UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE GENETICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

Ameacada, rara e diversa: avaliacio gendmica revela linhagem criptica em espécie

dos campos sulinos

Dissertacdo submetida ao Programa de Pds-
Graduagdo em Genética e Biologia
Molecular da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul como requisito parcial para a
obtencao do titulo de Mestre em Genética
e Biologia Molecular.

CAROLINA KAISER SCHNITZLER

Orientadora: Prof.? Dr.? Loreta Brandao de Freitas

Porto Alegre, setembro de 2022.



INSTITUICOES E FONTES FINANCIADORAS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Evolugdo Molecular (LEM),
Departamento de Genética, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e contou com
financiamento da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq),
da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS,
programa PRONEX) e do Programa de Pds-Graduacdo em Genética e Biologia Molecular
(PPGBM) da UFRGS. A bolsa de mestrado foi concedida pelo CNPq.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente gostaria de agradecer a minha orientadora, Loreta, pela calma e paciéncia,
pelos ensinamentos e pela orientagdo que tornou esse trabalho possivel.

A professora Caroline, pelas ajudas, dentro e fora do meio académico, pela amizade e
incentivos.

Aos colegas de laboratorio, Alako, Analu, Geraldo, Giovanna, Luana e Sebastian, pela
convivéncia e amizade que criamos; especialmente a minha segunda familia nesse
ambiente, amigos de coracdo e rede de apoio que formamos, Aléxia, Alice e Pedro, pelas
noites (mal) dormidas, compartilhamentos e confissdes.

A todos os professores, tanto do PPGBM quanto dos outros departamentos, que
proporcionaram a constru¢do do conhecimento que carrego desde a graduagao até o
presente momento.

A todos os amigos a quem recorri, virtual e fisicamente, pelos momentos de trocas de
conhecimento, entretenimento € devaneio.

Por ultimo, mas de grande importancia, a minha familia, meu irmao Felipe por estar
fisicamente presente durante os tempos mais dificeis, meus pais, Loiva e Edgar, pelo
suporte emocional e por terem sempre acreditado na minha forga, me dando confianga para

seguir sempre.



SUMARIO

RESUMO.....oiiiiiiiiicc e 5
ADSIAC. ..ttt 6
L. INtrOdUGAO.....ccviieeiie et e 7
2. ODJEHIVOS...eeutieeiiieiieeieeiee ettt ete et e ete et e site e bt e s e esaesaaeenbeennnas 12
3. Capitulo 1. 13
4. Consideragdes FINais..........ccovrevvieeeiieeiiecie e 47
5. Referencias Bibliograficas..........ccccceevieriieniieniieiieieeieeeie e, 50



RESUMO

A Serra do Sudeste ¢ considerada um centro de diversidade do género Petunia, com a
distribuicdo de duas espécies endémicas e outras duas de ampla distribui¢do. Petunia
secreta ¢ uma espécie com distribuicdo restrita apenas a localidade denominada Pedra do
Segredo. A espécie ¢ classificada como rara, endémica e em perigo de extingdo. Em 2014,
uma popula¢do numerosa, composta por individuos com morfologia similar & P. secreta,
foi encontrada em um ambiente antropizado, na beira da rodovia BR-290. A caracterizagdo
genética desta populagdo mostrou acentuada diferenciacdo em relagdo as populagdes da
area original de descri¢do da espécie. Aqui realizamos uma investiga¢do sobre a origem
dessa populagdo por meio de variagcdes encontradas em nivel gendmico, comparando-a
com populacdes naturais de outras espécies do género de ocorréncia proxima a populagdo
de interesse. Os resultados sugerem inexisténcia de fluxo génico com as espécies P.
integrifolia e P. exserta; presenga de um componente genético exclusivo a BR-290;
compartilhamento parcial de polimorfismos com P. axillaris e P. secreta candnica. A
analise da demografia historica demonstrou que a linhagem BR-290 teria surgido a partir
de um ancestral comum com P. secreta, com tempo de divergéncia estimado em 25 Kya,
coincidindo com as mudangas climaticas do Pleistoceno. Desta forma, sugere-se que esta
linhagem seja considerada uma forma independente e criptica a P. secreta, devendo ser

tida como uma nova espécie no género e protegida como tal.



ABSTRACT

Serra do Sudeste is considered a center of diversity of the genus Petunia, with the
distribution of two endemic and two widely distributed species. Petunia secreta is
narrowly distributed, restricted to the locality called Pedra do Segredo. The species is
classified as rare, endemic, and endangered. In 2014, a large population, composed of
individuals with a morphology similar to P. secreta, was found in an anthropized
environment, on the side of the BR-290 highway. The genetic characterization of this
population showed marked differentiation in relation to the populations of the original area
of P. secreta description. Here, we carry out an investigation into the origin of this
population based on variations at the genomic level, comparing natural populations of
other Petunia species occurring close to the BR-290 population. The results suggested that
there is no gene flow with P. integrifolia and P. exserta; BR-290 shows an exclusive
genetic component; there is partial polymorphism sharing between BR-290 and P. axillaris
and canonical P. secreta. The analysis of historical demography showed that the BR-290
lineage would have emerged from a common ancestor with P. secreta, with an estimated
divergence time of 25 Kya, coinciding with the Pleistocene climate changes. Thus, it is
suggested that this lineage should be considered as an independent and cryptic form of P.

secreta, and should be considered as a new species in the genus and protected as such.



1. INTRODUCAO

Novas linhagens evolutivas podem surgir devido a diversos processos responsaveis
por mudangas em uma populagdo ancestral, como alteracdes em sua ecologia, distribui¢do
geografica e morfologia (causadas naturalmente ou por intervengdo antrdpica). Apesar da
extensa e constante identificacdo das forgas evolutivas que atuam sobre as espécies € em
sua formacao, ¢ dificil uma conceituag¢do unificada da delimitagdo de espécies, devido as
distintas areas da biologia que utilizam essa unidade de identificacdo, de acordo com o
foco especifico de cada uma delas (Knowles and Carstens, 2007; De Queiroz, 2007). A
diversificacdo de padrdes genéticos distintos resultante desses processos influencia as
dindmicas populacionais, com a capacidade de separar as populagdes em unidades
evolutivas independentes, com diminuicdo e/ou interrupcdo de fluxo gé€nico entre as
mesmas, acentuando os efeitos da sele¢do natural e deriva genética (Hedrick, 2011).
Mudangas nessas dinamicas podem ocasionar um efeito gargalo de garrafa nas espécies,
devido a reducdo de tamanho efetivo e do isolamento espacial das populagdes (Lowe et al.,
2005; Farwig et al., 2008). A persisténcia de espécies pode ser posta em risco através de
variagOes climaticas e de fragmentagdo de habitats, pela acdo da deriva genética que pode
ocasionar uma erosdo genética, com reducdo de fluxo génico, aumento nos niveis de
endocruzamento, dificuldades na a¢do dos polinizadores em plantas, causando um aumento
em extingdes locais (Ellstrand and Elam, 1993; Young et al., 1996; Ward et al., 2005).

Mudangas na paisagem em funcdo da acdo antropica, além da fragmentacdo do
habitat, podem levar a hibridacdo interespecifica por contato secundario de espécies
espacialmente isoladas, formando zonas hibridas, processo que ¢ ambiguo nos seus efeitos
sobre a dinamica da biodiversidade, e ¢ observado em mais de 40% das familias de plantas
vasculares (Avise, 2000; Seehausen, 2008; Whitney et al., 2010; Abbott, 2017). Em uma
via, a hibrida¢do ¢ capaz de aumentar a diversidade genotipica e de mover adaptagdes
genéticas, melhorando as chances de adaptacdo local e permitindo a ocupag¢do de novos
habitats pela espécie, assim, gerando linhagens recombinantes estaveis (Rieseberg, 1997,
Avise, 2004; Brawand, 2014; Pierce et al., 2017). Por outro lado, o niimero de espécies e
sua diversidade genética podem diminuir, colapsando as linhagens existentes pelo
desequilibrio de ligagdo entre os loci, reduzindo a capacidade de especiacdo (Levin ef al.,
1996; Harrison and Bogdanowicz, 1997). Mecanismos de isolamento reprodutivo em

plantas, tanto em fase pré-zigotica como pds-zigotica, existem para impedir a viabilidade



de um organismo hibrido na natureza, o primeiro através de barreiras geograficas e tempos
distinto de floracdo, que dificultam a transferéncia de polen, sistemas genéticos de
incompatibilidade, modificagdes florais, sejam estas estruturais ou de compostos
secundarios, resultando em alteragdes no comportamento dos polinizadores; e o ultimo por
levar a inviabilidade de maturagdo reprodutiva, menor propor¢cdo de sementes férteis e
germinaveis (Judd et al., 1999; Lowry et al., 2008; Cahenzli et al., 2018). Espécies raras
ou endémicas sdo mais suscetiveis a perda de complexos génicos apods a introdugdo de
novos genes, em um fendmeno conhecido como “genetic swamping” (Levin et al., 1996).

O campo da filogeografia utiliza a ferramenta de constatacdo de variagdo molecular
em individuos, tanto para estudos intraespecificos como interespecificos, possibilitando
compreender 0s processos que atuam sobre linhagens genéticas relacionando-os com a sua
distribuicdo geografica (Avise, 2000). Abordagens seguindo essa filosofia dao
oportunidade de trazer a tona os contextos evolutivos, ecoldgicos e geograficos das
espécies, facilitando a identificagdo de refiigios da biodiversidade, assim como a
determinagdo de decorréncias historicas e espaciais nas riquezas de espécies (e.g. Maier et
al., 2019; Giudicelli et al., 2021; Ortego et al., 2021). A modificacdo de paisagens
originais em decorréncia de agdes antropicas tém aumentado a fragmentacgao de habitats de
maneira mais acentuada que mudangas provenientes das oscilagdes climaticas,
subdividindo e reduzindo grandes populacdes, sendo propulsores de reducdo de
variabilidade genética (Tiscornia et al., 2019). A potencialidade de permitir a compreensao
e identificacdo da historia de dareas isoladas evolutivamente, possibilita categorizar
estratégias de manejo e prioridades para a conservacao destas (Ali, 2020).

A variagdo genética encontrada por polimorfismos de nucleotideos tnicos (SNPs -
Single Nucleotide Polymorphisms) fornecem uma representacdo de todo o genoma do
organismo, possibilitando a identificacdo de processos microevolutivos e macroevolutivos
que agem sobre o mesmo. Abordagens com esses marcadores tém sido amplamente
utilizadas em estudos de histéria demografica de populagdes e para estimar o tempo de
divergéncia entre linhagens e espécies (Maier et al., 2019; Garcia-Erill et al., 2020).

O género Petunia Juss. (Solanaceae) possui 17 espécies silvestres descritas, com a
ocorréncia exclusiva nas regides temperadas e subtropicais da América do Sul (Greppi et
al., 2019). A distribuicdo natural da maioria das espécies abrange o Sul e Sudeste do

Brasil, com ocorréncia também no Uruguai e em algumas provincias da Argentina



(Stehmann et al., 2009). As espécies desse género sdo diploides, com 0 mesmo numero
cromossomico (2n = 14), e sdo mundialmente conhecidas pela comercializagdao da espécie
Petunia hybrida (Hook.) Vilm., popularmente denominada petinia-de-jardim, que
movimenta um dos maiores or¢amentos para plantas comerciais no mundo e ¢ considerada
um modelo para estudos de genética e evolugdo de plantas (Vandenbussche et al., 2016).
Essa planta ornamental ¢ resultado de cruzamentos artificiais interespecificos entre uma
espécie com flores brancas e tubo da corola longo (P. axillaris (Lam) Britton et al.) e uma
espécie de flores roxas e tubo da corola curto, P. interior Ando & G. Hashim. (Segatto et
al, 2014) ou P. inflata R.E.Fr. (Bombarelly et al., 2016). Sob condi¢des experimentais,
todas as espécies de Petunia podem hibridizar e produzir descendentes férteis (Gerats and
Vandenbussche, 2005) devido a auséncia de barreiras intrinsecas entre estas (Watanabe et
al., 1996).

A identificagdo dos processos evolutivos no género Petunia sdo de complexa
resolugdo, especialmente devido ao recente tempo de divergéncia (Lorenz-Lemke et al.,
2010; Sérkinem et al., 2013) e da baixa diferenciagdo genética entre as espécies (Segatto et
al, 2017). A filogenia mais abrangente em numero de taxa e de maior numero de
marcadores genéticos, tanto plastidiais como sequéncias nucleares (Reck-Kortmann et al.,
2014) revelou a distribui¢do das espécies em dois clados com suporte no comprimento do
tubo da corola. O primeiro clado € composto pelas espécies de tubo longo e P. occidentalis
R.E.Fr., enquanto o segundo abrange as espécies de tubo curto, sendo este subdividido em
dois clados internos de acordo com a altitude em que as espécies sdo encontradas.

O Bioma Pampa ocupa dois tercos do estado do Rio Grande do Sul, em sua porc¢ao
sul, a Provicia do Pampa na Argentina e todo o territorio do Uruguai, incluido nos Campos
do Rio de La Plata (Tiscornia et al., 2019). Esse bioma possui predominantemente uma
vegetacdo herbacea e arbustiva, com um mosaico de matas ciliares nas bordas dos corpos
d’agua (Overbeck et al., 2007). A utilizacdo de campos naturais para a pastagem de gado
sem o manejo adequado pode levar a redugdo da diversidade bioldgica, diminuicdo de
nutrientes retidos e a erosdo do solo (Tiscornia et al., 2019). A regido da Serra do Sudeste,
no Rio Grande do Sul, corresponde a por¢ao central do Estado e integra o Bioma Pampa. A
Serra do Sudeste constitui uma fitofisionomia heterogénea, onde um dos principais fatores
que determina a distribuicdo da vegetacdo arbdrea/arbustiva e campestre ¢ a intensidade do

manejo (Overbeck et al., 2007; 2015). Formada por um relevo muito acidentado, com



solos rasos e presenga de afloramentos rochosos areniticos. Essa regido ¢ considerada um
centro de diversidade para o género Petunia, onde se distribuem duas espécies endémicas,
P. exserta Stehmann., com sindrome floral ornitofila, e P. secreta Stehmann & Semir, com
sindrome floral melitéfila, e outras duas espécies de ampla distribuicdo, P. axillaris, de
sindrome floral esfingoéfila, e P. integrifolia (Hook.) Schinz & Thell., tnica representante
do clado de tubo curto da corola, também melitofila.

Petunia secreta ¢ uma espécie endémica, com poucas populacdes e poucos
individuos por populagdes. As plantas sdo encontradas expostas ao sol, no topo de
afloramentos rochosos, em uma area restrita da Serra do Sudeste, conhecida como Pedra
do Segredo, no municipio de Cagapava do Sul, RS (Stehmann and Semir, 2005; Turchetto
et al., 2016). A espécie compartilha diversas caracteristicas morfoldgicas com as demais
espécies do clado de tubo longo, como o habito de crescimento cespitoso, o tubo da corola
longo e hipocrateriforme, o polen amarelo, pedunculos frutiferos eretos com cépsulas
grandes que abrigam dezenas de sementes pequenas, assim como o tempo de geragao anual
(Stehmann and Semir, 2005; Stehmann et al., 2009; Rodrigues et al., 2018). Diferenciadas
pela coloracdo purpura das flores e polinizagdo preferencial por abelhas do género
Pseudagapostemon (Rodrigues et al., 2018). Apesar do baixo niimero de individuos e
pequena distribuicdo geografica, essa espécie demonstra diversidade genética similar a P.
axillaris, que possui um grande nimero de individuos e ¢ de ampla distribui¢ao (Turchetto
etal., 2016).

Em 2014, foi encontrada uma populagcdo morfologicamente classificada como P.
secreta, mas ocorrendo em um ambiente atipico para a espécie a beira da rodovia BR-290.
Diferentemente do que ¢ observado na Pedra do Segredo, as margens da BR-290
constituem um ambiente ruderal, distante cerca de 30 km da distribuicdo do tipo da
espécie, e a populacdo ¢ formada por individuos mais altos € em maior nimero que os
descritos para as populacdes candnicas. Nao foram encontrados caracteres florais
diagnodsticos que diferenciassem esta populacdo daquelas de ocorréncia na Pedra do
Segredo, fazendo com que o taxonomista especializado no género Petunia classificasse os
individuos da BR-290 como P. secreta (J. R. Stehmann, UFMG, comunicagdo pessoal).
Estudos realizados com marcadores plastidiais e microssatélites nucleares demonstraram
uma forte diferenciacdo genética da populacdo da BR-290 em relacdo as demais (Turchetto

et al., 2016), propondo a existéncia de duas linhagens evolutivas distintas. As andlises com
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estes marcadores ndo foram capazes de determinar a origem evolutiva da populagdo da
BR-290, trazendo como hipoteses igualmente provaveis um processo de hibridacdo entre
espécies que coocorrem na area, isolamento por distancia entre a populacdo da BR-290 e
as da Pedra do Segredo ou mesmo uma nova espécie morfologicamente indistinta de P.
secreta. Assim, acredita-se que a proposicdo de uma andlise com ampla cobertura
gendmica possa contribuir para a discussdo sobre a origem desta populagdo as margens da
BR-290 e auxiliar no entendimento de processos de especiacao e diversificagdo do género

Petunia.
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2. OBJETIVOS
Objetivo geral
O objetivo geral deste trabalho ¢ contribuir para o entendimento dos processos

evolutivos que originaram a diversidade no género Petunia.

Objetivos especificos

a) Caracterizar a diversidade genética da espécie Petunia secreta a fim de
identificar a origem evolutiva de populacdes disjuntas usando uma ampla
cobertura do genoma;

b) Avaliar a variabilidade genética, estruturacdo populacional e historia
demogréfica da espécie através de polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs);

c) Testar a hipdtese de origem da populagao disjunta por hibridagao;

d) Contribuir para o entendimento de processos evolutivos envolvidos na
especiacdo de Petunia e consequentemente, de plantas dos campos sulinos de

baixa altitude.
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3. CAPITULO 1

"Endangered, diverse, and cryptic: genomic evaluation reveals an undescribed

lineage from the lowland grasslands in southern South America”

CAROLINA KAISER SCHNITZLER, PEDRO HENRIQUE PEZZI, GIOVANNA
CAMARA GIUDICELLI, CAROLINE TURCHETTO, AURELIANO BOMBARELY,
LORETA BRANDAO DE FREITAS

Artigo em preparacio para ser submetido ao periodico Molecular Ecology Resources

Abstract

Environments in constant changes mainly due to land use are often threatened. The South
American grasslands constitute ecosystems sensitive to climate changes and human actions
that promote landscape fragmentation and habitat loss for several species. These open
fields home many endemic and narrowly distributed species for which environmental shifts
could be even worse due to the usual small effective population size and low genetic
diversity. Here we describe the genetic diversity, population structure, and evolutionary
history for a cryptic herbaceous lineage that inhabits a severely impacted environment. We
based our work in a wide genomic coverage, analyzed under population genomic approach
to test different hypotheses for this lineage origin, comparing with related species from the
same area. The lineage is not yet recognized as an independent taxon but constitutes a
divergent genetic component that allowed the colonization of a new micro-environment
during a period of high diversification to the genus. We found limited genetic diversity and
high level of inbreeding in this lineage. Strongly threatened because its habitat
management, this cryptic lineage can serve as a model to propose conservation strategy

based on genomic studies for South American grasslands.

Key words: population genomics, Solanaceae, cryptic speciation, conservation
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A compreensdo de processos de diferenciacdo entre linhagens e a sua manutengao
leva ao melhor entendimento dos processos de diversificacdo e as forcas que atuam sobre
eles. Neste sentido, o presente projeto teve como principal meta elucidar as relagdes entre
populagdes morfologicamente semelhantes, porém ocorrendo em ambientes
ecologicamente distintos. Os resultados obtidos permitiram desvendar os processos
evolutivos e a distingdo de linhagens encontradas na espécie Petunia secreta (Solanaceae),
testando hipoteses anteriormente levantadas (Turchetto et al., 2016) para explicar a
diversidade genética encontrada na espécie. Aqui, com a utilizacdo de dados gendmicos e
analises de estruturacdo populacional e demografia historica dos individuos, foi possivel
identificar a diversidade genética e o tamanho populacional efetivo refletindo os efeitos das
pressdes antropicas em espécies de campo.

As mudangas climaticas do Pleistoceno, que estdo diretamente relacionadas com a
dindmica campo-floresta e a disponibilizacdo e/ou fragmentacdo de habitat para os
organismos envolvidos neste fendmeno, tém sido associadas ao processo de diversificagdo
que ocorre em espécies de campo, particularmente considerando espécies do género
Petunia (Lorenz-Lemke et al., 2010; Backes et al., 2019) e seu género irmao, Calibrachoa
(Méder et al., 2019). Da mesma forma, estes efeitos também ja foram relacionados a
mudangas demograficas em taxons especificos (p/ ex., Giudicelli et al., 2019; Souza et al.,
2022). Em decorréncia destas variagdes climaticas, espécies de campo tenderam a expandir
sua distribuicdo durante os periodos mais frios e secos, migrando de sul para o norte; com
0 aquecimento e aumento da umidade nos periodos interglaciais, as espécies florestais
tiveram condi¢des de expandir sobre os campos, a partir das areas de menor elevacao e
beiras de rios (Ledru et al., 2005), fragmentando a distribui¢do das espécies campestres
que ficaram restritas a elevacdes mais altas (Behling, 2002). O género Petunia seguiu este
padrdo com fortes reflexos em sua estrutura genética (Barros et al., 2015; 2020)

A diferenciagdo genética intraespecifica encontrada em espécies de recente
diversificacdo pode, também, ser explicada por eventos como a migracdo seguida de
diferencia¢do das linhagens que, em épocas de mudangas climaticas, pode ser favorecida
pela abertura novos territérios, ecologicamente adequados ao estabelecimento dos
individuos. A colonizagdo de novos ambientes envolve a combina¢do de dois fatores

genéticos importantes: um novo arranjo de variantes genéticas ancestrais, que podem
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resultar em isolamento reprodutivo rapido, e o aciimulo gradual de novas mutagdes
(Marques et al., 2019), as quais também podem promover o isolamento reprodutivo. Em
Petunia essa combinagdo de fatores, associados ou ndao a mudangas morfologicas, ja foi
associada a diversidade encontrada em nivel populacional (Rodrigues et al., 2019;
Giudicelli et al, 2021; Turchetto et al., 2022) e entre diferentes espécies do género
(Caballero-Villalobos et al., 2021; Guzméan et al., 2022, Pezzi et al., 2022) amplamente
favorecida pela disponibilidade de novos habitats.

Com os resultados obtidos no presente trabalho, através da andlise de
polimorfismos gendmicos neutros, foi possivel identificar uma linhagem independente e
inferir sua origem evolutiva. Esta linhagem (BR-290) ¢ criptica a P. secreta baseado nos
caracteres morfoldgicos florais, derivou de um ancestral comum de P. secreta e apresenta
seu proprio componente genético. A linhagem BR-290 tem um tamanho populacional
efetivo menor que o observado tanto em P. secreta proveniente da distribuicdo candnica da
espécie como aquele estimado para a espécie irmad, P. axillaris. As trés linhagens, P.
secreta candnica, BR-290 e P. axillaris, sdo proximamente relacionadas, embora P. secreta
e P. axillaris apresentem menor diferenciacdo genética entre si que aquela em relagdo a
BR-290. O ambiente em que a linhagem BR-290 se encontra ¢ fortemente antropizado, as
margens de uma rodovia de grande trafego na regido central do Rio Grande do Sul. O
Pampa, como um todo, tem altas taxas de conversio de campos naturais para o uso
agricultural e pecudrio (Baeza and Paruelo, 2020). Além disso, este ecossistema possui a
menor taxa de areas protegidas entre os biomas brasileiros (Overbeck ef al., 2022). Em sua
distribuicdo candnica, P. secreta ocorre em pequenas populacdes de poucos individuos,
todas restritas a formag@o conhecida por Pedra do Segredo, municipalidade de Cagapava
do Sul. O solo onde as plantas crescem ¢ derivado de rochas, bastante seco e raso e os
individuos sdo cercados por vegetagdo xerofitica, majoritariamente composta por espécies
de cactos, suculentas e bromelidceas (Turchetto ef al., 2016). A linhagem BR290 ocorre
em solo rico, imido e cercada principalmente de espécies de gramineas (Rodrigues et al.,
2019). O solo e a vegetagdo as margens da rodovia sdo manejados principalmente por fogo
e roca mecanica (observagdo pessoal), mas apenas diferengas na morfologia vegetativa,
como altura das plantas, foram reconhecidas pelo taxonomista do género (J.R. Stehmann,
comunicagdo pessoal). A populacdo da BR290 ¢é composta por varias dezenas de

individuos (Turchetto et al., 2016).
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Conforme estudos anteriores (Turchetto et al., 2016; Rodrigues et al., 2019), P.
secreta apresenta alta diversidade genética, apesar do baixo nimero de individuos e
populagdes. Em comparacdo com os indices sumadrios de diversidade obtidos para a
linhagem BR290, ¢ possivel identificar esta apresenta uma menor taxa de endocruzamento
e maiores valores de heterozigosidade observada que a espécie P. secreta canonica. Porém,
ao analisarmos o tamanho populacional efetivo consideravelmente menor na linhagem BR-
290, pode-se sugerir que esta enfrenta maior pressdo de forcas evolutivas, devido a perda
de habitat progressivamente gerada por acdes antropicas no controle da vegetacdo as
margens da rodovia.

Através da percepgdo da biodiversidade, ndo apenas devido aos valores estipulados
pela nocdo humana, mas como peso intrinseco de cada organismo, em nivel intra e
interespecifico, podem ser estabelecidas estratégias de manejo e conservagdo mais
adequadas. O Bioma Pampa vem sofrendo constantes supressdes para a conversdo dos
campos naturais para utilizagdo agricola e pecuaria, muitas vezes de forma irregular,
resultando em um remanescente de areas naturais de apenas 48% no estado do RS
(FEPAM, 2021). No presente trabalho, além da identificacdo de uma linhagem criptica,
irma de P. secreta, que pode ser considerada em perigo de extingdo devido a perda do
habitat e pela area de ocorréncia restrita, vem a luz o quao urgente ¢ a tomada de medidas
de protecdo nessa regido.

E importande a exploracio dos dados obtidos no presente estudo através de mais
analises, usando outros cendrios de hibridacdo entre espécies de co-ocorréncia na area,
utilizando a deteccdo de invariantes filogenéticas; testar a ocorréncia de isolamento por
distancia ou isolamento por ecologia entre a linhagem BR-290 e P. secreta, bem como
outros modelos demograficos e evolutivos envolvendo as demais espécies da Serra do
Sudeste. Além disso, a identificagdo dos loci sob sele¢do deve ser empregada para

compreender processos de eventual adaptacao local, com o auxilio de diferentes variaveis.
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