maior que para um marcador de heranca uniparental e hapléide em espécies
vegetais mondicas. O efeito da deriva genética, portanto, é duas vezes mais
pronunciado para genomas hapléides que para dipléides, o que leva a fixagdo mais
acelerada de alelos distintos em populagdes diferentes;

2) O fluxo génico efetivo € limitado as sementes para os genomas herdados
maternalmente, como é o caso do cpDNA em espécies do género Petunia. Como a

dispersdao de sementes geralmente € mais restrita que a de pdlen, o fluxo de novas

mutacgdes surgidas em populagdes isoladas € mais lento.

Além do maior Ne, Buckler e cols. (1997) mostram que fatores como recombinacio
intramolecular associada com mecanismos de evolu¢do em conserto também podem apagar o sinal
filogeografico no relacionamento dos haplétipos da regido ITS.

Independente da discussdo sobre a influéncia do tipo de heranga gendmica no nivel de
estruturacdo populacional, os maiores indices de diferenciacdo genética, tanto para ntDNA quanto
para cpDNA, foram observados entre os trés grupos que correspondem aos trés clados do network.
Ibrahim e cols (1996) mostraram que a distribui¢do geografica da diversidade genética de muitas
espécies vegetais européias reflete padrdes histéricos de isolamento populacional. Dessa forma, as
maiores distdncias genéticas dentro dessas espécies s@o sempre observadas entre as regides
identificadas como reftigios glaciais. Como as linhagens genéticas correspondentes aos clados
continental e costeiro também estdo associadas a regides geograficas separadas, é provavel que as

duas areas tenham abrigado dois centros de origem distintos para essas linhagens.

Relaciio entre geografia e genética

O teste de Mantel indica uma relag@o significativa entre a distancia geogrifica e a
diferenciacdo genética do cpDNA entre os individuos. Essa relacdo foi fraca, no entanto, indicando
que muito pouco da variag@o genética observada pode ser considerada como conseqiiéncia direta da
distancia geografica.

A existéncia de um fraco padrio clinal na andlise do complexo integrifolia, evidenciado
pelas andlises de autocorrelagdo espacial do cpDNA, poderia ser a responsavel pela significancia

encontrada no teste de Mantel. Kitamoto e cols. (2004), em um estudo genético de populacdes de
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da erva clonal Primula sieboldii, ndo encontraram uma relacdo significante entre a variagd@o
genética e a distdncia geogréfica no teste de Mantel. Como a espécie analisada por eles apresentava
uma forte estruturacdo populacional, suspeitamos que o modelo de isolamento genético por
distancia tenha sido “quebrado” no complexo integrifolia, provavelmente, devido a existéncia de
estrutura¢do populacional no cpDNA.

Conforme mostrado na Figura 9, as trés linhagens evolutivas independentes (ou clados)
evidenciadas no cpDNA estdo separadas geograficamente. O clado interior, inclusive, € o mais
distante dos outros dois, tanto geografica quanto geneticamente. Dessa forma, uma vez que o teste
de Mantel no complexo integrifolia foi significativo, supomos que os individuos mais diferenciados
sdao também os mais distantes, ndo por causa do modelo de isolamento por distincia, mas porque

eles pertencem a linhagens genéticas distintas que estdo separadas geograficamente.
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Conclusdes e Perspectivas

Aspectos filogeograficos

Regiao ITS nao detecta estrutura filogeografica

A andlise da regido ITS revelou menor nivel de estruturacdo genética (diferenciagdo
genética interpopulacional indicada pelos valores de Fsr) que os marcadores de cpDNA. Esse
padrio € repetido em diversos outros estudos. A diferenciacio entre os clados costeiro e continental
em ITS foi também muito menos acentuada que a diferencia¢do observada com os marcadores de
cpDNA, o que pode ser explicado pela diferenca de tamanho efetivo populacional (Ne) dos
genomas nuclear e plastidial. Uma vez que o efeito da deriva genética aleatéria € menor no genoma
nuclear, provavelmente ndo houve tempo suficiente para que fossem eliminados haplétipos
ancestrais de ITS desde a origem das linhagens costeiras e continentais. Os marcadores de cpDNA,
por outro lado, indicaram monofilia reciproca para as linhagens continental e costeira satisfazendo
os critérios propostos por Avise (2000).

Devido a auséncia de estruturacdo genética, aliada a grande quantidade de sitios
heterozigotos, concluimos que o marcador ITS ndo é adequado para estudos filogeogréficos no
complexo integrifolia e no restante do género Petunia, diferentemente do que ja foi proposto por
diversos grupos, inclusive o nosso em estudos com espécies de Passiflora L. (p/ex., Lorenz-Lemke

e cols., 2005).

Analises moleculares evidenciam linhagens evolutivas distintas

O conjunto dos dados obtidos com as andlises de network, distribui¢do mismatch e indices
de neutralidade no complexo integrifolia permite supor que um evento passado de diminuigdo
populacional seguido de rdpida expansdo levou a re-colonizacdo recente de duas dreas distintas,
mais ou menos ao mesmo tempo: uma delas correspondendo a planicie costeira do RS e SC e a
outra correspondente & por¢do continental do estado do RS. Cada uma dessas dreas desenvolveu, na
época da expansdo, duas linhagens genéticas distintas de cpDNA. O conjunto génico atual de
cpDNA presente em cada uma das linhagens correspondem aos clados continental e costeiro do
network, mostrados na Figura 10.

O clado denominado interior, por outro lado, parece ter se separado do restante do
complexo integrifolia antes do evento de expansdo populacional que originou os clados continental

e costeiro. Os individuos que integram essa linhagem evolutiva correspondem ao grupo
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morfolégico interior. Segundo T. Ando e G. Hashimoto (comunicagdo pessoal), o grupo interior € o
unico integrante do complexo integrifolia que pode ser reconhecido indubitavelmente por
caracteres morfolégicos diagnésticos e, portanto, pode ser considerado uma espécie taxondmica

distinta.

Como explicar o isolamento entre as linhagens continental e costeira?

Conforme exposto anteriormente, um evento de diminui¢do populacional provavelmente
levou a permanéncia de hapldtipos de cpDNA diferentes em duas dreas geogréficas distintas,
correspondendo aos clados costeiro e continental. As populacdes residentes nessas areas apds a
expansdo, aparentemente, mantiveram-se isoladas umas das outras em relagdo ao fluxo de cpDNA.

Como o genoma cloroplasmatico é herdado maternalmente em Petunia, ele se movimenta
exclusivamente através da dispersdo de sementes que, por sua vez, sio muito pequenas e leves
nesse género, podendo ser espalhadas facilmente pelo vento a longas distancias (Stehmann, 1999).
O lago Guaiba, a dnica barreira em potencial posicionada na regido de contato entre os clados
continental e costeiro, teoricamente, ndo deveria representar uma barreira para o fluxo do genoma
de cloroplasto entre essas populagdes. Pensamos em duas hipdteses para tentar explicar a falta de
sobreposicdo geografica e genética desses clados:

1) Sabemos que a planicie costeira atual do RS comecou a ser formada ha 120 mil anos
atrds, no final do Pleistoceno. Com o resfriamento progressivo do planeta, comecou uma lenta e
constante regressdo maritima, culminando com o méaximo regressivo em 17.500 anos atrds, no
inicio do Holoceno. Nesta época, o nivel do oceano na planicie costeira do RS encontrava-se 130 m
abaixo do nivel atual (Villwock e Tomazelli, 1995). Suspeitamos que o evento de expansido
populacional que levou a colonizagdo da planicie costeira do RS pela linhagem costeira do cpDNA
pode ter acontecido, portanto, entre 120 mil e 17.500 anos atras®. O estabelecimento das
populagdes de Petunia nessa regido, portanto, pode ser considerado bastante recente em termos
geologicos. A falta de evidéncias sobre o fluxo de sementes (cpDNA) entre os grupos costeiro e
continental pode ser devido ao estabelecimento muito recente das populagdes, que ainda ndo
permitiu detectar haplétipos invasores devido a baixa freqiiéncia nas dreas invadidas e ndo a uma
barreira fisica efetiva.

Essa primeira hip6tese poderia ser testada por um aumento do esfor¢co amostral na regidao

de contato entre as duas linhagens de hapldtipos para tentar detectar e quantificar o fluxo génico

¥ O cdlculo da taxa evolutiva dos marcadores de cpDNA utilizados poderia auxiliar a resolver essa
questdo. Mas, infelizmente, isso ndo foi possivel devido a falta de um ponto de calibragdo
adequado para o género Petunia.
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entre as duas dareas. Para isso, seria interessante também aumentar o tamanho amostral
intrapopulacional em todas as regides e a condugdo de estudos adicionais, posteriores a este.

2) Andlises estatisticas preliminares (dados ndo mostrados) indicaram que as diferentes
variantes morfolégicas do complexo integrifolia estdo associadas, significativamente, aos
diferentes niveis de salinidade do solo. A existéncia de caracteres morfoldgicos tipicos de
ambientes salinos e ndo salinos poderia indicar a presenca de ecotipos’ diferenciados. Caso os
individuos pertencentes as linhagens continental e costeira sejam também ecologicamente
diferenciados, poderiam existir genétipos adaptados a baixa e a alta salinidade, respectivamente, e

com dificuldades de se estabelecerem fora de seu ambiente de origem.

Linhagens costeira e continental representam faxa em especiacio incipiente?

Segundo Schaal e cols. (2003), a divisdo de uma simples linhagem em duas separadas é
talvez o mais interessante e critico estagio de divergé€ncia genética, uma vez que em alguns casos
este € o prelddio da especiacdo. Conforme exposto na segunda hipdtese apresentada acima, como
cada uma das linhagens costeira e continental estd aparentemente associada a ambientes distintos,
poderiamos especular sobre um processo incipiente de especia¢do ecoldgica. No entanto, o teste
para essa hipdtese € mais complicado, necessitando de um planejamento muito cuidadoso, sé
possivel apds o desenvolvimento do presente trabalho.

Os estudos para detectar variacdo ambiental adaptativa sdo relativamente complicados
devido a grande quantidade de fatores que podem estar influenciando a selecdo dos diferentes
padrdes morfolégicos e genéticos observados (Linhart e Grant, 1996). Segundo Endler (1986), um
estudo que objetive demonstrar ac¢do de selecdo natural deveria:

a) identificar quais caracteres, com base de transmissdo genética, estdo sujeitos a selecio e

quais os fatores ambientais que possivelmente poderiam estar atuando;

b) demonstrar que a selecdo afeta diretamente um carater. Para isso, sua freqii€ncia ou
distribuicdo pode variar entre a geragdo parental e seus descendentes, ou entre classes de
idade ou historia de vida;

c) dentre os fatores ambientais suspeitos, confirmar quais sdo realmente fatores seletivos.

O estudo de adaptacdes ambientais populacionais € central para o entendimento dos

processos evolutivos que atuam na formac@o das espécies. Gregor (1930) foi o primeiro a

demonstrar diferenciacdo genética entre ecotipos costeiros e continentais da espécie Plantago

? Termo que designa a variante genotipica de uma espécie associada adaptativamente a determinado ambiente
(Hufford e Mazer, 2003).
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maritima como resposta adaptativa a diferentes condi¢des ambientais. O trabalho de Gregor € um
exemplo de estudo classico, onde a base genética dos caracteres diagndsticos dos ecotipos €
confirmada indiretamente pela observacdo de freqiiéncias fenotipicas na prole de cruzamentos
dirigidos, em condi¢des ambientais controladas, como visto também em Clausen e cols. (1940).
Assim, por muitos anos, os estudos para detectar selecdo natural descreveram as adaptacdes a partir
de uma perspectiva morfolégica. No entanto, devido ao enorme progresso da biologia molecular
nos ultimos anos, hoje em dia existem muitos métodos para elucidar processos de adaptagdo
diretamente em nivel molecular, como demonstram Taylor e cols. (1995), Nordborg e Innan
(2002), Schldtterer (2002). Esses métodos consistem no estudo da evolucdo de seqiiéncias de DNA
codificadoras e reguladoras, principalmente em espécies animais. Para modelos vegetais, a
compreensdo do papel de genes envolvidos em rotas bioquimicas celulares aumentou apds o
seqiienciamento de genomas completos, como Arabidopsis thaliana (Chory e cols., 2000).
Kuittinen e cols. (2002) apresentam uma série de regides génicas propicias ao estudo de adaptagdes
vegetais em situagOes naturais, as quais podem ser aplicadas, futuramente, na andlise dos clados

costeiro e continental de Petunia integrifolia.

Genética e conservacio

A distin¢do entre as duas hipéteses sobre as causas do isolamento genético e geografico
dos clados costeiro e continental apresentadas anteriormente ndo € simples. No entanto, um estudo
mais aprofundado sobre as causas desse isolamento seria de interesse para conservagdo, como
detalhado a seguir.

Se a primeira hipétese de divergéncia recente for verdadeira e se realmente ndo existe uma
barreira efetiva de isolamento entre as linhagens costeira e continental, esperamos que o fluxo
génico venha a restabelecer-se naturalmente e, a longo prazo, recupere a variabilidade que foi
“dividida” pelo processo de gargalo de garrafa e efeito fundador evidenciados por nossos
resultados. Nesse caso, planos futuros de conservagdo deveriam considerar a preservacio das dreas
naturais de contato entre as duas formas, para que um corredor genético entre elas pudesse ser
mantido aberto e, assim, evitar o efeito de depressdo endogimica (inbreeding depression) (Hufford
e Mazer, 2003). Além disso, poderiam ser feitos estudos semelhantes com outras espécies nativas
para verificar se os mesmos padrdes de separacdo de linhagens s@o encontrados. A repeticdo em
outras espécies aumentaria a importincia da conservacdo das dreas naturais de Porto Alegre e
regido metropolitana para manutencio do fluxo génico.

Por outro lado, se fosse detectado que as duas linhagens de cpDNA representam também

dois taxa em processo de especiagdo ecoldgica (hipdtese 2), podemos esperar que a divergéncia
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entre os dois aumente ao longo do tempo. Assim, deveria ser evitada a introducdo de genétipos de
ambientes distintos, de modo a minimizar os efeitos de depressdo exogamica (outbreeding
depression) nas populagdes naturais, que € a diminui¢do do valor adaptativo das populagdes
naturais pela introducdo de gendtipos adaptados a outras condi¢des ambientais (Hufford e Mazer,
2003). Além disso, a planicie costeira do RS e a regido da Ilha de Santa Catarina, onde o clado
costeiro se desenvolve, estdo sujeitas a grande exploracdo imobilidria. Se o clado costeiro

corresponder a uma espécie incipiente, esta ja estd ameagada de extingao.

Aspectos taxonomicos

Resolvendo o complexo integrifolia

Conforme exposto na Introducio, os complexos de espécies como o complexo integrifolia
representam um agrupamento de faxa com caracteristicas muito semelhantes. Os caracteres
diagndsticos para a divisdo desses complexos em faxa distintos variam dependendo do critério
particular de cada taxonomista. Essa subjetividade leva a classifica¢des divergentes, sendo que as
discussdes taxondmicas podem atravessar décadas (como ilustrado pela Figura 6), sem que um
consenso seja alcangado.

A exemplo de diversos trabalhos da literatura (Giebler e cols., 1999; Bruschi e cols., 2000;
Coleman, 2000; Shaw, 2000; entre outros), dados moleculares foram utilizados como auxiliares na
tentativa de estabilizacdo da classificagdo taxondmica do complexo integrifolia. A anélise desses
dados sob uma perspectiva filogeografica (como em Pierpaoli e cols., 1999; Jeewon e cols, 2003;
Marcussen, 2003; Shaffer e cols, 2004) pode elucidar melhor as relacdes evolutivas entre os taxa
abordados nesse trabalho, o que torna a delimitacdo taxondOmica do complexo integrifolia mais
adequada, segundo os principios da sistemadtica filogenética (de Queiroz e Gauthier, 1992).

Independente da grande discussdo existente sobre os métodos mais adequados para
delimitar espécies — revisados em Benton (2000) e Sites e Marshall (2003) — Coleman (2000)
ressalta que, na problemdtica envolvendo complexos de espécies, as entidades precisam ser
genética e morfologicamente discretas para serem consideradas unidades taxondmicas distintas.
Por outro lado, os botinicos taxonomistas reconhecem que muitas das variagdes morfolégicas
significativas para diferenciacdo de espécies podem ser atribuidas a um ntiimero relativamente
pequeno de genes (Gottlieb, 1984; Bradshaw e cols, 1995; Bradley e cols, 1997). Na maioria dos
casos, como a divergéncia morfoldgica ndo esta relacionada com o grau de diferenciagdo genética
entre as linhagens, a determinagdo da coesdo genética de um grupo baseada apenas em caracteres

taxondmicos pode ser equivocada (Schaal e cols., 1998; Borba e cols., 2002). Assim, de acordo
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com os nossos resultados, concluimos que os grupos morfoldgicos integrifolia, depauperata,
littoralis e riograndensis sdo diferenciados por caracteres morfoldgicos (Tabela em anexo) que ndo
tém significado evolutivo, pois ndo refletem a histéria evolutiva das entidades. Dessa forma,
concordamos com Stehmann (1999) quando ele considera as espécies P. littoralis (Smith e Downs,

1966) e P. riograndensis (Ando e Hashimoto, 1998) como sindnimos de P.integrifolia.

Linhagens distintas, faxa distintos

Os dados moleculares nesse trabalho identificaram trés linhagens evolutivas distintas
dentro do complexo integrifolia. Dessas linhagens, apenas uma delas coincide com um dos grupos
morfolégicos descritos na literatura. As outras duas ndo podem ser distintas por caracteres
morfolégicos ja descritos, pois envolvem diferentes grupos morfoldgicos, conforme explicado
abaixo:

- grupo interior: € correspondente ao clado 1 do NJ (Figura 9A) e ao clado interior

do network (Figura 10). Esse grupo morfoldgico corresponde a espécie taxondmica
Petunia interior (Ando e Hashimoto, 1996). As caracteristicas morfoldgicas diagnésticas
dessa espécie estdo descritas no Anexo. Essa € a linhagem molecularmente mais
divergente de todas; andlises de outras espécies de Perunia (F. R. Kulcheski,
comunicacdo pessoal) indicam que Petunia interior é mais divergente do resto do
complexo integrifolia que espécies morfologicamente muito distintas, como P. axilaris e
P. exserta.

- linhagem continental: estd representada no clado 2 do NJ (Figura 9A) e no clado
continental do network (Figura 10). Essa linhagem retine o grupo morfolégico
riograndensis e as amostras do grupo morfolégico integrifolia que foram coletadas a
oeste do Lago Guaiba e Lagoa dos Patos.

- linhagem costeira: estd agrupada no clado 3 do NJ (Figura 9A) e no clado
costeiro do network (Figura 10). Retine os grupos morfolégicos depauperata, littoralis e

as amostras do grupo integrifolia coletadas a leste do Lago Guaiba e Lagoa dos Patos.

Os clados continental e costeiro, apesar de representarem linhagens genéticas separadas,
provavelmente sdo muito jovens evolutivamente e, por isso, ndo apresentaram caracteres tao
evidentes para separacdo em entidades distintas nas revisdes taxonomicas de Petunia feitas até
entdo. No entanto, J.R. Stehmann (comunicacdo pessoal), em uma andlise morfolgica mais
aprofundada comparando essas duas entidades, inclusive os individuos aqui analisados, encontrou

caracteres que podem ser usados para diferenciar taxonomicamente os clados continental e costeiro
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(Quadro 5). As amostras coletadas nos morros graniticos de Porto Alegre e arredores, entretanto,
apesar de pertencerem ao clado costeiro nas andlises moleculares, apresentam caracteristicas
morfolégicas intermedidrias entre as populacdes costeiras e do interior do RS. Um maior nimero

de amostras deve ser analisado para confirmar essa suposta posi¢do intermedidria.

Quadro 5: Caracteristicas morfoldgicas tipicas das populacdes pertencentes aos clados costeiro e continental
evidenciados nas andlises moleculares:

Linhagens

genéticas Clado interior Clado continental Clado costeiro

Localizagdo das Morros graniticos dos

Interiores do centro-sul do RS Litoral e Lagoa dos Patos

populacdes Arredores de Porto Alegre
Decumbente, com ramos Decumbente, com ramos Procumbente, com ramos muito
Habito geralmente menores que 80 cm geralmente menores que 80 alongados, podendo atingir 1-2 m

de comprimento cm de comprimento de comprimento

Estreito-elipticas, elipticas ou

Elipticas ou obovadas, 13-21 Elipticas ou obovadas, 16-27 obovadas, 20-27 mm

Caracteres Morfoldgicos

Folhas mm comprimento, 4-15 mm mm comprimento, 6-13,4mm .
comprimento, 5,2-7,3 mm
largura largura
largura.
Cilice 10,7-12,6 mm 8,5-13,2 mm 7,8-9,1 mm
Corola 28,2-32,8 mm 26-27 mm 24-25 mm
Cépsula Subglobosa Subglobosa Elipséide

Ao contrario de Petunia interior, que € molecular e morfologicamente bastante divergente
e, portanto, deve constituir uma espécie distinta, os clados costeiro e continental sdo pouco
divergentes e, por isso, devem ser considerados apenas com ragas geograficas ou, no maximo,

como subespécies dentro de Petunia integrifolia, conforme exposto abaixo.

Nova proposta taxonomica para o complexo Petunia integrifolia

Baseado nos resultados obtidos com os marcadores moleculares nesse trabalho, aliado a
andlises morfométricas adicionais (J.R. Stehmann, comunicag@o pessoal) apresentamos agora uma

nova proposta de classificacdo taxondmica para os integrantes do complexo Petunia integrifolia.

1) Petunia interior

Taxa descritos (sob o género Petunia):

- Petunia violacea Lindley, 1833.

- Petunia inflata R. E. Fries, 1911.

- Petunia integrifolia (Hook.) Schinz & Thell. subsp. inflata (R.E.Fr.) Wijsman, 1982.
- Petunia interior T. Ando & G. Hashim., 1996.
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Os dados genéticos sugerem que o este ultimo taxon seja considerado uma espécie distinta
do restante do complexo Petunia integrifolia. Morfologicamente pode ser distinguido pelo héabito
ereto ou ascendente, pelas flores menores e pedicelo inflexo, distribuindo-se do Norte e Nordeste
do Rio Grande do Sul, Oeste de SC e Parand, Missiones Argentinas até o Paraguai. Essa espécie é
encontrada junto as lavouras da regido das Missdes e pode ter tido uma introduc@o recente no Rio

Grande do Sul (por volta da década de 1970).

2) Petunia integrifolia subsp. integrifolia
Taxa descritos:
- Petunia integrifolia (Hook.) Schinz & Thell. subsp. integrifolia, 1915.
- Petunia riograndensis T. Ando & Hashim., 1998.

As anélises genéticas sugerem que as populagdes do continente do Rio Grande do Sul ao
Oeste da Lagoa dos Patos constituam um unico grupo taxondmico, que deve corresponder
nomenclaturalmente a  subespécie tipica (Petunia integrifolia subsp. integrifolia).

Morfologicamente corresponde a plantas decumbentes.

3) Petunia integrifolia subsp. depauperata
Taxa descritos:
- Petunia dichotoma Sendtn., 1846.
- Petunia integrifolia (Hook.) Schinz & Thell. var. depauperata (R. E. Fr.) L. B. Sm. & Downs,
1966.
- Petunia littoralis L. B. Sm. & Downs, 1966.

As andlises genéticas sugerem que as populagdes da planicie costeira do Rio Grande do Sul
e de Santa Catarina e as populagdes dos morros graniticos de Porto Alegre e arredores constituam
um unico grupo. Morfologicamente, entretanto, este grupo reline populacdes bastante divergentes,
com as populagdes da regido de Porto Alegre e arredores com hébito decumbente, folhas mais
largas e flores maiores (cdlice e corola, embora geralmente menores que as de P. integrifolia da
regido continental sul-riograndense). As populagdes litordneas que vivem sobre solo arenoso
possuem o habito procumbente, folhas mais estreitas e flores menores. Morfologicamente, as
populagdes que crescem na restinga poderiam ser reconhecidas como uma unidade taxondmica
infraespecifica, Petunia integrifolia (Hook.) Schinz & Thell. var. depauperata (R. E. Fr.) L. B. Sm.
& Downs, 1966. Sugere-se, pois, que seja elevada ao nivel subespecifico. As populacdes de Porto
Alegre e arredores, contudo, assemelham-se mais aquelas das linhagens continentais sul-

riograndenses nos caracteres morfoldgicos.
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