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RESUMO

Calibrachoa La Llave & Lex. (Solanaceae) ¢ um género sul-americano com 27
espécies, a maioria delas ocorrendo no sul do Brasil. Com base na distribuicdo destas
espécies e géneros relacionados, o grupo parece ter ancestrais de origem andina, e
distribui-se amplamente pelo pampa, restringindo-se cada vez mais a terras altas nos
estados de Santa Catarina e Parand, exclusivamente em areas de campo, com poucas
espécies associadas a bordas de mata. Na regido sudeste apresenta poucas populacdes de
uma espécie relativamente abundante (C. linoides) e uma espécie endémica isolada em
altitudes superiores a 1000 m em Minas Gerais (C. elegans). Além desta, mais quatro
espécies sdo consideradas microendémicas com registro de uma ou poucas populagdes.

Este foi o primeiro trabalho que empregou dados de sequéncia de DNA em
abordagens filogenéticas no género, sendo utilizados os espagadores intergénicos
plastidiais trnH-psbA, psbB-psbH, trnL-trnF e trnG-trnS, € o intron do gene plastidial t7nL
na andlise de 25 das 27 espécies consideradas. As duas espécies ndo incluidas no estudo
foram C. felipponei e C. scabridula. Além dos estudos filogenéticos tradicionais, foi
realizada uma abordagem filogeografica que incluiu todas as espécies estudadas, através de
um conjunto maior de amostras cobrindo a distribuicdo geografica da maioria delas.
Também foram obtidas as idades para os principais clados formados, com a taxa de
substitui¢dao de nucleotideos disponivel para dois espagadores.

A idade do género foi estimada em 1,63 milhdes de anos, sendo que a taxa de
especiagdo encontrada ¢ comparavel a de espécies de rapida radiagdo em ilhas. As
filogenias mostraram baixos valores de suporte, além de falta de resolucdo entre espécies
proximas. A realizagdo de andlises filogeograficas, através de networks de relacionamento
entre haplotipos, permitiu acessar relacdes mais detalhadas entre as espécies. Estes estudos
demonstraram uma alta frequéncia de sequéncias ancestrais em espécies morfologicamente
distintas. Todos estes resultados revelam que Calibrachoa ¢ um género extremamente
recente, sendo que a rapida divergéncia morfoldgica encontrada entre as espécies ainda nao
deixou registro nos marcadores genéticos utilizados.

Uma grande divergéncia genética foi observada entre um clado formado por C.
parviflora e C. pygmaea e o clado que compde as espécies restantes. As duas espécies

citadas anteriormente sdo bem distintas das demais. As idades apresentadas para os clados



evidenciam que estas espécies divergiram das demais hd cerca de 500.000 anos, um
intervalo de tempo consideravel se comparado a idade do género. Estes resultados, aliados
a outras caracteristicas, sugerem que estas espécies poderiam ser consideradas como um
grupo taxonomicamente distinto do restante. Com relacdo as demais espécies, os clados
formados mostraram uma associa¢do com as regides de terras baixas do Rio Grande do Sul
e Argentina, ¢ com regioes de altitude dos Estados do Parana e Santa Catarina, além de
clados correspondentes as espécies microendémicas de altitude. O network de haplotipos
gerado também apresentou grupos de sequéncias relacionadas, que refletiram os clados
encontrados nas filogenias.

Estes resultados sugerem que a grande divergéncia morfoldgica encontrada entre as
espécies do género tenha ocorrido devido aos ciclos de expansdo e retracdo das formagdes
de campo e floresta da regido subtropical da América do Sul, alterando sucessivas vezes a
distribuicdo das populacdes de Calibrachoa. Estas mudangas na composi¢ao da cobertura
vegetal acompanharam as oscilagdes climdticas resultantes dos ciclos glaciais e
interglaciais, que ocorreram pelo menos nove vezes ao longo do ultimo milhdo de anos.
Além disso, evidéncias de possiveis expansdes recentes, associadas a ocorréncia natural de
hibridacdo entre espécies também foram encontradas, demonstrando que, embora existam
isolamentos ecoldgicos e ambientais entre as espécies, alteragdes causadas na distribuicao
das mesmas podem acarretar a perda destas barreiras.

Estudos complementares, utilizando marcadores de evolugdo mais rapida, ampliado
a outros genomas, ¢ investigagdes mais detalhadas no nivel populacional, podem trazer
informacdes mais completas sobre os processos que deram origem a esta grande variacao

morfoldgica em um intervalo de tempo extremamente curto.



ABSTRACT

Calibrachoa La Llave & Lex. (Solanaceae) is a South American genus, comprised
by 27 species, most of them ocurring in southern Brazil. The geographical distribution of
related genera suggests an Andean origin, and the species are widely distributed in the
Pampean region, with more abundant and concentrated occurrence in the highlands of
Brazilian states of Parana and Santa Catarina. In Brazilian southeastern region, some
disjunct populations of C. linoides were found, plus an endemic species (C. elegans)
isolated at elevations above 1000 m. Another four species are also endemic, with few
known individuals so far.

This is the first study that used data from DNA sequencing in phylogenetic
investigations in Calibrachoa, analysing cpDNA intergenic spacers trnH-psbA, psbB-
psbH, trnL-trnF and trnS-trnG, as well as the trnL intron, in 25 of the 27 species
considered. The two species not included in this study was C. felipponei e C. scabridula. In
addition, a phylogeographical aproach was conducted from a larger sample set covering
the majority of the geographical distribution of the assessed species. Ages for the main
clades formed were also obtained, using the nucleotide substitution rate available for two
spacers.

The estimated age of the genus was 1.63 million years, and the speciation rate
found is comparable to species of rapid radiation on islands. The phylogenetic trees
obtained showed low bootstrap support values, and lack of resolution betwenn closely
related species. The haplotype networks provided a more detailed relationship between
species. These studies showed the occurence of ancestral sequences in morphologically
different species. All these results pointed that Calibrachoa is a very recent genus, with
high morphological divergence and low genetic differentiation.

However, large genetic divergence was observed between the clade that includes C.
parviflora and C. pygmaea, and the clade comprising the remainig species. Calibrachoa
parviflora e C. pygmaea were quite distinct from other species. The ages presented showed
that these clade diverged from to the rest about 500,000 years ago, a large period of time,
when compared to the age of the genus. These results, together with other traits, suggest
that these species could be regarded as a taxonomically distinct group of the remaining
species.

In relation to other species, the clades formed showed an association with



geographical regions: the lowlands of Rio Grande do Sul and Argentina, and highlands in
the region of Parana and Santa Catarina states. Another three groups were found,
corresponding to endemic highlands species. The haplotype network also showed groups
of related sequences, which reflected the clades found in the phylogeny.

These results suggest that the large morphological differences found between
species of the genus has occurred due to cycles of expansion and retraction of the
grasslands and forest areas in the subtropical region of South America, changing the
geographical distribution of Calibrachoa populations sereval times. These modifications in
the landscape composition along repetitive climatic changes, were the result from glacial
and interglacial cycles, which occurred at least nine times over the last million years.
Moreover, evidences of possible recent expansions associated with the occurrence of
natural hybridization between species were found, suggesting that, although environmental
and ecological isolation exists between species, recent changes in the distribution of some
species could cause the loss of these barriers.

Additional studies, using rapidly evolving molecular markers, including other
genomes, and more detailed investigations at the populational levels, can provide more
complete information about the processes that led to this great morphological variation in a

very short time.
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1. INTRODUCAO

1.1. O género Calibrachoa

1.1.1. Histérico taxondmico: da descri¢io de Petunia ao estabelecimento do género

Calibrachoa

As Angiospermas sdo classificadas atualmente em dois grandes grupos: as
Angiospermas Basais (compostas pelas monocotiledoneas e dicotiledoneas do grupo
Magnoliidae, definido por Cronquist, 1988) e as “Eudicots” (Soltis et al., 2005). Esta
classifica¢do, proposta pelo Angiosperm Phylogeny Group (citado posteriormente como
“APG”, e detalhado em secdes posteriores), baseia-se em uma grande quantidade de

caracteres morfoldgicos e dados moleculares (APG, 1998, APGII, 2003).

O grande grupo das “Eudicots” corresponde a aproximadamente 75% de todas as
espécies de Angiospermas (Drinnan ef al., 1994), e se divide em dois: o clado denominado
“Core Eudicot” e um segundo grupo com clados de divergéncia mais antiga. As Asteridae
sensu APG (que correspondem em parte a subclasse Asteridae sensu Cronquist, 1988)
incluem aproximadamente um terco de todas as Angiospermas, com quase 80.000 espécies
em cerca de 4.700 géneros. Dentro de Asteridae, apds os grupos de Cornales e Ericales,
que se mostram como grupos-irmaos sucessivos de todo o grupo, o restante ¢ referido
como Euasteridae, sendo reconhecidos dois clados: Euasteridae I e Euasteridae II (Soltis et

al., 2005).

A ordem Solanales, dentro da classificagdo proposta por APG, encontra-se no clado
Euasteridae I e ¢ formada por cinco familias, compreendendo aproximadamente 5.000
espécies. Mais de 4/5 destas espécies pertencem a duas grandes familias: Convolvulaceae
Juss., com 1500 espécies, e Solanaceae Juss., com 2800 espécies (Cronquist, 1988).
Segundo o APG II (2003), baseado em marcadores moleculares (sequéncias de DNA
nuclear da regido correspondente a subunidade ribossomal 18S e dos genes de cloroplasto
rbcL e atpB) sdo consideradas cinco familias para a ordem Solanales (Convolvulaceae,
Hydroleaceae, Montiniaceae, Solanaceae e Sphenocleaceae), sendo as demais agrupadas

dentro destas. Nesta classificacdo, a familia Solanaceae ¢ grupo-irmao de Convolvulaceae.
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A familia Solanaceae Juss. distingue-se das demais pelas seguintes caracteristicas
morfologicas: (a) 6vulos e sementes numerosos, (b) dois carpelos obliquamente orientados,
(c) auséncia de latex, (d) cotilédones ndo plicados, (e) estilete simples e (f) estigma unico,
pouco ou nada lobado (Cronquist, 1988). Esta familia possui diversos representantes de
importancia econdmica. Entre as espécies mais utilizadas como alimento estdo
representantes dos géneros Solanum L. (batata, berinjela, tomate) e Capsicum L. (pimenta).
A familia também possui espécies que sdo fontes de compostos secundarios Uteis na
medicina e farmacologia, como a beladona (Atropa belladonna L.), o meimendro-negro
(Hyoscyamus niger L.), a mandragora (Mandragora officinalis L.) e muitas espécies de
Datura L. Outros géneros possuem representantes que sdao cultivados como plantas
ornamentais, podendo ser destacados Browallia Scop., Brunfelsia L., Cestrum L., Datura

L., Nicotiana L., Petunia Juss., Salpiglossis Ruiz & Pav., Solanum L. e Solandra Sw.

(Hawkes et al., 1991; Hawkes, 1999).

Representantes de Solanaceae distribuem-se por quase todo o mundo e, embora
existam membros muito conhecidos nas regides temperadas, a maioria dos géneros e
espécies ¢ tropical. O principal centro de diversidade ¢ a América do Sul, com cerca de 50
géneros, compreendendo aproximadamente 400 espécies. A maior riqueza em diversidade
de espécies ocorre na América Central, da regido costeira do Oceano Pacifico até a

Cordilheira dos Andes (D’Arcy, 1991).

A familia ¢ dividida em duas subfamilias: Solanoideae e Cestroideae (Cronquist,
1988). D’Arcy (1991) incluiu ainda Nolanoideae como uma terceira subfamilia, além de
propor uma subdivisdo das trés em 14 tribos, baseado na compilagdo de revisdes
taxondmicas dos diferentes grupos feitas por outros autores. Para ele, quando sdo aplicados
os critérios derivados de Tubiflorae, Solanoideae pode ser considerada como a subfamilia
mais ancestral ¢ homogénea, enquanto Cestroideae seria mais derivada e teria divergido a
partir de algumas linhagens de solandceas basais. Esta subfamilia ¢ a mais ampla na
América do Sul, onde a maioria dos géneros ocorre em areas tropicais altas, enquanto

poucos géneros localizam-se em terras tropicais baixas (D’Arcy, 1991).

A tribo Nicotianeae G. Don (Cestroideae) possui nove géneros, a maioria da
América do Sul, com cinco géneros andinos (Benthamiela Speg., Combera Sandwith,

Fabiana Ruiz & Pav., Latua Phil. e Pantacantha Speg.). O género Nicotiana L. possui um
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padrao de distribui¢cdo disjunto e ocorre na América do Sul, América do Norte e Australia.
Apenas as espécies de uma se¢do, Nicotiana sect. Alatae, habitam a regido dos pampas
atingindo os planaltos do sul e sudeste do Brasil. Bouchetia Dunal também se apresenta
disjunto, ocorrendo nas regides do sul da América do Sul e da América do Norte. O género
Nierembergia Ruiz & Pav. ocorre exclusivamente no pampa. E finalmente os géneros
Calibrachoa e Petunia, que ao contrario da maioria dos géneros citados anteriormente,
possui distribuicdo subtropical atlantica, no planalto sul-brasileiro e regides do pampa
(Stehmann 1999). Desta forma, D’Arcy (1991) mencionou a existéncia de quatro géneros
nativos da tribo no Brasil: Bouchetia Dunal, Nierembergia Ruiz & Pav., Nicotiana L. e
Petunia Juss. sensu lato (compreendendo Petunia e Calibrachoa), considerado o género da
tribo com o maior nimero de representantes no Brasil, sendo a regido sul a mais rica em

espécies do Pais (Smith e Downs, 1966).

O género Petunia foi estabelecido por Jussieu no inicio do século XIX, mas foi
somente no final do século XX (meados de 1980), quando houve um aumento consideravel
de trabalhos no grupo, que o género Calibrachoa foi estabelecido. Ainda hoje muitos
botanicos sul-americanos continuam denominando todas as espécies como pertencentes ao
género Petunia Juss. sensu lato. A seguir, tem-se uma revisao histérica dos principais

trabalhos desde a descri¢do de Petunia até o desmembramento em Calibrachoa.

Como dito anteriormente, Jussieu estabeleceu o género Petunia em 1803 através de
dois materiais tipo: P. parviflora (hoje reconhecida como Calibrachoa parviflora (Juss.)
Wijsman) e P. nyctaginiflora (= P. axillaris (Lam.) Britton, Sterns & Poggenb). Durante a
segunda metade do século XIX, o hibrido de P. axillaris e P. integrifolia (Hook.) Schinz &
Thell. foi desenvolvido e cultivado na Europa como ornamental. Em 1911, Fries publicou
uma monografia sobre o género, onde reconheceu a existéncia de 27 espécies e descreveu
12 espécies novas (Stehmann, 1999). Durante os anos seguintes alguns trabalhos foram
publicados, principalmente com descrigdes de novas espécies, mas somente nos ultimos

trinta anos muitas investigacdes apontaram grandes diferengas dentro do grupo.

Wijsman (1982), através de analises dos taxons descritos na literatura definiu os
parentais da petinia hibrida, que seriam uma espécie com flores brancas (P. axillaris) e
outra com flores purpuras (P. integrifolia). No ano seguinte, Wijsman (1983) encontrou

grupos de espécies geneticamente distintos, apresentando numeros cromossomicos,
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homologia cariotipica e isoenzimas diferenciadas. Cruzamentos realizados entre espécies
de mesmo numero cromossdmico produziram hibridos, enquanto que os cruzamentos entre
espécies com numeros cromossomicos distintos ndo foram bem sucedidos. Baseados nestas
evidéncias, Wijsman e Jong (1985) reconheceram dois diferentes géneros, designados
Petunia Juss (n=9) e Stimoryne Rafin (n=7). Outras diferengas entre os géneros apontadas
por estes autores sdo o tipo de prefloragao (definida como coclear para Stimoryne e
possuindo uma valva composta de duas pétalas cobrindo as trés restantes, em Petunia),
habito (herbaceo em Stimoryne e subarbustivo em Petunia) entre outras caracteristicas

florais e vegetativas.

Como o nome Petunia ja estava associado ao hibrido cultivado como ornamental,
Wijnands e Bos (1986) propuseram a conservacao de P. nyctaginiflora Juss. como o tipo
nomenclatural para as espécies com 2n=14. Assim, as espécies relacionadas ao hibrido
ornamental manteriam o nome Petunia ao invés de Stimoryne. Esta proposta foi aceita e o
Comité Internacional de Espermatofitas (Brummitt, 1989) revalidou o género Calibrachoa
La Llave & Lexarza (com 2n=18) e manteve o género Petunia sensu stricto (s.s.), que

inclui a petunia-de-jardim e espécies relacionadas (com 2n=14).

A separagdo dos géneros Petunia s.s. € Calibrachoa ¢ apoiada por diversas
caracteristicas morfologicas (Quadro 1), sendo que a prefloracao ¢ a mais importante, onde
a maioria das espécies de Petunia s.s. possui prefloragdo coclear (reconhecida como
imbricada por Stehmann, 1999), enquanto as de Calibrachoa, conduplicada (Wijsman e
Jong, 1985). Somente Calibrachoa pygmaea (R.E.Fr.) Wijsman ndo se encaixa nesta regra,

pois possui prefloracao imbricada e nimero cromossdmico 2n=18.

Outra caracteristica diagnostica importante foi observada na parede anticlinal das
sementes, através de microscopia eletronica de varredura, onde Petunia apresenta células
da testa com paredes onduladas e finas, enquanto que Calibrachoa possui paredes retas e
espessadas (Watanabe et al., 1999) (Quadro 1). A anatomia foliar também difere nos
géneros, como demonstrado no trabalho de Reis et al. (2002), onde foram observadas
c¢lulas bem diferenciadas no tecido da endoderme de contorno na nervura nas folhas de
Calibrachoa, enquanto que em Petunia o mesmo tecido ndo possui diferenciacido (Quadro
1). Muitos trabalhos demonstram que cruzamentos artificiais entre espécies dos dois

géneros tem falhado, indicando a existéncia de uma forte barreira genética entre eles
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(Wijsman 1983; Watanabe et al., 1996, 1997, 2001; Ando et al., 2001). Entre outras
caracteristicas que também podem ser consideradas diagnosticas (Quadro 1), estao alguns
aspectos do calice e o habito, subarbustivo em Calibrachoa e herbaceo em Petunia.
(Stehmann 1999). Embora a separagcdo entre os géneros seja muito bem suportada,
inclusive por dados moleculares (discutido nas seg¢des seguintes), muitas das caracteristicas
descritas acima sugerem ainda uma divisdo dentro das espécies de Calibrachoa, onde C.
parviflora (Juss.) Wijsman e C. pygmaea exibem caracteristicas distintas do restante. Esta

heterogeneidade em Calibrachoa sera discutida mais detalhadamente nas se¢des seguintes.



Quadro 1. Principais diferengas entre os géneros Calibrachoa e Petunia.

Calibrachoa

Petunia

Numero Cromossémico

n="7

16

Habito
Subarbustivo ou herbaceo Herbiceo
[
Calice
Profundamente lobado

Corola

Simetria zigomorfa, anteras amarelas, Simefria actinomorfa ou zigomorfa,

interior do tubo amarelade ou anteras amarelas ou violdceas, interior

esbranquigado. do tubo violaceo.

Prefloragéo

4 Conduplicada

Testa da Semente
{microscopia eletrénica
de varredura)

Anatomia foliar

Maior diferenciagio celular
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1.1.2. O género Calibrachoa: revisiao taxonémica

Neste trabalho foram consideradas 25 espécies validas em Calibrachoa (Tabela 1),
sendo adotada a classificagdo proposta pela revisdo de Stehmann (1999), além de duas
espécies que estdo em processo de descrigdo (ndo incluidas na Tabela 1), num total de 27
espécies para o género. O estabelecimento e a transferéncia de espécies de Petunia para

Calibrachoa ocorreram muito recentemente, € muitos trabalhos ainda utilizam sin6nimos.
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Tabela 1. Nomenclatura assumida neste trabalho para as espécies de Calibrachoa. As abreviaturas dos paises
de ocorréncia referem-se a: AR: Argentina, BR: Brasil, CAN: Canad4, CH: Chile, EUA: Estados Unidos,

MEX: México, PAR: Paraguai, ROM: Roménia e UR: Uruguai.

Espécie (ano da descri¢iio ou recombinacio) Sindénimos encontrados na literatura Pais de Ocorréncia

1. Calibrachoa caesia (Sendtn.) Wijsman (1990) Petunia kleinii Smith & Downs AR, BR, PAR

2. C. cordifolia Stehmann & L. Aguiar (2005) BR

3. C. dusenii (R.E.Fr.) Stehmann & Semir (1997) BR

4. C. eglandulata Stehmann & Semir (1997) BR

5. C. elegans (Miers) Stehmann & Semir (1997) Petunia ledifolia Sendtn. BR

6. C. ericifolia (R.E.Fr.) Wijsman (1990) BR

7. C. excellens (R.E.F.) Wijsman (1990) ie’”'”:“ hassleriana (Fr.)Wijsman, AR, BR, PAR

etunia variabilis R. E. Fr.

8. C. felliponei (Sandwith) Stehmann (2007) UR

9. C. heterophylla (Sendtn.) Wijsman (1990) BR, UR

10. C. humilis (R.E.Fr.) Stehmann & Semir (1997) BR, UR

11. C. linearis (Hook.) Wijsman (1990) AR, BR, PAR, UR

12. C. linoides (Sendtn.) Wijsman (1990) Calibrachoa regnellii (R.E.Fr.) Wijsman, BR
Calibrachoa macrodactylon (L.B.Sm. &
Downs) Wijsman

13. C. micrantha (R.E.Fr.) Stehmann & Semir (1997) BR

14. C. missionica Stehmann & Semir (2005) Petunia helianthemoides Sendtn. AR, BR

15. C. ovalifolia (Miers) Stehmann & Semir (1997) Petunia calycina Sendtn. e variedades, Petunia BR, UR
helianthemoides Sendtn.

16. C. paranensis (Dusén) Wijsman (1990) Calibrachoa rupestris (Dusén) Wijsman, BR
Petunia lignescens Witasek

17. C. parviflora (Juss.) Wijsman (1990) Petunia viscidula (H.B.K.) Miers, Calibrachoa AR, BR, UR, CH, MEX,
procumbens La Llave & Lex., Calibrachoa EUA, CAN, ROM
mexicana La Llave & Lex.

18. C. pubescens (Spreng.) Stehmann (2007) UR

19. C pygmaea (R.E.Fr.) Wijsman (1990) BR, UR

20. C. scabridula (C.V.Morton) Stehmann (2007) UR

21. C. sellowiana (Sendtn.) Wijsman (1990) Petunia alpicola L.B.Sm. & Downs BR

22. C. sendtneriana (R.E.Fr.) Stehmann & Semir (1997) Petunia linoides Sendtn. var. villosa Sendtn. BR

23. C. serrulata (L.B.Sm. & Downs) Stehmann & Semir (1997) BR

24. C. spathulata (L.B.Sm. & Downs) Stehmann & Semir BR

25. C. thymifolia (A.St.-Hil.) Stehmann & Semir (1997) AR, BR, UR
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ApOs a aceitacdo e o estabelecimento do género Calibrachoa La Llave & Lexarza
pelo Comité Internacional (Brummitt, 1989), Wijsman (1990) publicou o primeiro trabalho
que adotou a nova nomenclatura e transferiu 15 espécies do género Petunia para
Calibrachoa. Em 1992, Ando et al. publicaram uma revisdo histérica que abordou os
problemas de posicionamento taxondmico no grupo, com base nas espécies ja publicadas e
no trabalho de Wijsmann (1990). Nos 71 trabalhos pesquisados foram encontrados 64
nomes diferentes de espécies para os dois géneros, dos quais 40 foram considerados
possivelmente validos, 15 foram considerados ambiguos e o restante foi atribuido a novas
identificagdes realizadas independentemente apds estas revisdes, sem haver um exame

minucioso dos espécimes ja registrados.

De 1992 a 1997 foram descritas mais cinco espécies de Petunia (Ando e
Hashimoto, 1993, 1994, 1995, 1996) e uma nova espécie de Calibrachoa, C. eglandulata,
além de nove novas recombinagdes para o género (Stehmann e Semir, 1997). Somente em
1999, com a revisdao das espécies brasileiras de Petunia ¢ Calibrachoa, realizada por
Stehmann, ¢ que muitas duvidas taxondmicas do género foram esclarecidas. Por exemplo,
Ando et al. (1992) classificaram C. excellens e C. variabilis como espécies distintas
baseados em variagdes do indumento, pequenas diferencas na forma do tubo da corola e no
comprimento do peduanculo. Stehmann (1999) interpretou estas variagdes como
plasticidade fenotipica, sendo inconsistentes para definir unidades taxondmicas e, assim,

propds que C. variabilis deva ser considerado um sindonimo de C. excellens.

Em 2005, Stehmann e Semir descreveram mais duas espécies novas de Calibrachoa
(C. cordifolia e C. missionica) e uma de Petunia (P. secreta Stehmann & Semir) para o
estado do Rio Grande do Sul e, finalmente, em 2007 mais trés espécies que ainda
permaneciam em Petunia foram recombinadas para Calibrachoa (Stehmann e Bohs, 2007).
Duas novas espécies, coletadas no estado do Rio Grande do Sul e na Provincia de
Corrientes, na Argentina, estdo em processo de descricdo pelo Prof. Dr. Jodo Renato

Stehmann.

1.1.3. Tratamento taxondomico de Calibrachoa parviflora e Calibrachoa pygmaea

Petunia e Calibrachoa sao amplamente aceitos como géneros distintos, como
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discutido anteriormente, mas duas espécies incluidas em Calibrachoa, C. parviflora e C.
pyvgmaea, apresentam muitas peculiaridades que acabam trazendo dividas quando a

classificagdo em um género ou outro.

Watanabe et al. (1997) através de cruzamentos interespecificos demonstraram a
presenga de uma forte barreira genética entre estas duas espécies e o restante do género.
Com relacdo a esta compatibilidade cruzada, estes autores separaram o grande grupo das
petinias em trés: 1) Espécies com 2n=14 (Petunia Juss. sensu stricto); 2) Duas espécies
com 2n=18 (C. parviflora ¢ C. pygmaea); 3) Espécies restantes com 2n=18 (demais
espécies de Calibrachoa). A morfologia das sementes também suporta a divisdo em trés
grupos, com Petunia possuindo paredes das células da testa da semente finas e onduladas,
demais espécies de Calibrachoa com paredes espessas e retas e C. parviflora e C. pygmaea
com paredes mais planas e menos pronunciadas, com sementes bem mais esféricas que as

demais (Watanabe et al., 1999) (Quadro 2).

Mishiba et al. (2000) através de medida do conteudo de DNA nuclear também
demonstraram a heterogeneidade do género, com C. parviflora e C. pygmaea possuindo
respectivamente cerca de 66 e 54% da média 2C das demais espécies. Pequenas diferengas
na anatomia foliar também foram verificadas por Reis et al. (2002). Como citado na se¢ao
anterior, a endoderme diferenciada em torno da nervura primaria ¢ exclusiva de espécies de
Calibrachoa, mas os autores salientam que das 16 espécies estudadas (cerca de 70% do

género) somente em C. parviflora e C. pygmaea a endoderme € menos desenvolvida.

Porém as diferencas mais acentuadas estdo relacionadas a estratégia reprodutiva,
com diferencas florais, de habito e consequentemente no ambiente ocupado e na

distribui¢do geografica destas espécies.
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Quadro 2. Diferencas e semelhangas entre Calibrachoa parviflora, C. pygmaea e os géneros
Petunia e Calibrachoa. Os retangulos indicam caracteristicas comuns entre 0s organismos.

Detalhes e referéncias dos resultados citados encontram-se no texto.

Petunia  Calibrachoa  C. parviflora C. pygmaea
Numero _
Cromossdmico 2n=14 2n=18 2n=18 n=18
Auto Algumas Nio Sim Nio
compatibilidade espécies
Sucesso em
cruzamentos Petunia Calibrachoa C. parviflora C. pygmaea
interespecificos
Habito Herbaceo Sub—arbu’stlvo © Herbaceo Herbaceo
Herbaceo
Semente Elips.(')ide ou Elipséide ou Esferoidal Esferoidal
reniforme reniforme
Contendo de DNA 3.00 3.00 191 1.56
2C (pg)
Prefloracio Imbricada Conduplicada Conduplicada  Imbricada

Tsukamoto et al. (2002) demonstraram através de testes em laboratorio que
Calibrachoa parviflora € a Unica espécie auto-compativel do género, com 100% de frutos
formados apos autopolinizagdo em laboratorio. Os testes concluiram tratar-se de uma
espécie autdgama (com autopoliniza¢do automatica). Esta condi¢do parece ser derivada de
um ancestral melitofilo, pois apesar do tamanho diminuto das flores (as menores
encontradas no género, Figura 1) o formato, a coloracdo e a antese diurna sao tipicos de

espécies melitofilas. Porém, segundo os autores, ndo foram observados visitantes em

plantas de populacdes naturais.
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Figura 1. (A) Flor de Calibrachoa parviflora (a direita) em comparagdo com o tamanho médio das flores
das outras espécies do género, aqui representada por C. excellens subsp. excellens (a esquerda). A barra
corresponde a 5 mm. (B) Flor em detalhe, ressaltando a cor e formato, tipicos da sindrome melitofila. (C)
Individuo jovem crescendo nas frestas do pavimento, Campus do Vale, UFRGS, Porto Alegre-RS. (D)

Flor em vista lateral. A distancia entre as barras ¢ de | mm. Fotos: Jéferson N. Fregonezi.

A condi¢ao de autogamia em C. parviflora pode estar diretamente relacionada ao
sucesso de dispersdao da espécie, que ocorre em territorios bem diferentes das demais
(como discutido mais adiante). Juntamente com C. pygmaea, sdo as uUnicas espécies do
género tipicamente herbaceas, além de ser uma das trés espécies (além de C. elegans e C.
pvgmaea) com ciclo de vida anual. Suas sementes sio muito pequenas, as menores
encontradas no género, caracteristica associada ao ciclo de vida. Possui hébito repente, isto

¢, com ramos crescendo junto ao solo, de forma plana e radial (Stehmann, 1999).

Calibrachoa pygmaea apresenta também caracteristicas singulares, como a corola
hipocrateriforme, enquanto as demais espécies apresentam corola infundibuliforme. E,
embora algumas espécies de Petunia apresentem este tipo de corola (como P. axillaris),

apenas C. pygmaea possui o tubo ventricoso e fortemente constrito no apice (Figura 2). A
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semelhanca encontrada com P. axillaris ¢ provavelmente resultado de convergéncia
adaptativa ajustada ao mesmo tipo de polinizador. As flores brancas permanecem fechadas
nas horas mais quentes do dia e se abrem no final da tarde, liberando uma fragrancia forte e
adocicada. Estas caracteristicas sdo tipicas de flores adaptadas a sindrome floral falendfila,

que ¢ a atracdo para polinizagdo por mariposas.

Figura 2. Flores de Calibrachoa pygmaea. (A) Ramo com duas flores. (B) Flor em vista
frontal. (C) Flor em vista lateral, onde se observa o tubo “ventricoso” e fortemente constrito no
apice. (D) Ramo de um individuo com algumas flores abertas durante o anoitecer. Fotos: Jodo
R. Stehmann.

Entretanto, a principal inconsisténcia observada entre estas espécies ¢ o tipo de
prefloragdo, um carater importante na taxonomia cldssica para a separacao destes géneros.
A imbricagdo das pétalas no grande grupo das petinias ocorre no estagio médio de
desenvolvimento e, de acordo com Tucker (1984), a definicdo morfoldgica neste estagio
costuma distinguir géneros proximos. A prefloragdo é usada como um carater importante
na distingdo de taxa supra-genéricos como tribos (Hunziker, 1979). Calibrachoa pygmaea,
embora possua 0 mesmo numero cromossomico das demais espécies de Calibrachoa,

possui prefloragdo imbricada, como de Petunia. Devido a importancia deste carater,
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Stehmann (1999) considerou C. pygmaea como um género distinto denominado
Petuniopsis e representado por uma unica espécie, Petuniopsis pygmaea (R.E.Fr.)
Stehmann & Semir. Porém, diversos trabalhos (citados anteriormente) baseados em muitos
dados demonstram afinidades entre C. pygmaea e C. parviflora, embora morfologicamente
(principalmente em atributos florais) estas espécies ndo parecam proximas. Dados
moleculares também suportam esta proximidade genética, como serd visto em secdes

posteriores.

1.1.4. Morfologia das demais espécies do género

Excetuando-se C. parviflora e C. pygmaea, ja caracterizadas na se¢do anterior, as
demais espécies de Calibrachoa sao subarbustivas ou arbustivas. Devido ao porte, sugere-
se que a maioria seja perene, sendo que C. elegans ¢ comprovadamente anual. Quanto ao

habito, trés tipos basicos foram encontrados: ereto, decumbente e repente.

O habito ereto, presente na maioria das espécies, caracteriza-se pela manutencdo de
um caule principal lenhoso, inicialmente Unico e tardiamente ramificado, geralmente com
ramificagdes apicais, sendo que as plantas podem chegar a mais de um metro de altura.
Espécies eretas de menor porte, como C. elegans podem exibir ramos basais ascendentes.
Espécies eretas habitam os mais variados tipos de ambiente, desde afloramentos rochosos
(C. paranensis) até capoeiras e bordas de mata (C. linoides e C. excellens) (Figuras 3A,B).
As espécies decumbentes apresentam ramos jovens eretos, que quando maiores nao se
sustentam com o proprio peso, mas continuam com o apice levemente ascendente, € nao
ultrapassam 20 cm de altura. Habitam geralmente campos arenosos ou pedregosos e
afloramentos e pareddes rochosos. Sdo classificadas como decumbentes C. cordifolia, C.
eglandulata, C. heterophylla, C. humilis, C. micrantha, C. ovalifolia ¢ C. sellowiana
(exemplo nas Figuras 3C,D,E). As espécies repentes sao aquelas que crescem junto ao solo
e emitem raizes adventicias a partir dos noés dos ramos, apresentando um crescimento
radial caracteristico. Além de Calibrachoa parviflora somente C. spathulata é tipicamente

repente, e habita afloramentos em campos de altitude (Figuras 3F,G).
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Figura 3. Habitos de crescimento encontrados em Calibrachoa: ereto, como em C. paranensis (A) e
C. excellens (B); decumbente, como em C. heterophylla (C) e C. eglandulata (D) com detalhe do
apice dos ramos eretos (E); e repente, como observado em C. spathulata, que cobre a superficie do
solo com seus ramos (F) somente com os apices ascendentes (G). Fotos: Jéferson N. Fregonezi.

O indumento (superficie da planta, contendo as diferentes formagdes epidérmicas)
apresenta tricomas e braquiblastos (ramos vegetativos curtos, produzidos nas axilas das
folhas). As folhas, sésseis com margens inteiras ou revolutas, sdo pequenas € raramente
ultrapassam 5 cm de comprimento, sendo o tamanho e a forma foliar considerados bons
caracteres diagnosticos na separagdo de espécies (Smith e Downs, 1966). Todas as espécies
de Calibrachoa (exceto C. eglandulata) possuem tricomas com d&pice glanduloso,
unicelular, o que torna o indumento muito viscoso, que além de alguma fun¢do bioquimica,
pode constituir uma defesa fisica principalmente contra insetos herbivoros que ficariam
presos a superficie. No caso de C. eglandulata, a perda da capacidade de secre¢ao pode ser

considerada um carater derivado no género (Stehmann e Semir, 1997).

A inflorescéncia € cimosa e as flores sdo geralmente pequenas e apresentam padrao
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obliquo (caracteristico do diagrama floral de Solanaceae), sendo que na tribo Nicotianeae,
apenas as inflorescéncias de Petunia sao semelhantes as de Calibrachoa. O calice ¢ verde,
as vezes purpureo escuro na parte superior. O fruto ¢ uma cépsula com deiscéncia iniciada
do é4pice em direcdo a base, separando duas valvas. Em geral as sementes s3o muito
pequenas, liberadas diretamente no solo abaixo ou préximo a planta-mae (Stehmann,

1999).

1.1.5. Morfologia floral e biologia reprodutiva

Com excecdo de C. pygmaea, as espécies do género possuem corola com
prefloragdo conduplicada, infundibuliforme, com por¢do basal tubulosa, subcilindrica, e
androceu formado por cinco estames, arranjados em trés alturas (Stehmann, 1999). As
diferengas entre espécies distintas geralmente sdo encontradas nos tamanhos do tubo, filete
e estilete, como na coloracao das flores. As espécies melitdfilas possuem antese diurna,
permanecendo as flores abertas desde algumas horas (como em C. parviflora) até cinco

dias, como observado em C. elegans (Stehmann e Semir, 2001).

Quase todas as espécies de Calibrachoa sao melitofilas, apresentando corolas com
limbos de cores branca ou rosada (menos frequentes) e magenta ou purpura (maioria das
espécies), com fauce em geral amarelada ou esbranqui¢ada, dutos inter-estaminais em
geral curtos, e 0 androceu incluso no tubo da corola. Nas flores de cor magenta e plrpura
observam-se uma intensa luminancia ou iridescéncia quando expostas a luz solar
(Stehmann e Semir, 2001). Podem possuir ainda coloragdo contrastante, como em C.
excellens subsp. atropurpurea e C. heterophylla, que possuem um anel purplreo-escuro
circundando a abertura da corola. Em flores brancas, ou rosa-claras, pode se observar

venagoes e reticulagcdes muito marcantes, como em C. humilis e C. pubescens (Figura 4).
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Figura 4. Variagdo floral em espécies melitofilas de Calibrachoa. A maioria das espécies possui flores com
coloracdo purpura ou magenta, como em C. eglandulata (A), C. elegans (B), C. excellens subsp. excellens (C),
Calibrachoa sp.1 (D), C. missionica (E), C. sellowiana (F) e C. paranensis (G), com pequenas diferengas na
posic¢do dos estames, coloragdo interna e no formato e coloragdo da abertura da corola. Algumas flores purpuras
apresentam um anel escuro na abertura, como em C. excellens subsp. atropurpurea (H), C. heterophylla (1) e C.
thymifolia (J). Individuos de C. ovalifolia podem apresentar flores cor-de-rosa (L) e brancas (M). Espécies com
flores brancas, como C. pubescens (N) e C. humilis (P) apresentam ainda venagdes bem acentuadas nas pétalas,
como visto nas figuras O e Q, respectivamente. Fotos: Jéferson N. Fregonezi, Jodo R Stehmann e Geraldo

Maider.

Trabalhos de biologia floral no grupo sao escassos, com informagdes sobre sistemas
de cruzamento (Wijsman, 1983; Watanabe et al., 1997; Ando et al., 2001; Tsukamoto et
al., 2002) e polinizagdo de poucas espécies (Silva, 1994; Stehmann e Semir, 2001). Todas
as espécies melitofilas possuem sistemas de auto-incompatibilidade, o que significa que
dependem do polinizador para sua reproducao (Tsukamoto et al., 2002). Dentre os grupos

de abelhas visitantes, Stehmann (1999) registrou maior frequéncia da espécie Hexantheda
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missionica (Colletidae), considerada o polinizador efetivo de diversas espécies do género.
No Quadrilatero Ferrifero, em Minas Gerais, populagdes de H. missionica estdo associadas
exclusivamente a Calibrachoa elegans, espécie micro-endémica dessa regido. Stehmann e
Semir (2001) atentaram ao fato de que ambas as populagdes de Calibrachoa e Hexantheda
encontradas em Minas Gerais s3o as mais setentrionais de ambos os géneros na América
do Sul e que, antes deste estudo, so existiam registros de ocorréncia de Hexantheda no Sul
do Brasil e nas provincias de Formosa e Missiones, na Argentina. Tais dados podem

sugerir que Hexantheda e Calibrachoa possuam uma historia biogeografica comum.

Outra espécie que parece ter grande importincia na polinizagdo de espécies de
Calibrachoa € Callonychium petuniae (Andrenidae). Silva (1994) estudou sua importancia
no sucesso reprodutivo de Petunia integrifolia e concluiu que existe uma grande
dependéncia do polinizador para sua efetiva reproducdo. A cor parpura das flores de P.
integrifolia funciona como um atributo fundamental para a atracdo de machos e fémeas de
Callonychium. A presenga de um quarto receptor nos olhos compostos desta espécie
permite enxergar o vermelho presente nas flores purpuras, uma evidéncia de um processo
de especializagdo ou co-evolucdo (Wittmann et al, 1990). Vérias outras espécies do
género podem ter relagdes estreitas com outras espécies de Petunia e Calibrachoa (Silva,

1994).

As fémeas de trés espécies de Pseudagapostemon (Halictidae) também sdo
visitantes ativos e potenciais polinizadores de Calibrachoa. A distribuicdo geografica
coincidente de algumas destas espécies nas regides dos planaltos do sul do Brasil, no
segundo Planalto Paranaense ¢ no Pampa Argentino sugerem também uma histéria

biogeografica comum (Stehmann 1999).

Apenas duas espécies micro-endémicas dos campos de altitude de Santa Catarina,
C. sendtneriana e C. serrulata, apresentam sindrome adaptativa para ornitofilia, com
corola tubuloso-infundibuliforme, limbos vermelho (C. serrulata) e alaranjado (C.
sendtneriana), dutos interestaminais compridos e anteras posicionadas na altura da boca da
corola (Figura 5). O comprimento dos dutos sugere uma maior produ¢do de néctar e a
posicdo das anteras favorece a deposicao de polen na regido inferior do bico ou na garganta
do beija-flor. Embora nao existam trabalhos de biologia floral nestas espécies, pelo menos

durante os trés ultimos anos, em saidas a campo de nosso grupo de pesquisa, foram
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observados beija-flores nos arredores das populacdes, mas nunca visitando as flores.
Stehmann (1999) relata visitagdo de beija-flores tanto em populagdes naturais como em

plantas cultivadas de C. sendtneriana.

Figura 5. Flores das espécies de sindrome ornitédfila: Calibrachoa serrulata (A, B e C) apresenta
flores avermelhadas e C. sendtneriana (D,E e F) flores laranjas. Os estames com as anteras
posicionadas na abertura da corola (como observado nas flores em vista frontal e lateral), o tubo
fino e mais alongado e a cor sdo atributos tipicos de polinizagdo por beija-flores. Fotos: Jéferson
N. Fregonezi e Jodo R. Stehmann.

1.1.6. Distribuicao geografica e habitat

r

Com excecdo de C. parviflora, o género ¢ tipicamente sul-americano, com
distribuicao subtropical atlantica entre os paralelos 18° e 37°, ocorrendo mais densamente
na regido oriental ao longo da costa (Figura 6). A partir do limite sul se distribui
amplamente pelo pampa em dire¢do norte, restringindo-se cada vez mais a oeste pelas
regides rochosas de solos rasos que sustentam campos abertos até as terras mais altas dos
estados de Santa Catarina e Parand. Na regido sudeste do Brasil (limite setentrional da

distribuicdo na América do Sul) o género ¢ representado por poucas populacdes de C.
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linoides, espécie relativamente abundante mais ao sul, e C. elegans, micro-endémica

isolada em altitudes superiores a 1000 metros no estado de Minas Gerais.

Na América do Sul, as espécies de Calibrachoa habitam a provincia biogeografica
Paranaense e parte das provincias Pampeana e do Espinal (de acordo com a classificagdo
de Cabrera e Willink, 1980). De um total estimado de 27 espécies, 15 sdo do elemento da
provincia Paranaense e 12 sdo elementos das provincias Pampeana e do Espinal. Em
territorio brasileiro foram encontradas 24, e ha registros da ocorréncia de oito espécies de
Calibrachoa no Uruguai, oito na Argentina e quatro no Paraguai. Sdo reconhecidos dois
centros de diversidade para o género, localizados nas terras altas do sul do Brasil: os
planaltos de Curitiba e Ponta Grossa, no Parana, onde ocorrem sete espécies, € 0os campos
de altitude da borda oriental do planalto na regido sul-sudeste de Santa Catarina, onde seis

espécies sdo encontradas (Stehmann, 1999).

Calibrachoa parviflora possui um padrdo de distribuicdo distinto, ocorrendo
também na América do Norte (estados da Florida, Texas, Arizona e California nos Estados
Unidos, além do México) e América Central (Cuba), com alguns registros em cidades
portudrias do Canadd e Roménia. Na América do Sul ocorre desde o extremo sul de Santa
Catarina, em direcdo oeste até o noroeste da Argentina, atingindo o sul até a Patagdnia
subantartica, sendo a unica espécie que ocorre no Chile. Sobreposi¢des com outras
espécies podem ocorrem no nordeste da Argentina, extremo sul do Brasil, sudeste do
Paraguai e por todo o territorio uruguaio (Figura 6). E uma espécie de terras baixas (pois
ndo alcanga as regides montanhosas no Rio Grande do Sul e Santa Catarina) e cresce em
solos arenosos abertos ao longo dos rios e lagos de &gua doce (Stehmann, 1999;
Tsukamoto et al., 2002). Além destes ambientes, pode ser facilmente encontrada em areas
urbanas, ocupando frestas em calgcadas e em pedras de pavimentagdo, onde nenhuma outra

espécie do género ja foi vista.

Como discutido por Tsukamoto et al. (1998, 2002), no grande grupo das petunias
(géneros Petunia e Calibrachoa) as espécies auto-incompativeis ocorrem em areas com
alta precipitacdo, enquanto que as auto-compativeis ocorrem em areas bem mais secas. Na
regido subtropical/temperada da América do Sul, a precipitagdo anual decresce no sentido
Leste-Oeste de mais de 1000 mm até praticamente sem chuva na Cordilheira dos Andes.

Este mesmo padrdo ¢ observado também no género Petunia, com subespécies de P.
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axillaris exibindo auto-compatibilidade em regides subandinas, sugerindo que o volume de
precipitacdo anual pode ser considerado como um fator associado no processo de
diferenciacdo de compatibilidade (Tsukamoto ef al., 1998, 2002). A presenga de C.
parviflora na América do Norte ¢ considerada por diversos autores como sendo resultado
de introducdo acidental, classificada como exotica naturalizada. Uma das hipdteses seria o
transporte das sementes por aves migratorias de forma ocasional, pois a espécie ndo possui
sindrome ornitocérica. Porém, o cendrio mais provavel seria a introdugdo, entre os séculos
XVI e XVIII, pelo transporte acidental de sementes em navios espanhdis, partindo da
América do Sul para o México e sul dos Estados Unidos, ja que estas regides pertenciam a
Espanha e existia um intenso comércio e transporte de graos entre as colonias. Embora seja
encontrada na por¢do continental da América do Sul, existem muitos registros de
ocorréncia em cidades portudrias, desde o sul (Porto Alegre e Rio Grande - Brasil,
Montevidéu - Uruguai, Buenos Aires - Argentina e Valparaiso - Chile), como também na
América do Norte (New Orleans e Laredo, nos Estados Unidos e cidades do Canada) e
Europa (Delta do Danubio, na Roménia), que reforcam a hipotese de introdu¢do humana

por transporte maritimo.

A grande maioria das demais espécies de Calibrachoa apresenta um padrio de
distribuicao continuo e restrito a uma regido fisiografica especifica. Esta restri¢do parece
estar associada a condi¢des edaficas distintas, sendo que o género ¢ caracteristico de areas
abertas, ocupando os mais variados substratos (Figura 7), preferencialmente afloramentos
rochosos e solo raso, com poucas espécies associadas a borda de matas. Dentre as espécies
mais “generalistas” quanto ao ambiente, destacam-se C. excellens e C. linoides, que
consequentemente possuem distribuicdes geograficas bem amplas em comparacdo com as

outras espécies.

Calibrachoa excellens esta presente em praticamente toda a regido sul do Brasil,
tendo como limite norte os campos do Terceiro Planalto do Parana. E mais abundante na
porcdo continental, estendendo-se para a provincia de Missiones na Argentina, Paraguai e
norte do Uruguai. E encontrada em ambientes variados, desde afloramentos rochosos
(graniticos, basalticos e areniticos) como também em campos de solo arenoso ou latossolo
(terra roxa). No extremo sul do Brasil e norte do Uruguai sdo encontradas plantas com
folhas e flores bem maiores, que possuem um grande anel escuro circundando suas

aberturas. Esta variagao de coloragdo, além do tamanho das flores e da distribui¢do restrita,
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levou Stehmann (1999) a reconhecé-la como subespécie: C. excellens subsp. atropurpurea

(Stehmann e Bohs, 2007). Habita solos de conglomerado arenitico, geralmente pobres.

Calibrachoa linoides é encontrada desde o Rio Grande do Sul até o Parana, nas
regides dos campos acima de 900 m. Diferentemente de C. excellens, ¢ mais abundante nos
campos da borda oriental do Planalto das Araucarias. Pode ser encontrada em substratos
rochosos ou em latossolo, em campos abertos ou associada a florestas. A regido sudeste
abriga populagdes disjuntas, tanto entre si como em relagcdo as populagdes mais ao sul, nos
campos de altitude das Serras da Mantiqueira e do Caparad, nos estados de Sdo Paulo e

Minas Gerais.

Calibrachoa excellens e C. linoides sao muito parecidas vegetativamente, sendo
distinguidas por caracteristicas florais como formato do estigma. Suas distribui¢des
geograficas no sul do Brasil apresentam uma tendéncia de ocorréncia com C. excellens na
por¢do continental e C. linoides possuindo maior abundancia na regido do planalto
ocidental. Desta forma podem ser consideradas parapatricas, com uma grande regido de

contato existente na faixa central dos campos do planalto sul-brasileiro.

Algumas espécies também possuem distribuigdes relativamente amplas, mas estdo
associadas a ambientes especificos, principalmente pelo tipo de solo. Calibrachoa
ovalifolia, por exemplo, ¢ tipica da regido pampeana, encontrada na metade sul do Rio
Grande do Sul (regides da Campanha, Serra do Sudeste e Depressdo Central), norte do
Uruguai e provincias de Missiones e Corrientes, na Argentina, ficando cada vez mais rara
em direcdo ao norte, até o planalto. Habita afloramentos rochosos e campos pedregosos.
Outra espécie tipica do pampa € C. heterophylla, encontrada em dunas e campos arenosos
tanto ao longo de toda a Planicie Costeira (metade sul de Santa Catarina até¢ Uruguai) como
também nas regides arenosas nas margens dos rios Santa Maria e Cacequi, afluentes do

Rio Uruguai no interior do estado do Rio Grande do Sul.

Calibrachoa sellowiana est4 associada exclusivamente aos afloramentos rochosos
do planalto sul-brasileiro, no dominio dos campos naturais de 700 até 1800 m de altitude.
E encontrada desde o nordeste do Rio Grande do Sul, na borda oriental do planalto,
seguindo em sentido norte-noroeste para o interior, até a regido de Curitibanos em Santa

Catarina e os campos de Palmas, no sul do Parana.
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A grande maioria das espécies possui distribuicdo mais restrita, porém ¢
relativamente abundante, com muitas populacdes conhecidas dentro da area de ocorréncia.
Como exemplo, pode-se citar C. missionica, encontrada em afloramentos rochosos na
regido das Missdes, que compreende o noroeste do Rio Grande do Sul, a provincia de
Missiones e parte da provincia de Corrientes, na Argentina, ¢ o sul do Paraguai (Stehmann
e Semir, 2005). Calibrachoa pygmaea, espécie bem distinta das demais (como discutido na
secdo 1.1.3) habita preferencialmente as regides de campos Umidos, brejos e locais
temporariamente alagados na porcdo sul do Rio Grande do Sul, parte do Uruguai e da
Argentina. Outra espécie restrita proxima a essa regido ¢ C. humilis, que ocorre nos
campos pedregosos do sudoeste do Rio Grande do Sul e norte do Uruguai. Os Campos
Gerais do planalto de Ponta Grossa, no Parand, abrigam espécies associadas aos
afloramentos areniticos e campos arenosos, entre elas C. ericifolia, C. micrantha ¢ C.

paranensis, encontradas desde o norte de Santa Catarina até o sul de Sao Paulo.

Algumas espécies podem ser consideradas endémicas de locais muito restritos, com
poucas populagdes e/ou individuos conhecidos, e sdo mais suscetiveis ndo s6 pelo pequeno
numero de representantes conhecidos, mas também por possuirem especializacdes que as

tornariam mais vulneraveis a possiveis alteracdes nestes micro-ambientes.

A regidao dos campos de altitude de Santa Catarina abriga trés espécies micro-
endémicas encontradas em microhabitats distintos nas por¢des mais altas do planalto sul-
brasileiro, acima de 1200 m. Calibrachoa eglandulata ocorre em uma pequena regido nas
areas mais altas da borda do planalto sul, proxima a Serra do Corvo Branco em Urubici-
SC, onde duas populagdes sao conhecidas. Ela cresce nos afloramentos rochosos em
pequenos pareddes antes da borda da serra, entre a vegetagao arborea. Excecdo no género,
a tolerancia a sombra parece ser uma adaptacdo desta espécie, que ainda apresenta outra

autapomorfia, a auséncia de glandulas secretoras nos tricomas (Stehmann e Semir, 1997).

Calibrachoa sendtneriana ¢ endémica das regioes da borda do planalto, também em
altitudes superiores a 1200 m, com poucas populagdes descritas nos municipios de Bom
Jardim da Serra e Bom Retiro, em Santa Catarina. Pode ser encontrada em areas abertas,
como os campos rochosos e turfeiras, mas sempre associada ou proxima a vegetacdo da
orla das matas nebulares, formadas nos vales e contornos dos cursos d’agua que correm

pelas rochas em dire¢do as bordas dos aparados. Calibrachoa serrulata ocorre somente na
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regido da Serra do Oratério em Bom Jardim da Serra, com poucos registros desde sua
descricdo. Ocupa as formagdes rochosas da margem no limite oriental do planalto ou
mesmo as paredes rochosas, em altitudes superiores a 1400 m. As duas espécies possuem

atributos florais adaptados a polinizag¢do por beija-flores, caracteristica derivada no género.

Calibrachoa elegans habita os campos na regido do quadrilatero ferrifero em Minas
Gerais, crescendo exclusivamente sobre a canga, solo de cascalho formado basicamente
por minério de ferro. Apresenta folhas com superficie revoluta, estomatos na face abaxial
(Reis et al., 2002) e um indumento foliar muito denso que, aliadas ao ciclo de vida anual,
sdo adaptagdes exclusivas desta espécie ao clima com regime de chuvas bem definido, com
quatro meses de estacdo seca (maio a setembro). E a tinica espécie do género reconhecida
como ameagada, pela inclusdo na lista de espécies ameagadas de extingdo do estado de
Minas Gerais, na categoria “criticamente em perigo” (COPAM, 1997). Seu habitat, os
campos rupestres hematiticos nas serras ao redor da cidade de Belo Horizonte, esta cada
vez mais reduzido e fragmentado por diversos impactos antropicos como a mineragao,

urbanizagdo e a especulagdo imobiliaria.

A regido da Depressdo Central do Rio Grande do Sul também abriga uma espécie
micro-endémica, C. cordifolia, descrita e coletada unicamente em uma area de campo
inalterado no municipio de Itaara, proximo a Santa Maria (Stehmann e Semir, 2005). Esta
regido ¢ o limite sul da Serra Geral, sendo assim uma zona de contato entre as regides
fisiograficas do Planalto e da Campanha (Mondin e Baptista, 1996). A transi¢do entre
floresta estacional e os campos, embora brusca em alguns locais, forma uma paisagem de
mosaico entre areas mais acidentadas com florestas e areas mais planas com formacdes

campestres.
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Figura 6: Distribui¢do geografica das espécies do género Calibrachoa. C. parviflora (com distribuicio
assinalada pela cor amarela) também ¢é encontrada na América do Norte e na Europa, conforme indicado na
figura superior esquerda (circulos amarelos). C. pygmaea (cor vermelha) tem distribuigdo restrita ao
extremo sudoeste do Rio Grande do Sul e parte do Uruguai. As demais espécies do género tem sua
distribui¢do indicada pela cor azul-marinho. Mapa elaborado a partir de dados de Stehmann (1999) e
Tsukamoto et al. (2002).
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Figura 7. Alguns tipos de substratos habitados por representantes de Calibrachoa. Afloramentos rochosos
na regido das missdes (noroeste do Rio Grande do Sul) (A), onde pode ser encontrada C. missionica (B);
dunas arenosas da Planicie Costeira (C), onde ocorre C. heterophylla (D); vegetacdo de campo no interior do
Rio Grande do Sul (E), onde ocorrem varias espécies, entre elas C. excellens subsp. atropurpurea (F) e C.
cordifolia, espécie micro-endémica com uma populag¢do conhecida em Itaara-RS (G); campos dos planaltos
entre os estados do Parand e Santa Catarina (H), ambiente habitado por C. excellens subsp. excellens (1)
encontrada tanto em areas abertas como em barrancos de latossolo proximo a formagoes florestais; campos
do planalto catarinense (J), onde sdo encontradas varias espécies, entre elas C. linoides (L), que ocupa
substratos variados; campos do planalto paranaense (M), onde pode ser encontrada, entre outras, C.
paranensis (N); vegetacdo crescendo sobre a canga (solo rico em ferro) em campos de altitude de Minas
Gerais, onde se encontra C. elegans (P); campos de altitude da borda do planalto sul-brasileiro (Aparados da
Serra Catarinense)(Q), onde C. sellowiana ocorre em solos rochosos e rasos (R), bem como as espécies
micro-endémicas C. serrulata (nas encostas dos aparados, em S) e C. sendtneriana (encontrada ao redor das
matas nebulares, letras T e U). Fotos: Jéferson N. Fregonezi, Jodo R. Stehmann e Aline P. Lorenz-Lemke.
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1.2. Campos do Sul e Sudeste do Brasil: evolucio e dinAmica atual

As Angiospermas surgiram mais ou menos no inicio do periodo Cretaceo (+140
milhdes de anos atras). Dentro dos locais de estudo, a metade sul do Rio Grande do Sul
deve ter abrigado representantes nessa época, pois parte da formagdo encontrada hoje teve
inicio no Triassico (200 milhdes de anos atras), com predominio de um clima desértico

no continente que antes estava submerso (Leite, 2002; Porto, 2002).

Porém um dos grandes eventos geolodgicos que afetou toda a regido foram os
derramamentos de basalto, ocorridos ha cerca de 150 milhdes de anos. Rambo (1951)
afirma que os campos encontrados nos planaltos ndo s6 formam a paisagem mais antiga,
como também abrigaram a primeira camada de fanerogamos. Estes derrames cobriram
mais de um milhdo de quildmetros quadrados na Bacia Sedimentar do Parand e como
provavelmente devem ter destruido a biota existente no deserto tridssico, pode-se inferir

uma idade maxima para o comecgo da vegetagao campestre moderna (Holz, 2003).

Ja a vegetacdo florestal deve ter surgido depois do estabelecimento da vegetagdo
aberta. As Gimnospermas atuais (Araucaria € Podocarpus) provavelmente ndo formaram a
primeira cobertura vegetal do planalto, pois ocupam ambientes com maior precipitagdo.
Sua formacdo se deu apos a origem da costa brasileira, depois da ruptura do
supercontinente Gonduana e do levantamento da plataforma sul-americana, durante o
Mesozoico Superior e Tercidrio (60 milhdes de anos atrds) (Almeida et al., 2000). O
soerguimento criou uma nova fonte de umidade na margem, propiciando o estabelecimento
de florestas pluviais. Assim, esta época pode ser considerada como uma idade maxima

para o surgimento das florestas em terras mais altas.

Os eventos tectonicos subsequentes, relacionados com a Reativagdo da Plataforma
Sul-americana, com grandes depressdes por falhamento, movimentos de ascensdo e
subsidéncia na borda leste continental, devem ter extinguido os possiveis ancestrais dos

geéneros Araucaria € Podocarpus e de outros representantes da atual Floresta Ombrofila

Mista (Leite, 2002).

Tanto em periodos anteriores como ao longo do tempo de separagdo dos
continentes, os climas equatoriais eram tropicais como sao hoje, mas os gradientes

latitudinais na temperatura eram menos pronunciados e os climas terrestres eram
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geralmente mais homogéneos. No inicio do Mioceno (£24 milhdes de anos), o clima global
gradualmente se tornou mais frio e mais seco. A extensdo da camada de gelo da Antartida
e a intensificacdo da circulagdo oceanica e atmosférica durante o Mioceno Médio (15
milhdes de anos atrds) estabeleceram um forte gradiente térmico latitudinal que se

intensificou durante os periodos interglaciais (Leite, 2002; Brown e Lomolino, 2006).

Outras transformagdes significativas neste periodo foram a segunda fase de
soerguimento dos Andes, que levou a muitas mudangas climaticas como a desertificagdo
da Patagonia, e as mudancas nas bacias hidrograficas, como a origem do atual curso do Rio
Paraguai, o que propiciou o desenvolvimento de florestas secas e da vegetacdo inicial do
pampa moderno (Gregory-Wodzicki, 2000). Foi também durante o Plioceno que a América
do Sul uniu-se a America do Norte pelo Istmo do Panama4, acabando com a barreira para as

biotas americanas.

Todos estes grandes eventos de deriva dos continentes, em maior ou menor grau,
mudaram por muitas vezes o padrdo de distribuicdo da vida na Terra. A posi¢do do
equador e dos pdlos ndo se alterou, mas a migragdo continental modificou a distribui¢ao
das espécies e alterou a faixa tropical do planeta neste imenso periodo do tempo geoldgico.
Porém durante os ultimos dois milhdes de anos, apesar da relativa estabilidade das placas
tectonicas, o perfil biogeografico do planeta pode ter sido transformado tanto quanto em

outro periodo de sua historia.

Os eventos glaciais do Pleistoceno, ao contrario dos anteriores, ndo foram causados
pela deriva dos continentes. Foram provocados pela mudancga periddica na interceptagdo e
absorcao da radiagdo solar pela superficie da Terra, por mudangas em sua Orbita. Trés
fendmenos periddicos independentes, denominados Ciclos de Millankovitch, afetaram em
conjunto a oOrbita terrestre levando a flutuagdes na quantidade de energia que a Terra
recebe do Sol. Estas flutuacdes criaram os ciclos glaciais e interglaciais e explicam as
diversas reversdes climaticas ocorridas no Pleistoceno (Berger, 1988; Brown e Lomolino,

2006).

O principal efeito dos ciclos de Millankovitch foi uma alteragdo dos periodos
climaticos relativamente secos ou mais imidos nos continentes, desencadeando respostas
dos seres vivos e modificacdes na fisionomia das paisagens vegetais. Estas oscilagdes em

periodos geologicamente curtos ocorreram em conjunto com um resfriamento gradual do
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planeta desde o inicio do Cenozoico. As diferencas de temperaturas em relacao a latitude
tornaram-se maiores durante o Terciario e, durante o Quaternario, os periodos secos
(glaciais) foram mais frios também nos tropicos e os periodos tmidos (interglaciais) foram

relativamente quentes (Haffer e Prance, 2002; Oliveira et al., 2005).

Muitos autores focalizaram seus estudos nos episodios de glaciacdo do Pleistoceno
no hemisfério norte, pois 80% do gelo glacial cobriram este hemisfério. Aproximadamente
um terco de toda a superficie terrestre do hemisfério norte ficou coberta com espessas
geleiras, além de grandes massas de mar congelado nos pdlos. Consequentemente um
grande volume de 4gua saiu dos oceanos, excedendo o equivalente a 50 milhdes de km?® de
gelo, mais que as atuais camadas de gelo da Antartida e Groenlandia juntas (Brown e
Lomolino, 2006). No hemisfério Norte o efeito dos periodos glaciais na distribuicdo dos
organismos foi muito mais intenso, pois o avango das geleiras levou a extingdo ou redugao
dos habitats disponiveis, principalmente em altas latitudes, alterando rotas de dispersdo
entre regides nao congeladas. Porém, na América do Sul, a formacao efetiva de geleiras
ocorreu principalmente na Cordilheira dos Andes, com maior cobertura de gelo no Chile e

Argentina (Clapperton, 1993).

Desta forma, ao longo das varias fases climaticas glaciais e interglaciais, havia
sempre tipos de vegetacdo fechada (florestas) e tipos abertos, com suas respectivas
comunidades animais, ainda que suas composicdes especificas variassem em certo grau. O
efeito biodtico de tais mudangas foi que as comunidades migraram e/ou modificaram suas

distribuigdes de acordo com as mudancas climaticas (Haffer e Prance, 2002).

Para a América do Sul, Webb (1991) propdés um modelo fitogeografico
generalizado para as fases glaciais e interglaciais do Neogeno (que abrange os periodos
Oligoceno, Mioceno e Plioceno, de cerca de 30 milhdes até cerca de dois milhdes de anos
atrds) e Quaternario, considerando quatro tipos basicos de vegetacdo: Deserto, Savana,
Floresta Pluvial e Floresta Temperada (Figura 8). Nas fases interglaciais, a distribuigao ¢
proxima a observada atualmente; nas glaciais, entretanto, as vegetacdes campestres
dominavam a paisagem, com savanas ou desertos nas regides subtropicais e temperadas, €
florestas encontradas somente em margens de rios (matas de galeria) ou em refligios
pequenos, onde condi¢cdes mais umidas eram encontradas por conta da alta pluviosidade

(Bolzon e Marchiori, 2002).
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Figura 8: Modelo de distribuicdo das formagdes vegetais na América Central ¢ do Sul durante os
ciclos glaciais. Modificado de Bolzon e Marchiori (2002).

Estes refugios imidos, principalmente na regido amazonica, foram muito discutidos
e levantados como explicagdo para a grande diversidade encontrada atualmente nas
florestas tropicais. A teoria dos Refligios da Amazdnia, desenvolvida inicialmente por
Haffer (1969) para explicar a distribui¢do e especiacdo de aves, seguida pelos trabalhos de

Vanzolini e Williams com répteis, e exposta resumidamente em Vanzolini ¢ Williams
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(1981), postula a persisténcia de manchas de florestas tropicais imidas em terras baixas
amazonicas durante as fases geralmente secas do Cenozodico (Terciario e Quaternario). A
teoria ndo se restringe ao Pleistoceno, mas aplica-se também ao Cenozoico (inclusive no
Quaternario), quando os ciclos de Millankovitch causaram oscilagdes no nivel do mar, nos
estratos geoldgicos e nos climas e vegetagdes nos continentes (Haffer e Prance, 2002). A
existéncia de refugios glaciais, bem como teorias de especiacdo nestes refigios, nao
ocorreu somente em florestas tropicais, pois as mudangas foram globais durante os ultimos
milhdes de anos, sendo confirmadas por muitos trabalhos filogeograficos recentes (Hewitt,

2000; Carnaval e Moritz, 2008).

Embora tenham sido identificados varios ciclos climaticos durante o Quaternario,
muitos dados palinolégicos datados do Ultimo Méximo Glacial (expresso a partir daqui
simplesmente como UMG, correspondendo ao periodo datado entre 26000 e 17000 anos
antes do presente, ou A.P.) estdo disponiveis para a regido sudeste ¢ Sul do Brasil, e
demonstram a amplitude das transformagdes nas paisagens vegetais nao sé neste periodo,

podendo ser extrapoladas para os demais periodos glaciais e interglaciais.

Durante o UMG as areas ocupadas atualmente por floresta semidecidual no sul e
sudeste do Brasil eram cobertas por campo e, mais ao norte, por vegetagdo de cerrado. Os
campos subtropicais se estenderam ao menos 750 km a partir do sul para o norte (Behling e
Lichte, 1997; Behling, 2002a). Atualmente podem ser observadas “manchas” de Floresta
Ombroéfila Mista na regido sudeste, onde Araucaria angustifolia tem seu ponto mais
setentrional de ocorréncia conhecida na Serra do Caparad, proximo a fronteira de Minas
Gerais com o Espirito Santo, o que indica a existéncia de condigdes climaticas favoraveis
nestas regides para o dominio desse tipo florestal (Leite, 2002). Durante o UMG, a regido
era provavelmente uma paisagem coberta por campos, com as araucarias presentes ao
longo dos cursos d’agua, onde atualmente existe a Floresta Estacional Semidecidual

(Behling, 2002a).

Ha 26.000 anos A.P., o registro de pdlen das terras atlanticas baixas proximas ao
limite entre os estados do Parana e Santa Catarina documenta que a vegetagdo campestre e
florestas adaptadas ao frio ocorriam na regido atual da floresta atlantica no sul durante os
periodos glaciais. Durante 0 UMG em particular, os campos eram abundantes nas terras

baixas da costa. A floresta tropical deve ter recuado pelo menos 500 km ao norte,
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indicando um resfriamento de 3-7° C (Behling, 1997a; Behling e Negelle, 2001).

Dados dos estados do Parana (Campos Gerais) (Behling, 1997b), Santa Catarina
(Behling, 1995) e Rio Grande do Sul (Behling e Negelle, 2001; Behling et al., 2004, 2005)
tém demonstrado que extensas areas de vegetacdo de campo existiam nas terras altas ao
longo dos periodos glaciais e no Holoceno Inicial e Médio. Uma estacdo seca durando
provavelmente trés meses por ano foi caracteristica do Holoceno Inicial ¢ Médio (Behling,

2002a,b).

Nos planaltos do Sul, onde hoje existem grandes areas de Floresta Ombrofila Mista,
a vegetagdo de campos ampla, sem arvores, sugere um clima frio e seco com repetidos
eventos de geadas e temperaturas minimas no inverno abaixo de -10 °C, o que ndo permite
o crescimento de araucdrias nas terras altas. Uma depressdo nas médias anuais de
temperatura ¢ provavelmente similar ao que ocorreu nos campos de altitude do sudeste do

Brasil, que estava na faixa de 5-7 °C no UMG (Behling e Pillar, 2007).

As terras baixas do oeste do Rio Grande do Sul foram naturalmente cobertas por
campos durante periodos glaciais e interglaciais. Florestas de galeria, encontradas hoje no
contorno dos rios, ndo existiam nestes periodos. A transicdo do periodo glacial tardio ao
Holoceno (10.460 anos A.P.) reflete uma mudanca de clima frio e seco para quente e seco

(Behling et al., 2005).

Porém, apds o UMG, o gradual aquecimento dos tropicos favoreceu novamente a
expansdo das florestas sobre as vegetacdes campestres. A partir de 12.300 anos A.P., as
florestas tropicais pluviais substituiram os campos frios das terras atlanticas baixas
proximas ao limite entre os estados do Parana e Santa Catarina (Behling, 2002b). No oeste
do Rio Grande do Sul, as florestas de galeria aparecem no registro somente ha 5.170 anos
A.P., indicando uma mudanga para condi¢des climaticas mais umidas. A maxima extensao
de florestas de galeria em 1.550 anos A.P. reflete um periodo mais imido (Behling et al.,

2005; Behling e Pillar, 2007).

Nos registros de polen do UMG e Holoceno Inicial, Araucaria angustifolia
correspondia a 1% do total amostrado (dados do Morro da Igreja, em Santa Catarina, e
Serra dos Campos Gerais, no Parana). Durante o Holoceno Inicial ¢ Médio (11.500-4.320
anos A.P.), a vegetacdo de campos ainda dominava a paisagem. Os faxa da floresta de

araucdria cresceram rapidamente, mas ainda eram raros, indicando que as populagdes
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migraram até a area de estudo provavelmente ao longo de pequenos cursos d’agua

(Behling e Pillar, 2007).

Durante o inicio do Holoceno Tardio (4.320-1.100 anos A.P.), as florestas de
araucdria se expandiram para a regido, formando uma rede de florestas de galeria ao longo
dos rios, enquanto a vegetacdo de gramineas dominava. Durante o segundo periodo no
Holoceno Tardio (1.100-430 anos A.P.), uma forte ¢ marcante expansao das florestas,
primariamente 4. angustifolia e Mimosa scabrella, substituiu a vegetacdo de campos. E
durante o ultimo periodo do Holoceno (430 anos até o presente), a floresta ainda continuou
se expandindo, reduzindo cada vez mais as areas de vegetacdo de campos (Behling, 2002a;

Behling e Pillar, 2007).

Antes do inicio da exploracdo madeireira, a porcentagem de poélen de araucaria nos
registros ¢ no minimo 10 vezes maior que no UMG (ou seja, cerca de 10% do total de
polen), o que significa cerca de 20.000 km” durante os periodos glaciais e o Holoceno
Inicial. A area de floresta de araucéria cresceu desde o UMG cerca de 900% e o estoque de

carbono resultante aumentou para 3,4x10° tC (108%) desde o UMG (Behling, 2002a).

A dindmica campo-floresta no planalto sul-brasileiro tem sido um tema muito
discutido entre os fitogedgrafos, com uma questdo principal: as areas de campo e floresta
observadas atualmente sdo formacdes naturais ou a manutengdo deste cenario esta
relacionada com a atividade humana? Existem evidéncias de que, se excluissemos as
atividades de pastejo e fogo, as florestas de araucéria atuais continuariam se expandindo
sobre os campos (Behling et al., 2005; Behling e Pillar, 2007). Segundo Rambo (1956), os
campos devem ter como principal limitagdo a profundidade dos solos, pois pelas condigdes
climaticas, principalmente pluviosidade, estas regides tenderiam a possuir formagdes do

tipo florestal.

O balanco hidrico de uma regido (que estima a disponibilidade de agua no solo para
as comunidades vegetais, levando em conta a precipitacdo, a evapo-transpiracao potencial
dos tipos vegetais e a capacidade de armazenamento de dgua no solo) pode impedir o
desenvolvimento de florestas em parte da paisagem (como escarpas e encostas). As regides
do estado do Rio Grande do Sul apresentam regimes hidricos que sustentariam formagdes
florestais, com maior intensidade na regido de Floresta Ombroéfila Mista, no nordeste do

Estado (Quadros e Pillar, 2002).
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A frequéncia de paleofogos aumentou do Holoceno Inicial ao Tardio (10.000 a
1.000 anos A.P.) apos a ocupagdo humana pré-colombiana, demonstrando que a acao
antropogénica nao deve ser desconsiderada. Mas o efeito do fogo pode ndo somente ter
contido a formagao florestal nos campos do Estado, como também ter acelerado o processo
de avango da Floresta Ombroéfila Mista. Behling (1997b) encontrou uma intrigante
coincidéncia entre a migragao da floresta de araucaria nos vales para as areas de campos e
a mais alta frequéncia de fogo. Ao que parece, o fogo ¢ um importante fator na regeneragao
ou na expansdo da araucaria, considerada uma espécie seral, que permanece na vegetacao
em um local quando existe um disturbio que impede a sucessdo (Heringer e Jacques, 2001;

Quadros e Pillar, 2002).

Assim, supde-se que, na regido de Floresta Ombrofila Mista, o fogo natural ou
antropogénico tenha determinado a distribuicdo em mosaico das florestas e campos,
mesmo que o clima atual pareca ndo limitar o avango das florestas. O modelo de simulacao
de Green prevé um padrao de mosaico, quando dois tipos de vegetacdo com tendéncia a
queima se ajustam as condigdes ambientais (Green, 1989). Ou seja, o fogo pode ter sido o

principal fator a explicar os padrdes de campo-floresta na regido.

Porém, na regido sudoeste do Rio Grande do Sul, os campos ndo possuem limites
definidos com areas extensas de florestas e, assim, parecem nao depender de fogo para sua
manutencdo, o que poderia refletir simplesmente a vegetacdo de climas passados, mais
frios e secos. Evidéncias que apoiam esta hipdtese sdo a ocorréncia de espécies prostradas,
como também o aumento do potencial osmoético celular e a resisténcia a coagulagdo
protéica dessa vegetacao quando dessecada pelo stress hidrico ou congelamento. Observa-
se ainda, nesta regido, uma maior frequéncia de espécies C3, de estacdo fria, melhor

adaptadas as condi¢des locais (Quadros e Pillar, 2002).

De todos os substratos ocupados por representantes de Calibrachoa, certamente o
mais recente em termos geologicos € a Planicie Costeira, ou Provincia Costeira do Rio
Grande do Sul, uma espessa faixa de sedimentos que esta sobre rochas do embasamento do
Escudo Sul-rio-grandense e Uruguaio. E uma das planicies mais amplas e extensas do
mundo, contendo cerca de 33.000 quilometros quadrados de area plana e aproximadamente
600 quilometros de extensao. Estes sedimentos foram formados pela sucessao de eventos

transgressivos e regressivos do mar durante as alteragdes ciclicas de climas frios e quentes
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dos estagios glaciais e interglaciais do Pleistoceno e o Holoceno. Estas modificagdes
ocasionaram a formac¢ao de quatro principais sistemas deposicionais pelo acimulo de areia

na linha de costa, sendo que o mais antigo data de 400.000 anos (Weschenfelder, 2005).

O primeiro evento transgressivo-regressivo ocorreu cerca de 400.000 anos A.P.,
quando as temperaturas no planeta estavam em elevacdo, fazendo o mar invadir toda a
regido de Porto Alegre, restando apenas as terras altas emersas. O mar recuou e um
segundo evento transgressivo-regressivo ocorreu ha cerca de 325.000 anos A.P.
Novamente o nivel do mar subiu, invadindo uma éarea consideravelmente menor que a
anterior. H4 cerca de 120.000 anos A.P., ocorreu uma nova transgressdo marinha,
formando barreiras e restingas que isolaram massas de dgua e formaram a Laguna dos
Patos e a Lagoa Mirim. O ultimo grande sistema foi formado ha cerca de 5.000 anos A.P.,
quando ocorreu o ultimo evento transgressivo-regressivo, criando a ligacdo da planicie
com o litoral norte do pais com a formagao de uma restinga arenosa na regiao de Torres. A
praia oceanica atual do RS faz parte desta barreira holocénica (Villwock e Tomazelli,

1995; Menegat et al., 1998; Dillenburg, 2005; Weschenfelder, 2005).

Foi discutida anteriormente a teoria dos refiigios imidos amazdnicos durante os
picos glaciais e fases secas do Cenozodico (Haffer e Prance, 2002). Porém, nos periodos
interglaciais quentes e umidos, pode ocorrer o inverso, ou seja, na paisagem tropical e
subtropical dominada por florestas, areas cada vez mais restritas de campo podem
constituir refligios de vegetacdo aberta, como observado atualmente em alguns locais das
regides sul e sudeste. E o rdpido avango das florestas nos ultimos milénios (Behling,
2002a) tem restringido cada vez mais as formagdes campestres as regides mais altas, que
apresentam temperaturas baixas e solos rasos que ndo favorecem a manutencdo de
formagdes fechadas, apesar do alto indice pluviométrico em algumas regides. A expressao
maxima deste tipo de ambiente sdo os campos de altitude presentes no sul e sudeste do

Brasil.

Estas “ilhas” de altitude podem ser consideradas reliquias de vegetagdo de clima
temperado em altitudes tropicais e subtropicais. As minimas absolutas nos campos de
altitude aproximam-se de temperaturas abaixo de -10° C, e as geadas podem chegar a quase
dois meses no ano, muito mais dias que em elevagcdes com temperaturas anuais

equivalentes nos Andes equatoriais (Safford, 1999a,b). Nos Aparados da Serra ao sul, o
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clima ¢ definido como subtropical e imido sem periodos secos marcantes. As terras altas
formam uma barreira orografica para os ventos de sudoeste para nordeste. Como
consequéncia, a precipitacdo ¢ alta, com uma média anual acima de 2000 mm (Behling e

Pillar, 2007).

Poucos fitogeografos da América do Sul fizeram referéncia direta ou indireta aos
campos de altitude em seus trabalhos. Rambo (1951, 1956) documentou a clara afinidade
andina das espécies dominantes nas terras altas do sul do Brasil e discutiu a contribui¢ao
de vérios elementos fitogeograficos na flora atual da regido. Os campos de altitude do
sudeste foram muito bem caracterizados por Safford (1999a,b, 2001) e as relagdes

fitogeograficas foram discutidas em Safford (2007).

A principal peculiaridade da vegetacdo dos campos de altitude ¢ a afinidade com

elementos andinos, como observado por Rambo (1951):

“A borda oriental do planalto sulbrasileiro, formada pela
rampa da Serra Geral, estd, no RGS, entre 1000 e 1200 metros,
elevando-se, em Santa Catarina, até perto de 2000. Em conseqiiéncia
disso, a média anual de temperatura é a mais baixa do Brasil, achando-
se 14 e 15° com minimas ocasionais de até -9° A muralha da Serra
intercepta a brisa maritima causando a condensag¢do da humidade com
precipitagoes até 2500 mm anuais e abundante cerragao.

Assim ndo admira, que os elementos andinos do Brasil
meridional pertencam, na sua grande maioria, a mata nebular e aos

campos turfosos, como os Andes meridionais.”

As observacdes de Rambo foram confirmadas por Safford (2007), quando
comparou a origem das floras de diferentes locais da América do Sul e dos campos de
altitude do sul e sudeste do Brasil. Dos locais brasileiros estudados (Aparados da Serra, no
Rio Grande do Sul e Santa Catarina; Macaé¢ de Cima, na Serra do Mar no Estado do Rio de
Janeiro; Ilha do Cardoso, litoral de Sdao Paulo; os Campos de Altitude do Sudeste
compreendendo a Serra do Itatiaia, Serra dos Orgdos e Serra do Caparad; a regido do
triangulo Mineiro, em Minas Gerais ¢ a regido do pico das Almas, na Bahia), somente os

Aparados da Serra e os Campos de Altitude do Sudeste suportam ntimeros significativos de
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géneros temperados (cerca de 21% cada um). E cerca de 11% das espécies dos campos de
altitude do sudeste compartilham ancestrais andinos, ou seja, possuem espécies
relacionadas nas regides dos Andes temperados e tropicais. Rambo (1951, 1953) chama
atenc¢do ao fato de que cerca de 10% da flora do estado do Rio Grande do Sul ter claras
afinidades andinas, mas muitos destes taxa ele identificou como sendo congéneres com

primos andinos muito mais que espécies compartilhadas.

Quando foram analisadas as similaridades floristicas entre os locais estudados (18
localidades, compreendendo regides de altitude dos Andes e do Brasil, terras baixas e
regides de altitude da regido temperada da América do Sul e regides de baixa altitude no
sudeste do Brasil), a maior afinidade com os campos do sudeste foi exatamente com os
Aparados da Serra, tanto no nivel de géneros como no nivel especifico (Safford, 2007).
Estes locais estdo distantes mais de 1000 km e 7° de latitude, mas a distancia floristica
aumenta muito pouco em relagdo a distdncia geografica. E as conexdes entre o Brasil e
locais temperados do Sul e do Sul dos Andes sao muito fortes, tanto nos Campos de
Altitude do Sudeste, como também nos Aparados da Serra catarinense e gaticha. Mais uma
vez, os resultados coincidem com as observagdes de Rambo (1951), que comentou que as
floras das montanhas nos locais de Sao Paulo e Rio de Janeiro eram extensdes mais ao
norte do mesmo padrdo encontrado no sul e, em esséncia, sdo “ilhas” de clima temperado

acima da Floresta Atlantica.

Analises adicionais também revelaram que 71% dos géneros dos campos de altitude
sdo predominantemente polinizados por insetos, ¢ 0 mecanismo de dispersdo mais comum

entre os géneros considerados temperados presentes nestes ambientes € pela gravidade.

Os resultados parecem mostrar que a maioria dos faxa temperados existentes nos
campos de altitude requeriam conexdes terrestres com habitats similares para se mover do
oeste da América do Sul até o leste. As distribuigdes atuais de muitos géneros temperados
ainda guardam fortes sinais de rotas migratorias entre climas temperados de leste e oeste,
com uma possivel “ponte” existente através do norte da Argentina e terras baixas do
Paraguai (Spichiger et al., 2004). Porém, ndo se pode desconsiderar que algumas das
similaridades floristicas também podem ser resultado de faxa que tiveram origem no Brasil
e colonizaram os Andes tropicais quando habitats apropriados surgiram no Terciario

Tardio (Safford, 2007).
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Os géneros Petunia ¢ Calibrachoa parecem acompanhar esta rota migratoria a
partir dos Andes. Dos nove géneros da tribo Nicotianeae, cinco sao andinos (Benthamiela,
Combera, Fabiana, Latua e Pantacantha), Bouchetia ocorre nas regioes sul da América do
Sul e da América do Norte, Nierembergia se distribui pelos pampas do sul e os géneros
Calibrachoa e Petunia possuem distribuicdo subtropical atlantica (D’Arcy, 1991). A
distribuicao geografica da tribo, bem como das espécies de Petunia e Calibrachoa parece

fornecer evidéncias consistentes de sua origem andina ou andino-pampeana.

A distribuicdo das espécies de Calibrachoa, ao longo das terras altas do leste-sul do
Brasil, também suporta cenarios de repetidas conexdes e desconexdes entre ecossistemas
montanhosos nos intervalos geograficos atuais. E a diferenciagdo no género parece ter sido
primariamente geografica, a partir de populacdes que desenvolveram mecanismos de
isolamento genético-reprodutivo das espécies que as originaram durante um ou mais

periodos de separagdo geografica (especiagdo geografica ou alopatrica).

Muitas espécies estdo confinadas em ilhas de altitude de campos, tanto no sul como
no sudeste brasileiro. E além dos fatores historicos que claramente reduziram o habitat
destas espécies, a destruicdo dos remanescentes naturais de campos foi intensa apos a
ocupacao humana. Os biomas de floresta e campo atuais no sul e sudeste sdo fortemente
influenciados pela atividade humana. O desmatamento e a transformagao da paisagem pela
agricultura e pastagem tém mudado a vegetacdo original. Somente poucas areas de campos
totalmente naturais existem no Sul e Sudeste do Brasil (Behling, 2002b). Os campos e
cerrados foram quase totalmente transformados pela atividade agropecuaria, que iniciou
utilizando os campos como pastagens naturais, seguido por cultivo de graos em larga
escala e, mais recentemente, pela monocultura de espécies arbdreas introduzidas,
principalmente os géneros Pinus e Eucalyptus. Para o estado do Parand, somente 9% de
toda a cobertura vegetal é nativa (Fundagdo SOS Mata Atlantica, 1998; Roderjan et al.,
2002).

A exploragdo de Araucaria angustifolia também foi muito intensa, devido a
qualidade de sua madeira e a abundancia das florestas nos planaltos. No Parand, a
constru¢do de uma estrada de ferro no final do século XIX, ligando o planalto aos portos
litoraneos, foi decisiva para o inicio de sua exportacdo, tendo contribuido fortemente na

economia nacional até a década de 1960. Atualmente ndo se tem noticia de remanescentes



49

representativos intocados no Estado, nem mesmo constituindo unidade de conservagao

oficial (Roderjan et al., 2002).

A vegetagdo florestal do Rio Grande do Sul também tem estado sob intensa
interferéncia humana, especialmente a partir do século XIX, com a colonizagdo européia.
As florestas predominavam em grandes areas na metade norte do Estado, especialmente
nas encostas e vales ao longo dos limites leste e sul no planalto basaltico do norte e ao
longo do Rio Uruguai (Quadros e Pillar, 2002). A retragcdo da cobertura vegetal original

nas ultimas décadas na por¢ao sul e sudeste do Brasil ¢ ilustrada na Figura 9.
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Figura 9. Diminuicdo da area de vegetagdo nativa na porcdo sul e sudeste do Brasil entre as
décadas de 1950-1960 e 1980-2000. Figura modificada a partir da original disponivel no
endereco eletronico: http://www.ibge.gov.br/ibgeteen/atlasescolar/mapas_brasil.shtm.
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1.3. Estudos Moleculares
1.3.1. Uma breve histéria do pensamento evolutivo

O pensamento evolutivo, de que as formas de vida ndo eram imutéveis ou copias de
um tipo perfeito, teve origem muito anterior a publicacao de 4 Origem das Espécies, de
Charles Darwin. Alguns filésofos gregos ja criavam algumas teorias que lembram os
principios evolutivos modernos. Anaximandro, Xenofanes, Empédocles e Aristoteles
lancaram teorias que assumiam uma conexao entre os seres vivos observados. Aristoteles,
por exemplo, construiu a primeira arvore genealdgica, conhecida como “escada dos seres”,
mas ndo tinha ramificagdes, abrangendo desde os animais mais primitivos até o homem.
Durante o dominio da igreja catolica na Idade Média, pensamentos contrarios a doutrina
religiosa eram fortemente combatidos. Um dos mais importantes naturalistas desta época,
Linnaeus (1707-1778), que foi o pai da classificagdo biologica moderna (classificagao
binomial), passou a estudar a natureza para descobrir o padrao estabelecido pelo plano
divino, onde cada espécie ¢ fixa e ha uma esséncia nelas que controla este padrdo. Ele nao
admitia um pensamento evolutivo e dizia que a evolugdo era a manifestacdo das esséncias
que estavam latentes em espécies anteriores, € nao uma modificacdo das espécies atuais
(Futuyma, 1998; Ridley, 2006).

A partir do século XVIII, com o avango do Iluminismo, dogmas comecaram a ser
contrariados com base na razdo e no pensamento cientifico. No século XVII, naturalistas
como Buffon e Cuvier, entre outros, ja discutiam e comegavam a defender a idéia de que o
mundo ndo poderia ser tdo jovem e estatico como diziam as escrituras religiosas. Os
trabalhos de Lamarck também tiveram grande importancia nesta mudanga, podendo ser

considerado o primeiro cientista a interpretar o mundo de uma maneira “evolutiva”.

No decorrer dos cinco anos em que Charles Darwin passou no H.M.S. Beagle, ele
coletou espécies e fez observacdes geologicas e biologicas de um grande numero de
exemplos. Em 1837, o ornitdlogo John Gould disse a Darwin que seus espécimes de
tordos-dos-remédios das Ilhas Galapagos eram muito distintos de uma ilha para outra e que
poderiam ser considerados espécies diferentes. Esta noticia fez com que Darwin pensasse
que as espécies poderiam ter se desenvolvido a partir de uma unica forma (um ancestral
comum) em varias. Darwin recordou que as tartarugas gigantes também diferiam de uma
ilha para outra. Além disso, a similaridade dos fosseis que Darwin conhecia com os

mamiferos da América do Sul também dava crédito a sua hipotese. Com base nestas
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evidéncias e nas novas idéias que ja comecavam a aparecer entre outros pensadores da
época, Darwin comecou a duvidar da teoria de espécies fixas e imutaveis no decorrer do
tempo e, observando que os individuos de uma populacdo ou espécie também
apresentavam variagdo entre os diferentes locais, ele concluiu que as espécies
apresentavam uma variabilidade natural, que faziam com que individuos pudessem ocupar
diferentes ambientes. Porém a grande contribuicdo de Darwin ndo foi a idéia de mudanga
ao longo de uma determinada linhagem, mas os mecanismos que determinariam a natureza
destas mudangas: a teoria da selecdo natural. A teoria postula que mudancas nas
caracteristicas poderiam ocorrer ao longo das geracdes desde que houvesse variabilidade
hereditaria e que os organismos lutassem pela sobrevivéncia dentro de um espaco com
recursos limitados (de acordo com a teoria de Malthus). Os fatores ambientais deveriam
assim determinar quais das variantes presentes teriam maior sucesso nesta “luta pela
sobrevivéncia”, deixando um maior numero de descendentes. Parte das idéias de Darwin
foi bem aceita na época, como o conceito de evolucdo em si e, consequentemente, a
existéncia de um ancestral comum a todos os seres vivos. Mas outros conceitos esbarraram
na falta de explicagdes, que sO surgiram cerca de 80 anos depois, como a origem inicial da
variagdo fenotipica observada por Darwin, e também como as caracteristicas observadas

eram herdadas.

Entre as décadas 20 e 40 do século passado foram desenvolvidos os principios que
sustentam hoje o conceito conhecido como neodarwinismo ou sintese evolutiva, que
combinou a Teoria da Selecdo Natural de Darwin com a Genética Mendeliana, tornando-se
uma teoria muito bem fundamentada. R.A. Fisher, J.B.S. Haldane, S. Wright, entre outros,
desenvolveram as bases tedricas necessdrias e a sintese evolutiva foi sendo constantemente
formada. Por volta de 1940 muitos trabalhos, como os de Theodosius Dobzhansky, Julian
Huxley e Ernst Mayr, contribuiram para o progresso da teoria evolutiva, além de
mostrarem a aplicacao dos conceitos evolutivos em diversos exemplos, que consolidaram e

difundiram o pensamento evolutivo até os dias de hoje (Futuyma, 1998; Ridley, 2006).

1.3.2. Filogenias Moleculares

As novas idéias em torno da Sintese Evolutiva geraram um grande interesse no
estudo das relagdes de parentesco entre os organismos e a reconstrucdo filogenética

consiste em estimar estas relacdes. As primeiras estimativas de filogenia eram baseadas em
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similaridades gerais, ou seja, quanto mais caracteristicas duas espécies possuissem em
comum, mais alto o nivel em que elas seriam agrupadas. Porém tal analise ndo representa
necessariamente a filogenia verdadeira, pois se, por exemplo, um estado de carater evoluir
independentemente em duas linhagens diferentes, este estado indicard uma ancestralidade

comum, quando na verdade estas linhagens ndo sdo derivadas de um ancestral imediato.

Em 1966, Hennnig notou que um tipo especial de “similaridade” deveria ser usado
para estimar filogenias: caracteres homologos (herdados do ancestral comum). Esta nova
abordagem de inferéncia filogenética foi denominada Cladistica, onde a classificacdo deve
expressar as relagdes de ramificagdo entre as espécies. Um cladograma nao ¢ baseado na
similaridade global das espécies. Ele deve seguir o principio de que um faxon ¢
monofilético, ou seja, ele deve incluir todos os descendentes de um ancestral em particular.
Este estudo ¢ empregado principalmente para resolver relagdes de parentesco entre grupos
relacionados, onde, basicamente, comparam-se caracteres ancestrais e derivados destes
grupos, na tentativa de se definir linhagens basais e grupos recentes em fun¢do do

aparecimento de novas caracteristicas (Ridley, 2006).

Inicialmente, foram utilizadas caracteristicas morfoldgicas para a definicdo de
filogenias. Embora os métodos morfologicos sejam muito uteis em uma grande variedade
de situacdes, estes nao podem ser aplicados em diversas ocasides, uma vez que nao
existem caracteristicas morfologicas compartilhadas suficientes entre organismos mais

distantemente relacionados (Miyaky et al., 2001).

Os primeiros estudos moleculares envolvendo filogenia foram os de distancia
imunologica e de curvas de hibridagdo, mas tinham limitagdes técnicas e falta de
resolucdo. As proteinas receberam maior atenc¢do, ja que até meados de 1940 achava-se
que eram responsdveis por transmitir as caracteristicas. Assim, foram as primeiras
moléculas diretamente utilizadas para inferéncia filogenética. Inicialmente, embora
bastante trabalhoso, o sequenciamento de proteinas era mais simples que o de acidos
nucléicos. A comparacdo de padrdes de isoenzimas ainda hoje ¢ uma técnica util, mas
perdeu terreno para técnicas mais precisas e informativas. Apos os trabalhos de Avery e
Watson e Crick, houve um grande interesse no estudo das moléculas de DNA e RNA, pois
agora sabia-se que elas eram as responsaveis pelo armazenamento e transmissdo da

informac¢do. Houve entdo um avango nas técnicas de manipulagdo de acidos nucléicos,
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como a utilizagdo de enzimas de restricdo, técnicas de clonagem, hibridagdo e
sequenciamento, entre outras. Hoje, os dados moleculares, principalmente a analise direta
da sequéncia do DNA fornecem uma grande quantidade de variagdo a ser interpretada por
métodos filogenéticos, ja que cada nucleotideo ou aminodcido ¢ um carater na analise e,
mesmo que muitas posi¢des possam nao apresentar variagdo, a quantidade de informacao
disponivel atualmente ¢ muito maior que no passado (Li e Graur, 1991; Swofford et al.,

1996).

A natureza da informacdo contida no DNA e o modo como esta informacao se
modifica podem ser bem diferentes da evolucdo de caracteristicas morfologicas. A
variacdo encontrada entre sequéncias de DNA se origina por mutagdo ¢ pode ser mantida
ou ndo em uma populagdo pelos mecanismos de sele¢do natural ou deriva genética. Estes
dois mecanismos sdo responsaveis, portanto, pela alteracdo ou substitui¢ao de alelos de um
determinado gene em uma populagdo. Porém, muitas mutagdes podem nao alterar a fungao
de um determinado gene e as populacdes naturais apresentam mais variagdo genética que

seria esperada caso essa variacdo fosse influenciada somente pela Sele¢ao Natural.

Esta descoberta levou ao desenvolvimento da Teoria Neutralista, primeiramente
cunhada por Kimura em 1968, que diz que a maioria das mutagdes sdo seletivamente
neutras, ndo conferindo vantagem ou desvantagem a seu portador, sendo que as taxas das
mutagdes neutras sdo praticamente constantes ao longo do tempo. A teoria da evolugdo
neutra trouxe grandes avancos na interpretacdo e andlise da variacdo do DNA detectada
entre organismos, pois tornou possivel o entendimento de como, e em que frequéncia
relativa, os varios tipos de substituigdo ocorrem em uma determinada molécula. A
incorporacdo e aplicacdo de testes com modelos explicitos de evolucdo de nucleotideos
trouxeram maior poder e confiabilidade as analises de sequéncias de DNA (Li e Graur,

1991).

As teorias de evolucao neutra também foram baseadas na determinagdo de tempos
de divergéncia entre linhagens genéticas. Se em um determinado segmento de DNA as
substitui¢des alélicas, teoricamente, ocorrem em intervalos mais ou menos regulares de
tempo e, se uma ou mais sequéncias homoélogas de nucleotideos apresentam diferengas,
pode-se inferir que, durante a historia evolutiva dessas sequéncias, ocorreram insergoes,

substitui¢des ou delecdes de nucleotideos. Comparando-se a quantidade de alteragdes de
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nucleotideos na formacao de algumas proteinas e o tempo de divergéncia de algumas
espécies, percebe-se que quanto maior € a distancia entre os faxa, o numero de alteragdes
também aumenta. Desta forma, algumas proteinas comecaram a servir de “relogio” para

calcular ou estimar o tempo de divergéncia entre faxa.

No inicio dos anos 60, Zuckerkandl, Pauling e Margoliash analisaram
comparativamente sequéncias de hemoglobina e citocromo ¢ de diversas linhagens de
mamiferos e observaram que a taxa de substituigdo de aminoécidos entre estas duas
proteinas era praticamente a mesma. Entretanto, outros estudos demonstraram que as taxas
de substituicdo entre genes e proteinas diferentes ndo sdo as mesmas. Estas taxas podem
variar grandemente entre genes, ou mesmo entre por¢des do mesmo gene, pois estas
substitui¢des dependem da funcdo exercida pelo produto do gene em questdo. Muitos
estudos demonstram que existem grandes variagdes nas taxas de substituicdo de
nucleotideos entre genes, genomas e linhagens diferentes. As variagdes destas taxas entre
linhagens se devem a diferengas nos tempos de geragdo, nas taxas metabolicas e na
eficiéncia dos mecanismos de reparo. Por estes motivos, algumas criticas sdo feitas sobre o
uso do relégio molecular, e uma analise detalhada dos tipos de genes e sequéncias
utilizados, organismos em estudo e aspectos ecoldgicos deve ser realizada antes de assumir

este pressuposto (Futuyma, 1998).

Assim, os métodos de analise filogenética utilizando sequéncias também tiveram de
ser adaptados a partir dos métodos tradicionais, e abordagens cada vez mais complexas
foram criadas. Atualmente sdo utilizadas varias abordagens na analise de dados
moleculares para a inferéncia filogenética, desde métodos mais simples, como os baseados
em andlise de distancia genética, como abordagens mais robustas, como maxima

verossimilhanca e anélises bayesianas (Felsenstein, 2004).

Os métodos de inferéncia filogenética baseados em distancia sdo os de computacao
mais veloz, o que facilita quando se faz andlises em um grande nimero de organismos.
Entre eles, o neighbor-joining (ou agrupamento de vizinhos) ¢ ainda amplamente utilizado.
O método inicia com uma arvore sem resolugdo, onde se procura um par de OTUs vizinhas
que minimize a soma total dos ramos da arvore. Esse par sera a primeira bifurcagdo ou
resolucdo da arvore, que sera tratado como uma Unica OTU quando sera procurado o

segundo par que minimize a soma total dos ramos da arvore. Dentre as vantagens em se
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utilizar este método ¢ que ele ¢ rapido, como dito anteriormente, por se tratar de um
método com implementacao algoritmica. Ele também permite que cada linhagem tenha
uma taxa de evolucdo diferente das outras, resultando em uma arvore cujas distancias entre
a raiz e os taxa terminais pode ser variavel. Outra vantagem do neighbor-joining € que ele
permite a utilizagdo de modelos de evolugdo molecular para a constru¢ao da matriz de
distancia. Porém, como em qualquer método de distancia, hd uma grande perda de
informacdo ao se calcular a distancia entre duas sequéncias, ja que todo o padrdo de
diferengas ¢ reduzido a um Uunico valor. Ou seja, o método se baseia em uma versao
resumida dos dados (a matriz de distancias), o que pode diminuir o poder de resolucdo na

inferéncia filogenética (Russo et al., 2001; Felsenstein, 2004).

Um método mais robusto para inferéncias filogenéticas ¢ o da Maxima
Verossimilhanga, que procura a arvore que tenha o maior valor de verossimilhanga dentre
todas as possiveis para um grupo de sequéncias. A verossimilhanga de uma arvore pode ser
definida como a probabilidade de que os dados observados tivessem sido obtidos
condicional a uma arvore ¢ a um modelo de evolugdo. O método consiste em calcular a
verossimilhanca de cada uma das posi¢des do alinhamento e, depois, multiplicar todas as
verossimilhangas para encontrar o valor geral. Assim, para que se possam desenvolver os
calculos e testar os modelos neste método, dois pressupostos centrais devem ser
assumidos: de que a evolucdo em diferentes sitios ¢ independente; e que a evolugdo em
diferentes linhagens também ¢ independente. Assim, podem-se testar as probabilidades
individuais para cada sitio e cada organismo. Isso torna os calculos muito mais intensos, o
que toma uma grande quantidade de tempo de computacao, dependendo do tamanho da

sequéncia e do numero de OTUs (Pereira ef al., 2001; Felsenstein, 2004).

1.3.3. Marcadores e Estudos Moleculares em Solanaceae

Entre as sequéncias de DNA amplamente utilizadas para estudos filogenéticos
destacam-se os DNAs ribossomais nucleares (DNAr), sendo os DNAs repetitivos mais
estudados. Estes segmentos geram RNAs ribossomicos, que s3o componentes essenciais na
fisiologia celular, pois formam as subunidades dos ribossomos que atuam na sintese de

proteinas. Genes que codificam os RNAs ribossomais 18S, 5,8S e 25-28S (também
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chamados de DNAr 45S) representam uma das maiores familias de sequéncias repetitivas
em eucariotos (Gorab, 2001). O DNAr, em especial regides dos espacadores internos
transcritos (ITS1 e ITS2), tem sido util para estudos filogenéticos em varios niveis
taxondmicos, inclusive na identificacdo de espécies em varios grupos. As regides ITS
evoluem rapidamente, sendo sua caracterizacdo apropriada para discriminar espécies
proximamente relacionadas ou, até mesmo, variedades dentro de uma mesma espécie. O
fato das regiodes de ITS serem flanqueadas por regides altamente conservadas, aliado ao seu
pequeno tamanho (500 a 800 pb) e grande numero de copias por genoma, permite que elas
sejam amplificadas e sequenciadas com facilidade usando primers universais (Marshall et

al., 2001).

Porém outros genes nucleares ndo sdo comumente utilizados porque
frequentemente primers que tornem seu estudo possivel ndo sdo conhecidos. O
conhecimento do numero de cdpias e a acdo da evolugdo em concerto entre elas € critico
para se realizar uma estratégia razoavel de amostragem entre individuos. E ainda nao
existem sequéncias suficientes a disposi¢do dentro de um numero grande de unidades
taxondmicas para fornecer uma estimativa inicial de utilidade filogenética (Mason-Gamer

et al., 1998).

Em plantas, o DNA de cloroplasto (cpDNA) tem sido amplamente utilizado em
estudos filogenéticos devido, especialmente, ao grande nimero de copias desta molécula
presente no citoplasma das células vegetais. Além disso, o cpDNA ¢ relativamente
pequeno (aproximadamente 150.000 pb) e bastante conservado evolutivamente, o que
permite sua utilizacdo na avaliacdo de diferentes niveis taxonOmicos, principalmente em
taxa mais elevados. A taxa de substituicdes sindnimas deste genoma ¢ cerca de 3-4 vezes
mais lenta que a do DNA nuclear (Wolfe et al., 1987). Em fun¢do de suas propriedades
evolutivas e padrdo de heranga, o polimorfismo do DNA plastidial ¢ uma ferramenta
poderosa para entender os padrdes de diferenciagdo entre espécies de plantas. O cpDNA ¢
transmitido maternalmente na maioria das espécies, exce¢ao feita para Gimnospermas e

algumas espécies de Angiospermas, onde a heranga ¢ paterna (Olmstead e Palmer, 1991).

Sequéncias de genes plastidiais relativamente conservados, que possuem uma taxa
evolutiva mais lenta, também sdao utilizadas para reconstrugao filogenética em

Angiospermas basais. Dentre estes genes, o rbcL (que codifica a enzima Rubisco -
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ribulose-1,5-bifosfato carboxilase, responsavel pela fixagcdo do géas carbdnico na
fotossintese) tem sido usado para um grande nuimero de grupos de Angiospermas. A
varia¢do encontrada ¢ pequena entre monocotiledoneas e dicotiledoneas, e a conservacao
de posicdo permite o alinhamento ndo ambiguo das sequéncias, o que ¢ muito Util em

estudos filogenéticos neste nivel taxondmico (Clegg, 1993).

O primeiro trabalho relevante em sistematica molecular de Angiospermas foi
publicado por Chase et al., em 1993, que incluiu a andlise de 499 sequéncias de rbcL,
resolvendo relacionamentos até o nivel de familia ou ordem em alguns casos. O avango e
difusdo de técnicas moleculares mais avangadas (como o sequenciamento baseado em
PCR) juntamente com progressos computacionais permitiram a analise de um volume
grande de dados. Em 1997, Soltis et al. publicaram resultados com 18S rDNA e logo
depois foram publicados resultados usando regides dos trés genomas (gene atp
mitocondrial, rbcL do cloroplasto e 18S rDNA nuclear) (Soltis et al. 2000). Os resultados
obtidos até entdo foram incorporados na classificagdo taxondmica das Angiospermas,
através da formag¢do de uma equipe cientifica internacional de 29 taxonomistas
denominada Angiosperm Phylogeny Group (APG, 1998), coordenada por Kére Bremer,
Mark Chase e Peter Stevens, considerado um dos trabalhos cooperativos mais relevantes
em sistematica, que superou as pesquisas em animais neste nivel taxonomico pela primeira
vez na historia. Apos 1998, a classificacdo das Angiospermas tem sido frequentemente
atualizada com base na disponibilidade de novos dados incorporados (APGII 2003; Soltis
et al., 2005).

No nivel taxonomico de familia, diversos segmentos que incluem introns e
espagadores sdo utilizados. Cinco regides nao codificadoras do cloroplasto foram utilizadas
para reconstruir a filogenia da familia Altigiaceae (Ickert-Bond e Wen, 2006), onde foi
obtido um bom sinal filogenético, apesar de que dois espacadores exibiram muitas regidoes
mononucleotidicas repetidas, sendo utilizados cinco primers para obter a regido completa.
Sequencias do intron #nL e do espacador trnl-trnF foram utilizadas para a reconstrucdo
filogenética das tribos em Asteraceae (Bayer e Starr, 1998). As topologias das arvores
filogenéticas obtidas concordaram com outros estudos entre as tribos, onde a monofilia da
familia foi semelhante a encontrada por dados morfologicos, além da constatacdo de que a

tribo Cichorioideae € parafilética, como reportado em outros estudos.



59

Entre os trabalhos envolvendo a determinacdo das relagdes entre Solanaceae e
familias evolutivamente relacionadas de Asteridae, destaca-se o de Olmstead e Palmer
(1991), onde foram utilizados segmentos de DNA de cloroplasto gerados por RFLP

(restriction fragment lenght polimorphism).

Olmstead et al. (1999), através de andlises de RFLP do genoma completo do
cloroplasto e das sequéncias dos genes rbcL e ndhF (subunidade da NADH desidrogenase
do cloroplasto) propuseram a revisao da classificacdo taxondmica da familia Solanaceae.
Basicamente, as diferengas entre a classificacdo proposta por estes autores e as demais sao:
adocdo de principios filogenéticos, que resulta no rompimento de grupos nao-
monofiléticos, mais notavelmente a subfamilia Cestroideae; grupos que haviam sido
excluidos da familia foram novamente incluidos nesta classificacdo (p/ ex: Nolaneae,
Goetzeoideae); a tribo Solaneae foi fragmentada em vdrias tribos e subtribos. De toda
forma, uma forte congruéncia ¢ observada entre as diferentes classificagdes, o que reflete a
coincidéncia de inferéncias baseadas em caracteres morfologicos utilizados na taxonomia

convencional com aquelas baseadas em caracteristicas do cpDNA.

Como a taxa de evolucdo do cpDNA ¢ relativamente lenta, tanto em substituicao de
bases como por rearranjos estruturais (Wolfe et al., 1987), sua variagdo permite estudar
padrdes de diferenciagdo genética entre espécies e entre regides do proprio genoma, pois
apresenta taxas evolutivas diferenciadas, pela presenca de genes que codificam proteinas
com diferentes graus de conservacdo (Gaut et al., 1993). No caso das espécies da familia
Solanaceae, outra vantagem ¢ o fato de que o genoma plastidial de Nicotiana tabacum foi o
primeiro a ser completamente sequenciado entre as Angiospermas, tornando os estudos

comparativos dentro da familia bem mais confiaveis.

Dentro da familia Solanaceae, os estudos de filogenia molecular sdo relativamente
abundantes, principalmente naqueles grupos de interesse econdmico. Em nivel
infragenérico, Clarkson ef al. (2004) analisaram o género Nicotiana, (sequéncias do intron
trnL, o espacador de trnL-trnF, o espagador de trnG-trnS e dois genes, ndhF e matK), onde
os resultados forneceram um suporte filogenético confiavel para a taxonomia atualmente
disponivel para o género. Outros géneros de interesse economico bem estudados sdo
Solanum (Spooner et al., 1993; Bohs, 2004: Weese e Bohs, 2007) e Capsicum (Walsh e

Hoot, 2001). Recentemente Tate et al., (2009) estudaram o género Nierembergia, grupo
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proximo de Calibrachoa, utilizando sequéncias do espacador interno transcrito do DNA
ribossomal nuclear (ITS) e do intron do gene plastidial »p/16. As anélises mostraram dois
clados, separando as espécies herbaceas e arbustivas, suportados também por dados

Ccromossomicos.

No grande grupo das petinias (Petunia sensu Juss., ou sensu lato, que inclui os
géneros Petunia e Calibrachoa) alguns estudos foram realizados na tentativa de inferir
relacdes entre espécies. Mishiba et al. (2000), através de medidas de contetido de DNA,
apresentaram evidéncias de que o género poderia ser dividido em dois grupos: C.
parviflora juntamente com C. pygmaea tem menor conteido de DNA que as demais
espécies. Muitas outras caracteristicas também suportam este agrupamento, como discutido

em sec¢oes anteriores (Wijsman e Jong, 1985; Reis et al., 2002).

Ando et al. (2005) utilizaram RFLP de DNA de cloroplasto para inferir relagdes em
Petunia Juss. e concluiram que o grupo consiste de dois clados irmdos: Petunia e
Calibrachoa. Em Calibrachoa, C. parviflora ¢ C. pygmaea formaram um clado basal,
irmao do grupo das espécies restantes, com alto valor de suporte. Porém, dentro do género
Calibrachoa foram estabelecidas relacdes fracas entre grupos e regides geograficas. Dois
aspectos merecem aten¢do: a falta de resolucdo na arvore de distancia, com um nimero
elevado de politomias, € o pequeno comprimento dos ramos, que podem sugerir uma
diversificagdo bem recente no grupo, sendo que a varia¢do fornecida pela técnica de RFLP
ndo foi suficiente para resolver os relacionamentos interespecificos, que nao
corresponderam a taxonomia infragenérica. Assumindo que a distancia genética observada
seja proporcional ao tempo (taxas evolutivas similares entre os géneros), a diversificacao

em Calibrachoa parece ser um pouco mais antiga que em Petunia.

O primeiro trabalho utilizando dados de sequéncias de DNA foi de Kulcheski ef al.
(2006), que analisaram onze espécies do género Petunia s.s. através de sete marcadores (a
regido nuclear do espacador interno transcrito do DNA ribossomal, ITS, os espagadores
intergénicos plastidiais trnL-trnF, trnH-psbA, psbB-psbH e trnS-trnG, o intron do gene
plastidial t#7nF, além do intron do gene mitocondrial nad1), totalizando 4532 pares de bases
(pb). Novamente, a falta de resolucdo entre as espécies do género, bem como o
comprimento curto dos ramos sugerem uma diversificacao recente em Petunia. O género

ficou dividido em dois clados, que refletem a distribuicdo geografica: um clado com
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espécies que ocorrem em terras baixas (abaixo de 500 m) e outro com as espécies de terras

altas (acima de 500 m).

Chen et al. (2007) investigaram a variagdo de sequéncia de um dos genes
codificadores da enzima Flavonoéide-3°,5’-hidroxilase, o HfI, entre espécies de Petunia s.1.,
em comparagdo com sequéncias do intron plastidial #nK, além de parte do gene matK.
Foram encontrados clados com certa consisténcia geografica, mas as espécies agrupadas
diferiram daquelas encontradas por Kulcheski et al. (2006). Embora o marcador nuclear
tenha mostrado mais variagdo que a porcdo plastidial, ndo houve resolucdo suficiente

dentro dos agrupamentos que resolvesse o relacionamento de espécies mais proximas.

O baixo nivel de variagdao nas sequéncias do cpDNA poderia ser uma limitacdo na
sua utilizacdo no nivel intra-especifico. Entretanto, regides nao-codificadoras (espacadores
intergénicos e introns) apresentam alta frequéncia de mutacdes, pois acumulam mudangas
sem pressao seletiva. Tais segmentos tem sido amplamente utilizadas em filogenias,
inclusive em niveis taxondmicos baixos, onde o DNA nao-codificador oferece grande
resolugdo, possibilitando estudos evolutivos e identificagdo de marcadores intra-

especificos (Taberlet et al., 1991).

Uma das regides mais utilizadas ¢ a trnL-trnF, que contém o gene trnL, o qual é
dividido por um intron do grupo 1, um espagador intergénico e o exon trn-L. O intron trnl
foi o primeiro intron do grupo 1 descrito em cloroplasto e também o primeiro descrito por
interromper um gene de tRNA. Na regido do espagador, foi observada baixa relagdo entre
ts/tv, ou seja, taxas similares de transi¢cdes e transversdes, que ndo foram atribuidas a
possivel saturagdo, pois estes valores foram encontrados também em estagios recentes de
divergéncia de sequéncias. Assim, a regido parece exibir taxas similares de transi¢des e
transversdes (relagdo ts/tv igual a 1) em contraste com valores em torno de 2 para
sequéncias codificadoras e nao-codificadoras no mtDNA animal, e entre 1-1,5 no DNA
nuclear como ITS. As altas porcentagens de bases A+T (63%-67%) em regides trnL-F de
Angiospermas podem explicar a alta proporc¢ao de tranversdes encontradas (Bakker et al.,

2000).

Bohle et al. (1994), em um estudo com o espagador trnL-trnF no género Echium
(Boraginaceae) encontraram uma taxa de substitui¢des nucleotidicas trés vezes maior que

as sequéncias correspondentes do gene rbcL que, em muitos casos, pode ser utilizado para
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comparagoes infragenéricas.

Outra regido altamente variavel ¢ o espacador entre os genes trnH e psbA. Aldrich
et al. (1988), caracterizaram a natureza de suas variagdes, sendo muito rica em eventos de
inser¢ao/delecdo (indels) e em sequéncias repetidas de AT varidveis em comprimento.
Sang et al. (1997) encontraram maior variagao neste espacador em comparagdo com o gene
matK e o espagador trnL-trnF. De acordo com Shaw et al. (2007) esta ¢ uma das regioes
ndo-codificadoras mais varidveis do cloroplasto, variando de 18% a 105% mais que as
outras oito regides mais varidveis (Kress et al., 2005). Uma possivel limitacdo seria o
pequeno tamanho do marcador (Shaw et al., 2005) aliado a sua grande variagdo, o que
impediria a comparagdo entre organismos um pouco mais distantes pela impossibilidade de
um alinhamento confiavel. Chase et al. (2007) propuseram sua utilizagdo, juntamente com
os genes rpoCl e matK na criagdo de um “cddigo de barras genético” para as plantas
terrestres. Este enorme projeto centralizado no Jardim Botanico de Kew (Inglaterra), conta
com pesquisadores de 11 institui¢des em sete paises e tem como objetivo buscar potenciais
marcadores plastidiais que possam ser obtidos com protocolos e primers padronizados e
sejam capazes de discriminar todas as espécies de plantas terrestres (Kress et al., 2005;
Chase et al., 2007). Estudos populacionais com o espacador trnH-psbA, aliados a outros
marcadores plastidiais que exibem uma variagdo elevada tém sido muito uteis em estudos
filogeograficos (Hamilton ef al., 2003; Oh et al., 2003; Lorenz-Lemke et al., 2006; Bettin
etal.,2007).

Também existem disponiveis outros primers para regides intergénicas altamente
variaveis, flanqueadas por exons para garantir a conservagdo dos sitios de anelamento,
sendo muito uteis para estudos populacionais (Hamilton, 1999; Shaw et al., 2005). Entre
eles, destaca-se também o espagador #rnS-trnG, com variacdo em diferentes niveis
taxondmicos dentro das Angiospermas (Hamilton, 1999). Este espacador ¢ mais
informativo que outras nove regidoes nao codificadoras do cpDNA em espécies de Glycine
(Fabaceae) (Xu ef al., 2000). Em um trabalho com Moringa (Moringaceae), este espacador

também apresentou alta variabilidade intra-especifica (Olson, 2002).
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1.3.4. Filogenias intraespecificas

Os estudos filogeograficos buscam evidéncias sobre a historia da divergéncia entre
populacdes, examinando as relagdes genealogicas das sequéncias dentro de um contexto
geografico. O objetivo da filogeografia ¢ desvendar os processos atuais e historicos que

influenciaram a variagdo genética observada atualmente nas populagdes (Avise, 2000).

A filogeografia oferece novas abordagens sobre a fun¢do do fluxo génico na
estruturagcdo das populagdes de plantas e pode discriminar entre fluxo génico e padrdes
causados por polimorfismos ancestrais. Os métodos filogenéticos tradicionais, estimados
através de arvores bifurcadas ndo sdo os mais adequados para inferir filogenias intra-
especificas. Abordagens através da construcdo de networks, ou rede de relacionamentos
entre haplotipos, podem revelar processos que agem no nivel especifico e fornecem uma
maneira de representar mais informagdes filogenéticas presentes no conjunto de dados

(Posada e Crandall, 2001).

Através de estudos filogeograficos, ¢ possivel interpretar padroes de relacdo entre
distribui¢do geografica e os haplotipos e suas relagdes genealdgicas. Um padrio de
congruéncia significa que hapldtipos relacionados estdo geograficamente restritos e
ocorrem em proximidade uns com os outros, indicando um padrao antigo de fluxo génico
restrito. Assumindo que populagdes ndo sdo panmiticas, este padrdo surge porque novas
mutagdes ficardo localizadas dentro do contexto geografico de suas origens. Como uma
coroa, os haplotipos mais antigos tenderdo a se localizar no centro da arvore de genes e ser
geograficamente mais amplos, enquanto que os hapldtipos mais recentes tenderdo a
aparecer nas extremidades da arvore génica e possuirem uma distribui¢do geografica mais

restrita (Schaal ef al., 1998).

Os estudos moleculares em nivel populacional ainda sdo menos abundantes em
plantas que em animais, principalmente pelo relativo atraso na descoberta de marcadores
genéticos com variagdo suficiente, comparado aos segmentos mitocondriais utilizados em
animais (Schaal et al., 1998; Newton et al., 1999). Seu crescimento se deu principalmente
na ultima década, relacionando as variagdes intra-especificas encontradas com processos
histéricos. Como exemplo, os padroes filogeograficos encontrados em Acacia acuminata

(Leguminosae), foram interpretados como resultado de fragmentagdo do ambiente devido a
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mudancas durante o Pleistoceno (Byrne et al., 2002).

Um numero elevado de trabalhos em plantas descreve padrdes resultantes de
migracdo pos-glacial a partir de refagios do periodo pleistoceno. Mitton et al. (2000)
através da andlise de polimorfismos de tamanho do segundo intron do gene mitocondrial
nadl detectou sete regides de refigios glaciais na América do Norte para a espécie Pinus
flexilis, dos quais a espécie se expandiu atingindo a distribuicdo atual. Fineschi et al.
(2002) utilizaram espagadores génicos plastidiais (¢7nC-D, trnD-T, psaA-trnS e trnT-trnF)
no estudo filogeografico de cinco espécies de carvalho branco (Quercus) na Italia. A
distribuicdo dos haploétipos demonstrou uma divisdo clara entre a regido central-sul e a
parte norte da peninsula, e possibilitou constatar diferentes rotas de colonizagdao para as
diferentes regides estudadas. Palmé et al. (2003) inferiram padrdes de recolonizagdo pos-
glacial recente no continente europeu pela espécie arborea Betula pendula, através de
marcadores plastidiais amplificados por PCR e clivados com enzimas de restri¢gdo. Os
resultados encontrados para a espécie Senecio halleri através desta mesma técnica revelam
que sua distribuicdo era ampla em periodos inter-glaciais, mas durante os periodos glaciais,
muitas populagdes foram extintas, restando apenas dois refugios glaciais localizados em
nunataks (topo de montanhas cercadas por gelo; Bettin et al., 2007). Outros trabalhos
também mostram a influéncia das mudancas climaticas do pleistoceno na dinamica

populacional e distribuigdo atual das espécies, como demonstrado nos trabalhos de Larena

et al. (2002), Hwang et al. (2003) e Dobes et al. (2004).

No género Petunia, investigagdes filogeograficas foram realizadas utilizando os
espacgadores plastidiais trnH-psbA, trnS-trnG e psbB-psbH. Longo (2005) utilizou estes
marcadores em andlises filogeograficas na tentativa de esclarecer as relagdes evolutivas
dentro de um complexo de espécies de Petunia de dificil delimitagdo taxondmica. Os
resultados moleculares revelaram que apenas uma entidade taxondmica (Petunia inflata)
poderia ser considerada uma espécie distinta de Petunia integrifolia. Outras quatro
espécies descritas faziam parte de duas linhagens genéticas independentes, sendo
posteriormente reconhecidas, inclusive por caracteres morfoldgicos, como duas
subespécies de Petunia integrifolia. Lorenz-Lemke (2006) estudou algumas espécies do
género, e estes marcadores plastidiais confirmaram eventos de hibridacdo interespecifica
entre duas espécies, P. axillaris e P. exserta, apesar da baixa variacdo encontrada, o que

indica também uma divergéncia recente entre estas espécies. A varia¢ao destes marcadores
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plastidiais em outras seis espécies de Petunia dos planaltos das regides sul e sudeste do
Brasil também indicaram uma divergéncia recente. Ramos (2008) utilizou os espagadores
trnH-psbA e trnS-trnG em um estudo filogeografico com Petunia integrifolia subsp.
depauperata, que ocorre na Planicie Costeira do Rio Grande do Sul. Os resultados sugerem
eventos sucessivos de ocupacgdo desta subespécie, influenciados pelas oscilagdes marinhas

ocorridas durante o Pleistoceno e o Holoceno.

Em Calibrachoa, o Unico trabalho filogeografico foi realizado por Méder (2008)
com C. heterophylla, que habita substratos arenosos da Planicie Costeira do Rio Grande do
Sul e do interior do Estado. Os espagadores plastidiais utilizados, trnH-psbA ¢ trnS-trnG,
revelaram linhagens estruturadas geograficamente, coincidindo com possiveis barreiras
pleistocénicas de paleorrios da regido. Este trabalho mostrou que estes segmentos
plastidiais exibem varia¢do no nivel intra-especifico, podendo ser uteis na investigacao de

outras espécies do género.

Outro papel importante desempenhado por estudos filogeograficos ¢ a identificagao
de unidades genéticas para conservagdo. A riqueza de espécies representa a medida mais
amplamente utilizada para a biodiversidade, e ¢ geralmente descrita para niveis
taxonomicos elevados. Entretanto o polimorfismo intra-especifico ¢ geralmente
negligenciado devido a dificuldade de quantificd-lo. Abordagens filogeograficas podem
revelar a distribuicao da diversidade genética intra-especifica, que € reconhecida como um
componente fundamental da biodiversidade (Moritz e Faith, 1998; Taberlet, 1998).
Marcadores maternalmente herdados, como o cpDNA em muitas Angiospermas e mtDNA
em Gimnospermas, tendem a mostrar alta diferenciacdo, em parte por causa do menor
potencial para dispersar sementes que o pdlen e, em parte, por causa da grande deriva
genética para o genoma haploide em pequenas populagdes de refugio (Newton et al.,

1999).

Estudos filogenéticos abaixo do nivel de espécies sao valiosos para diferenciar
linhagens genéticas com histdrias evolutivas Unicas. Se linhagens ou populacdes distintas
em uma espécie forem raras, elas requerem agdes de protecdo e conservagdo, como
Unidades Evolutivamente Significantes (do inglés, ESUs, evolutionarily significant units).
O termo significante em uma ESU pode ser entendido como um reconhecimento de que as

populacdes tém sido historicamente isoladas e, desta forma, esperado que tenham
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potenciais genéticos distintos (Moritz, 1994, 1995). Enquanto a conservagdo pratica esta
normalmente voltada para espécies raras e restritas, as ESUs podem também estar
presentes nos recursos genéticos de espécies de distribuicdo ampla. O reconhecimento
destas linhagens evolutivas uUnicas ¢ importante para o manejo do ecossistema,
especialmente na conservacao e reabilitacdo de pequenas por¢des de vegetacdo nativa
(Byrne, 2003). A informagdo genética também se torna muito util quando somente um
subconjunto das populacdes atuais pode ser protegido e a identificacdo das areas de maior
diversidade ¢ essencial no estabelecimento de estratégias de conservacdo a curto prazo

(Schemske et al., 1994).

Moritz (1994) sugere que critérios genéticos devam ser usados para definir ESUs
dentro de espécies. Se o genoma organelar (mtDNA ou cpDNA) mostra divergéncia
significante entre populacdes e monofilia dentro delas, e os /loci nucleares mostram
diferengas significantes entre as frequéncias alélicas, entdo estas populagdes devem ser
definidas e controladas separadamente como ESUs. Unidades de Manejo (do inglés MU,
management units), entretanto, sdo reconhecidas como populagdes com divergéncia
significante de frequéncias alélicas em /oci nucleares ou ndo, independentemente da

distin¢do filogenética dos alelos.

Crandall et al. (2000) propuseram que outros critérios também sejam levados em
conta na defini¢do das ESUs. As populagdes devem ser classificadas de acordo com as
trocas genéticas ou ecoldgicas recentes. Esta proposta tenta delinear se existe diferenciacao
adaptativa, se existe fluxo génico e se o fluxo génico ¢ historico ou devido a eventos
recentes. Outro problema da classificacdo de Moritz € que € preciso testar os conjuntos de
dados dentro de um nivel de significancia, que muitas vezes depende mais dos tamanhos
amostrais que da divergéncia absoluta de uma populagdo. Petit ez al. (1998) ressaltam que
além de medidas de diversidade e de frequéncias alélicas, a riqueza de alelos também deve
ser um critério relevante para conservagao de populagdes, ja que a preservagao de alelos ¢

mais importante que a manutencao das frequéncias.

Muitos trabalhos tém utilizado medidas de diversidade e divergéncia genética para
tracar estratégias de conservagdo para as espécies vegetais. Shrestha et al. (2002) sugerem
a conservacao separada das doze populagdes estudadas de Acacia raddiana (Fabaceae) no

deserto de Negev, em Israel, devido a alta diferenciagdo genética entre elas, evitando o
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cruzamento entre populagdes distintas pelo risco de depressdao exogamica (diminui¢ao do
valor adaptativo de populagdes naturais pela introdugdo de gendtipos adaptados a outras
condicdes ambientais). Zawko et al. (2001), entretanto, sugerem cruzamentos entre
populacdes de Leucopogon obtectus, espécie altamente ameacada dos desertos do oeste
australiano, com menos de 500 individuos conhecidos em quatro populagdes. Mesmo
apresentando populagdes pequenas e isoladas, foram encontrados altos niveis de
diversidade intrapopulacional, com auséncia de uma diferenciagdo entre elas, sugerindo
que a espécie possui grupos genéticos extremamente diversos, devendo ser mantidos ao

longo de toda a distribuicao,

Rosseto ef al. (2000) estudaram quatro espécies do género Fontainea, altamente
ameagadas e distribuidas em locais restritos nas florestas pluviais no litoral leste
australiano, com F. oraria restrita a um local com cerca de dez individuos adultos. Foi
identificada uma unidade genética distinta, originada por introgressao entre F. rostrata ¢ F.
australis, sugerindo que esta populacdo seja protegida e monitorada separadamente das
outras populagdes, o que mostra a importancia de identificar individuos ou populagdes

entre espécies relacionadas e que divergiram recentemente.

A hibridizagdo seguida de introgressdo entre espécies proximas pode ter
consequéncias importantes para as espécies envolvidas, e merece atencao do ponto de vista
da conservacdo. No exemplo anterior, houve um aumento na diversidade genética,
podendo levar a um aumento no fitness e na capacidade adaptativa daquelas populacdes.
Entretanto, a introgressdo pode comprometer a viabilidade da populagdo, devido a perda de

diversidade genética, assimilacao genética e depressao exogamica (Haig, 1998).

Embora a hibrida¢do seja um fendmeno comum e um componente importante na
evolucdo das plantas (onde 70% das espécies parecem descender de hibridos, Rieseberg e
Ellstrand, 1993), a conservagdo se torna importante quando cruzamentos interespecificos
efetivos podem ocorrer entre populagdes de uma espécie mais restrita ¢ vulneravel e a

espécie relacionada, com distribui¢do mais ampla e menos vulneravel.

Estes cruzamentos podem acarretar duas principais consequéncias genéticas, ambas
com riscos grandes a espécie ameagada. Se os hibridos das geragdes posteriores forem
vigorosos e férteis, a espécie esta em risco por assimilacdo genética. Se a progénie hibrida

for estéril ou tiver vigor reduzido, entdo a espécie esta em risco de depressdo exogamica.



68

Geralmente o risco maior para populagdes pequenas ¢ a assimilagao genética, que tem seus
efeitos cada vez mais intensos conforme o tamanho da populacdo ameagada decresce em

relacdo ao congénere simpatrico (Ellstrand e Elam, 1993; Levin, 1996).

O isolamento reprodutivo em espécies de Petunia e Calibrachoa ¢ primariamente
pré-zigbtico, seja por isolamento geografico das espécies ou por modificagdes
morfologicas para distintos polinizadores. Os estudos filogenéticos sugerem uma
diversificacdo muito recente, com espécies geneticamente proximas (Ando et al., 2005;
Lorenz-Lemke, 2006; Lorenz-Lemke et al., 2006; Chen et al., 2007) e os testes de
laboratorio mostraram que, com exce¢ao de C. parviflora e C. pygmaea (que s6 produzem
hibridos quando cruzadas entre si) as demais espécies exibem capacidade potencial de se

intercruzarem, com graus variaveis de producdo de sementes (Watanabe ef al., 1997).

Lorenz-Lemke et al. (2006), através da andlise de sequéncias dos espacgadores
plastidiais trnH-psbA, trnS-trnG e psbB-psbH ¢ estudos morfoldgicos comprovaram a
hibridagdo natural entre Petunia exserta, espécie micro-endémica restrita a poucas
populacdes localizadas na Serra do Sudeste do Rio Grande do Sul, e P. axillaris, espécie
geneticamente relacionada e amplamente distribuida pelo Pampa. Esta hibridagdo pode
constituir um risco para a manutenc¢ao das populacdes tipicas de P. exserta, pela perda das
adaptacdes exclusivas desta espécie a condi¢des especificas, como a polinizacdo mediada

por beija-flores e a restri¢do aos substratos encontrados nas formagdes rochosas da regido.

Em Calibrachoa, hibridos naturais sdo encontrados em pequeno nimero nas
regides de simpatria entre espécies, tanto por nosso grupo de trabalho em saidas de campo,
como também reportado por Stehmann (1999). O risco para a integridade das espécies
envolvidas ainda ¢ desconhecido, pois se a formagao de hibridos se der em uma pequena
frequéncia, a identidade das espécies ndo parece estar ameagada. Mas, como em P. exserta,
algumas espécies de Calibrachoa possuem distribuigdes muito restritas, com um numero
diminuto de individuos e populagdes em simpatria com espécies de distribuigdo ampla. Os
casos mais extremos sdo as espécies C. sendtneriana e C. serrulata, representadas por
poucas populagdes nos campos do Planalto Catarinense, onde também ¢ encontrada C.
sellowiana, que se distribui amplamente pelos planaltos desde o Rio Grande do Sul até o

Norte de Santa Catarina.

Além do risco por introgressdo, muitas espécies do género estdo ameagadas
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simplesmente pela destruicdo dos ambientes naturais e dos habitats, muitas vezes restritos
e unicos. Calibrachoa elegans, por exemplo, ocupa um tipo de substrato muito peculiar e
raro, disperso em pequenas manchas em regides de altitude no estado de Minas Gerais. A
preservagdo destas formacgdes naturais ¢ também de vital importancia para as espécies do
género pela dependéncia de vetores de polinizagdo para a manutencdo das mesmas,
devendo ser prioritdria ndo so6 a conservagao da espécie vegetal, mas a do sistema planta-

polinizador (Kearns et al., 1998).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a distribuicdo atual das
espécies do género Calibrachoa em territdrio brasileiro, bem como entender as relagdes
evolutivas do género através de andlises filogenéticas e filogeograficas, a partir de
sequéncias de marcadores de cloroplasto. Abordagens filogeograficas também foram

realizadas em algumas espécies, tendo como objetivos especificos:

o Estudar as relagdes entre as espécies C. excellens (C. excellens subsp. excellens,
C. excellens subsp. atropurpurea), e C. linoides, ambas com ampla distribuicao geografica

e areas de sobreposicao nos campos da regiao central do sul do Brasil;

e Estimar os niveis de variacdo genética das espécies endémicas de distribuicao
muito restrita (C. eglandulata, C. sendtneriana e C. serrulata) que podem estar ameacadas,
como também de C. elegans, ameacada de extingdo, e suas relacdes com as espécies de

distribui¢do mais ampla.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta do Material Vegetal

O material analisado foi obtido através de coletas na natureza realizadas pelo grupo
de pesquisa do Laboratério de Evolugao Molecular, como também por amostras coletadas
e enviadas pelo Prof. Dr. Jodo Renato Stehmann (Departamento de Botanica, Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte), durante os ultimos sete anos, cobrindo a
distribuicao da maior parte das espécies do género. Espécimes provenientes da Argentina
foram coletados em colaboragdo com os professores Dra. Vivana G. Solis Neffa e Dr.
Guillermo Seijo (Instituto de Botanica Del Nordeste, Universidad Nacional del Nordeste,
Corrientes) e Dr. Julidan A. Greppi (Facultad de Agronomia, Universidad de Moroén,
Buenos Aires). Para cada espécime foram retiradas folhas jovens, tentando minimizar os
danos aos individuos. As folhas foram colocadas em silica gel para desidratacdo. Para cada
ponto de coleta de uma populagdo foram também coletados ramos com flores e frutos para
a confec¢do de pelo menos uma exsicata. Estas foram depositadas no Herbario BHCB
(Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias, Universidade Federal de Minas
Gerais). A identificagdo taxondmica foi realizada pelo Dr. Jodo Renato Stehmann,
especialista no grupo. Em cada ponto de coleta também foram anotadas as coordenadas
geograficas obtidas através do sistema de posicionamento global (GPS). Em todo o
trabalho foram analisados 589 individuos, divididos em conjuntos de dados para as

analises filogenéticas e filogeograficas. Estes conjuntos serdo detalhados posteriormente.

3.2 Extracao de DNA

O DNA foi extraido através da técnica descrita por Roy et al. (1992), modificada e
adaptada para espécies de Calibrachoa. Cerca de 20 mg do produto pulverizado em
nitrogénio liquido a partir das folhas desidratadas foram transferidos para um microtubo
padrdo de 1,5 ml, seguido da adi¢do de 600 pl de tampao de extragdo (100 mM TRIS-HCI;
1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 2% CTAB; 0,2% B-mercaptoetanol; 2% PVP 40), 60 ul de -
mercaptoetanol e 6 ul de proteinase K (10 mg/ml). Apo6s incubagdo a 65°C por 30 minutos
(com homogeneizagdao a cada 5 minutos), € emulsdo com 600 ul de fenol-cloroférmio

(1:1), os tubos foram centrifugados por 20 minutos a 14000 rpm; e a fase aquosa foi
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transferida para outro tubo. Apds adicao de igual volume de isopropanol e 1/10 do volume
de acetato de s6dio; o material foi resfriado a -18° por até 24 horas e centrifugado por 20
minutos a 14000 rpm. O DNA precipitado foi lavado com etanol 70°GL; seco em
temperatura ambiente e eluido em 200 pl de dgua ultra pura estéril com 2ul de RNAse (10

mg/ml).

Para muitas espécies foi adotada uma metodologia complementar (Michaels et al.,
1994) para a retirada de polissacarideos, presentes em grande quantidade na solugdo final
que continha o DNA, impossibilitando a amplificagdo por PCR. Apods a etapa de
precipitagdo na metodologia descrita acima (pellet de DNA desidratado), foram
adicionados 500 pl de NaCl 0,25 M e Tris-HCI pH 8,0 10 mM. O material foi dissolvido
em vortex, mantido a 10 °C por 20 min, centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm, ¢ a fase
aquosa transferida para um novo tubo. O DNA limpo foi entdo precipitado e solubilizado

em agua ultra pura estéril com RNAse.

Os produtos de extracao foram verificados através de eletroforese horizontal em gel
de agarose 1%, corado com “GelRed” (Biotium) e visualizado em transiluminador de luz
ultravioleta. Cada amostra foi quantificada através da comparagdo, em gel, com o

marcador de concentragdo “Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen).

3.3. Amplificacdo dos marcadores

As sequéncias analisadas neste trabalho foram obtidas através de reagdes de PCR
(polymerase chain reaction) utilizando iniciadores (primers) e protocolos especificos,

descritos na literatura, para cada um dos marcadores utilizados.

Foram utilizadas neste trabalho cinco regides ndo-codificadoras do genoma
plastidial: os espagadores intergénicos trnH-psbA, psbB-psbH, trnL-trnF e trnS-trnG, e
intron do gene #rnL. Os protocolos de amplifica¢do, sequéncia dos iniciadores e referéncias

estdo descritos na Tabela 2.



Tabela 2. Condigdes de laboratdrio para amplificagcdo das sequéncias dos marcadores utilizados.

Marcador Utilizado Componentes da Reacdo de Condicoes de Amplificacdo Primers utilizados Literatura consultada
PCR
Tampao 1X Sang et al., 1997
pbsA-trnH dNTP 0,2 mM 94 °C por 3 min Primer pbsA F
MgCl, 2 mM ¥ GTT ATG CAT GAA CGT AATGCT C ¥
30 ciclos de:
Primer pbsA F 0,2 mM 94 °Cpor45s Primer trnH R
Primer rnHR 0,2 mM 58 °C por 1 min 5 CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAA TC ¥
Taq Polimerase 10 72 °C por 1 min 30 s
DNA 50 ng
72 °C por 10 min
Tampao 1X Hamilton, 1999
psbB-psbH dNTP 0,2 mM 94 °C por 5 min Primer psbB
MgCl, 2 mM ¥ GTT TAC TTT TGG GCA TGC TTC G ¥
30 ciclos de:
Primer psbB 0,2 mM 94 °C por 1 min Primer psbH
Primer psbH 0,2 mM 50 °C por 1 min 5 CGC AGT TCG TCT TGG ACC AG *
Taq Polimerase 1U 72 °C por 1 min
DNA 50 ng
72 °C por 10 min
Tampao 1X Taberlet et al., 1991
trnL-trnF dNTP 0,2 mM 95 °C por 3 min Primer E
MgCl, 2 mM ¥ GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC?¥
35 ciclos de:
Primer E 0.2 mM 94 °C por 1 min Primer F
Primer F 0,2 mM 55 °C por 1 min S TTT GAA CTG GTG ACA CGA G *
Taq Polimerase 10U 72 °C por 1 min
DNA 50 ng

72 °C por 5 min

€L



Continuacdo Tabela 2. Condi¢des de laboratério para amplificagdo das sequéncias dos marcadores utilizados.

Marcador Utilizado Componentes da Reacio de Condicdes de Amplificacio Primers utilizados Literatura consultada

PCR

Tampao 1X Hamilton, 1999
trnS-trnG dNTP 0,2 mM 96° C por 5 min Primer 1 (trnS GCU)

MgCl, 2 mM

40 ciclos de: *GCC GCT TTA GTC CAC TCA GC ™

Primer 1 0,4 mM 96° C por 1 min

Primer2 0,4 mM 52° C por 1 min Primer 2 (trnG UCC)

Taq Polimerase 1U 72° C por 1 min 5 GAA CGA ATC ACA CTT TTA CCA C*

DNA 50 ng

72° C por 5 min

Tampao 1X Taberlet ef al., 1991
intron do gene dNTP 0,2 mM 94 °C por 3 min Primer ¢

MgCl, 2mM ¥ CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG ™
trnL 35 ciclos de:

Primer ¢ 0,2 mM 94 °C por 1 min

Primer d 0,2 mM 55 °C por 1 min

Taq Polimerase 1U 72 °C por 1 min f rimer d .

DNA 50 ng GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC

72 °C por 3 min

YL
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3.4. Sequenciamento

A quantificagdo do DNA amplificado por PCR foi realizada através de comparagao
de intensidade das bandas das amostras com as do marcador de concentragdo (Low DNA
Mass Ladder - Invitrogen), apos eletroforese horizontal em gel de agarose 1%, corado com
GelRed (Biotium). A purificacdo dos produtos de PCR foi feita de acordo com Dunn e
Blattner (1987): adig¢do de igual volume de PEG (polietilenoglicol) 20% (p/v) ao produto,
incubacdo a 37 °C por 30 min, centrifugacdo a 14000 rpm por 20 min, descarte do
sobrenadante, adi¢do de 125 pl de EtOH 80% gelado, incubacao por 1 min e centrifugagio
por 2 min, descarte do sobrenadante, adi¢ao de 125 pl de etanol absoluto gelado, incubagao
por 1 min e centrifugacdo por 2 min, descarte do sobrenadante, evaporagdo do etanol
residual a 70 °C por 10 min, solubilizagdo do produto de PCR em 15 pl de H,O ultra-pura

estéril e incubagdo a temperatura ambiente por 12 horas.

O sequenciamento do DNA foi realizado em sequenciador automatico MegaBACE
1000 (GE Healthcare Life Sciences), seguindo os protocolos que acompanham o aparelho
e o DYEnamic™ET terminator sequencing premix kit, com marcacdo terminal
fluorescente. As condi¢des da reagdo de amplificagdo para sequenciamento estdo descritas

na Tabela 3.

Tabela 3. Condicdes das reagdes de PCR para sequenciamento

Componentes da reacdo Condicoes de amplificacdo
DYEnamic "ET terminator sequencing premix 4 ul 35 ciclos:

Produto de PCR purificado 40 ng 95°Cpor20s
Primer 0.25 uM 50°Cpor 15s
Agua estéril completar 10 pl 60° C por 1 min

Antes da injecdo no sequenciador, cada amostra foi purificada diretamente nas
placas de sequenciamento, como descrito: adicdo de 1 pl de acetato de amonio 7,5 M e 30
ul de etanol absoluto, mistura por 30 inversoes, centrifugagdo da placa por 45 min a 1780
RCF a 20 °C, descarte do sobrenadante, adigdo de 100 pl de etanol 70% (temperatura
ambiente), spin a 1780 RCF, descarte do sobrenadante, adi¢do de 10 pl de Loading
Solution e fechamento da placa com adesivo, ressuspensdo em vortex por 5 min, spin a

1780 RFC e encaminhamento ao sequenciador.
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3.5. Visualizacao, alinhamento e caracterizacdo das sequéncias

Os cromatogramas gerados foram visualizados no programa Chromas 2.0
(Technelysium, Helensvale, Australia). Os alinhamentos das sequéncias foram realizados
primeiramente através do programa ClustalX (Thompson et al., 1997) e revisados
manualmente com auxilio do programa GeneDoc (Nicholas et al., 1997). Os sitios

varidveis e a composicdo nucleotidica foram estimados no programa MEGA 4.0 (Tamura

etal.,2007).

Devido a presenca de eventos mutacionais do tipo insercao/delecdo presentes nos
espacgadores, as andlises filogenéticas de neighbor joining ¢ méaxima parcimonia foram
realizadas com os gaps de cada conjunto de dados codificados conforme o modelo
proposto por Simmons et al. (2001), implementado no programa GapCoder (Young e
Healy, 2003). Alguns espagadores também apresentaram regides com repetigdes
mononucleotidicas A/T, que sdao reconhecidos como sitios altamente homoplésicos

(Kelchner, 2000) e por esta razdo sua variagdo ndo foi considerada nas analises.

3.6. Conjuntos de dados utilizados nas analises

Foram realizadas reconstrucdes filogenéticas com os cinco marcadores de
cloroplasto utilizando representantes de cada espécie em dois conjuntos: o primeiro
contendo um representante por espécie (denominado conjunto 1), e o segundo com mais de
um representante para as espécies com distribuicdes mais amplas (conjunto 2). Como
grupo externo, foram utilizadas amostras de Petunia axillaris e Petunia integrifolia. O
local de coleta das amostras utilizadas nestes dois conjuntos estdo nas Tabelas 4 (contendo
todas as amostras do conjunto 1) e 5 (amostras adicionadas ao conjunto 1, formando o
conjunto 2). Duas espécies pouco conhecidas e recombinadas recentemente para o género,
C. felliponei e C. scabridula (Stehmann e Bohs, 2007), com ocorréncia descrita para a
regido de fronteira entre o Brasil, Uruguai e Argentina, ndo serdo abordadas neste trabalho.
Embora tenham sido feitas buscas em campo pelo nosso grupo nas provaveis regides de
ocorréncia em territério nacional, ndo foram encontrados representantes destas espécies,

bem como nos registros de coletas realizados pelo professor Julidn A. Greppi na Argentina.
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ApoOs avaliagdo da variacao dos marcadores (detalhada no capitulo seguinte), os
dois segmentos mais variaveis (espagadores trnH-psbA e trnS-trnG) foram amplificados
para utilizacdo em andlises filogenéticas (arvore filogenética e network de haplétipos) a
partir de uma amostra mais ampla, contendo sequéncias representando toda a variagdo
encontrada em 595 individuos de 95 locais de coleta, cobrindo a distribuicdo de
praticamente todas as espécies do género. A partir deste conjunto, foram amostradas
sequéncias representando cada um dos haplotipos determinados pelo programa DnaSP
4.10.9 (Rozas et al., 2003), formando um alinhamento de 102 sequéncias, com duas
sequéncias de espécies de Petunia utilizadas como grupo externo. Por se tratarem de
espécies com amplitudes de distribui¢ao muito diferentes, algumas espécies tiveram um
nimero maior de representantes amostrados. As amostras analisadas neste conjunto

(denominado conjunto 3) estdo descritas na Tabela 1, em anexo.

As sequéncias de Calibrachoa excellens e C. linoides que foram utilizadas para a
geracao dos haplotipos do conjunto 3 também foram utilizadas na sua totalidade em
abordagens filogeograficas. As populagdes analisadas, localizacdo e nimero de individuos
estdo na Tabela 1, em anexo. O mesmo foi feito para as espécies C. elegans, C.
eglandulata, C. sendtneriana e C. serrulata (espécies micro-endémicas restritas). Para
estas espécies também foram estimados e comparados os indices de diversidade
nucleotidica e haplotipica em uma amostra com o espagador #nS-trnG, que possui um
nimero maior de sequéncias a serem analisadas. Os individuos e populacdes analisados

para estas estimativas serdo descritos juntamente com os resultados.



Tabela 4. Amostras incluidas na analise filogenética contendo uma sequéncia por espécie (Conjunto 1).

Espécie
Calibrachoa caesia

Calibrachoa cordifolia
Calibrachoa dusenii
Calibrachoa eglandulata
Calibrachoa elegans

Calibrachoa ericifolia

Calibrachoa excellens subsp.

atropurpurea

Calibrachoa excellens subsp.

excellens
Calibrachoa heterophylla
Calibrachoa humilis

Calibrachoa linearis

Calibrachoa linoides

Calibrachoa micrantha

Calibrachoa missionica

Calibrachoa ovalifolia
Calibrachoa paranensis

Calibrachoa parviflora

Calibrachoa pubescens

Calibrachoa pygmaea

Calibrachoa sellowiana

Calibrachoa sendtneriana
Calibrachoa serrulata
Calibrachoa sp.1
Calibrachoa sp.2
Calibrachoa spathulata

Calibrachoa thymifolia

Petunia axillaris

Petunia integrifolia

Locais de Coleta

Rodovia SC301, entre Sdo Bento do Sul e Campo
Alegre, a cerca de 4 km da cidade de Campo Alegre -
Santa Catarina.

Barragem Rodolfo da Costa e Silva. Itaara - Rio
Grande do Sul.

Fazenda Séo Roque. Porto Amazonas - Parana

Estrada Urubici-Serra do Corvo Branco. Urubici -
Santa Catarina
Serra da Calgada. Brumadinho - Minas Gerais

Rodovia PR 340, sentido Castro-Tibagi, a cerca de 42
km de Castro. Tibagi - Parana

Rodovia BR 293, sentido Dom Pedrito-Bagé. Bagé -
Rio Grande do Sul

Rodovia SC430, entre Sdo Joaquim e Urubici, a cerca
de 12 km do trevo para a SC438. Vila Peric6, Sao
Joaquim - Santa Catarina

Estrada para o camping Itapeva. Torres - Rio Grande
do Sul

Margem do Rio Ibicui ao lado da ponte da estrada
Uruguaiana-Itaqui. Uruguaiana - Rio Grande do Sul
Area urbana de Concordia, em frente ao parque
industrial. Departamento de Concordia, Provincia de
Entre-Rios. Argentina

Estrada de terra a partir da BR282, sentido Urubici-
Bom Retiro a cerca de 10 km de bom Retiro. Bom
Retiro - Santa Catarina

Fazenda Sdo Nicolau. Bom Sucesso de Itararé - Sdo
Paulo

Afloramento rochoso proximo a estrada entre Santo
Cristo e Porto Vera Cruz. Porto Vera Cruz - Rio
Grande do Sul

Caminho para a Pedra do Segredo. Cagapava do Sul -
Rio Grande do Sul

Reserva Natural Buraco do Padre. Ponta Grossa -
Parana

Calcada proxima ao edificio do Departamento de
Genética, Campus do Vale, UFRGS. Porto Alegre -
Rio Grande do Sul

Rodovia RS165 entre Sao Luiz Gonzaga e Serrinha, a
cerca de 10 km de Sdo Luiz Gonzaga. Sdo Luiz
Gonzaga - Rio Grande do Sul

Rodovia BR293, entre Quarai e Santana do
Livramento, a cerca de 35 km de Quarai. Santana do
Livramento - Rio Grande do Sul

Rodovia BR 116 entre Monte Castelo e¢ Santa Cecilia,
a cerca de 20 km de Santa Cecilia. Santa Cecilia -
Santa Catarina

Estrada Serra do Rio do Rastro-Bom Jardim da Serra.
Bom Jardim da Serra - Santa Catarina

Borda Norte do Canion da Serra do Rio do Rastro.
Bom Jardim da Serra - Santa Catarina

BR287, entre Sdo Pedro do Sul e Mata, Sao Pedro do
Sul-Rio Grande do Sul.

Rodovia RN94 sentido Azara, Departamento de Santo
Tome, Provincia de Corrientes. Argentina

Rodovia PR170, entre Bituruna e General Carneiro, a
cerca de 20 km de Bituruna. Bituruna - Parana
Estrada secundaria a direita da rodovia BR101,
sentido Sdo José do Norte-Estreito. Sdo José do Norte
- Rio Grande do Sul

Rodovia BR 290, entre Cachoeira do Sul e Pantano
Grande, a 8 km de Pantano Grande. Pantano Grande -
Rio Grande do Sul

Estrada para Piriqui. Cachoeira do Sul - Rio Grande
do Sul

Coordenadas Geograficas
26 12'26.87299"S 49 18' 31.01876"W

29 30'39.66756"S 53 45' 15.67637"W

25 28'56.84430"S 49 47' 29.05882"W
28 02'34.75477"S 49 24' 30.69243"W

20 05'35"S 43 59' 01"W
24 39'00.24468"S 50 13'29.22658"W

31 18'02.27867"S 54 02' 41.88645"W

30 32'58.00215"S 53 32' 32.25504"W

29 34'59"S 55 06' 03"W
29 25'05.80637"S 56 41' 38.75415"W

31 24'S 58 05'W

27 50'46.67382"S 49 31' 31.53716"W

24 19'04.08"S 49 08' 38.04"W

2745'07.03233"S 54 50' 39.88593"W

3031'54.79217"S 53 33' 05.07502"W
2510'18.04831"S 49 58' 05.21379"W

30 04'12.12"S 51 07' 10.02"W

28 22'09.42643"S 54 52' 38.67255"W

30 32'57.73208"S 56 07' 06.22586"W

26 49'16.30910"S 50 21' 20.68088"W

2822'31.19970"S 49 33' 38.09984"W
28 23'09.40649"S 49 32' 41.28241"W
29 38'18.44812"S 54 18' 16.65114"W
29 39'S 56 09'W

26 17'11.68496"S 51 29' 23.87539"W

31 57'36.87472"S 51 59' 02.33134"W

30 12'11"S 52 27' 23"W

3027'11.34621"S 52 56' 08.46725"W
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Tabela 5. Amostras adicionadas ao Conjunto 1 para analise de mais de uma sequéncia para algumas

espécies (formando o Conjunto 2).

Espécie

Calibrachoa ericifolia

Calibrachoa excellens subsp. excellens

Calibrachoa heterophylla

Calibrachoa linoides

Calibrachoa ovalifolia

Calibrachoa paranensis
Calibrachoa parviflora

Calibrachoa pygmaea

Calibrachoa sellowiana

Locais de Coleta

Passo do Pupo, a 7 km da BR 376. Ponta
Grossa - Parana

Estrada para a Pedra do Segredo.
Cagapava do Sul - Rio Grande do Sul
Estrada de terra proxima a Balsa Nova.
Lapa - Parana

Estrada em direg@o ao litoral a partir da
RS471, proximo a Lagoa das Flores. Rio
Grande - Rio Grande do Sul

Estrada de acesso ao balneario, a 2 km do
mar, proximo a Bojuru. Sdo José do
Norte - Rio Grande do Sul

Rodovia SC301, entre Sdo Bento do Sul e
Campo Alegre, a cerca de 4 km de
Campo Alegre. Campo Alegre - Santa
Catarina

Campo proximo a estrada de acesso a
Pedra do Segredo. Cagapava do Sul - Rio
Grande do Sul

Estrada Guarapuava-Laranjeiras do Sul.
Guarapuava - Parana

Area urbana de Cagapava do Sul - Rio
Grande do Sul

Rodovia BR290 km 649 sentido
Alegrete-Uruguaiana, a cerca de 1 km do
trevo para Quarai. Uruguaiana - Rio
Grande do Sul

Estrada secundaria a partir da rodovia
RS020, cerca de 7 km ao sul de Cambara
do Sul. Cambara do Sul - Rio Grande do
Sul

Coord. Geograficas

25 08' 48.86654"S 49 57' 17.38877"W
1061m
30 32'58.00215"S 53 32' 32.25504"W

25 35'48,70688"S 49 38' 39,03514"W

32 31'26.26021"S 52 32' 47.80889"W

3140'00.24527"S 51 25' 32.75352"W

26 12'29.03864"S 49 18' 23.65972"W

30 32'32.43228"S 53 33' 19.79975"W

2525'04.59812"S 51 40' 17.12380"W
30 30'31.82008"S 53 29' 27.77868"W

3001'10.48805"S 56 24' 51.27712"W

29 05'32.79583"S 50 11' 18.57672"W

3.7. Inferéncias filogenéticas

3.7.1. Selecao de modelos evolutivos
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As probabilidades a priori das frequéncias dos nucleotideos, o modelo para

variagdo das taxas de substitui¢do entre os sitios € o nimero de tipos de substitui¢do para

cada conjunto de dados foram estimados com o auxilio de dois programas. Nas

reconstrugdes filogenéticas pelos métodos de neighbor-joining, maxima verossimilhanga e

inferéncia bayesiana foi usado o programa jModeltest 0.1.1 (Posada, 2008). Para as

inferéncias bayesianas obtidas a partir do programa MrBayes v3.0b4 (Ronquist e

Huelsenbeck, 2003) foram utilizados modelos determinados com auxilio do programa

MrModeltest (Nylander, 2004). Os modelos utilizados nas analises foram aqueles
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estimados pelo critério bayesiano (Bayesian Information Criterion - BIC), utilizando o
programa jModeltest, e pelo Akaike Information Criterion (AIC), quando da utilizagdo do
programa MrModeltest. A principal diferenca entre os trés testes empregados para
avaliacdo de modelos (hierarchical Likelihood Ratio Test, AIC e BIC) é que o primeiro
realiza comparagdes hierarquicas passo a passo entre dois modelos de substituicdo de
acordo com escala de complexidade através de um teste de razdo de verossimilhanca
(Likelihood Ratio Test), onde sequencialmente o modelo com menor valor naquela
comparagdo ¢ descartado, o que ndo garante que o melhor modelo entre todos foi o
escolhido. Os dois ultimos critérios (AIC e BIC) selecionam aquele modelo que apresenta
o melhor valor de likelihood (AIC) ou probabilidade posterior (BIC) entre todos os
modelos de substitui¢dao (Posada e Buckley, 2004; Kelchner e Thomas, 2007).

Tabela 6. Modelos Evolutivos selecionados para cada conjunto
de dados utilizados nas analises filogenéticas.

Programa utilizado
Conjunto de Dados

jModeltest MrModeltest
1 F81 GTR +G
2 F81 GTR +G
3 GTR+ G GTR+G

3.7.2. Métodos de analise

Com os Conjuntos 1 e 2 foram realizadas reconstrucdes filogenéticas através dos
métodos de distdncia, maxima parcimOnia, maxima verossimilhanca e inferéncia

bayesiana.

As analises através de distancia foram realizadas pelo método de neighbor-joining
(NJ) (Saitou e Nei, 1987), no programa PAUP* versao 4.0 (Swofford, 1998) para
Windows, com modelo evolutivo selecionado no programa jModeltest. Foram realizadas

1000 replicagdes de bootstrap (Felsenstein, 1985) para cada analise.

As andlises através do método de maxima parcimonia (MP) também foram
realizadas no programa PAUP* versao 4.0 para Windows. Foi utilizada busca heuristica,

com adi¢do de taxa passo a passo (stepwise addition) e TBR (Tree Bisection and
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Reconection) como método de rearranjo dos ramos. Foram realizadas 1000 replicagdes de

bootstrap para cada analise.

O método de maxima verossimilhanga (ML) foi realizado no programa PhyML
(Guindon e Gascuel, 2003), com arvore inicial gerada pelo método de neighbor-joining,

com 1000 replicagdes de bootstrap para cada analise.

As reconstrugdes através de inferéncia bayesiana foram realizadas no programa
MrBayes v3.0b4 (Ronquist e Huelsenbeck, 2003). Foram utilizadas quatro cadeias de
Markov - Monte Carlo (MCMC) com um milhdo de geragdes em cada analise. As arvores
foram amostradas a cada 100 geracdes e o numero de geragdes necessarias até que cada
parametro se tornasse estavel (burn-in) foi definido apds inspecao dos valores de log-
likelihood correspondentes as geragdes realizados pelo programa MrBayes. Para
determinar a probabilidade posterior de cada nd, uma arvore consenso foi construida

utilizando a regra do consenso da maioria (50% majority-rule consensus).

O conjunto de dados 3 foi utilizado em analises filogenéticas pelos métodos de
inferéncia bayesiana, com datagdo dos principais clados formados, através do programa
BEAST (Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees) v1.4.3 (Drummond e Rambaut,
2007). Para as estimativas de datagdo, foram considerados somente os eventos de
substitui¢do, enquanto que para a geracao das topologias, os eventos de insercao/delecao

(indels) também foram considerados.

No BEAST foram realizadas duas anélises com 100.000.000 de geracdes de cadeias
de Markov - Monte Carlo (MCMC), com amostragem de arvores e seus respectivos valores
de verossimilhanga a cada 1000 geragdes. O modelo evolutivo, determinado com auxilio
do programa jModeltest, foi o GTR com corre¢do gamma, com seis tipos de substitui¢do
(Tabela 6). Os parametros utilizados para as andlises foram: condi¢des de um reldgio
molecular relaxado com distribui¢do log-normal, conforme recomendacdo dos autores
(Drummond et al., 2006), com o modelo de especiagdo de Yule, que assume uma taxa de

especiagdo constante e probabilidades iguais de especiagdo para todos os terminais.

Os calculos das idades dos ancestrais comuns mais recentes (Zyrc4s) dos clados
foram baseados na taxa de substituicdo calculada para o conjunto dos espagadores de
cloroplasto trnH-psbA e trnS-trnG em Petunia integrifolia subsp. depauperata, cuja

linhagem ocorre exclusivamente na Planicie Costeira do Rio Grande do Sul, drea com
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idade geologica méaxima de 400.000 anos (Villwock e Tomazelli, 1995). A taxa baseada na
divergéncia desta linhagem foi de 2,8 x 107 (+ 5,4 x 10" substituicdo/sitio/ano (A. P.
Lorenz-Lemke et. al., comunicagdo pessoal). O programa Tracer v1.4 (disponivel em
http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer) foi utilizado para verificar a convergéncia das geragdes
das cadeias de Markov - Monte Carlo e determinar o ponto de corte (burn-in) ou dispensa
das arvores geradas (25% iniciais). A amostra de arvores foi sumarizada em uma arvore
alvo (target tree) do tipo maxima credibilidade de clados (Maximum clade credibility),
com valores de probabilidade posterior, através da utilizagdo do programa TreeAnnotator
(disponivel em http://beast.bio.ed.ac.uk/TreeAnnotator). Para fins comparativos, foi
calculada uma taxa de especiagdo para o género, baseada no modelo de Yule, que assume
uma taxa constante de formac¢ao de linhagens sem extin¢ao (taxa de especiacdo = /nn; — In
no/T, onde n; ¢ o numero de espécies atuais, ny € o nimero de linhagens inicial, assumida
como sendo = 1, e T ¢ a idade do clado expressa em milhdes de anos) (Baldwin e

Sanderson, 1998).

3.8. Analises Filogeograficas

A determinacdo dos haplétipos nas analises filogeograficas foi realizada com
auxilio do programa DnaSP 4.10.9 (Rozas et al., 2003). A analise de networks (rede de
haplotipos) para os haplotipos amostrados foi realizada com o programa Network 4.5
(disponivel no site http://www.fluxus-engineering.com), através do método de median
joining network (Bandelt et al., 1999). Para a geracao dos haplétipos, o alinhamento das
sequéncias foi modificado, pois o programa utilizado considera cada posi¢do nucleotidica
alterada como um evento independente. Assim, os indels de mais de 1 pb foram
codificados como um evento mutacional inico. O alinhamento ndo “codificado” apresenta
0 mesmo numero e relacionamento entre os haplotipos, mas o network gerado apresenta

um nimero de passos mutacionais superestimado.

Estatisticas descritivas da variabilidade genética, como diversidades nucleotidica e
haplotipica (Nei, 1987), foram calculadas pelo pacote Arlequin 3.11 (Excoffier et al.,
2005). A diferenciagdo genética entre as populacdes foi estimada através da anélise de

varidncia molecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992) no intervalo de confianga de 95%



83

ap6s 1000 permutacgdes, onde foi calculado o indice de fixacdo ®gst (programa Arlequin

3.11).

Para inferir eventos como expansdo populacional e efeito de gargalo de garrafa
foram calculados indices de neutralidade D de Tajima (Tajima, 1989), Fs de Fu (Fu, 1997)
e a pairwise mismatch distribution (distribui¢do do nimero de diferencas observadas entre
todos os haplétipos tomados par a par; Rogers e Harpending, 1992) com intervalo de

confianca de 95% e 1000 replicac¢des de bootstrap (programa Arlequin 3.11).



84

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Contribuicdo ao conhecimento da distribuicdo geografica de Calibrachoa no

Brasil

Todo o material utilizado neste trabalho foi procedente de coletas na natureza,
realizadas por nosso grupo de pesquisa nos periodos de florescimento e frutificagdo das
plantas (principalmente no periodo da primavera, entre agosto e final de dezembro,
estendendo em algumas espécies até abril e maio). As coletas foram iniciadas no ano de
2002 e intensificadas entre 2005 e 2008, cobrindo toda a distribui¢do do género em
territorio brasileiro, sendo que algumas destas coletas foram realizadas em colaboracao
com o Prof. Jodo Renato Stehmann. Dados adicionais sobre a distribui¢do de algumas
espécies em territorio argentino também serdo discutidos neste levantamento. Estas
informacgdes foram obtidas por amostras enviadas pelo Prof. Julian A. Greppi, como
também através de uma coleta realizada por nosso grupo em novembro de 2008, com a

colaboragdo dos professores Vivana G. Solis Neffa e Guillermo Seijo.

No Brasil foram coletados 2847 individuos em 184 locais e, embora tenham sido
encontradas populacdes na grande maioria das localidades, em alguns pontos de coleta
(principalmente das espécies microendémicas) foram amostrados um ou poucos
individuos. Sendo assim optou-se por classificar os pontos de coleta como locais e ndo
como populagdes. A distribui¢ao geografica observada na maioria das espécies corroborou
os dados da literatura, sendo mostradas nas Figuras 10 a 15. A Tabela 7 contém o nimero
de locais e individuos coletados para cada espécie, inclusive para aquelas que ndo ocorrem

em territorio brasileiro, mas que foram amostrados para as analises filogenéticas.

No Brasil, a espécie com distribui¢ao continua mais ampla € Calibrachoa excellens
(compreendendo as duas subespécies, C. excellens subsp. excellens e C. excellens subsp
atropurpurea), encontrada desde Cangugu, no Rio Grande do Sul, at¢é Guarapuava, no
Parana, sendo os pontos extremos distantes cerca de 670 km. Calibrachoa excellens subsp.
atropurpurea € restrita a regido centro-sul do estado do Rio Grande do Sul (Figura 10). Até
1999 esta subespécie possuia poucos registros de ocorréncia, sendo um deles no norte do
Uruguai e os demais em territorio brasileiro, apenas no municipio de Cacapava do Sul (RS)

(Stehmann, 1999). Porém foram observadas populagdes em uma area maior, tendo
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atualmente como limites norte/oeste a cidade de Sdo Vicente do Sul, o limite sul em

Cangugu, e o leste em Encruzilhada do Sul (Figura 10).

Tabela 7. Numero de locais e individuos coletados para cada espécie de Calibrachoa. As informagoes

adicionais referem-se as coletas realizadas na Argentina.

Espécie Locais de  Individuos Locais Individuos
coleta Adicionais Adicionais

Calibrachoa caesia 1 1 2 4
Calibrachoa cordifolia 2 4
Calibrachoa dusenii 1 32
Calibrachoa eglandulata 2 46
Calibrachoa elegans 4 84
Calibrachoa ericifolia 6 207
Calibrachoa excellens subsp. atropurpurea 10 59
Calibrachoa excellens subsp. excellens 24 322 2 3
Calibrachoa heterophylla 15 507
Calibrachoa humilis 1 3 4 6
Calibrachoa linearis 6 8
Calibrachoa linoides 27 237
Calibrachoa micrantha 1 5
Calibrachoa missionica 1 33 10 11
Calibrachoa ovalifolia 22 148 7 7
Calibrachoa paranensis 9 252
Calibrachoa parviflora 7 26 2 2
Calibrachoa pygmaea 8 243
Calibrachoa pubescens 3 29
Calibrachoa sellowiana 26 359
Calibrachoa sendtneriana 6 55
Calibrachoa serrulata 3 19
Calibrachoa sp.1 2 81 1 1
Calibrachoa sp.2 1 1
Calibrachoa spathulata 2 62
Calibrachoa thymifolia 1 33 1 3
Total de locais coletados 184 36
Total de individuos coletados 2847 46
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Calibrachoa excellens
subsp. excellens

@ Calibrachoa excellens
subsp. atropurpurea

@ Calibrachoa linoides

@ Populagio hibrida
C. linoides X C. excellens

Figura 10. Locais de coleta das espécies Calibrachoa excellens, C. linoides, e da populagdo hibrida entre C.
excellens X C. linoides.

Com excecdo de Calibrachoa parviflora (espécie autdgama com maior distribui¢ao
do género), C. excellens subsp. excellens parece ser a mais generalista quanto aos
substratos e outros fatores limitantes, como altitude. Populagdes foram encontradas desde
Cagapava do Sul (RS) até Guarapuava (PR), ocupando diferentes substratos e formagdes
vegetais: dunas arenosas no municipio de Imbituba (Santa Catarina), préximas ao nivel do
mar; areas abertas no dominio da Floresta Estacional Decidual, nos municipios de Xaxim e
Xanxeré (SC), cerca de 850 m de altitude; e nos municipios de Urubici (SC) a 1200 m de
altitude, e Guarapuava (PR) a cerca de 900 m de altitude, ocupando éareas de campo

associado com Floresta Ombrofila Mista.

Calibrachoa linoides também possui uma das distribui¢des mais amplas do género
no Brasil, mas diferentemente de C. excellens, esta ndo € continua, possuindo populacdes
disjuntas na regido sudeste, em campos de altitude das Serras da Mantiqueira e do Caparad

(estados de Minas Gerais e Sdo Paulo, respectivamente) (Stehmann, 1999). Nesta regido,
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foram amostradas populagdes no municipio de Camanducaia (Minas Gerais), distantes
cerca de 430 km da populagdao mais setentrional na regido sul, em Curitiba (PR). A partir
deste ponto, a espécie possui uma distribui¢do continua nos campos de altitude do planalto,
com maior concentragdo na borda oriental, em altitudes que variaram de 800 a 1200 m,
com populagdes coletadas ao sul at¢é o municipio de Urubici (SC). Embora existam
registros de ocorréncia no planalto e serras do Rio Grande do Sul (municipios de Cambara
do Sul, Caxias do Sul e Gramado) (Stehmann, 1999), durante os periodos de coleta nao

foram encontradas populagdes desta espécie nestas regides.

Como descrito na literatura, a distribuicdo encontrada para as duas espécies acima
parece seguir um padrao geral: C. excellens subsp. excellens ¢ encontrada em todo o Rio
Grande do Sul, ocorrendo, em sentido norte, nas por¢gdes mais continentais em altitudes
variadas. Ja C. linoides ocorre em altitudes superiores a 800 m na por¢do mais oriental do
planalto, com maior abundancia nos campos de altitude de Santa Catarina até o Parand. As
duas espécies sao consideradas parapatricas, com possiveis regioes de contato na regiao
central dos estados de Santa Catarina e Parana (Stehmann, 1999). Embora ndo tenham sido
encontradas populagdes de ambas as espécies em sobreposi¢do, tampouco populacdes de
C. excellens na regido central de Santa Catarina, foi identificada, no municipio de Sao
Cristovao do Sul (SC) (assinalado em vermelho na Figura 10), uma populagdo composta de
individuos com caracteres morfoldgicos de ambas as espécies, além de individuos com
morfologia intermediaria. A distingdo morfoldgica entre estas espécies ¢ fundamentada em
caracteres florais: C. linoides possui estigma capitado, globoso ou discdideo (mais
raramente) € a corola com fauce amarela; C. excellens possui estigma transversalmente
lobado e corola com fauce em geral esbranquicada. Neste caso, a presenca de individuos
com flores de coloracdo e estigmas de formatos intermediarios levaram a conclusdo de que
se tratava de uma populagao hibrida, corroborando a hipotese de possiveis zonas de contato
entre as espécies na regido central dos estados de Santa Catarina e do Parana, levantada por
Stehmann (1999). Estes individuos foram analisados juntamente com outras populagdes de

ambas as espécies e os resultados moleculares obtidos serdo discutidos posteriormente.

No estado do Rio Grande do Sul foram encontradas 12 espécies (incluindo
populagdes das duas subespécies de C. excellens e populagdes de C. sellowiana, espécie
tipica dos campos de altitude de Santa Catarina, com o limite sul de sua distribui¢@o no Rio

Grande do Sul). Destas, C. ovalifolia mostrou a maior distribuicdo, desde o leste do
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Estado, passando pelas regidoes da Serra do Sudeste, Depressao Central, regides da
Campanha, além das provincias de Corrientes ¢ Misiones, na Argentina (Figura 11).
Calibrachoa parviflora, espécie de maior distribuicdo no género, também foi encontrada
ao longo de toda a metade sul do Estado e Argentina (Figura 11). Calibrachoa pygmaea
(espécie tipica e restrita as regides de campos umidos, borda de brejos e locais alagadigos
no sul do Estado, Uruguai e Argentina), e C. humilis (restrita aos campos do sudoeste do
Rio Grande do Sul, provincia de Corrientes, na Argentina e norte do Uruguai), também sao
apresentadas na Figura 11, com os registros de coleta em territorio brasileiro e argentino.
Os dados recolhidos em campo confirmaram os registros de distribuicdo encontrados na

literatura, sumarizados por Stehmann (1999).

Calibrachoa ovalifolia
® C. parviflora

@ C. pygmaea
® C humilis

Figura 11. Locais de coleta das espécies Calibrachoa ovalifolia, C. parviflora, C. pygmaea e C. humilis

Com relagdo as demais espécies que ocorrem no Estado, foram obtidas novas
informacdes de distribui¢ao, com a descri¢do de novos locais de ocorréncia, além da
descoberta de uma nova espécie para o género. Calibrachoa heterophylla era reconhecida
como endémica do litoral, ocorrendo em toda a area costeira do Rio Grande do Sul e
metade sul de Santa Catarina. E encontrada exclusivamente em substrato arenoso, desde
dunas proximas a praia, até campos arenosos em meio a vegetacdo de restinga. Além da

distribuicdo conhecida, em toda a faixa litordnea (Figura 12), foram encontradas
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populagdes no interior do Estado, nos barrancos arenosos as margens dos rios Ibicui e
Santa Maria, no municipio de Cacequi, como também as margens de um arroio proximo a
estrada que liga os municipios de Sdo Francisco de Assis e Rivadavia Rodrigues (Figura
12). Estes novos registros indicam que a espécie ndo ¢ endémica da regido da Planicie
Costeira, ocorrendo também em regides continentais com substratos similares ao do litoral.
E embora algumas analises preliminares de modelagem de nicho ecoldgico tenham
indicado probabilidade de ocorréncia nas margens do rio Jacui, a espécie ndo foi
encontrada nesta regido. Como as variaveis utilizadas nestas andlises sdo basicamente
informagdes climaticas, os fatores que limitam a ocorréncia desta espécie parecem ser o

tipo de substrato (arenoso), e o tipo de vegetagao (formacdes pioneiras) encontrados nestes

ambientes.

C. heterophylla
C. thymifolia

C. missionica

®¢ 0 0

Calibrachoa sp.1
@ C pubescens
+ C. cordifolia

Figura 12. Locais de coleta das espécies Calibrachoa heterophylla, C. thymifolia, C, missionica, Calibrachoa sp.1,
C. pubescens e C. cordifolia.

De fato, a distribuicdo de C. heterophylla, quando sobreposta as unidades de
vegetacdo do Rio Grande do Sul (de acordo com Velloso et al., 1991), coincide com as
regides de formagao pioneira de influéncia marinha e fluvial/lacustre no Estado, tanto na
faixa litoranea como nos locais coletados do interior, que compreende principalmente as
margens arenosas das bacias dos Rios Santa Maria e Cacequi, na porgao oeste (Figura 13).
Assim, novas investigagcdes devem ser realizadas na regido continental para confirmar estas

ocorréncias e fornecer dados mais completos a respeito da distribui¢do desta espécie.
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Legenda:
UNIDADES_VEGETACAQ

[ ] contate Savano - Estepe

[ Estepe (Campos da Sul do Brasil) - arborizada com foresta de galeria

[ Estepe (Campos do Sul do Brasil) - arbérea abesta com floresta de galeria

[ ] Estope (Campos do Sul do Brasil} - gramines lenhosa (campestre) com flocesta de galeria
[ Estepe (Campos do Sul do Brasil) - gramines lenhosa (campestre) sem floresta de galeria
- Esteps (Campos do Sul do Brasil) - parque com floresta de galeria

I Estepe (Campos do Sul do Brasil) - parque sem Boresta de goleria

|| Plotesta Estacional Decidual (Floresta Tropical Caducifdlia) - submentana

[ Floresta Estacional Semideciduo) (Floresta Tropical Subcaducifalia) - submontana

I Foresta Omibxofila Densa (Floresta Tropical Pluvial) - montana

Il Foresta Ombeofia Mista (Floresta de Araucaria) - altomontana

Il ssvana Estépica (Campanha) - paigqus

[ ] Areas de Farmagao Pionelna - vegetagho com infludncia Ruvial efou lacustre

[ ] Areas de Formagao Pioneira - vegstaco com influéncia marinha (restings)

Figura 13. Pontos de coleta de Calibrachoa heterophylla no Rio Grande do Sul, coincidindo com as unidades de
formagao pioneira no Estado. Mapa disponivel em http://www.biodiversidade.rs.gov.br, baseado na classificacdo de
unidades de vegetagdo de Velloso et al.(1991).

Também na regido da Planicie Costeira, mais precisamente no municipio de Sao
José do Norte, foi identificada uma populagdo da espécie C. thymifolia, que possui
descri¢des de ocorréncia exclusiva no extremo oeste do Estado (regido de Uruguaiana)
bem como nas regides adjacentes, Departamento de Artigas, no Uruguai, e provincia de
Entre-Rios, na Argentina. De acordo com o levantamento feito por Stehmann (1999) esta
espécie foi descrita por Saint-Hilaire, a partir do material tipo coletado em 1821, em um

arroio proximo ao municipio de Uruguaiana, e desde entdo ndo foi coletado novamente em
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territorio brasileiro. De acordo com as informag¢des nos materiais de herbario, os locais de
ocorréncia parecem ser as margens arenosas ¢ praias do Rio Uruguai e seus afluentes,
ambientes muito similares aqueles onde algumas popula¢des de C. heterophylla foram
encontradas, como descrito no paragrafo anterior. Calibrachoa thymifolia ¢ muito
semelhante vegetativamente a C. heterophylla, diferindo principalmente pelo formato do
estigma, globoso em C. thymifolia e transversalmente lobado em C. heterophylla. Outra
informacdo relevante ¢ que somente esta populagdo coletada na planicie costeira foi
identificada com sendo de C. thymifolia, enquanto as outras populagdes coletadas na
mesma época foram identificadas como C. heterophylla. Na Figura 12 estdo indicados
estes locais de coleta, cuja distancia entre as populacdes mais proximas das duas espécies ¢
de cerca de 10 km. Neste caso, os novos registros de ocorréncia das duas espécies
trouxeram duvidas a respeito da consisténcia dos caracteres morfoldgicos utilizados na
delimitagdo taxondmica entre elas, o que serd tratado com mais detalhes em segdes

posteriores, juntamente com a discussao dos dados moleculares.

Calibrachoa missionica ¢ uma espécie tipica da regido das Missdes (noroeste do
Rio Grande do Sul, provincia de Misiones e parte da provincia de Corrientes, na Argentina,
e o sul do Paraguai) encontrada principalmente em solos rasos junto a afloramentos
rochosos. Sua descri¢cdo, realizada por Stehmann e Semir (2005), foi baseada no tipo
coletado em 1976 no municipio de Santo Angelo (RS). Além deste, existe somente mais
um registro, datado de 1963, no municipio de Girua (RS), que menciona a ocorréncia da
espécie em territorio brasileiro. A auséncia de outros relatos pode ser resultado da grande
alteragdo que o ambiente natural sofreu pela atividade humana na regido, onde sao
encontradas atualmente extensas areas de monoculturas. Durante as saidas de campo, toda
a regido foi visitada e somente uma populacao foi encontrada no municipio de Porto Vera
Cruz, em afloramentos rochosos associados com Floresta Estacional Decidual, a cerca de 5
km do rio Uruguai, fronteira com a Argentina (Figura 12). Possivelmente existam outras
populacdes em ambientes similares, proximos as margens do Rio Uruguai onde a
vegetacdo natural ainda persiste. Nos paises vizinhos a espécie parece ocorrer em maior
abundancia, de acordo com os registros em herbario, como também pelos dados obtidos

em territorio argentino (Figura 12).

Na mesma regido de coleta de C. missionica também foram encontradas populagdes

de C. pubescens, sendo este o primeiro relato desta espécie no Brasil. Sua recombinagao do
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género Petunia para Calibrachoa foi realizada héa dois anos (Stehmann e Bohs, 2007) com
base no tipo coletado no Uruguai em meados de 1920. Foram encontradas trés populacdes

distintas, nos municipios de Sao Luiz Gonzaga, Rolador e Roque Gonzalez (Figura 12).

Além das ocorréncias inéditas para as espécies citadas anteriormente, também
foram encontradas populacdes em dois locais do Estado que possuem caracteristicas
distintas o suficiente para a proposi¢do de uma nova espécie no género. Estas populagdes,
encontradas em outubro de 2006 nos municipios de Sdo Pedro do Sul e Santana do
Livramento, exibem flores com estames de comprimentos bem diferentes, sendo que os
mais longos se posicionam na abertura da corola (Figura 4D). Estas sdo as principais
caracteristicas que levaram ao reconhecimento de uma nova espécie (Calibrachoa sp.1).
Além dos locais descritos acima, uma amostra coletada em novembro de 2005 pelo Prof.
Julian A. Greppi também foi identificada como pertencente a Calibrachoa sp.1. Os locais

de ocorréncia da nova espécie estdo indicados na Figura 12.

Com relagdo as espécies consideradas microendémicas, C. cordifolia (com poucos
individuos conhecidos somente em uma localidade em Itaara, RS) e C. eglandulata, C.
serrulata e C. sendtneriana (com uma ou poucas populacdes conhecidas nos campos de
altitude de Santa Catarina), foram realizadas visitagdes mais intensas durante os periodos

de floracdo, na tentativa de encontrar novas populacdes e individuos.

Calibrachoa cordifolia foi descrita em 2005, com base em amostras coletadas
proximas a barragem Saturnino de Brito, na Reserva Bioldgica Ibicui-Mirim, entre os
municipios de Santa Maria e Itaara, na regido central do estado do Rio Grande do Sul
(Stehmann e Semir, 2005). Em outubro de 2006, foram encontrados mais dois individuos
proximos a esta reserva, em uma area da Brigada Militar e, em dezembro de 2006, outro
individuo foi encontrado em uma area da 13* CIA Divisdo de Armas ¢ Municdo do
Exército, cerca de 5 km de distancia do ponto anterior. No total, quatro individuos foram
coletados (Figura 12), sempre em areas de campo, nesta regido de transicdo entre o
Planalto e a Depressdo Central, entre a Floresta Estacional Decidual e os campos com

Floresta de Galeria.

Nas terras altas de Santa Catarina, a espécie C. eglandulata, descrita em 1997 por
Stehmann e Semir, esta restrita a uma localidade no municipio de Urubici, com poucos

individuos crescendo junto a vegetacdo nas margens da estrada da Serra do Corvo Branco,



93

em altitudes superiores a 1300 m. Este local estd a poucos quildmetros da borda do
Planalto, a cerca de 12 km do ponto mais alto da Regido Sul do Brasil, o Morro da Igreja
(1822 m). Em 2006, uma nova populagdo foi descoberta a cerca de quatro quildmetros
deste local, com 12 individuos. Ao todo, 46 individuos foram coletados desde 2002 nestes

dois locais (Figura 14).

Calibrachoa sendtneriana ocorre nos Aparados da Serra de Santa Catarina,
associada as matas nebulares e cursos d’adgua proximos a borda meridional, possuindo
poucas descri¢des de ocorréncia em duas regides: nas serras ao sul do municipio de Bom
Jardim da Serra e no Campo dos Padres, uma area relativamente extensa de campo de
altitude localizada no municipio de Bom Retiro. Até 2006, apenas seis individuos tinham
sido coletados em trés locais proximos a Serra do Rio do Rastro, em Bom Jardim da Serra.
Em 2006, a area sul do Campo dos Padres foi visitada, mas ndo foram encontrados
representantes da espécie. Em novembro de 2007, outras regides foram investigadas, a
cerca de 5 km ao norte da Serra do Rio do Rastro, em Bom Jardim da Serra, € novos
individuos foram encontrados. No total, 55 individuos foram coletados desde 2002, em
uma area de aproximadamente 20 km® (Figura 14). Entre eles, um individuo apresentou
uma clara morfologia hibrida entre C. sendtneriana e C. sellowiana, espécie abundante no
Planalto Catarinense. As flores apresentaram coloragdo, formato e posicao de estames
intermediarios em relacdo aos encontrados nas duas espécies, sugerindo que possiveis

eventos de hibridagdo possam estar ocorrendo entre elas.

Calibrachoa serrulata ¢ endémica da Serra do Oratério (SC), denominagdo antiga
de uma pequena regido dos Aparados localizada no municipio de Bom Jardim da Serra.
Sua descri¢ao foi realizada com base em materiais coletados em 1958 e desde entdo nao
havia sido coletada novamente (Stehmann, 1999). Em 2005, onze individuos foram
encontrados na borda norte do canion da Serra do Rio do Rastro, juntamente com
individuos de C. sellowiana. Em 2007, as regioes adjacentes foram percorridas e mais oito
individuos foram encontrados a cerca de 3 km ao norte do ponto de coleta anterior, em dois
locais ao longo dos pareddes dos canions, totalizando 19 individuos encontrados (Figura
14). Entre eles, alguns também apresentaram morfologias intermediarias, sugerindo
novamente que possiveis eventos de hibridagao possam estar ocorrendo entre esta espécie e

C. sellowiana.
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Individuos e populagdes das trés espécies encontradas nestas localidades (C.
sellowiana, C. sendtneriana e C. serrulata) foram investigados através de analises

moleculares, e os resultados obtidos serdo discutidos em secdes posteriores.

A Morro da Igreja
2822m

8.8 km

Figura 14. Locais de coleta das espécies Calibrachoa eglandulata, C. serrulata e C .sendtneriana.

Calibrachoa elegans, outra espécie endémica de altitude encontrada em Minas
Gerais, possuia populagdes conhecidas somente na regido do Quadrilatero Ferrifero, em
municipios da grande Belo Horizonte, incluindo a Capital, além de Brumadinho, Itabira,
Itabirito, Moeda, Nova Lima e Ouro Branco (Stehmann, 1999). Porém, em 2006, uma
populacdo foi localizada pelo Prof. Jodo Renato Stehmann em uma area disjunta, no
municipio de Santana do Garambéu, cerca de 160 km ao sul da area das populacdes
conhecidas (Figura 15). Foram coletados 21 individuos neste local, num total de 84

coletados ao longo dos ultimos sete anos.
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As demais espécies do género coletadas em territorio brasileiro (C. sellowiana,
presente no Planalto Catarinense, e aquelas que habitam os campos do estado do Parana, C.
caesia, C. dusenii, C. ericifolia, C. micrantha ¢ C. paranensis) seguiram o padrdo de
distribuicdo relatado na literatura (Stehmann, 1999). Os pontos de coleta destas espécies

estdo mostrados na Figura 15.

A C. caesia
C. dusenii

& C. elegans

+ Nova ocorréncia

& C. ericifolia
C. micrantha

® C. paranensis

C. sellowiana

Figura 15. Locais de coleta das espécies Calibrachoa caesia, C. dusenii, C. elegans, C. ericifolia, C.
micrantha, C. paranensis e C. sellowiana.
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4.2. Abordagem filogenética do género

Na familia Solanaceae, os estudos filogenéticos em niveis supragenéricos sao
abundantes, e o relacionamento entre subfamilias e géneros ¢ bem estabelecido, desde os
trabalhos de Olmstead et al. (1999) até trabalhos recentes, como de Olmstead et al. (2008).
Os estudos filogenéticos dos géneros na familia Solanaceae, embora abundantes quando
comparados a outras familias de angiospermas, concentram-se nos grupos com maior
interesse econdmico, como os géneros Nicotiana (Clarkson et al., 2004), Solanum
(Spooner et al., 1993; Bohs, 2004: Weese ¢ Bohs, 2007) e Capsicum (Walsh e Hoot,
2001). Em estudo recente, Tate et al. (2009) publicaram uma filogenia de Nierembergia,
género proximo a Calibrachoa, utilizando sequéncias de ITS e do intron plastidial rp/16. O
género Petunia também foi investigado através de dados de sequéncias por Kulcheski et al.
(2006) e Chen et al. (2007). Em Calibrachoa, o unico trabalho de filogenia utilizando
dados moleculares foi de Ando et al. (2005), através de RFLP do DNA plastidial.

O presente trabalho ¢ o primeiro a utilizar dados de sequéncia de DNA em
abordagens filogenéticas no género. A investigacdo do cpDNA nao-codificador através de
sequenciamento, quando comparada com resultados de RFLP, fornece uma imagem mais
completa dos polimorfismos presentes nos segmentos de DNA, pois mostra todas as

diferencas nucleotidicas observadas (Bohle ef al., 1994).

Os marcadores utilizados nas reconstrugdes filogenéticas resultaram em
alinhamentos com 2787 e 2788 pares de bases (para os conjuntos 1 e 2, respectivamente).
A diferenga observada se deve a adicdo, ao conjunto 2, da amostra de Calibrachoa
ericifolia de Ponta Grossa-PR (Tabela 5), que possui uma inser¢do exclusiva de uma
guanina na posi¢ao 205 do espacador #rnS-trnG. As arvores filogenéticas obtidas pelos
métodos de reconstrucdo empregados (neighbor-joining, maxima parcimonia, maxima
verossimilhanca e analise bayesiana), para os dois conjuntos de dados, sdo mostradas nas

Figuras 16 a 23.
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Figura 16. Arvore obtida através do método de neighor-joining com o conjunto de dados 1. Os ntimeros localizados nos ramos ao lado esquerdo dos nés
representam os valores de bootstrap (1000 replicacdes) relativos ao agrupamento em questdo. O valor apresentado na escala representa o nimero de

mutacdes/sitio.
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Figura 17. Arvore obtida através do método de méxima parciménia com o conjunto de dados 1. Os
numeros localizados nos ramos ao lado esquerdo dos nds representam os valores de bootstrap (1000

replicacdes) relativos aos agrupamentos em questdo. O valor apresentado na escala representa o
ntmero de mutagdes.
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Figura 18. Arvore obtida através do método de méxima verossimilhanga com o conjunto de dados 1.
Os numeros localizados nos ramos ao lado esquerdo dos nds representam os valores de bootstrap (1000
replicagdes) relativos aos agrupamentos em questdo. O valor apresentado na escala representa o nimero
de substituigdes/sitio.
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Os resultados obtidos com todos os métodos € com os dois conjuntos de dados
mostram uma clara divisdo do género em dois clados com valores de suporte maximos
(bootstrap=100 e probabilidade posterior=1, Figuras 16 a 23): um clado contendo as
espécies C. parviflora e C. pygmaea, ¢ o outro clado com o restante das espécies de
Calibrachoa. Esta heterogeneidade também ¢ revelada por outras caracteristicas, inclusive
morfologicas, que levantam dividas a respeito da inclusdo de pelo menos uma destas
espécies no género, como visto na secao 1.1.3. Esta questdo taxondmica serd abordada em

detalhes posteriormente.

Com respeito as espécies restantes, observa-se uma relagdo geral entre clados e
regides geograficas, além de agrupamentos correspondentes a algumas espécies endémicas
de altitude (indicados nas Figuras 16 a 23). Esta relagcdo geral também pode ser visualizada
na Figura 24. A primeira regido, denominada Terras Altas, abrange os Planaltos de
Curitiba e Ponta Grossa, no Parana, e também o Planalto Catarinense. No Parana, sido
encontradas as espécies C. caesia, C. dusenii, C. ericifolia, C. micrantha e C. paranensis.
Calibrachoa excellens subsp. excellens esta presente tanto em terras baixas quanto em
terras altas, ¢ C. linoides ocorre desde o Parana em direc¢ao sul até o Planalto Catarinense.
Como pode ser visto na Figura 17, C. dusenni ndo fica agrupada com as demais espécies na
arvore gerada por maxima parciménia para o conjunto de dados 1, porém se agrupa nas
demais filogenias baseadas no mesmo conjunto (Figuras 16, 18 e 19, com valores de
bootstrap baixos na Figura 18 e na Figura 16, onde o valor foi inferior a 50 e ndo foi
mostrado). Com o conjunto de dados 2, a arvore gerada por maxima parcimonia também
nao inclui C. dusenii no clado em questdo, mas mostra esta espécie agrupada com a
amostra de C. paranensis de Guarapuava-PR (Figura 21). Estas duas amostras mostram-se
altamente relacionadas em todas as arvores geradas com o conjunto 2, e estdo inseridas no
clado Terras Altas nas demais arvores (Figuras 20, 22 e 23). Porém, observa-se que hd uma
perda de confiabilidade (valores de bootstrap nas metodologias que empregam este teste)

no clado formado com todas as espécies de Terras Altas.
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Figura 24. Localizagdo das amostras utilizadas nas analises filogenéticas e sua relagdo com os clados
observados nas filogenias. Os pontos so relativos as amostras do conjunto de dados 2. No Clado Terras
Baixas, as amostras que ndo seguiram o padrdo geral de associa¢do entre clados e regides estdo
assinaladas (amostra de C. excellens subsp. excellens de Urubici-SC, com um asterisco, ¢ as amostras de
C. sellowiana, assinaladas como S1 e S2). As espécies C. spathulata, C. serrulata e C. sendtneriana,
presentes no clado denominado Microendémicas SC, estdo assinaladas com os nimero 1, 2 e 3,
respectivamente. Os locais amostrados de Calibrachoa eglandulata e C. elegans, que ndo se mostraram
relacionados com os demais grupos e nem entre si, estdo assinalados em verde e laranja,
respectivamente.

A segunda regido, denominada Terras Baixas, refere-se as areas do estado do Rio
Grande do Sul de baixa altitude (excluindo a metade norte do Estado, limite sul do Planalto
da Serra Geral) além de parte do Uruguai, Argentina e Paraguai (Figura 24). Nestas areas
sdo encontradas as espécies C. cordifolia, C. excellens subsp. atropurpurea, C. excellens
subsp. excellens, C. heterophylla, C. humilis, C. linearis, C. missionica, C. ovalifolia, C.

pubescens, Calibrachoa sp.1, Calibrachoa sp.2 e C. thymifolia.

Duas espécies nao se enquadram nesta relacdo entre os clados e regides citadas. No
primeiro caso esta C. sellowiana, que se encontra no clado Terras Baixas, mas se distribui
em altitudes acima de 700 m, a partir do nordeste do Rio Grande do Sul, ocupando todo o
Planalto, até o sul do Parana (amostras assinaladas na Figura 24). No segundo caso esta C.

excellens, que possui ampla distribuicdo (encontrada tanto em terras baixas como terras
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altas) e também nao segue o padrao geral de associacao entre clados e regides. Como pode
ser visto em todas as filogenias, em especial com o conjunto 2 (Figuras 20 a 23), a amostra
de C. excellens, proveniente de Urubici-SC (assinalada com um asterisco na Figura 24),
esta presente no clado Terras Baixas, formando um pequeno clado com C. heterophylla de
Torres-RS e com as amostras de C. sellowiana. Esta proximidade genética e a localizagao
da amostra de C. heterophylla sdo evidéncias de uma possivel dispersao de algumas
populacdes ancestrais de Terras Baixas (localizadas nas proximidades da Serra) até as
regides de altitude do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, onde sdo encontradas C.

sellowiana e populagoes de C. excellens.

Outra inconsisténcia revelada pelas filogenias com o conjunto 2 também envolve C.
excellens, cujas amostras aparecem presentes em ambos os clados. Nas filogenias
apresentadas nas Figuras 20 a 23, as amostras de C. excellens subsp. atropurpurea de
Bagé-RS e C. excellens subsp. excellens provenientes de Cagapava do Sul-RS e Urubici-
SC se encontram no clado Terras Baixas, e a amostra proveniente de Lapa-PR se encontra
no clado Terras Altas. Assim, C. excellens se mostra polifilética nas reconstrugdes
apresentadas, ao menos com relagdo aos dois grandes agrupamentos abordados (clados

Terras Baixas e Terras Altas).

Esta suposicao, de uma possivel polifilia, leva em conta somente os grandes clados
formados, pois ndo se observa uma coesdo absoluta entre amostras de uma mesma espécie
e clados observados. O critério de monofilia reciproca, empregado para delimitar espécies
em uma arvore com dados moleculares, parece ndo se aplicar neste caso. Poucas amostras
de espécies mostram-se monofiléticas, como C. sellowiana, C. parviflora e C .pygmaea
(Figuras 20 a 23). Estes resultados novamente sugerem uma divergéncia morfoldgica
recente no grupo. Espécies de divergéncia recente tendem a ndo ser definidas dentro do
critério de monofilia reciproca, pois os polimorfismos ancestrais ndao foram totalmente
eliminados, e ndo refletem a associagao de espécies em uma arvore de dados moleculares.
Resultados preliminares a partir de analises probabilisticas indicam que uma delimitagdo
precisa de espécies € possivel, mesmo com retengdo de polimorfismos ancestrais e
discordancias entre /oci (Knowles e Carstens, 2007). Estas descobertas indicam que nao
necessariamente se devem pressupor critérios de exclusividade (como limites genéticos e
regras gerais) € assim assumir tais problemas associados a delimitacdo de espécies, o que

pode levar a conclusdes equivocadas.
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Calibrachoa sendtneriana, C. serrulata e C. spathulata aparecem agrupadas em
clados altamente suportados (valores de bootstrap acima de 92 e probabilidade posterior =
1) em todas as filogenias apresentadas. Calibrachoa sendtneriana e C. serrulata sdo
endémicas dos campos de altitude de Santa Catarina. Calibrachoa spathulata possui
populacdes nos campos das serras do norte de Santa Catarina e sul do Parand e em
afloramentos rochosos no litoral de Santa Catarina (municipio de Laguna), separadas por
uma grande regido florestal entre o Planalto e o Litoral Catarinenses. Como discutido por
Stehmann (1999), esta disjun¢do pode ser resultado de dispersdo acidental (por aves ou
pelo homem, ja& que naturalmente as sementes sdo liberadas diretamente no solo) ou de
convergéncia morfologica a partir de linhagens independentes. Nesta andlise ndo foram
amostradas as populacdes litordneas e a resposta a esta questdo ainda ndo podera ser
esclarecida. Entretanto, a proximidade genética entre as populacdes amostradas da serra e
as espécies microendémicas ¢ evidente. Este clado seria, portanto, composto por espécies
de altitude de Santa Catarina (designado como Microendémicas de SC nas Figuras 16 a

24).

Nas arvores geradas pelo método de neighbor-joining (Figuras 16 e 20), o clado
formado por C. sendtneriana, C. serrulata e C. spathulata (além de C. eglandulata ¢ C.
elegans) esta inserido no clado Terras Baixas, mas os valores de suporte sao muito baixos e
possivelmente ndo refletem algum tipo de proximidade com as espécies em questdo. Estes
agrupamentos ndo sao observados nas demais arvores. Provavelmente isso se deve a
premissa do proprio método de reconstrugdo empregado, que agrupa as OTUs passo a
passo até¢ a resolucdo final da arvore (Felsenstein, 2004). Calibrachoa elegans e C.
eglandulata ndo estdo inseridas em clados com outras espécies do género nas arvores
geradas pelos outros métodos. Estas espécies também ocorrem em extremos de altitude, na
borda oriental do Planalto Catarinense (C. eglandulata) e nos campos rupestres hematiticos

em Minas Gerais (C. elegans).

Desta forma, podemos constatar, com base nas filogenias geradas, que no clado das
demais espécies de Calibrachoa (excetuando-se C. parviflora e C. pygmaea) sao
encontrados cinco grupos evolutivamente aparentados, correspondentes aos clados
denominados Terras Altas e Terras Baixas, o clado formado por C. sendtneriana, C.
serrulata e C. spathulata (denominado “Microendémicas SC” nas Figuras 16 a 24), além

de C. eglandulata e C. elegans, que nao se mostraram relacionadas com os demais grupos
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e nem entre si (pois saem diretamente da raiz, dentro do clado das demais espécies de

Calibrachoa).

Na Figura 25 ¢ apresentada a filogenia obtida por Ando ef al. (2005), cuja topologia

também indica a divisdo do género em dois clados, separando C. parviflora e C. pygmaea

do restante, além de uma associagdo de alguns clados a duas regides geograficas,

denominadas Pampa Oriental (Eastern Pampa) e Terras Altas do Parand (High altitude

Parana).
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Figura 25. Arvore de consenso da maioria, a partir de 3420 arvores mais parcimoniosas obtidas com
dados de RFLP de cloroplasto. O estudo foi realizado com os dois géneros (Petunia e Calibrachoa,
detalhe no canto superior esquerdo), mas somente o clado de Calibrachoa é mostrado. Retirado de Ando

et al., 2005.

A arvore apresentada ¢ o consenso da maioria (50% majority consensus tree) de

3420 arvores mais parcimoniosas, construidas a partir de uma matriz de presenga e

auséncia de sitios de restri¢do e tamanho de fragmentos gerados por RFLP do cloroplasto.
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Nao ha certeza sobre a homologia entre as bandas comparadas e, assim, a arvore representa
as similaridades gerais entre as espécies € ndo necessariamente as relagdes filogenéticas

baseadas em homologia de caracteres.

A classificagdo taxonOmica utilizada por estes autores (que consideraram 32
unidades taxondmicas do género Calibrachoa na analise) ndo ¢ a mesma que foi utilizada
no presente trabalho, onde a taxonomia adotada foi baseada na revisao de Stehmann (1999)
(ver secdo 1.1.2 e Tabela 1). Além disso, muitos taxa considerados por Ando et al. (2005)
ndo possuem identificacdo (somente indicagdo do local de origem, em geral o Estado
brasileiro onde foi realizada a coleta), e os critérios utilizados para assumir tal classificacao
nao foram explicitados pelos autores, ndo fornecendo subsidio para uma discussdao
comparativa. Mesmo assim, os relacionamentos observados mostram alguma semelhanga
aos encontrados no presente trabalho, e a relacdo entre os clados e as regides geograficas

apresenta certa coincidéncia.

O clado Pampa Oriental apresentado por Ando et al. (2005), que representa uma
parte das espécies inseridas no clado Terras Baixas definido no presente estudo, engloba as
espécies de ocorréncia a partir da metade central do Rio Grande do Sul, em dire¢do a oeste.
Porém, uma incoeréncia pode ser observada quanto a espécie C. linoides, presente no clado
Pampa Oriental, que ¢ encontrada no Planalto Catarinense. Nossas andlises indicaram a
inclusdo de C. linoides no clado Terras Altas, corroborando a posi¢do desta espécie com

sua localizagao geografica.

Calibrachoa thymifolia e C. heterophylla, que também ocorrem no Rio Grande do
Sul, além de C. sellowiana (que de acordo com nossas analises, também pertence ao clado
Terras Baixas) ndo foram inseridas no clado Pampa Oriental por falta de suporte na arvore
apresentada pelos referidos autores. Este resultado é coincidente em parte com os
resultados aqui apresentados, onde C. heterophylla e C. sellowiana (além de C. excellens
subsp. excellens) mostram-se mais proximas, em um clado divergente das demais espécies
de terras baixas (Figuras 16 a 19). Nas filogenias com o conjunto 2, como discutido acima,
as amostras de C. heterophylla de Torres, C. excellens subsp. excellens de Urubici e C.
sellowiana formam um clado dentro do grupo das espécies de terras baixas (Figuras 20 a

23). Ja C. thymifolia esta incluida no clado Terras Baixas, relacionada a C. cordifolia nas
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arvores geradas com o conjunto 1 (Figuras 16 a 19), e a amostra de C. heterophylla de Sao

José do Norte — RS, nas arvores baseadas no conjunto de dados 2 (Figuras 20 a 23).

No clado High Altitude Parand, C. dusenii ndo foi considerada pelos autores por
falta de suporte no agrupamento. Novamente, como discutido acima, as arvores de maxima
parcimdnia das Figuras 17 e 21 também ndo mostram esta espécie no clado em questao,

mas nas outras topologias ela estd incluida no clado Terras Altas.

Outro resultado semelhante, ndo discutido pelos autores, ¢ a falta de relacionamento
de C. elegans, C. eglandulata, C. sendtneriana, C. serrulata e C. spathulata com os
grandes clados encontrados, e sua relagdo com os locais de ocorréncia, ja que todas estas
espécies (com excecao das populacdes disjuntas de C. spathulata, discutido anteriormente)

ocorrem em regides de altitude em Santa Catarina e em Minas Gerais.

Adotando a classificacdo considerada por Ando et al. (2005), as entidades C.
calycina e C. helianthemoides (consideradas variagcdes morfolégicas de C. ovalifolia por
Stehmann, 1999) e C. variabilis (sindbnimo de C. excellens) estao no clado Pampa Oriental,
coincidindo com os resultados aqui apresentados. O mesmo ocorre com C. rupestris
(sindonimo de C. paranensis) e C. kleinii (sindbnimo de C. caesia) ambas encontradas nos

clados correspondentes a regido de altitude do Parana.

Por outro lado, duas espécies (C. macrodactylon e C. alpicola) ndo possuem
correspondéncia geografica com seus sindnimos adotados no presente trabalho. A primeira
¢ considerada sinonimo de C. [linoides por Stehmann (1999), ocorre no Planalto
Catarinense, mas de acordo com sua posi¢ao na arvore apresentada por Ando et al. (2005),
ela ndo tem relagdo genética com outras espécies desta regido. Calibrachoa alpicola,
considerada sinonimo de C. sellowiana, possui um relacionamento préoximo a C.
eglandulata na éarvore apresentada pelos autores. De acordo com nossos resultados, C.
sellowiana e C. eglandulata n3o possuem relacionamento filogenético proximo,
localizando-se em posi¢des distintas nas filogenias. Smith e Downs (1966), que
descreveram C. alpicola, relatam sua ocorréncia como endémica da regido de maior
altitude do Planalto Sul-brasileiro, em altitudes de cerca de 1800 m, no municipio de Bom
Retiro, em Santa Catarina. A amostra de C. alpicola utilizada por Ando et al., (2005) foi
coletada nesta regido, no municipio de Urubici, vizinho de Bom Retiro. Coincidentemente,

C. eglandulata também ocorre na regido de maior altitude do Planalto, em Urubici. J& C.
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sellowiana possui uma distribuicdo ampla, com popula¢des numerosas em toda a regido de
altitude. A proximidade genética destes taxa mostrada pelos autores (Figura 25),
combinada com os locais de ocorréncia descritos para C. alpicola, podem levantar dividas
quanto a validade da sinonimizagdo proposta por Stehmann (1999), sugerindo que ela
possa ser uma espécie-irma de C. eglandulata, que possui distribui¢des muito restritas em
extremos de altitude proximos geograficamente. Estas hipdteses precisam ser testadas com
uma avaliacdo mais detalhada, e a inclusdo de um maior nimero de exemplares de cada
uma destas espécies, inclusive com os materiais revisados e sinonimizados por Stehmann

(1999).

4.2.1. Variacao e Utilidade Filogenética dos Marcadores Utilizados

As informagdes sobre os marcadores utilizados nos conjuntos de dados, bem como
a natureza da variagdo encontrada estdo disponiveis nas Tabelas 8 e 9. A proporcao de
sitios informativos de cada marcador nos diferentes conjuntos de dados pode ser

visualizada na Figura 26.

Tabela 8. Informacdes sobre os marcadores utilizados nas reconstrugdes filogenéticas relativas ao conjunto
de dados 1.

o ) ) Porcentagem  NGmero de sitios Porcentagem de Substituicdes Insergdes/Delecdes
Variacéo de Contetdo GC Ndmero de - L sitios
Marcador Comprimento (bp) Médio (%) sitios variaveis de sitios parcimoniosamente arcimoniosamente
it P > variaveis informativos parc : Eventos Parc. Eventos Parc.
informativos P ; N L i
unicos informativos unicos Informativos

psbB-psbH 745-751 358 6 0,80 1 0,13 3 0 2 1
intron trnL 477-481 34,6 6 1,25 2 041 4 1 0 1
trnL-trnF 356-360 35,2 7 1,94 2 0,55 3 2 2 0
trnS-trG 738-754 31,0 27 3,58 11 1,46 13 8 3 3
trnH-pshA 417-441 26,5 25 5,67 12 2,72 10 8 3 4
TOTAL 2733-2787 32,7 71 2,54 28 1,00 33 19 10 9

Tabela 9. Informagdes sobre os marcadores utilizados nas reconstrugdes filogenéticas relativas ao conjunto
de dados 2.

o . . Porcentagem  Ntmero de sftios Porcen}ggem de Substituicdes Insercdes/Delegbes
Variagéo de Contelido GC Nimero de " L sitios
Marcador Comprimento (bp) Médio (%) sitios variaveis desitios  parcimoniosamente parcimoniosamente
variaveis informativos ; A Eventos Parc. Eventos Parc.
informativos Unicos informativos  dnicos  Informativos

pshB-psbH 745-751 358 7 0,93 1 0,13 5 0 1 1
intron trnL 477-481 34,0 6 124 4 0,83 2 3 0 1
trnL-trnF 356-360 352 9 2,50 5 1,38 2 5 2 0
trnS-trnG 738-755 31,0 36 4,77 19 2,52 11 15 6 4
trnH-psbA 417-441 26,5 27 6,12 20 4,53 6 13 1 7

TOTAL 2733-2788 32,7 85 3,04 49 1,75 26 36

=
o
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Figura 26: Porcentagem de sitios informativos de cada marcador nos conjuntos de dados utilizados.

Os marcadores mais informativos foram os espacadores trnH-psbA e trnS-trnG, que
somados foram responsaveis por 82,2% e 79,6% da informacao utilizada nas analises com
os conjuntos de dados 1 e 2, respectivamente. O espacador psbB-psbH foi o menos

informativo, exibindo uma dele¢do na posig¢ao 269 presente nas espécies C. parviflora e C.

pygmaea.

Estes resultados coincidem com os niveis de variagdo apresentados por estes
marcadores em outros organismos, mesmo quando utilizados em diferentes niveis
taxonomicos. O espagador trnL-trnF e o intron do gene #rnL tem sido utilizados na grande
maioria dos trabalhos para resolver filogenias infragenéricas (Taberlet et al., 1991; Bohle
et al., 1994; Clarkson et al., 2004; Ickert-Bond e Wen, 2006). O espacador psbB-psbH,
cujos primers foram desenhado por Hamilton (1999) e utilizados em nivel populacional,
mostrou-se menos informativo que outros segmentos como trnS-trnG, trnH-psbA e trnT-
trnL (Xu et al., 2000) e foi considerado por Shaw et al. (2005) como uma regido pouco

informativa abaixo do nivel especifico.

J4 os marcadores trnS-trnG e trnH-psbA estdo entre os espagadores mais variaveis
do cloroplasto, sendo amplamente utilizados em estudos populacionais (Olson, 2002;

Hamilton et al., 2003; Oh et al., 2003; Kress et al., 2005; Lorenz-Lemke et al.,, 2006;
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Bettin et al., 2007, Shaw et al., 2007).

A utilizagdo de marcadores muito variaveis em filogenias no nivel especifico pode
ser inadequada em muitos casos, pois pode resultar em homoplasias por eventos multiplos
em um unico sitio. A solu¢do mais adequada nestes casos seria aumentar o nimero de
marcadores com taxas evolutivas mais lentas, melhorando assim a resolugdo e¢ o suporte

dos agrupamentos formados (Wortley et al., 2005).

Os espacadores trnH-psbA, trnS-trnG e psbB-psbH apresentam variagao
populacional no género Petunia, e foram utilizados para responder questdes neste nivel
taxondmico (Longo, 2005; Lorenz-Lemke, 2006; Méder, 2008; Ramos, 2008). Porém, na
analise filogenética do género, realizada por Kulcheski et al. (2006), foram utilizados, além
dos marcadores citados acima, outros quatro segmentos, incluindo por¢des nucleares e
mitocondriais (totalizando 4532 pb) e a filogenia resultante apresentou baixos valores de
suporte, falta de resolucao entre as espécies proximas e ramos de pequenos comprimentos
(Figura 27). O mesmo aconteceu quando Chen et al. (2007) analisaram as sequéncias do
gene HfI que ¢ considerado um marcador filogenético eficiente na determinacdo das

relacdes evolutivas entre espécies.

75 [ Petunia reitzii

30

57 . .
—— Petunia scheideana

Petunia saxicola

adl Petunia bonjardinensis
Petunia altiplana
100 |33 Petunia mantiqueirensis

97 [ Petunia integrifolia
Petunia littoralis

64 Petunia exserta

Petunia axillaris
57 Petunia secreta

Calibrachoa sellowiana

Calibrachoa pygmaea

0.002

Figura 27. Arvore obtida pelo método de neighbor-joining para as espécies do género Petunia. Foram
utilizados dados de sequéncia do espagador nuclear ITS, dos espacgadores intergénicos plastidiais trnL-
trnF, trnH-psbA, psbB-psbH e trnS-trnG, do intron do gene plastidial #nL, e do intron do gene
mitocondrial nadl, totalizando 4532 pares de bases. Os valores de bootstrap dos agrupamentos formados
sdo mostrados ao lado de cada nd. Retirado de Kulcheski et al., 2006.
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Na filogenia apresentada por Ando et al. (2005) também se observam valores
baixos de suporte em muitos clados, além da falta de resolucdo entre espécies proximas,
mesmo sendo utilizada uma técnica considerada poderosa em acessar a variabilidade
molecular, como o RFLP (Anne, 2006). O mesmo ocorre em Calibrachoa, como pode ser
visto nas arvores apresentadas. Um nimero elevado de valores de bootstrap inferiores aos
valores considerados como o limiar de significancia para os clados ¢ encontrado em todas
as filogenias discutidas, tanto as apresentadas no presente trabalho, como nas obtidas por
Ando et al. (2005), Kulcheski et al., (2006) e Chen et al. (2007). Hillis ¢ Bull (1993)
propuseram um limiar de 70%, enquanto Li (1997) propde que valores de bootstrap iguais
ou superiores a 95% apoiam significativamente um agrupamento. J4 os valores de
probabilidade posterior referentes as arvores obtidas pelas andlises bayesianas se
apresentam bem mais altos em comparagdo aos valores correspondentes de bootstrap. Mas
como discutido por Suzuki et al. (2002), estes valores de confianga geralmente

apresentam-se superestimados.

Os marcadores dos genomas nuclear e mitocondrial utilizados por Kulcheski et al.
(2006) também foram testados neste trabalho, mas ndo apresentaram variacao suficiente
em Calibrachoa. O intron b/c do gene mitocondrial nadl foi sequenciado para 15 espécies
do género, e o alinhamento composto de 1068 pares de bases exibiu uma substituicao
informativa, compartilhada por C. parviflora e C. pygmaea, espécies que ja se mostram
fortemente agrupadas com os marcadores plastidiais utilizados nas demais analises. O
espacador interno transcrito do DNA ribossomal nuclear (ITS) também foi testado em dez
espécies, exibindo 25 substitui¢des compartilhadas pelas mesmas espécies descritas acima,
em um alinhamento apresentando 595 pares de bases. Assim, a adi¢do destes marcadores
ndo contribuiria para a resolu¢do de espécies mais proximas, e estes dados ndo foram

utilizados no presente trabalho.

Todos estes resultados sugerem que Petunia e Calibrachoa sao géneros de
diversificagdo muito recente, pois abordagens filogenéticas utilizando marcadores

moleculares de evolucdo rapida ndo resolvem relagdes entre espécies proximas.

Quando o conjunto de sequéncias amostradas nas analises filogenéticas foi
aumentado (conjunto 2) observa-se também um aumento consideravel de sitios

informativos (Tabelas 9 e 10). Este aumento se deve, em parte, a mutagdes compartilhadas



116

entre sequéncias amostradas de uma mesma espécie (que ndo eram informativas nas
analises com o conjunto de dados 1, mas passaram a ser informativas no conjunto 2).
Quando uma andlise detalhada destes sitios ¢ feita, observa-se que os marcadores
utilizados também exibem variagio no nivel populacional em duas espécies, C.

heterophylla e C. excellens, como pode ser visto na Tabela 10.

Tabela 10. Nivel de variagdo das mutagdes informativas utilizadas nas reconstrugdes filogenéticas com o
conjunto de dados 2

psbB-psbH
Posi¢do no alinhamento 269
Tipo de Evento
Nivel de Variagdo E

Intron trnL
Posi¢do no alinhamento 59 208 236 302

—

Tipo de Evento S I S S
Nivel de Variacdo E 3 E E
trnL-trnF
Posi¢do no alinhamento 24 44 269 318 353
Tipo de Evento S § S S S
Nivel de Variagdo 3 E 1 E 4
trnS-trnG
Posi¢do no alinhamento 47 98 116 138 263 281 302 306 345 396 404 444 467 514 588 598 606 738 756
Tipo de Evento S S 1 S S S S S N S I S 1 S S S S S 1
Nivel de Variagdo E E 2 E 3 1 E 1 3 E E E 4 E 2 E E E 2
trnH-psbA
Posigdo no alinhamento 4 6 21 26 27 30 40 91 126 129 135 166 190 201 217 222 228 232 306 330
Tipo de Evento S S 1 S 1 S I S 1 S I S S S S S I S S 1
Nivel de Varia¢do E E E E 2 E E E E 2 E 2 2 4 E E E E 2 E
Tipo de Evento: S:substituigdo
I: Indel
Numero de sitios informativos
Nivel de Variagdo: E: Inter-especifico 31
1: Populacional em C. excellens 3
2: Populacional em C. excellens e inter-especifico 8
3: Populacional em C. heterophylla e inter-especifico 4
4: Populacional em C. excellens, C. heterophylla e inter-especifico 3

Embora a maioria da variagdo ocorra no nivel especifico (31 sitios informativos de
49 amostrados), 18 sitios variam entre populagdes das espécies C. excellens e C.
heterophylla (sendo trés sitios exclusivos de C. excellens e os outros 15 exibindo variagao
em ambos os niveis taxondmicos, conforme descrito na Tabela 11). Isto sugere que estas
espécies ndo tiveram uma origem tdo recente quanto as demais, pois exibem uma
diferenciacdo genética maior. Esta heterogeneidade no género traz problemas em uma
abordagem filogenética, pois parece ser inviavel encontrar marcadores moleculares com

variagdo suficiente em um mesmo nivel taxondmico para todas as espécies.

A falta de variabilidade intragenérica ¢ reportada em varios grupos de plantas com
diversificagdo recente. Em um estudo com o género Trollius (Ranunculaceae), sequéncias

de ITS ndo mostraram informagdo no nivel intra-genérico, sendo que o DNA de
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cloroplasto foi mais informativo, mas as relacdes entre espécies baseadas no DNA
plastidial ndo mostraram consisténcia com as seg¢oes previamente descritas. A analise de
AFLP, neste caso, resolveu as relagdes complexas entre estas entidades morfoldgicas
(Després et al., 2003). No género neotropical /nga (Leguminosae — Mimosoideae), as
sequéncias de ITS e do espagador #rnL-trnF exibiram um pequeno numero de
substitui¢des, gerando filogenias mal-resolvidas (Richardson et al., 2001). Zhang et al.
(2001) estudaram o género Soldanella (Primulaceae), através da variagdo obtida em
sequéncias de ITS e por marcadores de AFLP, onde também se observou falta de resolugao
entre espécies. Porém neste caso, além de uma diversificacdo recente, as inconsisténcias

observadas também foram resultado de hibridagdo entre as espécies.

Desta forma optou-se por realizar uma abordagem filogeografica no género
Calibrachoa, acessando a relacdo entre espécies através de networks de relacionamento
entre haplotipos, ao invés de arvores filogenéticas tradicionais. Estes métodos foram
desenvolvidos para abordagens intra-especificas, pois como observado por Posada e
Crandal (2001), as filogenias tradicionais partem do pressuposto de que as espécies
apresentam monofilia reciproca, com conjuntos génicos isolados, relativos a diferentes
espécies que mantiveram o isolamento reprodutivo por um longo periodo de tempo. No
caso de relacdes intra-especificas (onde se espera um relativo numero de mutagdes
recentes) as abordagens filogenéticas vao gerar pouca resolugdo, além de possiveis

relagdes genealogicas inadequadas.

O género Hordeum (Poaceae) foi investigado por Jakob e Blattner (2006) através de
analises filogenéticas e por networks de haplotipos do espacador plastidial trnL-trnF. As
filogenias resultaram em arvores pouco resolvidas, com grupos exibindo baixos valores de
bootstrap. As relagdes entre os haplotipos, entretanto, forneceram evidéncias de eventos de
especiacdo distintos, através de subdivisdes de grandes populacdes e dispersdes a longas

distancias.

A filogenia apresentada por Jakob e Blattner (2006) mostra, além de baixos valores
de suporte, a ocorréncia de ramos com comprimento zero, o que também ¢ observado nas
filogenias de Calibrachoa. Estes ramos podem indicar a persisténcia de hapldtipos
ancestrais juntamente com seus descendentes, e também que multiplas linhagens derivadas

evoluiram a partir de um tipo ancestral de cloroplasto (Posada e Crandall, 2001). Os
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métodos filogenéticos ndo representam este tipo de relagdo multifurcada e a coexisténcia
de ancestrais e seus derivados, enquanto que a abordagen do network usada em analises
populacionais foram desenvolvidas para lidar com estes fendmenos. Networks de
haplotipos também foram utilizados por Shaw (1999), na tentativa de definir os limites
entre espécies de grilos do género Laupala (Trigonidiinae, Gryllidae) composto por 37
espécies morfologicamente semelhantes, distinguidas com base nas diferencas entre os

cantos dos machos para a atragdo de fémeas.

Foram utilizados para este estudo em Calibrachoa os espagadores trnH-psbA e
trnS-trnG, que foram os mais varidveis dentre os espacadores utilizados (Figura 26), em
uma amostra mais ampla, principalmente com amostras de varias populacdes das espécies
C. excellens, C. heterophylla e C. linoides, que apresentam uma distribui¢do geografica

maior em comparagao com as espécies restantes.
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4.3. Abordagem filogeografica do género

4.3.1. Consideracdes gerais

Os marcadores trnH-psbA e trnS-trnG  foram amplificados em 587 amostras,
provenientes de individuos coletados em 93 locais, abrangendo 25 espécies do género. Os
dois marcadores agrupados mostraram uma variagdo de tamanho de 1148 a 1196 pares de
bases, com 129 sitios variaveis, sendo 90 substituicdes (47 informativas e 43 unicas), ¢ 39
eventos de inser¢ao/delecdo (15 eventos informativos e 24 eventos Unicos), distribuidos em
102 haplotipos. As informagdes sobre os locais de coleta, e os haplotipos encontrados em
cada um deles estdo disponiveis na Tabela 1 (em anexo). O network de relacionamento dos
haplotipos ¢ mostrado na Figura 28. Nesta secdo serdo discutidos aspectos gerais sobre os
resultados obtidos pela abordagem filogeografica, fornecendo subsidios para as discussoes
mais detalhadas em se¢des especificas.

A relacdo genética dos hapldtipos, assim como demonstrado pelas filogenias,
permite distinguir grandes grupos correspondentes aos clados discutidos anteriormente. Os
haplotipos mais divergentes (H87 e H89, em cinza na Figura 28), foram encontrados em C.
panrviflora e C. pygmaea, respectivamente. Além do elevado niumero de passos que os
separa dos demais, eles também se mostram bem distintos entre si, separados por oito
mutagdes e um vetor médio. Este por sua vez, estd separado por mais oito mutagdes (ndo
mostradas na Figura 28) de um vetor médio central, do qual partem mais cinco
ramificacgoes, que refletem os grupos discutidos com base nas analises filogenéticas.

O grupo de haplétipos localizado acima deste vetor médio central, composto por
todas as sequéncias relacionadas e encontradas a partir do haplétipo H51, corresponde ao
clado Terras Altas (marcados em azul na Figura 28), enquanto que aqueles relacionados a
partir do haplétipo H62 correspondem ao clado Terras Baixas (em amarelo na Figura 28).
As ramificagdes menores contem os haplotipos encontrados nas espécies endémicas de
altitude: o clado Microendémicas SC, formado por C. sendtneriana, C. serrulata e C.
spathulata (haplotipos H92 a H100, em rosa na Figura 28), além de ramificagdes
independentes contendo as espécies C. eglandulata (haplétipos H4 e HS, em laranja) e C.

elegans (haplotipos H6 e H7, em verde).
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Figura 28. Network de relacionamento entre os 102 hapldtipos obtidos a partir de sequéncias dos
espacadores plastidiais trnH-psbA e trnS-trnG de 587 amostras em 25 espécies do género Calibrachoa. As
cores dos hapldtipos indicam o clado correspondente determinado pelas analises filogenéticas. O numero de
mutagdes que distinguem cada haplétipo corresponde ao numero de tragos entre eles.
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Quando se observa a distribuicdo dos hapldtipos referentes aos grupos citados nos
respectivos locais onde foram encontrados (Figura 29), a relagdo geral entre clados e

regides geograficas, discutida no capitulo anterior, ainda se sustenta.

@ Terras Altas
(O Terras Baixas

C. excellens e C. sellowiana em terras altas de SC
Espécies endémicas (C. sendtneriana e C. serrulata)

.‘ Microendémicas SC
@ c eslandutata

Figura 29. Distribuigdo geografica nos hapldtipos relacionados aos clados encontrados nas filogenias. Os
circulos no mapa correspondem aos locais de coleta das amostras utilizadas na construgdo do network, e as
cores de cada circulo indicam o clado ao qual os haplotipos se relacionam. Em dois locais na regido de
altitude de Santa Catarina foram encontrados haplotipos de diferentes clados, representados por circulos
contendo duas cores: o circulo amarelo e azul corresponde a localizagdo da populagdo hibrida entre as
espécies C. linoides e C. excellens, e o circulo contendo as cores amarelo e rosa indica a localiza¢do de uma
populagdo de C. sellowiana que apresenta individuos com haplétipos relacionados aos clados Terras Baixas e
Microendémicas SC. Os circulos amarelos assinalados com asterisco indicam os locais de ocorréncia de
populagdes das espécies C. excellens subsp. excellens e C. sellowiana, que possuem hapldtipos relacionados
ao clado Terras Baixas, mas ocorrem em regides de altitude de Santa Catarina. Os circulos indicados com
uma estrela indicam locais de ocorréncia das espécies endémicas C. sendtneriana e C. serrulata, que
exibiram um haplotipo de Terras Baixas. Mais detalhes sdo discutidos no texto.
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Entretanto a utilizagdo de uma amostragem mais ampla possibilita, neste momento,
observar de uma maneira mais clara as excecoes discutidas anteriormente entre clados e
regides, envolvendo as espécies C. excellens subsp. excellens e C. sellowiana. Na Figura
29 pode se observar que em alguns locais de altitude do estado de Santa Catarina foram
encontrados hapldtipos relacionados ao clado Terras Baixas (circulos amarelos assinalados
com um asterisco). Estes haplotipos (H25, H26, H37, H38, H90 e H91, na Figura 28),
foram encontrados em populagdes de C. sellowiana e C. excellens subsp. excellens. Além
destas populacdes, observam-se mais quatro locais: dois em amarelo assinalados com
estrelas, e locais indicados por semi-circulos com uma metade na cor amarela. Estes casos,
discutidos a seguir, também sdo amostras e populagdes que possuem haplotipos de terras
baixas (H37, H39 e H90). A presenca destes hapldtipos em regides de altitude reforca a
hipotese de que populagdes ancestrais, geneticamente relacionadas ao clado Terras Baixas,
podem ter se expandido em direcdo norte, sendo observadas atualmente como uma excecao
dentro do padrao geral de distribui¢do encontrado.

A outra inconsisténcia discutida com base nas analises filogenéticas foi a presenga
de amostras de C. excellens subsp. excellens tanto no clado Terras Baixas como no clado
Terras Altas. Os haplotipos encontrados nas amostras desta espécie confirmam esta
inconsisténcia, como visto de uma maneira geral na Figura 30. Calibrachoa excellens
exibe haplotipos bem divergentes, distribuidos em varias posi¢des do network (assinalados
em amarelo). Os haplotipos H27, H28, H29, H30, H35 e H36, localizados entre as
sequéncias de Terras Altas, foram encontrados em populagdes desta espécie no estado do
Parana. Estes haplotipos ndo sdo relacionados geneticamente aos encontrados nas
populacdes de Santa Catarina, que como dito no paragrafo anterior, pertencem ao clado
Terras Baixas (H25, H26, H37 e H38 nas Figuras 28 e 30).

Calibrachoa linoides (espécie de distribui¢do ampla nas areas altas, da qual
também foram amostrados um numero maior de populagdes nesta andlise), também
apresenta haplotipos em varias posigdes do network, mas estes ficam restritos ao clado
Terras Altas (haplétipos em azul na Figura 30). A proximidade genética das populagdes de
C. excellens do Parana com o clado Terras Altas, e consequentemente a distancia genética
observada em relacdo ao restante das populacdes da espécie (presentes no Clado Terras
Baixas) coincide com a discussdo realizada com base nos resultados filogenéticos, que

consideraram C. excellens polifilética, com relagdo aos dois grandes clados propostos.
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Figura 30. Destaque dos haplétipos encontrados nas espécies C. excellens (em amarelo) e C. linoides (em
azul) no network obtido para 25 espécies do género Calibrachoa. As demais espécies apresentaram o0s
haplotipos que estdo em branco.Os haploétipos H17, H31, H37 e H45, cujos circulos correspondentes ndo se
apresentam totalmente destacados pelas cores, sdo compartilhados entre as espécie citadas e outras espécies
relacionadas. Os haplétipos exibidos pela populagdo hibrida entre estas espécies estdo destacados pela cor
rosa. Mas detalhes sdo discutidos no texto.
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A falta de resolugdo das arvores filogenéticas, os baixos valores de suporte dos
clados e a presenca de ramos curtos foram interpretados como evidéncias de uma
diversificacdo recente no género. A observagdo de algumas caracteristicas do network e a
distribui¢do dos haplotipos entre as espécies também pode levar a tal conclusdo, como o
nimero reduzido de vetores médios separando os haplétipos de cada espécie e o
compartilhamento de haplotipos entre elas.

A presenca de vetores médios em um network de haplotipos construido com o
método de median-joining pode ser interpretada biologicamente como possiveis sequéncias
existentes que nao foram incluidas na amostra, ou sequéncias ancestrais que foram extintas
(Bandelt et al., 1999). Assim, um network construido a partir de sequéncias de diferentes
espécies deveria apresentar vetores médios entre os haplotipos de cada uma delas, que ¢ o
esperado para espécies divergentes, cujo ancestral possivelmente ja tenha sido extinto. Isto
¢ observado entre C. parviflora, C. pygmaea ¢ o restante do género, mas nao ¢ observado
nas espécies restantes, onde haplotipos de espécies distintas estdo conectados diretamente
uns aos outros, sugerindo que ndo houve tempo suficiente para uma maior divergéncia e
consequente extin¢do de hapldtipos ancestrais.

Observa-se também o compartilhamento de haplotipos entre espécies, que pode ser
o resultado de dois eventos nao relacionados: a retengdo de polimorfismos ancestrais, no
caso de espécies que divergiram recentemente, ou hibridacdo entre espécies ja
estabelecidas. Nesta abordagem foram utilizados somente segmentos plastidiais para inferir
as relacdes entre estas espécies, limitando o poder em distinguir os dois eventos que podem
resultar em compartilhamento de haplotipos. Porém, evidéncias fornecidas por
caracteristicas morfologicas, distribuigdes geograficas e o relacionamento genético entre as
espécies envolvidas, podem ajudar na distin¢do entre os eventos que deram origem aos
compartilhamentos observados. A Tabela 11 apresenta a ocorréncia dos haploétipos entre as
espécies estudadas, sendo que dos 102 haplotipos detectados, dez sao compartilhados entre
duas espécies, e dois haplotipos sdo compartilhados por trés espécies.

A grande maioria dos haplotipos compartilhados parece ser resultado de retengdo
de polimorfismos ancestrais. Os haplotipos H2, H17, H37, H45, H60, H74, H75, H95 e
H101 sao compartilhados por espécies geneticamente proximas, agrupadas nos grandes
clados formados nas analises filogenéticas e filogeograficas, discutidas ao longo deste

capitulo.



Tabela 11. Haplotipos gerados com as sequéncias dos espacadores
plastidiais trnH-psbA e trnS-trnG, e sua ocorréncia nas 25 espécies
analisadas no género Calibrachoa. Dos 102 haplétipos encontrados,
doze sdo compartilhados entre espécies. Os detalhes sdo discutidos no

texto.
Haplotipo Espécie Haplotipo Espécie
Hl C. caesia HS52 C. linoides
C. cordifolia, L
H2 C. ovalifolia HS53 C. linoides
H3 C. dusenii H54 C. linoides
H4 C. eglandulata HS5 C. linoides
HS C. eglandulata H56 C. linoides
H6 C. elegans H57 C. linoides
H7 C. elegans H58 C. heterophylla
HS8 C. ericifolia H59 C. heterophylla
e C. heterophylla,
H9 C. ericifolia H60 C. thymifolia
H10 C. excellens subsp. atropurpurea Ho61 C. heterophylla
Hl1 C. excellens subsp. atropurpurea H62 C. heterophylla
H12 C. excellens subsp. atropurpurea H63 C. heterophylla
H13 C. excellens subsp. atropurpurea Ho4 C. heterophylla
H14 C. excellens subsp. atropurpurea H65 C. heterophylla
H15 C. excellens subsp. atropurpurea H66 C. heterophylla
H16 C. excellens subsp. excellens H67 C. heterophylla
C. excellens subsp. excellens,
H17 C. excellens subsp. atropurpurea, Ho68 C. heterophylla
C. heterophylla
H18 C. excellens subsp. excellens H69 C. heterophylla
HI19 C. excellens subsp. excellens H70 C. heterophylla
H20 C. excellens subsp. excellens H71 C. heterophylla
H21 C. excellens subsp. excellens H72 C. heterophylla
H22 C. excellens subsp. excellens H73 C. humilis
C. humilis,
H23 C. excellens subsp. excellens H74 Calibrachoa sp.2
H24 C. excellens subsp. excellens H75 Calzbra.c}zz{a sp-1,
C. ovalifolia
H25 C. excellens subsp. excellens H76 Calibrachoa sp.1
H26 C. excellens subsp. excellens H77 C. linearis
H27 C. excellens subsp. excellens H78 C. linearis
H28 C. excellens subsp. excellens H79 C. missionica
H29 C. excellens subsp. excellens H80 C. missionica
H30 C. excellens subsp. excellens H81 C. ovalifolia
C. excellens subsp. excellens,
H31 C. heterophylia, H82 C. ovalifolia
C. ovalifolia
H32 C. excellens subsp. excellens H83 C. paranensis
H33 C. excellens subsp. excellens H84 C. paranensis
H34 C. excellens subsp. excellens H85 C. paranensis
H35 C. excellens subsp. excellens H86 C. paranensis
H36 C. excellens subsp. excellens H87 C. parviflora
C. excellens subsp. excellens,
C. sellowiana
H37 Populagéo hibrida H88 C. pubescens
C. excellens X C. linoides
H38 C. excellens subsp. excellens H89 C. pygmaea
C. sellowiana,
Populagdo hibrida -
H39 C. excellens X C. linoides Ho0 C. sendineriana,
C. serrulata
Populagdo hibrida .
Hao C. excellens X C. linoides ol C. sellowiana
H41 C. linoides H92 C. sellowiana
H42  |C. linoides H93 C. sellowiana,
C. sendtneriana
H43 C. linoides H94 C. sendtneriana
H44  |C. linoides HO5 C. sendineriana,
C. serrulata
H45 ¢ lm'ozdes, H96 C. sendtneriana
C. micrantha
H46 C. linoides H97 C. sendtneriana
H47 C. linoides H98 C. sendtneriana
H48 C. linoides H99 C. spathulata
H49 C. linoides H100 C. spathulata
L C. heterophylla,
H50 C. linoides H101 C. thymifolia
HS51 C. linoides H102 C. thymifolia
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Outras evidéncias que suportam a hipdtese de retencdo de polimorfismos ancestrais
nestas espécies (ao invés da hipotese de hibridacdo) sdo as divergéncias morfoldgica e
ecologica exibidas pelas amostras em questdo. Os caracteres diagndsticos (geralmente
associados a morfologia floral, e consequentemente, aos polinizadores) sdo suficientes para
classifica-las como espécies distintas pela taxonomia tradicional. Os habitats encontrados
entre as espécies também sdo diferentes, principalmente os tipos de substrato de
ocorréncia.

Processos de especiacdo e o consequente isolamento reprodutivo resultaram na
divergéncia morfolégica apresentada por estas espécies atualmente. A presenga de
genomas plastidiais semelhantes em espécies com morfologias distintas sugerem uma
divergéncia recente. Isto ocorre porque os cruzamentos entre individuos de morfologias
semelhantes, adaptadas a polinizadores e ambientes especificos, tendem a resultar em um
nimero maior de descendentes. Assim, a fixacdo de alelos nucleares responsaveis por
caracteres morfologicos adaptativos ¢ mais rédpida do que a fixacdo de haplotipos
especificos que diferenciem cada espécie. E embora os genomas de transmissdao
uniparental apresentem metade do tamanho efetivo dos alelos nucleares (e deste modo, um
tempo de coalescéncia menor) (Avise, 2000), o curto periodo de tempo desde isolamento
reprodutivo ainda nao resultou em linhagens unicas de genomas organelares (linhagens
com monofilia reciproca) (Avise ef al., 1987).

A retengdo de polimorfismos ancestrais pode ainda ser acentuada quando hd um
rapido aumento no numero de individuos, e igualmente, no tamanho efetivo da populacao,
0 que causa uma substitui¢do de linhagens mais lenta, e uma maior probabilidade de
fixacdo e persisténcia de todos os hapldtipos (Avise, 2000). A manuten¢do de haplotipos
ancestrais também pode ocorrer no caso de populacdes que se mantem mais isoladas e
permanecem com o genoma ancestral, enquanto outras que possuem um fluxo génico mais
intenso acabam extinguindo estes haplotipos, o que pode resultar em tempos de
coalescéncia diferentes entre elas, mesmo que tenham tamanhos semelhantes (Nei e
Takahata, 1993).

Portanto, os compartilhamentos dos haplotipos citados anteriormente (H2, H17,
H37, H45, H60, H74, H75, H95 e H101) sdo considerados resultado de divergéncia
morfoldgica recente entre as espécies envolvidas. Uma exce¢do sdo as espécies C.

heterophylla e C. thymifolia (que compartilham os haplétipos H60 e H101). Embora ainda
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sejam formalmente consideradas validas, os caracteres morfoldgicos utilizados na distingao
destas duas espécies parecem nao apresentar consisténcia suficiente. E como discutido na
secdo 4.1, evidéncias sobre a distribuicdo geografica destas espécies também levantam
davidas sobre a atual classificacdo empregada. Este problema de ordem taxonomica sera
abordado posteriormente e, desta forma, uma discussdo sobre compartilhamento de
haplétipos entre espécies cuja delimitacdo ¢ duvidosa nao faz muito sentido.

Do total de haplétipos compartilhados descritos na Tabela 11, trés deles (H31, H90
e H93) parecem nao ter sido resultado de reten¢do de polimorfismos ancestrais. A presenga
de diferentes genomas em algumas populacdes pode ser resultado de hibridagdo, ja que o
isolamento reprodutivo entre espécies pode nao ser completo.

No género Calibrachoa, os mecanismos de isolamento sdo primariamente pré-
zigbticos, e estudos em laboratério demonstraram que uma barreira genética efetiva ¢
encontrada entre dois grupos de espécies. Calibrachoa parviflora e C. pygmaea ndo geram
descendentes quando cruzadas com outras espécies do género, mas podem gerar hibridos
entre si, enquanto que as demais espécies podem gerar hibridos, em maior ou menor
nimero de descendentes dependendo das espécies parentais em questdo (Watanabe et al.,
1997). Em ambiente natural, hibridos ja foram encontrados em regides de contato entre
espécies de Calibrachoa (Stehmann, 1999). Porém, individuos de morfologia hibrida
geralmente sdo encontrados em numero reduzido, o que pode ser considerado comum em
espécies de plantas com mecanismos de isolamento pré-zigdtico. Assim, ndo ha um
comprometimento da integridade das espécies envolvidas, onde prevalecem as
divergéncias morfologicas.

Entre os haplétipos compartilhados, o H31 mostrou-se presente em amostras de trés
espécies distintas: C. excellens (subsp. excellens), C. heterophylla e C. ovalifolia. A
hipétese de hibridacdo neste caso poderia ser considerada com base em duas evidéncias: o
proprio compartilhamento de um hapldtipo por trés espécies distintas, € a mesma
localizagdo geografica de duas das amostras envolvidas. Entretanto ndo foram encontrados
individuos de morfologias intermediarias entre as espécies que pudessem corroborar esta
hipdtese. Outra causa possivel seria a falta de variagdo encontrada entre sequéncias
plastidiais de espécies proximas. Desta forma ndo existem evidéncias consistentes que
possam apontar para um dos possiveis processos que resultaram este compartilhamento.

J& os haplétipos H90 e H93, que se mostram bem divergentes (como demonstrado
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pelo posicionamento distinto em diferentes regides no network) sao compartilhados pelas
espécies C. sellowiana, C. sendtneriana e C. serrulata (sendo o H90 compartilhado pelas
trés espécies citadas, e 0 H93 por C. sellowiana e C. sendtneriana). Estas espécies ocorrem
em simpatria na borda oriental do Planalto Catarinense. Calibrachoa sendtneriana e C.
serrulata sao endémicas desta regido, possuindo uma distribui¢do muito restrita, como
mostrado na secdo 4.1, enquanto C. sellowiana ¢ uma espécie abundante em todo o
Planalto. Neste caso, o compartilhamento dos dois hapldtipos entre as trés espécies na
regido de simpatria, além da ocorréncia de individuos de morfologia intermediaria (como
descrito na secdo 4.1) sdo evidéncias que suportam a hipotese de hibridacdo entre estas
espécies.

A regidao de maior altitude do estado de Santa Catarina ¢ considerada um dos
centros de diversidade do género, e como mostrado na Figura 29, abriga espécies
divergentes geneticamente, pertencentes a diferentes clados. Nesta regido encontram-se
espécies do clado Terras Baixas (C. excellens subsp. excellens e C. sellowiana, cujas
populagdes amostradas estdo representadas pelos circulos amarelos assinalados com
asterisco na Figura 29), espécies do clado Terras Altas (C. linoides, representada pelos
circulos azuis), além das espécies endémicas (C. sendtneriana e C. serrulata, circulos rosa,
e C. eglandulata, representada pelos circulos verdes). A ocorréncia de hibridos naturais
parece ser mais frequente nesta regido. Stehmann (1999) relatou a ocorréncia de provaveis
hibridos naturais entre C. linoides e C. sellowiana em Sao Joaquim, municipio vizinho de
Bom Jardim da Serra, onde foram encontrados os individuos hibridos entre C. sellowiana e
C. sendtneriana, como também entre C. sellowiana e C. serrulata (como descrito na se¢ao
4.1).

A possibilidade de hibridagdo entre as espécies endémicas e C. sellowiana pode ser
suportada através da visualizacdo, na Figura 29, de uma populacdo de C. sellowiana (cuja
localizagdo ¢ representada por um circulo contendo as cores amarelo e rosa) que apresenta
haplotipos correspondentes ao Clado Terras Baixas (H90 e HO91, representados em
amarelo) e hapldtipos do clado Microendémicas SC (H92 e H93, representados em rosa).
O haplotipo H90 (compartilhado pelas trés espécies, e relacionado ao clado Terras Baixas)
foi encontrado em individuos das espécies endémicas, cuja localizacdo estd representada
pelos circulos amarelos marcados com uma estrela na Figura 29.

Além da populacao de C. sellowiana, a populacao hibrida entre C. excellens e C.



129

linoides, coletada no municipio catarinense de Sao Cristovao do Sul (como descrito na
secdo 4.1), também apresentou haplotipos pertencentes aos Clados Terras Baixas e Terras
Altas (cuja localizacdo estd representada pelo circulo assinalado com as cores amarelo e
azul, na Figura 29).

Desta forma, além da evidéncia morfologica, os dados genéticos também
demonstram que esta populagdo possui genomas plastidiais relacionados a C. excellens
(H37 e H39) e C. linoides (H40), destacados em rosa na Figura 30. Estas espécies possuem
uma grande area de contato em toda a regido central dos estados de Santa Catarina e do
Parana, diferentemente da zona de possivel hibridacdo que abrange as espécies endémicas,
em uma area bem restrita.

A presenca de uma populacdo hibrida entre C. linoides e C. excellens poderia
sugerir que outros eventos semelhantes possam ter ocorrido em diferentes locais ao longo
da extensa area de contato entre as espécies. Esta suposi¢do, caso seja verdadeira, poderia
ser uma explicagdo para a condi¢ao polifilética atribuida a C. excellens, que apresenta
populagdes no estado do Parand que ndo se mostraram relacionadas ao restante das
populacdes da espécie, como observado na Figura 30 (haplotipos H27, H28, H29, H30,
H35 e H36, geneticamente relacionados aos haplétipos do Clado Terras Altas, destacados
em amarelo).

O evento que explicaria a condi¢do polifilética em C. excellens seria a possivel
introgressao do genoma plastidial relacionado ao clado Terras Altas em populagdes de C.
excellens que hibridizaram com populacdes de C. linoides. A introgressao € a incorporagao
de parte dos genomas de uma espécie pela outra, através dos hibridos. Muitos trabalhos
relatam a ocorréncia de introgressdo resultante de hibridagdo em grupos vegetais
(Rieseberg e Soltis, 1991; Rieseberg et al., 1996; Sang et al., 1997; Okuyama et al., 2004).

E em plantas, o DNA plastidial pode ainda persistir em populagdes
independentemente do genoma nuclear, pois devido a heranga uniparental materna do
cloroplasto, e a limitagdo de dispersdo de sementes em algumas espécies de plantas, €
esperado que um segmento citoplasmatico seja mais facilmente fixado de uma espécie para
outra do que um gene nuclear (Okuyama et al., 2004). Este fendmeno, denominado captura
de cloroplasto, pode entdo ser detectado quando ha inconsisténcia entre filogenias de genes
nucleares e plastidiais (Rieseberg e Soltis, 1991; Rieseberg et al., 1996). Neste estudo, por

terem sido utilizadas somente sequéncias plastidiais nas analises, a identificacdao da captura



130

de cloroplasto fica prejudicada. Entretanto, evidéncias reveladas pelas analises
filogeograficas nestas duas espécies, apéiam este cenario.

Nas segOes seguintes serdo realizadas descrigdes mais detalhadas sobre a
distribuicdo e relagdo dos haplotipos encontrados entre espécies de cada um dos clados
propostos, e também entre as espécies envolvidas nos processos de hibridacdo descritos
anteriormente. Deste modo, os resultados obtidos para as espécies C. excellens e C.
linoides serdo abordados em uma secdo especifica, como também os resultados obtidos

para as espécies C. sellowiana, C. sendtneriana e C. serrulata.

4.3.2. O Clado Terras Baixas

Dentre os clados propostos para o género Calibrachoa, o grupo denominado Terras
Baixas ¢ o que contem o maior numero de espécies. Dentre as 25 espécies estudadas neste
trabalho, 12 sdo relacionadas a este grupo. A Figura 31 mostra a distribuicdo geografica
dos trés principais grupos de haplotipos de Terras Baixas ao longo dos locais amostrados,
refletindo uma tendéncia na relagcdo entre os grupos geneticamente relacionados com as
regioes onde estas espécies sdo encontradas.

Os haploétipos assinalados em amarelo foram encontrados em populagdes das duas
subespécies de C. excellens, localizadas na regido da Serra do Sudeste do Rio Grande do
Sul, sendo que muitas destas amostras foram coletadas no municipio de Cacapava do Sul.
O numero relativamente elevado de haplotipos pertencentes a estas populagdes, quando
comparado ao total encontrado para as demais espécies do clado, deve-se a presenca de um
maior numero de amostras de C. excellens no conjunto total de dados e, assim, o grupo
assinalado em amarelo ndo deve ser comparado proporcionalmente aos outros grupos de
haplotipos observados. A descricao detalhada dos resultados encontrados em C. excellens
serd realizada em uma secao especifica.

Os haploétipos destacados em vermelho pertencem a amostras de C.heterophylla, C.
excellens, C. sellowiana e C. thymifolia, presentes desde o sul da Planicie Costeira do Rio
Grande do Sul, até as regides de altitude de Santa Catarina. O haplétipo H62, que nao foi
destacado com as cores de nenhum grupo (ja que se apresenta em uma posi¢ao central no

clado Terras Baixas) também pertence a C. heterophylla.
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Figura 31. Parte do network de relacionamento dos haplétipos encontrados no género Calibrachoa,
relativo ao clado Terras Baixas, destacando os grandes grupos de haplétipos relacionados. Os circulos no
mapa correspondem as amostras analisadas, e a cor destes circulos corresponde as cores indicadas nos
grupos de haplétipos. O haplotipo H62, que ndo possui uma maior proximidade com nenhum dos grupos
destacados, estd presente na amostra indicada pelo circulo branco no mapa. Os circulos localizados em
Santa Catarina que possuem somente uma metade destacada em vermelho correspondem aos locais onde
também foram encontrados hapldtipos relacionados ao clado Terras Altas. Os haplotipos em vermelho
destacados com um asterisco no retwork, bem como os locais no mapa destacados com um asterisco,
correspondem aos haplotipos e populacdes de C. excellens e C. sellowiana que se distribuem nos locais de
altitude de Santa Catarina. O haplétipo e os circulos no mapa destacados por uma estrela correspondem ao
haploétipo e locais de amostras das espécies microendémicas de altitude, que exibiram este haplotipo (H90)
relacionado ao clado Terras Baixas. Mais detalhes sdo fornecidos no texto.
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Além destas espécies, um individuo de C. ovalifolia encontrado no Parque Estadual
de Itapud, municipio de Viamao, Rio Grande do Sul, exibiu o haplétipo H3I,
compartilhado entre C. heterophylla e C. excellens, e relacionado ao grupo assinalado em
vermelho. Como discutido na se¢do anterior, ndo existem evidéncias claras sobre quais
fenomenos poderiam ter produzido este compartilhamento, ja que os demais hapldtipos
exibidos por esta espécie ndo possuem proximidade com o haplotipo H31 como sera
mostrado na sequéncia.

As populagoes de C. excellens e C. sellowiana presentes nas Terras Altas de Santa
Catarina (representadas por um asterisco no mapa da Figura 31), bem como os individuos
das espécies microendémicas do Planalto Catarinense (indicadas por uma estrela no
mesmo mapa), apresentaram os haplotipos H25, H26, H37, H38, H39, H90 e HO1
(indicados por asteriscos e pela estrela no network da Figura 31). Este grupo de haploétipos
geneticamente relacionados constitui a exce¢do ao padrdo geografico proposto para o
clado, como discutido em capitulos anteriores. O grupo se relaciona a haplotipos de outras
populacdes de C. excellens e C. heterophylla presentes no nordeste do Rio Grande do Sul,
regido que engloba areas adjacentes ao municipio de Porto Alegre, em dire¢dao a Planicie
Costeira do Estado. O possivel ancestral de C. sellowiana e das populacdes de C. excellens
de altitude poderia, portanto, ter relacionamento com as populacdes ancestrais presentes
nesta regido.

Duas amostras que possuem haplotipos do grupo assinalado em vermelho estdo
localizadas na regido centro-oeste do Estado (mapa da Figura 31). Estas amostras
correspondem a quatro individuos de C. heterophylla encontrados no municipio de Sao
Francisco de Assis, e cinco individuos de C. excellens subsp. atropurpurea encontrados no
municipio de Sdo Vicente do Sul, que possuem o haplétipo H17 em comum. Embora este
haplétipo seja bem divergente dos demais encontrados nas populagdes de C. excellens
subsp. atropurpurea, ndo ha evidéncias adicionais de que eventos de hibridagdo tenham
ocorrido entre estas espécies e, assim, este compartilhamento parece ser resultado de
retengdo de polimorfismos ancestrais em uma populacdo mais isolada de C. excellens
subsp. atropurpurea.

O grupo de haplotipos assinalados com a cor azul na Figura 31 corresponde, quase
na totalidade, as espécies que ocorrem da regido central do Rio Grande do Sul em diregado

oeste até o territorio argentino, dominada por terras baixas da regido pampeana e parte da
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regido chaquenha. Das dez espécies que possuem hapldtipos no grupo assinalado em azul
na Figura 31, sete delas (C. cordifolia, C. humilis, C. linearis, C. missionica ¢ C.
pubescens, Calibrachoa sp.1 e Calibrachoa sp.2) se distribuem exclusivamente na regido
definida acima. Os haplétipos encontrados em cada local amostrado estdo descritos na
Tabela 1 em anexo, e a correspondéncia entre haplotipos, espécies e locais de coleta pode
ser visualizada na Figura 32. Apesar do nimero reduzido de amostras destas espécies no
conjunto total de sequéncias utilizadas no network, a proximidade genética entre elas ¢
clara, tanto pelo compartilhamento de alguns haplétipos entre espécies, como também pela
auséncia de vetores médios unindo estes haplotipos.

Calibrachoa ovalifolia exibiu quatro haplotipos (H2, H75, H81 e H82 na Figura 32)
relacionados ao grupo definido no paragrafo anterior, sendo que dois deles (H2 e H75) sdao
compartilhados com C. cordifolia e Calibrachoa sp.1, respectivamente. Calibrachoa
ovalifolia se distribui ndo s6 pela regido da Campanha do Estado e areas adjacentes do
Uruguai, Argentina e Paraguai, como também pelas regidoes da Depressao Central, Serra do
Sudeste e também em areas do Planalto, atingindo toda a metade sul do Rio Grande do Sul.
Esta distribuicdo ampla, além de caracteristicas morfologicas relativamente proximas a
muitas espécies relacionadas sugerem que C. ovalifolia seja a provavel espécie-irma de
varias outras do género que possuem distribui¢des mais restritas. O haplotipo H75, além de
ser compartilhado com Calibrachoa sp.1, esta conectado a outros seis haplotipos, dos quais
trés (H2, H74 e H80) sdo encontrados em espécies morfologicamente semelhantes.
Calibrachoa sp.1, espécie nova que se encontra em processo de descri¢do, diferencia-se
principalmente pelo comprimento dos estames e coloracdo das flores. Calibrachoa
cordifolia (que compartilha o haplotipo H2) pode ser distinguida de C. ovalifolia pelo
formato das folhas e coloracdo das flores. Calibrachoa missionica também compartilha
algumas caracteristicas, mas ¢ distinta principalmente pela coloragdo magenta das flores.
Calibrachoa pubescens que também ¢ uma espécie muito semelhante e proxima
geneticamente (possuindo o haplétipo H88, separado por uma mutagdo do H2), apresenta
como diferencas diagndsticas em relagdo a C. ovalifolia o formato da corola e a presenga
de nervagdo reticular muito pronunciados. As espécies C. humilis, C. linearis e
Calibrachoa sp.2 também sao proximas geneticamente a C. ovalifolia, e também possuem

algumas semelhangas morfoldgicas, em maior ou menor grau.
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Figura 32. Parte do network de relacionamento dos haplotipos encontrados no género
Calibrachoa, relativo ao clado Terras Baixas, destacando os haplotipos encontrados nas
espécies C. cordifolia (haplétipos em verde escuro) C. humilis (em amarelo), C. linearis (em
vermelho), C. missionica (em laranja), C. ovalifolia (em azul claro), C. pubescens (em cinza),
Calibrachoa sp.1 (em azul marinho) e Calibrachoa sp.2 (em rosa). A localizagdo das amostras
de cada espécie bem como os haplétipos encontrados em cada uma delas estdo indicados no
mapa, sendo que as cores dos locais correspondem as mesmas cores das espécies indicadas nos
haplétipos. Mais detalhes sdo fornecidos no texto.
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Assim, este grupo com varias espécies relacionadas, tanto em caracteres
morfologicos, como geneticamente, parece ter sido resultado de eventos recentes de
divergéncia morfologica, a partir de provaveis populacdes ancestrais relacionadas a espécie
C. ovalifolia.

Também ¢ possivel visualizar na Figura 32 a localizagdo geografica e a posi¢cdo do
haplétipo H31 no network, que como citado anteriormente, foi encontrado em um
individuo de C. ovalifolia. A distancia genética do H31 em relagdo aos haplotipos H2,
H75, H81 e H82 (presentes nas demais amostras da espécie) e o compartilhamento deste
haplétipo com um individuo de C. excellens subsp. excellens sdo evidéncias de um
possivel evento de hibridacao entre populagdes de C. ovalifolia e C. excellens presentes no
Parque Estadual de Itapud, onde as duas amostras foram coletadas. Entretanto, estas
amostras ndo exibiram morfologias que pudessem sustentar tal cendrio. Assim, as
evidéncias apresentadas ndo sao suficientes para confirmar este evento. Investigacdes mais
detalhadas, com um namero maior de individuos de ambas as populagdes e marcadores
moleculares mais informativos poderdo corroborar esta hipdtese.

Dentre as espécies presentes no clado Terras Baixas, C. heterophylla e C.
thymifolia também apresentam haplotipos localizados tanto nos grupos assinalados em
vermelho como nos grupos em azul no network apresentado na Figura 31 (além de C.
ovalifolia, como discutido anteriormente). No mapa apresentado na mesma figura,
localidades assinaladas em azul podem ser observadas ao longo de toda a Planicie Costeira
do Rio Grande do Sul, e em areas continentais as margens da Laguna do Patos, que
correspondem a populagdes de C. heterophylla. Além destes locais, dois circulos aparecem
assinalados com ambas as cores e também se referem a populagdes das espécies que
apresentaram haplétipos dos dois grupos referentes as cores indicadas. O circulo localizado
mais ao norte corresponde a uma populacdo de C. heterophylla que apresentou os
haplétipos H71 e H72. Ja o circulo mais ao sul representa a populagdo de C. thymifolia,
que apresentou os haplotipos H70, H101 e H102. A Figura 33 apresenta os haplotipos
referentes a estas espécies no clado Terras Baixas, bem como a localizagdo geografica das

amostras que apresentaram tais haplotipos.
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Figura 33. Parte do network de relacionamento dos haplotipos encontrados no género Calibrachoa, relativo

ao clado Terras Baixas, destacando os haplotipos encontrados nas espécies C. heterophylla (em laranja) e C.

thymifolia (em verde). A localizagdo das amostras de cada espécie bem como os haplotipos encontrados em
cada uma delas estdo indicados no mapa. O grupo de haplotipos destacado em azul corresponde aos
haplétipos relacionados as demais espécies do clado encontradas no interior do estado do Rio Grande do
Sul, enquanto que o grupo em amarelo corresponde aos haplotipos relacionados as demais espécies do clado
encontradas na regido nordeste do Estado. As populac¢des indicadas pelas cores no mapa apresentam os
haplétipos dos grupos de mesma cor no network. Mais detalhes sdo fornecidos no texto.
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Calibrachoa heterophylla apresenta haplotipos bem divergentes, encontrados em
diferentes posigoes ao longo do network. Estes haplotipos sdo relacionados a ambos os
grupos de espécies discutidos a partir da Figura 31 (grupo de haplotipos em azul,
encontrados nas espécies a partir do centro do Estado para o oeste, e grupo em vermelho,
referentes as espécies C. excellens e C. sellowiana, presentes no nordeste do Estado e em
Santa Catarina). Assumindo que a distribui¢do observada dos haplotipos seja resultado de
retengdo de polimorfismos ancestrais, a presenca destes hapldtipos divergentes pode
indicar que C. heterophylla seja uma das espécies mais antigas entre as espécies deste
clado. As outras espécies de distribuicdo ampla encontradas nesta regido, C. ovalifolia e C.
excellens, possuem hapl6otipos mais relacionados entre si, refletindo os grupos definidos na
Figura 31, enquanto C. heterophylla exibe haplotipos relacionados aos dois grupos, e desta
forma, relacionados as duas espécies citadas acima.

A distribuicdo geografica dos haplotipos ndo mostra uma relagdo direta entre
grupos genéticos e regides geograficas. Mas se considerarmos os haplotipos de C.
heterophylla como pertencentes aos dois grupos relacionados (grupo do nordeste do Estado
e Santa Catarina e grupo interior do Estado), observa-se uma certa relagdo entre alguns
grupos de populagdes, como pode ser visto na Figura 33.

Os haplotipos H17, H31, HS8, H59, H60, H61, H65, H66, H68, H69 ¢ H71
(relacionados aos hapldtipos de populagdes de C. excellens do nordeste do Estado, e
indicados no network e no mapa pela cor amarela) estdo presentes nas populacdes no
extremo norte da Planicie Costeira, na populagdo do extremo sul, em Santa Vitéria do
Palmar, e nas amostras do interior do Estado e na por¢do continental, as margens da
Laguna dos Patos.

Os haploétipos H63, H64, H67, H70, H72 e H101 (relacionados ao haplotipos de
populacdes de C. ovalifolia que habitam o interior do Estado, indicados pela cor azul no
network € no mapa) estdo presentes nas populacdes da porcao central e sul da Planicie
Costeira, além da amostra localizada na Ilha Barba Negra, no norte da Laguna dos Patos. A
populacdo continental mais proxima a Ilha, coletada no Horto Florestal da Aracruz,
apresentou haplotipos de ambos os grupos (H71 e H72,) e ndo foi inserida em um ou outro
grupo na Figura 33. Ja o haplotipo H62 ndo foi classificado como pertencente a nenhum
dos grupos, pois se encontra relacionado a ambos, como pode ser visto no network.

Desta forma, uma visdo geral entre grupos de sequéncias geneticamente
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relacionadas e regidoes geograficas pode ser vista na Figura 33. Mader (2008) encontrou
resultados similares em uma investigacao filogeografica mais ampla da espécie, onde
foram detectados trés grupos de populagdes geneticamente relacionados: um grupo no
centro-sul da Planicie Costeira, o segundo na por¢do norte da Planicie Costeira e o terceiro
correspondendo a populagdo localizada em Santa Vitoria do Palmar, no extremo sul da
distribuicao das amostras. Estes grupos distintos, como proposto por Mader (2008), podem
ter sido resultado de ondas migratorias distintas em diferentes periodos da historia, a partir
de populagdes de diferentes locais do Estado. A presenca de rios durante o periodo
Pleistoceno em alguns locais da Planicie Costeira também pode ter contribuido para a
formacdo dos grupos de populagdes geneticamente relacionadas que se observa no
presente.

As ondas de colonizacdo distintas em diferentes periodos do tempo geoldgico
também coincidem com a propria histéria de formagdo de toda a regido litoranea. O
formato e distribuicao atual das regides da Planicie Costeira ¢ resultado de varios eventos
sucessivos de transgressao e regressdo do mar durante as alteracdes entre ciclos glaciais e
interglaciais nos periodos Pleistoceno e Holoceno. Durante os ultimos 400.000 anos houve
pelo menos quatro grandes ciclos que moldaram a distribui¢do dos sedimentos na regido
(Villwock e Tomazelli, 1995; Menegat et al., 1998; Dillenburg, 2005; Weschenfelder,
2005).

Desta forma, a contribui¢cdo do presente trabalho aos resultados obtidos por Mader
(2008) ¢ a evidéncia de que populacdes ancestrais de C. heterophylla sdo relacionadas a
provaveis populacdes ancestrais das espécies C. excellens e C. ovalifolia, e que as
diferencas genéticas encontradas nas populagdes atuais sdo resultado de colonizagdo a
partir de populagdes ancestrais distintas, relacionadas a espécies presentes atualmente tanto
no interior como no nordeste do estado do Rio Grande do Sul. A descoberta recente de que
C. heterophylla também possui populagdes no interior do Estado (como discutido na se¢ao
4.1), indica que sdo necessarias coletas de outras populagdes, na tentativa de esclarecer as
relagdes evolutivas entre C. heterophylla e espécies proximas.

As amostras de C. thymifolia incluidas no presente trabalho se mostram
geneticamente proximas a algumas populacdes de C. heterophylla, sendo que os haplotipos
encontrados se relacionam tanto ao grupo de populagdes do centro-sul, como ao grupo do

norte da Planicie Costeira. As amostras de ambas as espécies foram obtidas em coletas no
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mesmo periodo, € como descrito na se¢do 4.1, este foi o primeiro registro de C. thymifolia
nesta regido. Entre todas as populacdes coletadas, somente esta foi identificada como
sendo desta espécie. Até entdo, a regido conhecida de ocorréncia eram as encostas arenosas
da regido do extremo oeste do Estado, e areas adjacentes do Uruguai e Argentina (como
descrito na secdo 4.1). Outras amostras coletadas recentemente na Argentina pelo Prof.
Jodo R. Stehmann apontaram ainda que C. /inearis, espécie cuja distribui¢do se assemelha
a descrita para C. thymifolia, exibiu variagdo nos caracteres diagnosticos, trazendo dividas
na diferencia¢do entre as duas espécies. Assim, os critérios de classificacdo empregados
atualmente parecem estar baseados em caracteristicas morfologicas muito variaveis entre
representantes das trés espécies envolvidas (C. heterophylla, C. linearis e C. thymifolia).
Esta confusdo taxonomica se intensificou apos os novos registros de ocorréncia, como a
presenga de C. heterophylla no interior do Estado e C. thymifolia na Planicie Costeira. A
informagdo de que C. heterophylla era uma espécie endémica da regido costeria, enquanto
C. thymifolia habitava as regides arenosas do interior, também tinha utilidade taxondmica.

Historicamente, a identificacdo das trés espécies ¢ confusa, como descrito por
Stehmann (1999) na revisdo do género. Amostras identificadas por outros autores como
pertencentes a C. linearis foram consideradas por Stehmann (1999) como sendo de C.
heterophylla, enquanto outras classificadas como C. heterophylla foram reconhecidas
como exemplares de C. thymifolia pelo autor. Estas espécies, juntamente com C. humilis
(que também ocorre no oeste do Estado, como C. linearis e C. thymifolia) possuem folhas
semelhantes, de formato linear, ¢ podem ser confundidas quando se observa somente a
porcao vegetativa.

Calibrachoa humilis, entretanto, possui flores bem diferentes das demais, com
coloracdo branca ou rosa (como pode ser visto nas Figuras 4P e 4Q), e ¢ encontrada em um
habitat distinto, os campos com solos rasos e pedregosos. Mas sua identificagao a partir de
materiais herborizados pode ser tornar complicada, quando nao ha uma descri¢do precisa
do local de coleta e da cor da corola, ja que a coloragao original das flores ¢ perdida nas
exsicatas.

As flores das outras trés espécies sdo muito semelhantes, com coloragdo magenta
ou purpura e fauce amarela, circundada por um anel de coloragao mais escura (como pode
ser visto nas flores de C. heterophylla e C. thymifolia, respectivamente nas Figuras 41 e

4]). A distingdo entre elas ¢ formalmente realizada com base no tamanho e formato dos
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orgaos reprodutivos. Em C. heterophylla, o estigma ¢ transversalmente lobado, enquanto
que em C. linearis e C. thymifolia este se apresenta sem lobos. Entre estas duas espécies,
C. linearis se diferencia por possuir folhas e flores maiores, estames bem inclusos na
corola, e estilete curvo. Estas diferencas, entretanto, ndo apresentaram coesdo entre
exemplares coletados recentemente de cada uma das espécies, e poderiam ser interpretadas
como uma variacao entre diferentes populagdes de uma mesma espécie.

Os dados moleculares obtidos no presente trabalho ndo apresentaram variagao
suficiente para delimitar a grande maioria das espécies do género, onde se observa grande
divergéncia morfoldgica e baixa diferenciagdo genética. Porém, a relagdo entre haplétipos
exibida no network mostra uma maior proximidade genética entre C. heterophyla e C.
thymifolia, assim como entre C. linearis e C. humilis. Com base na discussao a respeito da
validade dos caracteres morfologicos e dos dados de distribui¢do geografica das
populacdes analisadas, e levando-se em conta a proximidade genética entre as espécies em
questdo, pode-se sugerir que ao menos entre C. heterophylla e C. thymifolia, ndo existem

evidéncias conjuntas que déem suporte a distin¢do entre espécies.

4.3.3. O Clado Terras Altas

Este clado inclui as espécies que ocorrem nas regides de altitude dos estados de
Santa Catarina, Parand e do extremo sul de Sdo Paulo. Calibrachoa linoides é a espécie
que possui a distribui¢do mais ampla neste clado, se estendendo desde o inicio das terras
altas, no sul de Santa Catarina, até o Parand, e possui algumas populagdes disjuntas nos
campos de altitude da regido sudeste do Brasil. Calibrachoa excellens também possui
representantes no clado, encontrados nos campos de altitude do norte de Santa Catarina e
do Parana. Estas duas espécies, entretanto, serdo discutidas separadamente na proxima
secdo. Na regido dos Planaltos de Curitiba e Ponta Grossa, no Parana, populacdes das sete
espécies do clado podem ser encontradas, o que faz desta regido um dos principais centros
de diversidade do género (Stehmann, 1999).

As cinco espécies restantes (C. caesia, C. dusenii, C. ericifolia, C. micrantha e C.
paranensis) exibem uma distribuicdo mais restrita, nos campos encontrados entre as
formacdes de Floresta Ombrofila Mista, nos Planaltos a partir do norte de Santa Catarina

até o sul de Sao Paulo. Calibrachoa caesia possui ainda algumas populagdes no Paraguai e
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na provincia de Misiones, na Argentina, mas amostras destes locais ndo foram incluidas no
trabalho. A Figura 34 destaca os haplétipos encontrados nestas cinco espécies, bem como a
localizagdo geografica das amostras estudadas. Mais detalhes a respeito dos locais de
coleta estdo disponiveis na Tabela 1, em anexo.

Os haploétipos exibidos ndo mostram algum tipo de proximidade, mesmo entre
populagdes de uma mesma espécie, como se observa em H83, H84, H85 e HSO6,
encontrados em C. paranensis. Nesta espécie, a amostra mais distante geograficamente (no
municipio de Guarapuava) exibiu o haplotipo H86, que também se mostra geneticamente
distante dos demais haplotipos encontrados na espécie. Estes, por sua vez, foram
encontrados em populagdes muito proximas, das quais uma (no municipio de Balsa Nova)
exibiu os haplotipos H83 e H84 (como pode ser visto na Figura 34).

Todos estes haplotipos divergentes entre si se relacionam aos demais que, em sua
maioria, estdo presentes em populagdes de C. linoides (como observado na Figura 30),
sugerindo que estas espécies compartilham ancestrais relacionados. A distribui¢ao mais
ampla desta espécie, além do relacionamento genético proximo podem ser consideradas
evidéncias consistentes que apdéiam esta origem comum.

A regido habitada pelas espécies (os Planaltos de Curitiba e Ponta Grossa) faz parte
das unidades geomorfoldgicas do Primeiro e Segundo Planaltos Paranaenses, localizados
na borda oriental da Bacia do Parand. Estes planaltos sdo constituidos de rochas formadas
principalmente no periodo Devoniano (400 milhdes de anos), e o relevo observado hoje foi
resultado de diferentes fenomenos geolodgicos, sendo que o mais recente foi o
derramamento magmatico ocorrido no Cretdceo (130 milhdes de anos), dando origem a
Serra Geral, a oeste (Melo, 2006). Nos Planaltos de Curitiba e Ponta Grossa sdo
encontradas areas de campo limpo, interrompidas pela ocorréncia de matas de Araucéria,
que aparecem nos cursos de rios ou em solos mais profundos, na forma de capdes isolados,

em altitudes acima de 1000 metros.
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Figura 34. Parte do network de relacionamento dos haplétipos encontrados no género Calibrachoa,
relativo ao clado Terras Altas, destacando os hapldtipos encontrados nas espécies C. caesia (em
rosa), C. dusenii (em verde), C. ericifolia (em vermelho), C. micrantha (em azul) e C. paranensis
(em amarelo). A localizagdo das amostras de cada espécie esta indicada no mapa, com a cor
correspondente utilizada no network, além dos haplétipos encontrados em cada local. Mais detalhes
sdo fornecidos no texto.

142



143

Uma grande area da regido faz parte do dominio da Floresta Ombrofila Mista. Esta
paisagem de mosaico entre formagdes florestais e campestres acaba por isolar areas de
campos e afloramentos rochosos, o que pode ter isolado populacdes ancestrais de
Calibrachoa, que sofreram alteragdes morfologicas ao longo do tempo, direcionadas por
pequenas diferengas micro-ambientais. Este ¢ um cenario bem plausivel, e coincide com
ocorréncia de algumas destas espécies em micro-ambientes ao longo dos Planaltos.

As mudancgas entre formagdes vegetais, ocorridas mais intensamente nesta regiao
durante as oscilagdes climaticas do Pleistoceno suportam ainda a hipotese de um
isolamento recente entre estas populagdes. De acordo com dados palinolégicos, nos
periodos glaciais do Pleistoceno, extensas areas de campos eram encontradas nas regioes
de altitude, enquanto nos periodos interglaciais, a expansdo das formagdes florestais foi
grande, substituindo boa parte das areas abertas. (Behling, 1997b; Behling, 2002a; Behling
e Pillar, 2007). Os dados moleculares parecem apoiar este cendrio, ja que se observam
haplotipos bem divergentes em uma mesma espécie, resultado provavel de retencdo de
polimorfismos existentes em grandes populacdes ancestrais, que sofreram fragmentacao,
sendo observados atualmente alguns haplotipos que se mantiveram em pequenos grupos de
morfologia similar, correspondendo as espécies existentes.

Além do isolamento fisico, a existéncia de diferengas morfologicas e ambientais
observadas atualmente entre as espécies do clado refletem adaptacdes ecoldgicas,
acentuando o isolamento entre elas e garantindo a manuten¢do das mesmas em uma area
relativamente pequena. Calibrachoa dusenii possui distribui¢cdo restrita, em uma pequena
area do Primeiro Planalto, em campos de altitude Umidos limitados pela Floresta
Ombrofila Mista. Calibrachoa caesia é encontrada nos campos do centro-norte de Santa
Catarina e centro-sul do Parand, e habita preferencialmente as areas da orla das matas
ciliares e capdes, sendo raramente encontrada em areas mais abertas.

Ja as espécies C. ericifolia, C. paranensis ¢ C. micrantha sdo encontradas quase
que exclusivamente em afloramentos areniticos de areas abertas, localizados desde o norte
de Santa Catarina, passando pelos Planaltos do Parand, até o sul de Sao Paulo. De acordo
com os registro levantados por Stehmann (1999) pode existir, inclusive, areas de simpatria
entre estas espécies, sendo que C micrantha ocorre em uma regiao mais restrita, no
nordeste do Parana e sul de Sao Paulo. Porém, diferencas no tamanho das flores exibidas

por estas espécies sugerem que o isolamento entre elas seja pela selecdo de polinizadores
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de tamanhos distintos. Calibrachoa linoides também ¢ encontrada nas areas de campo, mas
sempre associada a latossolos, evidenciando mais uma vez as diferengas ambientais (neste
caso, adaptacdes a diferentes tipos de solo) associadas as espécies que ocupam os Campos
Gerais do Parana.

Os dados moleculares, neste caso, indicaram que a divergéncia morfologica,
levando a especiagdo neste grupo de espécies, foi um evento muito recente, ja que ainda
ndo houve tempo suficiente para que o isolamento entre espécies resultasse também em
uma divergéncia molecular entre elas. A presenga de hapldtipos ndo relacionados em
espécies distintas e o compartilhamento de haplotipos entre elas (como o H45, entre C.
linoides e C. micrantha na Figura 34) sdo evidéncias desta rapida diferenciacdo. A
proximidade entre os haplotipos de C. linoides também ¢ um indicativo de que possiveis
populacdes ancestrais relacionadas a esta espécie tenham dado origem as espécies que

habitam atualmente os campos da regido dos Planaltos no Parana.

4.3.4. Filogeografia de Calibrachoa excellens e Calibrachoa linoides: evidéncias

de uma zona de hibridacao

Como exposto em maiores detalhes nas secdo 1.1.6., a grande maioria das espécies
do género apresenta distribuicdo relativamente restrita, limitada por tipos de solo.
Entretanto, as espécies C. excellens e C. linoides mostram-se mais ‘“generalistas”,
possuindo distribui¢cdes geograficas bem mais amplas, com a ocorréncia de uma grande
regido de contato existente na faixa central dos campos do planalto sul-brasileiro. A
existéncia desta ampla regido de simpatria aumentaria a possibilidade de hibridagao natural
entre estas espécies, o que foi confirmado morfologicamente através da descoberta de uma
populacdo hibrida, coletada no municipio catarinense de Sao Cristovao do Sul (como
descrito na se¢dao 4.1). E como mostrado na secao 4.3.1, esta populacao apresentou
genomas plastidiais relacionados a C. excellens e C. linoides (H37, H39 e H40, destacados

em rosa na Figura 30).

A constatacao da existéncia desta populagdo hibrida entre C. linoides e C. excellens
sugere que eventos similares possam ocorrer (ou ter ocorrido) nesta regido de contato, o
que seria uma possivel explicagdo para a condig¢do polifilética de C. excellens (como

descrito na se¢do 4.3.1.). Evidéncias adicionais, reveladas por algumas caracteristicas
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exibidas pelos relacionamentos dos haplotipos destas espécies, também parecem apoiar
este cenario. As analises filogeograficas, realizadas com algumas populagdes das espécies
em questdo sdo descritas a seguir, sendo que os haplotipos encontrados sdo os mesmos
apresentados no network geral do género (ja que a amostra utilizada ¢ a mesma, descrita na
Tabela 1, em anexo). Porém nesta se¢do as amostras foram analisadas para cada espécie
separadamente, e em um conjunto contendo sequéncias de C. excellens, C. linoides e da

populacdo hibrida.

Em C. excellens, as populagdes analisadas, com informacdes dos locais de coleta,
numero de individuos e haplotipos encontrados nesta analise estdo descritos na Tabela 12.
A caracterizagdo dos haplotipos encontrados ¢ mostrada na Tabela 13. O network de
haplétipos para este conjunto, bem como o local de ocorréncia das amostras, sdo mostrados

na Figura 35.



Tabela 12. Populagoes de C. excellens subsp. excellens e C. excellens subsp. atropurpurea utilizadas na

construgdo do network de haplétipos da Figura 35

. . ~ Coordenadas Individuos Haplétipos
Subespécie Populagio Local Geograficas analisados _encontrados
e i, W22 ws e
p- atropurp Suf P 5333 19.79975"W HS5
Pexca2 §O§9VIaBBRr2§’ Sf:ntgo ]g]omd 31 18 02.27867"S X s
edrito-Bagé. Bagé - Rio Grande 5 1 41 cgpasmy
do Sul
Pexca3 Estrada de terra proxima a
Rodovia RS265, a cerca de Sk de 31 20'35.22"S
. | N 3 H6
Cangugu. Cangugu - Rio Grande 52 40'47.08"W
do Sul
Pexcad Rodovia RS241, entre Sdo
Vicente do Sul e Loreto. Sdo 29 43'20.27086"S 5 08
Vicente do Sul - Rio Grande do 54 50' 25.99946"W
Sul
Corhon s fol | Eidpaa s e sososuonss
P cap 53 32' 32.25504"W Hise
Sul H13
Pexce2 Rodovia BR471 entre Rio Pardo e
Encruzilhada do‘Sul, a cerca de 30 22' 08.90669"S , i
20km dfe Encruzilhada d.o Sul. 52 25' 47.22034"W
Encruzilhada do Sul - Rio
Grande do Sul
Pexce3 Rodovia SC430, entre Urubici e
Sao J.()é?qulm, a cerca de 25k@ de 28 08' 55.96694”8 9 H16 ¢ H17
Urubici. Urubici - Santa Catarina 49 42' 59.81104"W
Pexce4 Pale.odunas proximas a.BR 101. 28 18'37.83"S 3 Hi4 e HIS
Imbituba - Santa Catarina 48 43' 04.69"W
Pexce5 Rodovia PR170, sentido
Guarapuava-Coldnia Socorro, a 25 28' 49.79847" S 7 HIS ¢ HI9
cerca de 10km de Guarapuava. 51 32'17.70033" W
Guarapuava - Parana
Pexce6 FRodelfdPRCl70, sentido ;u;}ll(ao— 2544' 10.11846" S " -
axina i o .eu,~a cerca e, M 13015 16975" W
de Pinh&o. Pinhdo - Parana
Pexce7 E(r)dovg' PRl70,}]§nthrf: Faﬁmal qo 25 56' 56.33881"S . .
éu e Bituruna. Pinhio - Parana 5136' 39.99251"W
Pexce8 Caminho para o observatorio, 30 02' 34.70063"S H8, H22,
Morro Santana. Porto Alegre - 51.06' 46.82451"W 8 H23,H24 ¢
Rio Grande do Sul ' H25
Pexce9 Estrada de terra proxima a Balsa 25 35' 48,70688"S
14 H26 ¢ H27
Nova. Lapa - Parana 49 38'39,03514"W ¢
Pexcel0 1I:x/lrea'urrb'em(a; p;;xlma aSBR282. 26 57' 08.30443"S ] 18 e 2o
unl(?lplo e Xaxim - Santa 52 30 42.78935"W e
Catarina
Pexcell Parque Estadual de Itapua. 30 21' 54,97225"S ) 7

Viamao - Rio Grande do Sul

5101'35,14032"W
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Tabela 13 : Haplotipos encontrados em Calibrachoa excellens subsp. excellens e C. excellens subsp. atropurpurea

Posi¢do Nucleotidica
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* Insergdo 8 pb (CATTTTTA)
1 Insergdo 15 pb (ATTTTTACATTATTT)

§ Insergdo 3 pb (ACT)

¥ Duplicagdo 10 pb (GTAAGTAAAA)
A Duplicagdo 10 pb (TAAATAAAAA)

® Duplicagdo 8 pb (CTTTATCT)

m Delegdo 11 pb (TTTTTGTAAAA)
¢ Delegdo de 8 pb (TATATAAA)

4 Duplicagdo 5 pb (TTTTA)

£ Inser¢do 5 pb (TTTTC)
+ Delegdo 14 pb (ACATTATTTATTTT)
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: H1, H2, H3, HS
_B_l,-ll?,_l!lo,
‘H11, HI2, H13

Figura 35. Network de relacionamento dos haplétipos de Calibrachoa excellens subsp.
excellens (destacados em verde escuro) e C. excellens subsp. atropurpurea (destacados em
verde claro). A localizagdo das amostras de cada populacdo, bem como os haplotipos
encontrados em cada uma delas, estdo indicados no mapa. Os destaques coloridos de cada
grupo de haplétipos correspondem a localiza¢do destacada da mesma cor no network. Mais
detalhes sdo fornecidos no texto.
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Pode se observar uma associagdo clara entre regides e grupos de haplotipos,
coincidente com a associagdo discutida para o clado Terras Baixas em sec¢des anteriores
(mostrada na Figura 31). Neste caso, esta relacdo torna-se mais clara, com trés grandes
grupos de haplétipos: aqueles encontrados em populagdes localizadas na Serra do Sudeste
do estado do Rio Grande do Sul (destacados em amarelo na Figura 35); em populacdes do
extremo norte da distribuicao das amostras, no estado do Parana (destacados em vermelho
na Figura 35); e um terceiro grupo com haplotipos presentes nas populacdes do leste do
estado do Rio Grande do Sul, no litoral e em algumas regides de altitude do sul e oeste de

Santa Catarina (destacados respectivamente pelas cores verde, rosa e azul na Figura 35).

O grupo destacado em amarelo possui haplotipos de populagdes presentes na Serra
do Sudeste do Rio Grande do Sul, sendo que a maioria destas populagdes pertencem a C.
excellens subsp. atropurpurea, endémica desta regido, habitando principalmente solos
areniticos. Algumas populagdes da subespécie tipo também ocorrem nestes locais, €
apresentam haplotipos relacionados a este grupo. Uma excec¢do ¢ o haplotipo HS, presente
em uma populagcdo de C. excellens subsp. atropupurea coletada no municipio de Sao
Vicente do Sul, e também em alguns individuos coletados no morro Santana, em Porto
Alegre. Este haplotipo € o unico presente em amostras da subespécie atropurpurea que nao
mostrou proximidade com o restante dos haplotipos do grupo destacado em amarelo na

Figura 35.

Calibrachoa excellens subsp. atropurpurea se diferencia da subespécie tipo por
apresentar folhas e flores bem maiores, além de um anel escuro circundando a abertura da
corola. Outras espécies que ocorrem no pampa também exibem este anel mais escuro nas
flores (como C. heterophylla, C. linearis e C. thymifolia). A ocorréncia desta caracteristica
parece ser uma adaptacdo a polinizacdo no ambiente pampeano, ja que somente nesta
regido sdao encontradas tais variagdes florais. Porém, estudos de biologia floral sdo raros, e
ndo had informacdo sobre quais espécies poderiam discriminar estas alteragdes de

coloracao.

As diferencas morfologicas entre as subespécies sdo bem marcantes, sendo que
tragos morfolégicos bem menos pronunciados sdo utilizados em outras situagdes para
diferenciar espécies dentro do género. Além disso, a distribui¢do geografica da subespécie

atropurpurea ¢ bem distinta, apesar de serem encontradas algumas populagdes da
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subespécie tipo na Serra do Sudeste. Os dados moleculares também mostram uma certa
estruturacdo entre as subespécies, mesmo considerando a ocorréncia de haplotipos
compartilhados entre elas, o que pode ser um efeito da retengdo de polimorfismos
ancestrais, como observado para diferentes casos no género. Deste modo, o status de
subespécie atribuido a este grupo talvez devesse ser reavaliado, ja que estas evidéncias
poderiam suportar a condi¢cdo de espécie, o que ocorre em circunstancias semelhantes com

outras espécies do género.

As outras populagdes distribuidas no Rio Grande do Sul exibiram haplotipos
correspondentes ao grupo destacado em verde na Figura 35 (além do haplétipo HS, citado
anteriormente). Estas populagdes foram coletadas no leste do Estado (municipios de Porto
Alegre e Viamdo), e sdo proximas geneticamente a populagdes de Imbituba, no litoral
catarinense (destacado em rosa na Figura 35), das regides de altitude no oeste (municipio
de Xaxim) e da borda oriental do Planalto (municipio de Urubici), também no Estado de

Santa Catarina (destacados em azul na Figura 35).

As populagdes de C. excellens encontradas nas areas de altitude de Santa Catarina
sao relacionadas a C. sellowiana, ¢ como discutido anteriormente, constituem a excecao de
distribuicdo do clado Terras Baixas. Esta proximidade genética com todas as populagdes
citadas no paragrafo anterior sugere que possiveis ancestrais relacionados a estas
populagdes atingiram as por¢cdes mais elevadas, ao norte, colonizando o Planalto
Catarinense e dando origem as atuais populacdes de C. excellens e a C. sellowiana. A rota
de migracdo ndo necessariamente seria em dire¢do norte, a partir da regido de Porto
Alegre, pois as populagdes de Xaxim (haplotipos H28 e H29) estao localizadas bem mais a
oeste. Infelizmente a auséncia de amostras cobrindo toda a metade norte do Rio Grande do
Sul n3o possibilita, neste momento, inferir rotas especificas de coloniza¢do. Assim,
assume-se que provavelmente esta expansao em dire¢do norte ocorreu a partir de diferentes
regides do Estado, inclusive pela regido litoranea, como demonstrado pela proximidade

genética da amostra de Imbituba.

O terceiro grupo de hapldtipos (destacado em vermelho na Figura 35) foi
encontrado em populacdes localizadas no Parand, em regides de altitude do centro-sul do
Estado (municipios de Guarapuava e Pinhdo), e na regido do Primeiro Planalto (municipio

de Lapa). Este grupo, geneticamente relacionado ao clado Terras Altas, contem os
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haplétipos H27, H28, H29, H30, H35 e H36 indicados na Figura 30, na secao 4.3.1., e sdo

muito proximos aos encontrados em C. linoides. Esta discussdo sera retomada a seguir,

quando serd apresentado o network com os dados combinados das duas espécies.

As populagdes analisadas de C. linoides, com as informacdes dos locais de coleta,

nimero de individuos e haplétipos encontrados estdo descritos na Tabela 14. A

caracterizagdo dos haplotipos ¢

4

mostrada na Tabela 15. O network de haplotipos da

espécie, bem como o local de ocorréncia das amostras, sdo mostrados na Figura 36.

Tabela 14. Populagdes de Calibrachoa linoides utilizadas para constru¢do do network de

haplétipos da Figura 36.
Populacio Local Coordenadas Individuos Haplétipos
puia¢ Geograficas analisados encontrados
. Rodovia SC301, entre Sdo Bento do Sul e 26 12' 29.03864"S
Plinol Campo Alegre, a cerca de 4 km de Campo 49 18 23.65972"W 2 H1eH2
Alegre. Campo Alegre - Santa Catarina ’
Rodovia BR 470 entre Rio do Sul e
Plino2 Curitibanos, a cerca de 20 km de Curitibanos. 27 18' 44.36680"S 6 H3,H4,H5 e
Sédo Cristévao do Sul - Santa Catarina 50 23'15.17060"W H6
Plinos Estrad(';l e;(t)fmo(‘;acgho ?;_)stée Petg)lanr(li.la, a0 3413722102"S S H7, HI3,
1no. cerca de € .ta01 10 Costa. Otacilio 50 00' 04.19263"W H14 e HI5
Costa - Santa Catarina
Plinod f}“rgfi? ‘]136 te“; i‘,pamr da szfgggt‘io 27 50' 46.67382"S ; HS, HY e
ino rq ici-Bom e'lroacerca e . ebom 4031131 53716"W H11
Retiro. Bom Retiro - Santa Catarina
. Estrada de acesso para a Cascata do Avencal. 28 02' 55,06124"S
Plinos Urubici - Santa Catarina 49 36' 56,62954"W 7 HI0
. Rodovia PR170, a cerca de 3 km da cidade 26 10' 11.41205"S
Plino6 . . , 9 HI11
de Bituruna. Bituruna - Parana 51 35'59.44898"W
. Rodovia SC302, entre General Carneiro € 26 28' 08.12045"S
Plino7 Matos Costa, a cerca de 10km de Matos , " 5 H12
. 51 10'47.08482"W
Costa. Matos Costa - Santa Catarina
Reserva Bioldgica Mata Viva, Centro 2526'47,81875"S
i ’ ’ 4 Hl
Plino8 b litécnico, UFPR. Curitiba - Parand 49 14' 04,24471"W 6
Estrada de acesso a Monte Verde, a cerca de
i 22 51'59,52392"S
Plino9 1km da zona urbana. Monte Verde - Minas ’ 2 H17

Gerais

46 02'53,34103"W




Tabela 15 Haplotipos encontrados para Calibrachoa linoides

Posi¢do Nucleotidica

trnH- psbA trnS - trnG

1 23 71 112233456 7888111

Haplotipos 7 5 7 6 2 3 5 7 0 8 0 4 1 6 2 1 4 5 5 011

974903 437160759401

7 1 5 N° Observado Populagdes amostradas
HI AAAGTG- ACCGCIiIC-TTTACT 1 Plinol
H2 . C * AL - TTT . - - . . 1 Plino1
H3 A C * C A. - - - C C 1 Plino2
H4 C * C A. - - - C C 1 Plino2
H5 C - iy - . 1 Plino2
H6 C . .- i - A 3 Plino2
H7 C . . C - i - . A 1 Plino3
HS C * A . - - - - G 1 Plino4
H9 C . - L. - - . .. 1 Plino4
HI10 C . .. - G - F A . 7 Plino5
H11 C . A . - - - . 10 Plino4, Plino6
HI2 C T A. T . . - § .o 5 Plino7
HI13 C . - G . .- A . 2 Plino3
H14 C . - G . I A - A . 1 Plino3
HI15 C . .. - G . . - - A . 1 Plino3
Hl16 C * A . - . T . - - 4 Plino8
H17 C . - G . G i - 2 Plino9
* Delegdo 3 pb (ACT)

i Duplicacéo 8 pb (CTTTATCT)
§ Duplicacdo 6 pb (TTTGTT)
T Delecdo 8 pb (TATATAAA)

(49!
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H7 H12

H14 H6

Figura 36. Network de relacionamento dos haplotipos de Calibrachoa linoides. A localizagdo das
amostras de cada populacdo, bem como os hapldtipos encontrados em cada uma delas, estdo
indicados no mapa. Mais detalhes sdo fornecidos no texto.
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Nao se observa uma relacdo entre a posicdo dos haplotipos e a localizagao
geografica das amostras correspondentes, ja que muitas populagdes possuem haplotipos
ndo relacionados geneticamente (como a localidade de Sao Cristovao do Sul, onde foram
detectados os haplotipos H3, H4, H5 e H6, que ndo apresentam uma proximidade no
network). O haplotipo encontrado na amostra coletada no estado de Minas Gerais (H17),
também ¢ proximo geneticamente aos encontrados em outras populagdes.

Em comparacdo com outros relacionamentos ja discutidos neste trabalho, a
distancia genética entre as populagdes do sul e sudeste ¢ muito pequena, considerando a
grande distancia geografica que separa a populacdo de Minas Gerais da populagdo mais
proxima na regido sul. Esta auséncia de diferenciagao genética em populagdes tao distantes
indica que o estabelecimento delas na regido aconteceu em periodos muito recentes na
historia do grupo. O clima mais frio e seco, caracteristico das fases glaciais ocorridas
muitas vezes durante o Pleistoceno, possiblitou a expansdo de populagdes de Calibrachoa
pelas formagdes abertas em direcdo norte. Nestes periodos, os campos cobriam as areas do
sul e sudeste do Brasil, onde atualmente sao encontradas forma¢des de Floresta Estacional
Semidecidual (Behling e Lichte, 1997; Behling, 2002a).

A presenca do vetor médio entre os haplotipos encontrados nestas populagdes
poderia ser interpretada como um possivel haplétipo extinto, que seria um resultado
esperado dentro do contexto historico de oscilagdes climéticas e a consequente expansdo e
retracdo dos campos, levando a redugdo das areas abertas e extingdo de populagdes de C.
linoides nestas areas. Entretanto, o network construido com as sequéncias de C. excellens,
C. linoides, e da populagdo hibrida entre estas espécies (mostrado na Figura 37, com os
respectivos haplotipos descritos na tabela 16) revela que este vetor médio corresponde a
um hapldtipo presente na populagdo de C. excellens localizada no municipio de Lapa, no
Parana. Este haplotipo (H26 na Figura 37) se diferencia por uma mutagdo do haplétipo de

C. linoides de Minas Gerais (H48).



Tabela 16. Informagdes sobre as populagdes de Calibrachoa excellens, Calibrachoa linoides, da
populagdo hibrida entre C. excellens e C. linoides, C. parviflora ¢ C. pygmaea utilizadas para
construgdo do network de haplétipos da Figura 37.

Espécie Populacio Local Coordenadas Individuos Haplétipos
P putag Geograficas analisados encontrados
Calibrachoa excellens Estrada para a Pedra do Segredo.
subsp. atropurpurea  Pexcal Caz;apavi do Sul - Rio Graide do Sul 3032'32.43228'S 11 HI, H2, H3 e
5333'19.79975"W HS
Pexca2 Rodovia BR 293, sentido Dom Pedrito- 31 18' 02.27867"S 3 4
Bagé. Bagé - Rio Grande do Sul 54 02'41.88645"W
Estrada de terra proxima a Rodovia
3120'35.22"S
Pexca3 RS265, a cerca de 5k de Cangugu. 52 40'47.08"W 3 Ho6

Cangugcu - Rio Grande do Sul
Rodovia RS241, entre Sdo Vicente do Sul 29 43' 20 27086"S

Pexca4 e Loreto. Sao Vicente do Sul - Rio Grande 54 50' 25.99946"W 5 H8

do Sul
Calibrachoa excellens Estrada para a Pedra do Segredo.
subsp. excellens Pexcel CacapavI; do Sul - Rio Graﬁde do Sul 30 32'58.00215"S 7 HI, H9, HIO,
53 32'32.25504"W HI11,HI12 e HI3

Rodovia BR471 entre Rio Pardo e

Encruzilhada do Sul, a cerca de 20km de 30 22' 08.90669"S

Encruzilhada do Sul. Encruzilhada do Sul - 52 25'47.22034"W

Rio Grande do Sul

Rodovia SC430, entre Urubici e Sdo

Pexce3 Joaquim, a cerc’a de 25km de Urubici. 28 08'33.96694"S 9 H16 e H17
S . 49 42'59.81104"W

Urubici - Santa Catarina

Paleodunas proximas a BR 101. Imbituba - 28 18' 37.83"S

Pexce2

Pexced Santa Catarina 48 43 04.69"W 3 Hl4 e HIS
Rodovia PR170, sentido Guarapuava- , "
PexceS Colonia Socorro, a cerca de 10km de 2528'49.79847" S 7 H18 ¢ H19

, 5132'17.70033" W
Guarapuava. Guarapuava - Parana

Rodovia PR170, sentido Pinhdo-Faxinal 25 44'10.11846" S

Pexce6 do Céu, a cerca de 3km de Pinhdo. Pinhao 5137 15.16975" W 14 H20 e H21

- Parana
Pexce? Rodovia PR170, Entre Faxinal do Céue 25 56'56.33881"S 9 1
Bituruna. Pinhdo - Parana 5136'39.99251"W
Pexces (s:a"t"“holfa: l‘ibse”ag’_""c’;M";" 1o sy 30 02/ 34.70063'S ¢ HS, H22, H23,
antana. Forto Alegre - K10 brande G0 SUL 51 061 46.82451"W H24 ¢ H25
Estrada de terra proxima a Balsa Nova. 25 35'48,70688"S
Pexeed Lapa - Parani 49 38'39,03514"W 14 H26 ¢ H27
Area urbana proxima a BR282. Municipio 26 57' 08.30443"S
Pexcel de Xaxim - Santa Catarina 52301 42.78935"W 6 H28 ¢ H29
Pexcell Parque Estadual de Itapud. Viamio - Rio 30 21' 54,97225"S 2 HT

Grande do Sul 5101'35,14032"W
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Continuagdo da Tabela 16. Informagdes sobre as populagdes de Calibrachoa excellens,
Calibrachoa linoides, da populagdo hibrida entre C. excellens e C. linoides, C. parviflora e C.
pygmaea utilizadas para construcio do network de haplétipos da Figura 37.

Calibrachoa linoides

Calibrachoa parviflora

Calibrachoa pygmaea

Plinol

Plino2

Plino3

Plino4

Plino5

Plino6

Plino7

Plino8

Plino9

Populac¢io hibrida
C. linoides x
C. excellens

Rodovia SC301, entre Sdo Bento do Sul e
Campo Alegre, a cerca de 4 km de
Campo Alegre. Campo Alegre - Santa
Catarina

Rodovia BR 470 entre Rio do Sul e
Curitibanos, a cerca de 20 km de
Curitibanos. Sdo Cristovao do Sul - Santa

Catarina
Estrada entre Otacilio Costa e

Petrolandia, a cerca de 20km de Otacilio
Costa. Otacilio Costa - Santa Catarina

Estrada de terra a partir da BR282,
sentido Urubici-Bom Retiro a cerca de
10km de bom Retiro. Bom Retiro - Santa
Catarina

Estrada de acesso para a Cascata do
Avencal. Urubici - Santa Catarina
Rodovia PR170, a cerca de 3 km da
cidade de Bituruna. Bituruna - Parana
Rodovia SC302, entre General Carneiro e
Matos Costa, a cerca de 10km de Matos
Costa. Matos Costa - Santa Catarina

Reserva Biologica Mata Viva, Centro
Politécnico, UFPR. Curitiba - Parana
Estrada de acesso a Monte Verde, a cerca
de 1km da zona urbana. Monte Verde -
Minas Gerais

Rodovia BR 470, entre o trevo da BR
116, km 277. Sao Cristovdo do Sul -
Santa Catarina

Area urbana de Cagapava do Sul - Rio
Grande do Sul

Calgada proxima ao edificio do
Departamento de Genética, Campus do
Vale, UFRGS. Porto Alegre - Rio Grande
do Sul

Rodovia BR290 km649 sentido Alegrete-
Uruguaiana, a cerca de 1 km do trevo
para Quarai. Uruguaiana - Rio Grande do
Sul

Rodovia BR293, entre Quarai e Santana
do Livramento, a cerca de 35km de
Quarai. Santana do Livramento - Rio
Grande do Sul

26 12'29.03864"S
49 18' 23.65972"W

27 18'44.36680"S
5023'15.17060"W

27 34'37.22102"S
50 00' 04.19263"W

27 50" 46.67382"S
49 31'31.53716"W

28 02' 55,06124"S
49 36' 56,62954"W
26 10" 11.41205"S
51 35'59.44898"W

26 28' 08.12045"S
51 10" 47.08482"W

2526'47,81875"S
49 14' 04,24471"W
22 51'59,52392"S
46 02' 53,34103"W
27 19' 38.87556"S
50 21' 47.94054"W
30 30' 31.82008"S
5329'27.77868"W

30 04'12.12"S
5107'10.02"W

3001' 10.48805"S
56 24' 51.27712"W

30 32' 57.73208"S
56 07' 06.22586"W

24

H32 e H33

H34, H35, H36
e H37

H38, H44, H45
e H46

H39, H40 e H42

H41

H42

H43

H47

H48

H28, H30 e H31

H49

H49

H50

H50

156



H41

2, H33
135, H36, H37

44, H45, H46

H39, H40, H42

88, H22, H23, H24, H25

.Cmdmsnbsp.mﬂlms

OC. excellens subsp. atropurpurea
afe Cagapava do Sul - RS.
C. excellens subsp. atropurpurea: H1, H2, H3, H5
C. excellens subsp. excellens: H1, H9, H10,
_ HI1, H12, H13
@ c linvides

@ Populagio hibrida
C. linoides X C. excellens

Figura 37. Network de relacionamento dos haplétipos encontrados em C. excellens
subsp. excellens (em verde escuro), C. excellens subsp. atropurpurea (em verde
claro), C. linoides (em azul) e da populacdo hibrida entre C. excellens e C. linoides
(em rosa). A localizagdo das amostras de cada espécie ou populagdo, bem como os
hapldtipos encontrados em cada uma delas, estdo indicados no mapa, sendo que as
cores dos locais correspondem as mesmas cores das espécies e populagdes. Os
haplotipos H49 e HS50, que ndo estdo indicados pelas cores, correspondem,
respectivamente, as espécies C. parviflora e C. pygmaea. Mais detalhes sdo
fornecidos no texto.

157



158

Além do H26, todos os hapldtipos presentes nas populacdes de C. excellens do
Parana (H18, H19, H20, H21, e H27, na Figura 37) pertencem ao clado Terras Altas (grupo
destacado em vermelho, mostrado anteriormente no network da Figura 35), e sdo
relacionados a haplotipos de populacdes de C. linoides proximas geograficamente. O
haploétipo H27 da Figura 37 (também presente na populagdo de Lapa) estd conectado a
haploétipos de C. linoides encontrados em Curitiba-PR, ¢ em Campo Alegre-SC,
localidades muito proximas (conforme observado na Figura 37). Os haplétipos H18, H19,
H20 e H21, presentes em populagdes de C. excellens de Guarapuava e Pinhdo, se
relacionam ao H42, presente em uma populagdo muito proxima de C. linoides, no
municipio de Bituruna (Figura 37).

Os resultados descritos no pardgrafo anterior ja seriam indicios de possivel
hibridacdo entre as duas espécies, pela presenga de cloroplastos relacionados a C. linoides
em populagdes com morfologia tipica de C. excellens. Porém, esta condi¢ao polifilética de
C. excellens (introduzida na secdo 4.2, e discutida ao longo do trabalho) também poderia
ser explicada pela falta de caracteres diagnosticos constantes utilizados para distinguir as
espécies. Neste caso, as caracteristicas observadas nas populacdes de C. excellens descritas
no paragrafo anterior teriam se modificado a partir do estado original observado nas
populagdes de C. linoides. Esta modificagao morfoldgica poderia ser causada pela presenga
de populagdes de ambas as espécies em locais com caracteristicas ambientais similares,
causando alteracdes morfoldgicas por selecdo natural, ou mesmo por plasticidade
fenotipica, levando a homoplasia.

Entretanto, a proximidade geografica de populagdes das duas espécies com
morfologias distintas ndo apdiam tal cendrio, ja que o ambiente no qual estas populagdes
foram encontradas ¢ o mesmo. Além disso, a distingdo morfoldgica entre estas espécies €
apoiada por caracteristicas florais, que inclusive possibilitaram a identifica¢ao precisa da
populagdo hibrida encontrada.

Calibrachoa linoides possui estigma capitado, globoso ou discoideo, e a corola com
fauce amarela, enquanto C. excellens possui estigma transversalmente lobado e corola com
fauce em geral esbranqui¢ada. A populacdo hibrida continha individuos que exibiram
flores de coloragao variavel e estigmas de formatos intermediarios, além de trés individuos
que apresentaram baixo vigor em comparagdo aos demais, e flores bem alteradas e

esbranquicadas (Figura 38). Foram coletados 63 individuos neste local, dos quais 24 foram
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analisados, sendo que um deles ¢ o individuo exibido na Figura 38.

Figura 38. Individuo coletado na populagdo hibrida entre C. excellens e C. linoides, que
apresenta flores esbranquigadas e pouco vigor (A). Como comparagdo, flores tipicas de C.
excellens subsp. excellens (B) e C. linoides (C). Fotos: Jéferson N. Fregonezi.

Nesta populagdo, foram encontrados trés haplétipos. Dentre eles, o H28 foi o mais
frequente, aparecendo em 22 individuos (inclusive no exibido na Figura 38), enquanto os
individuos restantes exibiram os haplotipos H30 e H31 (Figura 37 e Tabela 17). Os
haplotipos H28 e H30 sdo geneticamente proximos a populagdo de C. excellens localizada
no municipio de Xaxim-SC. O haplotipo H31 se relaciona a populagdo de C. linoides
encontrada em Bituruna-PR (H42) e em Sao Cristovao do Sul-SC (H35 e H34)(Figura 37 e
Tabela 17). Desta forma a populagdo hibrida mostra uma composi¢do genética bem
divergente, com cloroplastos provenientes dos clados Terras Baixas e Terras Altas, tendo
como parentais populacdes provenientes de ambas as espécies. A alta freqliéncia de
haplétipos de C. excellens nestes individuos indica também que a populagdo que habitava o
local antes do evento de hibridagdo era provavelmente de C. excellens, pois a heranca
plastidial em espécies de Calibrachoa se da através das sementes (Derepas e Dulieu,

1992), e sua dispersao ¢ muito limitada, pois as sementes sdo liberadas diretamente no solo
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por agao da gravidade (Stehmann, 1999).

A constatagdo da existéncia de uma populacao hibrida natural entre estas espécies
confirma as suspeitas baseadas na distribuicdo geografica das mesmas, que possuem uma
ampla area com possiveis contatos em toda a regido central dos estados de Santa Catarina e
do Parand, sugerindo assim que eventos deste tipo possam ter ocorrido em outros locais.
Assim, as amostras de C. excellens do estado do Parand que possuem haplotipos
geneticamente relacionados a C. linoides podem também ter sido resultado de hibridagado
entre estas espécies.

Como estas populagdes exibem morfologias tipicas, a captura do cloroplasto de C.
linoides por populacdes de C. excellens parece ser uma possibilidade plausivel. O cenario
hipotético seria que em um periodo inicial, populagdes de C. linoides dominavam a regido.
Em um segundo momento, o contato entre populacdes de C. excellens ocorreu, resultando
nos primeiros eventos de hibridacdo. As populagdes de C. excellens tornaram-se mais
abundantes na regido, ¢ o cruzamento dos descendentes hibridos se tornou mais frequente
entre estas populagdes, pois o fluxo génico através do pdlen era proveniente em sua
maioria de populagdes de C. excellens. No decorrer do tempo, o genoma nuclear hibrido
foi substituido por genes de C. excellens, e a morfologia tipica da espécie foi
reestabelecida.

Em populacdes de plantas, a fixacdo do genoma plastidial entre diferentes espécies
¢ facilitada pelo modo de heranca deste genoma, e pela capacidade de dispersdo do mesmo.
Como dito anteriormente, a transmissao do cloroplasto no género Calibrachoa é através da
semente, e a capacidade de dispersdo das sementes ¢ muito limitada, tornando a dispersao a
longas distancias improvavel e favorecendo a manuteng@o do cloroplasto por um nimero
muito grande de geracdes. Assim, os eventos de hibridagdo ndo precisam ser recorrentes.

A alta estruturacao populacional ¢ comprovada quando se observam os indices de
fixacdo Dgsr calculados pela Analise de Variancia Molecular (AMOVA) a partir das
sequéncias plastidiais obtidas para as amostras das espécies estudadas. Em C. excellens, o
valor de @gr foi de 0.79399, e para C. linoides o valor encontrado foi de 0.75190. Espécies
relacionadas, que apresentam o mesmo padrdo de heranca plastidial e mecanismo de
dispersdo, também apresentaram valores de fixacao similares, como C. heterophylla (Psr
= 0,85067)(G. Mider et al., comunicagdo pessoal), Petunia altiplana (®s1=0.72), P.
bonjardinensis (Os1=0.77) e P. guarapuavensis (®s1=0.96)(A. P. Lorenz-Lemke et. al.,
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comunicagao pessoal).

Todas as evidéncias discutidas nesta se¢ao apoiam a hipotese de que eventos de
hibridacdo independentes em periodos de tempo distintos tenham ocorrido entre espécies
de C. excellens e C. linoides, levando inclusive a captura do cloroplasto de C linoides por
C. excellens. Entretanto, a confirmagdo destes fendmenos ¢ realizada a partir de
comparagoes entre filogenias de genes nucleares e plastidiais (Rieseberg e Soltis, 1991;
Rieseberg et al., 1996; Sang et al., 1997, Okuyama et al., 2004). Por este motivo, analises
mais aprofundadas utilizando marcadores moleculares de diferentes genomas, em amostras

mais abrangentes na regido de contatos entre estas espécies tornam-se necessarios para a

comprovagao ¢ a analise mais detalhadas de tais eventos.

4.3.5. Variabilidade genética das espécies microendémicas de altitude e

evidéncias de hibridacio entre espécies microendémicas e Calibrachoa sellowiana

As espécies do género mais vulnerdveis sdo, sem davida, aquelas que possuem
distribui¢des muito restritas, encontradas em nimero reduzido de individuos e populagdes,
habitando ambientes muito especificos. Estas espécies exibem caracteristicas exclusivas,
relacionadas a adaptagdes a estes micro-ambientes, tornando-as assim ainda mais
suscetiveis (como descrito na secdo 1.1.6). Nesta secdo serdo apresentados os resultados
moleculares obtidos para algumas destas espécies, e devido ao reduzido numero de
amostras obtidas, muitos resultados serdo meramente descritivos. Além destas descrigdes,
evidéncias morfoldgicas e moleculares de hibridacao entre duas espécies de altitude e C.
sellowiana serdo apresentados. Calibrachoa cordifolia, encontrada na regido da Depressao
Central do estado do Rio Grande do Sul ndo sera abordada. Os trés representantes
coletados da espécie exibiram apenas um haplétipo, compartilhado por C. ovalifolia, como

exposto anteriormente na secao 4.3.2.

As abordagens filogenéticas e filogeograficas no género mostraram que, ao
contrario do encontrado para C. cordifolia, as espécies microendémicas de altitude ndo se
mostraram relacionadas aos grandes clados encontrados para as demais espécies. Um

pequeno clado agrupa as espécies C. sendtneriana e C. serrulata (além de C. spathulata,
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que embora ocorra em campos de altitude, ndo apresenta distribuicdes tdo restritas),

enquanto C. eglandulata e C. elegans nao apresentaram relagcdo direta com outros grupos.

Esta auséncia de relacionamento com outras espécies, aliada a ocorréncia em
microambientes localizados em extremos de altitude, sdo indicios de um isolamento antigo
destes grupos. Este isolamento foi resultado da fragmentacdo de populacdes antigas, que
ocupavam areas mais extensas durante os periodos glaciais, quando a formagao campestre
dominava a paisagem. A fragmentacdo destas populagdes em periodos interglaciais
ocorreu devido ao avango das formagdes florestais sobre as areas de campo, isolando
pequenas populagdes nas areas mais altas, onde as formagdes abertas persistiram (Behling,
2002a). A localizacao de C. elegans, refugiada em alguns locais de altitude de Minas
Gerais, ¢ um bom exemplo deste isolamento, demonstrando que em algum momento do
passado a distribuicdo geografica dos campos, e consequentemente de populagdes

ancestrais do género, atingiram a regiao sudeste.

Para estas espécies de altitude foram estimados indices de diversidades nucleotidica
e haplotipica, baseados somente no espagador #rnS-trnG, para o qual um nimero maior de
sequéncias foi gerado. Estes valores estdo descritos na Tabela 17. Além das espécies

microendémicas, os indices também foram calculados para C. sellowiana.

Tabela 17. Indices de diversidades nucleotidica e haplotipica obtidos para algumas espécies de
Calibrachoa, baseados no espagadpr intergénico plastidial #nS-trnG. Os valores em parénteses
correspondem ao desvio padrdo

Espécie . 1\.I° de Diversidade nucleotidica  Diversidade haplotipica
individuos (m) (Hd)
C. eglandulata 27 0.000198 (+/-0.000322) 0.1453 (+/-0.0898)
C. elegans 67 0.000040 (+/-0.000137) 0.0299 (+/-0.0287)
C. sellowiana 65 0.000878 (+/-0.000763) 0.5635 (+/-0.0613)
C. sendtneriana 40 0.000261 (+/-0.000372) 0.1897 (+/-0.0808)
C. serrulata 19 0.000925 (+/-0.000820) 0.6023 (+/-0.0881)

Calibrachoa elegans apresentou indices de diversidade extremamente baixos com o
espacgador trnS-trnG em comparacao as demais. Para esta espécie foram obtidas sequéncias
de ambos os marcadores empregados nas andlises filogeograficas do restante do género
(espacgadores trnH-psbA e trnS-trnG). Em 67 sequéncias obtidas para a espécie (do total de

84 individuos coletados) foram encontrados somente dois haplotipos, que diferiram em
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uma substituicdo na posicdo 134 do espacador #rnS-trnG, sendo que um deles foi
encontrado somente em um individuo. Esta falta de variacdo observada na espécie pode
indicar um recente aumento no tamanho populacional, apés uma severa reducao no nimero
de individuos destas popula¢des, eliminando as possiveis variagdes existentes. Esta espécie
possui adaptacdes exclusivas ao clima da regido, que apresenta regime de chuvas rigoroso,
com quatro meses de estagdo seca. Estas condigdes ambientais severas, aliadas as
oscilacdes no tamanho das areas de distribui¢do da espécie podem ser uma das explicagdes

para a falta de variagdo encontrada nestas populacdes.

Calibrachoa eglandulata juntamente com C. sendtneriana também apresentaram
indices de diversidade baixos, quando comparadas as demais espécies, mas bem maiores
que os apresentados por C. elegans. Estes valores poderiam ser interpretados como
resultado de oscilagdes no tamanho populacional, o que seria esperado, por se tratar de
espécies de distribui¢do restrita. Ja C. serrulata apresentou os maiores niveis de
diversidade entre as espécies comparadas, mesmo entre C sellowiana, que nao ¢
considerada uma espécie microendémica. Considerando que este nimero amostrado seja
representativo, estes valores sugerem que, entre as quatro espécies microendémcias
analisadas, C. serrulata seja a que apresentou uma maior estabilidade populacional ao
longo do tempo. Porém, estes valores elevados podem ser resultado do baixo niimero de
sequéncias analisadas, ou mesmo resultado de efeitos estocésticos, e ndo reflita
necessariamente processos historicos sofridos pela espécie, mesmo que tenham sido
incluidas todas as amostras conhecidas até o momento para esta espécie, a mais rara do

género.

Além da condicdo microendémica apresentada por esta espécie, C. serrulata
juntamente com C. sendtneriana sdo as unicas espécies do género que sdo polinizadas por
beija-flores, ocorrendo em simpatria em microambientes na borda do Planalto Catarinense.
Como exposto pelas analises filogenéticas e filogeograficas, estas duas espécies mostram-
se intimamente relacionadas. As amostras utilizadas na construg¢do do network do género
revelaram que C. serrulata ndo possui hapldtipos exclusivos, sendo que os dois haplotipos

encontrados na espécie sao compartilhados com C. sendtneriana e C. sellowiana.

O compartilhamento de haplotipos entre C. sendtneriana ¢ C. serrulata seria

explicado por retencdo de polimorfismos ancestrais, evidenciado pela proximidade



164

genética entre estes haplotipos, pelas caracteristicas morfologicas compartilhadas entre as
duas espécies e distribuicdo simpatrica em locais restritos de altitude. A distingdo entre
elas, além das cores divergentes exibidas pelas flores (como pode ser visto na Figura 5,
secdo 1.1.5), € basicamente a ocupacdo de microhabitats bem diferentes nas areas da borda
do planalto. Calibrachoa sendtneriana ¢ encontrada associada as matas nebulares e cursos
d’agua, enquanto C. serrulata ocupa exclusivamente os pareddes rochosos do limite dos
aparados. Desta forma, a sindrome ornitofila parece ser um carater presente no ancestral
das duas espécies e agora compartilhado, sendo que a diferenca entre os substratos

habitados por elas garante o seu isolamento.

Porém, o compartilhamento de haplotipos encontrados entre estas espécies e C.
sellowiana parece ser resultado de hibridacdo entre estas trés espécies. As informagdes
sobre os locais de coleta, individuos analisados e haplétipos encontrados em cada local
estdo na Tabela 18. O network exibindo a relacdo dos hapldtipos encontrados entre estas
espécies e a localizagao geografica das amostras sdo mostrados na Figura 39.

A érea de hibridagdo das trés espécies esté restrita a uma pequena faixa de cerca de
5 km de distancia, no Canion da Serra do Rastro, em Bom Jardim da Serra-SC. O haplétipo
H2, relacionado a espécie C. sellowiana e encontrado nas duas populagdes mais proximas
desta area (Sell4 e Sell5, na Figura 39) foi encontrado também em trés individuos de C.
sendtneriana (no local denominado Sendl na Figura 39) e em um individuo de C.
serrulata (identificado como Serr2 na Figura 39). Haplotipos relacionados a C.
sendtneriana (H4 e HS5) encontrados nesta espécie em individuos do Canion do Funil
(denominados Send 4 e Send5 na Figura 39) foram também encontrados em quatro
individuos de C. sellowiana (populacdo Sell5 na Figura 39).

Nesta pequena area, a hibridagdo entre estas espécies resultou na transferéncia dos
haplotipos em diferentes dire¢cdes (como mostrado pelos tracos da Figura 39), indicando
que nao hd como saber quais vetores de polinizacdo (abelhas ou beija-flores) nao
discriminaram as flores das espécies. A visitagao indiscriminada de qualquer um deles (ou

dos dois) poderia causar tais eventos.



Tabela 18. Informagdes sobre os locais de coleta das amostras de Calibrachoa sellowiana, C.

sendtneriana e C. serrulata utilizadas na constru¢do do network de haplotipos da Figura 39

Espécie Nome da Local de Coleta Coordenadas Individuos Haplotipos
P localidade Geogrificas analisados Encontrados
Estrada secundaria a partir da rodovia
Calibrachoa Selll RS020, cerca de 7km ao sul de 29 05'32.79583"S 1 H
sellowiana Cambaré do Sul. Cambaré do Sul - Rio 50 11" 18.57672"W
Grande do Sul
Rodovia BR 116 entre Monte Castelo e
Sell2 Santa Cecilia, a cerca de 20km de Santa 26 49' 16.30910"S 1 m
Cecilia. Santa Cecilia - Santa Catarina 50 21' 20.68088"W
Rodovia BR 116 entre Santa Cecilia e
Sell3 Ponte Alta do Norte, na saida da cidade 26 58' 12.63631"S 1 H
de Santa Cecilia. Santa Cecilia - Santa 50 24' 24.12134"W
Catarina
Sells lsiitra;la Urublcl-Sag:loz;qmm', kms~67 a 28 12 53.52450"S , i
e m do trevo para 40 Joaquim. Sao 49 47' 29 33191"W
Joaquim - Santa Catarina
Borda Norte do Canion da Serra do Rio
R 2823'06.97198"S
Sell5 do Ra.stroA Bom Jardim da Serra - Santa 49 32" 38.48550"W 12 H2, H3, H4, H5
Catarina
Calibrachoa Mata nebular a cerca _de 3km ao sul da 28 24' 47.85255"S
. Sendl estrada da Serra do Rio do Rastro. Bom 3 H2
sendtneriana . X 49 33'50.56145"W
Jardim da Serra - Santa Catarina
Estrada Serra do Rio do Rastro-Bom
. X 2822'31.19970"S
Send2 Jardim da Sgrra. Bom Jardim da Serra - 49 33" 38.09984"W 2 H6, H7
Santa Catarina
Curso dagua com afloramentos
hosos, proximo ao Canion do Funil. 28 21" 13,78822"S
Send3 rochoses, p ’ 12 HS, H9
en Bom Jardim da Serra - Santa Catarina 49 34' 25,06003"W
Afloramento rochoso no caminho para
A R R 28 20' 48,23857"S
Send4 0 canio do Funll, Bom Jardim da Serra - 4933'33,61311"W 3 H5, H10
Santa Catarina
Sends gordzfl Su;~n0$nl§10 do (gamtoncd(: F?JHIL 28 20" 47,09917"S , s
en om Jardim da Serra - Santa Catarina 4932 51,91871"W
Calibrachoa Serrt dB°r§: i‘“’”}; do f"“é{m ja :e"a d‘s’ R‘t° 28 23' 09.40649"S X o
serrulata err 0 Rastro. Som Jardim da Serra - Santa g 35141 28241"W
Catarina
Serea dBorfle i\lortl; do j,‘at:il.on ;ia :erra d(S) tho 28 23' 16.02203"S 1 i
err o Rastro. Bom Jardim da Serra - Santa 15 351 30 57990my
Catarina
Paredao rochoso no aparado proximo ao
28 21' 46,52190"S
Serr3 pico do cabo aéreo. Bom Jardim da . 1 H7

Serra - Santa Catarina

49 33'05,22461"W

165



H6 ()Hlﬂ
HS8
7 3
o— — @ ——+—+—+— : : @ :
H3 - heod \ 4 e H4
OH9

Figura 39. Localizagdo geografica das amostras de C. sellowiana (circulos em azul), C. sendtneriana
(circulos em amarelo) e C. serrulata (circulos em vermelho), e o network de relacionamento de haplotipos
obtido para estas amostras. No network, as cores encontradas nos circulos (haplotipos) correspondem as
espécies de mesma cor no mapa. Circulos preenchidos por mais de uma cor indicam que estes haplotipos
sdo compartilhados entre as espécies, sendo que a propor¢do que as cores ocupam sdo relativas a
freqiiéncia de ocorréncia do hapldétipo em cada uma das espécies. Os tragos ligam os hapldtipos
compartilhados aos locais onde os individuos foram encontrados.
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Como discutido em diferentes secdes ao longo do trabalho, estes haplotipos
compartilhados sdo muito divergentes entre si, pois C. sellowiana se relaciona
geneticamente ao clado Terras Baixas. Sua distribuicdo no Planalto Catarinense parece ter
sido resultado de expansoes recentes de populagdes ancestrais deste clado para as regides
de altitude de Santa Catarina, sendo que a espécie € muito abundante em praticamente toda

a extensao do Planalto.

Os indices de diversidade encontrados em C. sellowiana (Tabela 18) parecem
indicar uma expansdo populacional recente. Valores relativamente altos de diversidade
haplotipica, acompanhados de valores de diversidade nucleotidica baixos, podem ser
interpretados como uma expansdo populacional recente a partir de uma populagdo
pequena, ja que houve tempo para formagao de novos haplétipos, mas ndo o suficiente para
o acumulo de muitas diferencas nas seqiiéncias (Avise, 2000). indices de neutralidade
foram calculados nesta espécie, na tentativa de detectar possiveis eventos de expansao

populacional, mas os resultados dos testes ndo foram significativos.

Além do compartilhamento de haplotipos, alguns individuos de morfologia hibrida
entre as trés espécies foram encontrados em alguns pontos ao longo da area de distribuigao
das espécies, como pode ser visto na Figura 40. Estes individuos, entretanto, ndo fizeram

parte da analise mostrada anteriormente.

Estes eventos de hibridagdo, se confirmados, podem ser considerados um risco a
integridade das espécies microendémicas envolvidas, j& que o nimero de individuos e
populagdes de C. sellowiana presentes na regido ¢ muito maior que o das espécies
microendémicas. Como exposto na se¢do 1.3.4, as duas principais consequéncias genéticas
para as espécies microendémicas seriam assimilacdo genética (se os hibridos formados
forem vidveis, possibilitando a introgressdo de genomas nucleares), ou depressao
exogamica (caso a progénie hibrida seja estéril ou tiver o vigor reduzido) (Ellstrand e

Elam, 1993; Levin, 1996).



Figura 40. Flores de individuos hibridos entre espécies de Calibrachoa que ocorrem na borda do Planalto
Catarinense. (A) Hibrido entre as espécies C. serrulata (B) e C. sellowiana (C). As letras E ¢ H mostram,
respectivamente, a coloragdo ¢ a morfologia dos estames apresentados pelo hibrido entre as espécies. C.
sellowiana (em D e G) e C. sendmeriana (F e 1). Fotos: Jéferson N. Fregonezi.
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4.4. Datacgao dos principais clados encontrados

A taxa de substituicdo nucleotidica que foi utilizada, baseada na divergéncia da
linhagem de Petunia integrifolia subsp. depauperata (2,8 x 10 substitui¢io/sitio/ano,
equivalente a 0,56% de divergéncia das sequéncias por milhdo de anos) (A. P. Lorenz-
Lemke et al., comunicagdo pessoal) ¢ semelhante as taxas encontradas em outros trabalhos
com grupos vegetais. Alsos et al. (2005) encontraram valores entre 0,26% e 0,92% de
divergéncia nos espacadores entre os genes plastidiais trnl-F e trnS-G na espécie
Vaccinium uliginosum. Em um levantamento realizado por Wolfe et al. (1987) foram
encontrados valores entre 0,22% e 0,58% de divergéncia para sitios considerados de
evolucdo neutra em diferentes espécies de plantas. A arvore com as datas obtidas para os
principais clados encontrados ¢ mostrada na Figura 41. A idade calculada para o ancestral
comum mais recente do género foi de 1,63 milhdes de anos, demonstrando que se trata de

um género extremamente recente.

A taxa de especiac¢do encontrada para todo o género foi de 2,01 espécies por milhdao
de anos (esp/M.A). As taxas calculadas separadamente para os clados Terras Baixas e
Terras Altas foram de 2,26 esp/M.A e 2,30 esp/M.A, respectivamente. Comparado a outros
grupos vegetais, Calibrachoa parece ser um dos géneros de diversificagdo mais recente,
com valores maiores que os documentados para grupos vegetais de radiagdo em ilhas,
como géneros de Asteraceae do Havai (0,56 esp/M.A; Baldwin e Sanderson, 1998) e
espécies de Echium de ilhas da costa africana (Bohle et al., 1996). O género Hordeum,
também considerado de especiacdo rapida, exibiu uma taxa bem menor, 0,42 esp/M.A

(Jakob e Blattner, 2006).

Entre grupos de plantas sul-americanos que também habitam regides de altitude,
valores semelhantes foram encontrados, como nos géneros andinos Gentianella (1,71 —
3,20 esp/M.A; vonHagen e Kadereit, 2001) e Valeriana (0,8-1,34 esp/M.A; Bell e
Donaghue, 2005). O género Lupinus, considerado o exemplo mais extraordindrio de
diversificagao de espécies documentado, exibiu valores entre 2,50 e 3,72 esp/M.A (Hughes

e Eastwood, 2006), que ndo sdo muito maiores que os encontrados em Calibrachoa.
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As andlises filogenéticas e filogeograficas também revelaram a répida divergéncia
morfologica exibida pelas espécies do género, apesar da pequena variagao encontrada nos
marcadores utilizados. As arvores filogenéticas apresentaram ramos curtos e baixos valores
de suporte, mesmo utilizando marcadores que exibiram grande variagdo em outros grupos,
sendo utilizados inclusive em analises populacionais (Hamilton et al., 2003; Oh et al.,
2003; Lorenz-Lemke et al., 2006, Bettin et al., 2007), como o espagador trnH-psbA,
considerado o mais varidvel entre os segmentos plastidiais utilizados em diferentes
trabalhos (Sang et al., 1997; Kress et al., 2005). A auséncia de variagdo do intron b/c do
gene mitocondrial nadl, e do espagador nuclear ITS, amplamente utilizados em estudos
filogenéticos no nivel genérico (Marshall ef al., 2001) e em géneros préximos, como

Nierembergia (Tate et al., 2009), também confirmam a rapida radia¢do em Calibrachoa.

Nas abordagens filogeograficas foi constatado um grande numero de haplétipos
compartilhados entre espécies dos clados, além da presenca de haplotipos divergentes entre
elas, demonstrando que genomas plastidiais ancestrais estavam presentes em diferentes
espécies. Considerando a idade dos clados, esta manuten¢do de polimorfismos ancestrais €
esperada, pois como relatado no género Hordeum, haplotipos ancestrais persistiram entre
grupos por até quatro milhdes de anos (Jakob e Blattner, 2006). Para o género Senecio
foram estimados tempos de sobrevivéncia de haplotipos de 440 mil anos (Comes e Abbott,
2001). Grandes alteragdes nos ambientes ocupados pelas espécies de Calibrachoa em
periodos geologicos recentes podem explicar esta rapida divergéncia encontrada no grupo,

como descrito a seguir.

4.5. O contexto biogeografico

O género Calibrachoa, assim como o grupo-irmao Petunia, pertence a tribo
Nicotianeae, que possui ainda outros sete géneros distribuidos pelo Continente Americano.
Considerando a proximidade entre estes géneros e a distribui¢do geografica dos mesmos
pela América do Sul, podemos considerar que Calibrachoa, assim como Petunia, possui
ancestrais de origem andina. Dos nove géneros pertencentes a tribo, o género Nicotiana
ocorre na América do Sul, América do Norte e Australia, sendo que somente uma sec¢ao,

Nicotiana sect. Alatae ocorre no pampa e nos planaltos do sul e sudeste do Brasil.
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Bouchetia é encontrada na América do Sul e na América do Norte. Outros cinco géneros
sao andinos (Benthamiela, Combera, Fabiana, Latua e Pantacantha Speg.), €

Nierembergia ocorre exclusivamente no pampa (D’Arcy, 1991).

Outras evidéncias desta origem andina sdo trabalhos fitogeograficos que mostram
conexdes entre as floras destes locais, principalmente nas regides de altitude do sul e
sudeste do Brasil. Rambo (1951, 1953, 1956) observou muitas caracteristicas andinas nas
terras altas do sul do Brasil. Safford (2007), em uma comparacao floristica de diferentes
locais da América do Sul, encontrou grande similaridade entre géneros dos Aparados da
Serra de Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul e dos Campos de Altitude do Sudeste, com
géneros de origem temperada. A possivel rota de colonizagdo a partir dos Andes pode ter
incluido as regides do Paraguai e da bacia do rio Parand. Spichiger et al. (2004) encontrou
conexdes entre muitas espécies na Coldmbia e na bacia do rio Parand, indicando que uma

possivel “ponte” que ja existiu ou ainda existe entre estes locais.

Outra evidéncia que poderia ser considerada ¢ a distribuicdo geografica de C.
parviflora e C. pygmaea (inseridas em um clado bem divergente das demais espécies do
género) em regides mais ao sul, enquanto que as demais espécies, de divergéncia mais
recente, se distribuem em regides subtropicais, atingindo inclusive a regido sudeste do
Brasil.

As duas espécies citadas anteriormente sdo bem distintas do restante do género. As
idades apresentadas para os clados evidenciam que estas espécies divergiram das demais
ha cerca de 500.000 anos, um intervalo de tempo consideravel se comparado a idade do
género (1,63 milhdes de anos). Este tempo parece ter sido suficiente para o isolamento
total entre estes grupos, como confirmado por experimentos de cruzamento (Watanabe et
al., 1997).

Muitas outras caracteristicas diferenciam substancialmente C. parviflora e C.
pvegmaea das demais, como a morfologia das sementes (Watanabe et al., 1999), o contetido
de DNA nuclear (Mishiba ef al., 2000) e aspectos da anatomia foliar (Reis ef al., 2002) que
foram detalhados na se¢do 1.1.3. Algumas destas diferencas podem ter sido acentuadas
pelo longo periodo de isolamento, aliadas a adaptagdes associadas com as estratégias
reprodutivas, relacionadas ao ciclo de vida anual. Em C. parviflora, o genoma nuclear
significativamente menor, o pequeno tamanho das sementes e o habito herbaceo podem ser

adaptacdes a condicdo autdgama desta espécie, que possui uma maior capacidade de
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dispersdo de sementes e, assim, a maior ¢ mais discrepante distribuicao geografica do
género.

Calibrachoa pygmaea ¢ distinta das demais por apresentar polinizagdo por
mariposas, além das caracteristicas compartilhadas com C. parviflora e apresentadas
acima. Todas estas diferengas, juntamente com as informagdes moleculares podem sugerir
que as duas espécies devam ser tratadas como um grupo taxonomicamente distinto.
Stehmann (1999) j4 havia proposto a criagdo de um género para C. pygmaea, baseado no
tipo de prefloragdo, que ¢ um carater importante neste grupo. A separacdo entre os géneros
Petunia e Calibrachoa é apoiada principalmente pela diferenga na prefloragdo e o nimero
cromossdmico, entre outros caracteres morfologicos secundarios. Entretanto, uma
inconsisténcia na classificacdo entre possiveis géneros serd criada se ambas as espécies
forem consideradas como pertencentes a um género distinto (caso seja atribuido o mesmo
peso a estes caracteres diagnoésticos). Calibrachoa parviflora possui nimero cromossdmico
e prefloragdo iguais as demais espécies de Calibrachoa, enquanto C. pygmaea possui
prefloragdo imbricada (como Pefunia) e numero cromossdmico de Calibrachoa. Desta
forma, a sugestdo seria recombinar estas espécies para um subgénero em Calibrachoa,
atribuindo um peso maior as diferencas cromossomicas (além daquelas citadas acima) e as

evidéncias moleculares.

Com relacdo as espécies restantes, a grande divergéncia morfologica encontrada
parece ter sido direcionada principalmente pelo isolamento de populacdes em diferentes
ambientes, influenciado por alteragcdes climaticas que modificaram a composi¢do da
paisagem natural, alterando também a distribuicdo dos organismos presentes. Estas
alteragdes foram influenciadas pelos ciclos glaciais e interglaciais ocorridos em periodos
geologicos recentes. Considerando as idades estimadas para os grandes clados (0.78
milhdes de anos para o clado Terras Altas e 1.09 milhdes de anos para o clado Terras
Baixas) pode-se supor que pelo menos nove periodos glaciais e interglaciais alternados

influenciaram na diversifica¢dao do grupo (Augustin et al., 2004).

Durante os periodos glaciais, caracterizados por climas frios e secos na América do
Sul, grandes areas, que atualmente sdo ocupadas por Floresta Semidecidual no sul e
sudeste do Brasil, eram cobertas por campos, que se estenderam ao menos 750 km ao
norte, a partir do limite entre campos e florestas encontrado atualmente. Os remanescentes

de Floresta Ombrofila Mista encontrados atualmente na regido sudeste indicam a
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ocorréncia de um clima mais frio no passado, quando provavelmente as araucdrias
ocupavam os vales ao longo dos cursos d’agua. Nos planaltos do sul, onde hoje existem
grandes areas de Floresta Ombroéfila Mista, a vegetacdo de campos era dominante. Nos
periodos interglaciais, entretanto, a distribuicdo dos tipos de vegetacdo era semelhante a
encontrada nos dias de hoje, onde o aquecimento gradual possibilitou a expansdo da
floresta sobre as vegetagdes campestres, restringindo-as as regides mais altas onde o clima
frio ainda persiste. Desta forma, a paisagem das regides tropical e subtropical foi dominada
por florestas, onde areas cada vez mais restritas de campo formaram refiigios de vegetacao
aberta, como observado atualmente em regides de altitude do sul e sudeste do Brasil
(Behling, 1995; Behling, 1997b; Behling, 2002a,b; Behling e Lichte, 1997; Behling e
Pillar, 2007).

J& nas terras baixas do Rio Grande do Sul, a cobertura de campos existiu durante
periodos glaciais e interglaciais, e as modificagdes observadas ocorreram entre a
composi¢do dos organismos que ocupam estas areas. As florestas de galeria encontradas
atualmente apareceram no registro palinoldgico somente ha cerca de 5000 anos (Behling et

al., 2005; Behling e Pillar, 2007).

Desta forma, os campos eram abundantes durante os periodos mais frios, ficando
restritos as regides mais altas durante os periodos interglaciais. Estes ciclos de expansao e
retracdo das formagdes de campo e floresta acabaram também alterando vérias vezes a
distribuicdo das populagdes de Calibrachoa. Populagdes que possuiam uma distribui¢ao
maior em climas frios acabaram se fragmentando em periodos mais quentes, sendo que
pequenas diferencas ambientais encontradas nos locais mais restritos levaram a alteracoes
adaptativas, produzindo pequenas diferencas entre os conjuntos de individuos que se
isolaram. Nas areas de extrema altitude, onde a vegetagdo de campo ¢ permanente, podem
ter ocorrido eventos subsequentes de conexdo e interrup¢do das regides abertas entre
sucessivas fases glaciais e interglacias. Como resultado estas ilhas de campo, com habitats
umidos estaveis, podem ter abrigado espécies mais antigas, como as espécies de
Calibrachoa microendémicas, que permaneceram ali desde periodos anteriores, além de
linhagens novas que conseguiram atingir estas areas em fases mais recentes, como pode

ser o caso de C. sellowiana.
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Nas regides montanhosas, estes efeitos podem ter sido mais acentuados que nas
regides mais planas. Durante os periodos interglaciais, mais quentes e imidos, a variacao
na topografia forneceu uma infinidade de microambientes ao longo dos mosaicos de
vegetacdo florestal e campestre, e as populagdes originadas de subdivisdes entre espécies
podem ter evoluido independentemente, influenciadas por microhabitats distintos (Hewitt,

2000).

Todos estes episodios, ocorridos sucessivamente, pelo menos nove vezes ao longo
do ultimo milhdo de anos, resultou na diversificacdo observada atualmente nas espécies do
género Calibrachoa. A presenga de espécies microendémicas ndo relacionadas as demais
espécies do género nas regioes de altitudes extremas da regido sul e sudeste confirmam a
permanéncia de refigios isolados por periodos de tempos relativamente longos, contendo
diferentes microhabitats, mesmo em regides relativamente proximas, como no caso das
terras altas de Santa Catarina. No caso de C. elegans, o sistema planta-polinizador esté
isolado, ja que outras populagdes de Hexantheda missionica s6 sdao encontradas na regiao
sul. A presenga de autapomorfias na maioria das espécies microendémicas indica que,
além do isolamento, os microambientes singulares levaram a adaptagdes bem diferentes
das encontradas no restante do género. A auséncia de tricomas glandulares e a tolerancia a
sombra em C. eglandulata, e a sindrome de polinizagao ornitofila em C. sendtneriana e C.
serrulata sdo exemplos de adaptagdes exclusivas desenvolvidas nestas espécies.
Calibrachoa elegans também possui diversas adaptagdes ao regime de chuvas rigoroso que

¢ encontrado na regido de ocorréncia da espécie.

As outras espécies também apresentam adaptagdes relacionadas aos ambientes em
que ocorrem, porém estas sdo menos pronunciadas. Nos campos gerais do Parana, por
exemplo, a espécie C. dusenii, também restrita a uma pequena area isolada originalmente
por Floresta Ombroéfila Mista, ndo apresenta grandes modificagdes morfologicas em
comparagdo com outras espécies que ocorrem na regido, como C. [inoides. As
caracteristicas que a distinguem das demais parecem ter evoluido de uma maneira mais
aleatdria, e ndo por pressdes seletivas muito pronunciadas. Entretanto, outra possibilidade
para esta relativa auséncia de diferenciagdo pode ser o isolamento recente destas
populagdes. Inclusive, a floresta ainda continuou se expandindo nos ultimos 1000 anos,

reduzindo cada vez mais as areas de vegetacdo de campos (Behling, 2002a; Behling e

Pillar, 2007).
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A regido de baixa altitude do Rio Grande do Sul e Argentina nao foi afetada tao
intensamente pelas expansoes das formagdes florestais sobre os campos, mas também
apresenta um grande numero de espécies. Nesse caso a grande diversificagdo pode estar
associada aos tipos de substrato € a um numero maior de polinizadores, pois se observa
uma grande diferenciagdo das cores das flores associada as regides em que as espécies
ocorrem. Espécies sdo encontradas habitando preferencialmente solos arenosos (como C.
heterophylla, C. thymifolia e C. linearis), solos alagados ou imidos (como C. pygmaea) ou
latossolos (C. excellens), sendo que a maioria pode ser encontrada em afloramentos
rochosos. Observa-se que enquanto a maioria das espécies adaptadas a polinizagdo por
abelhas possui flores de cores magenta ou purpura, na regido que compreende desde a
Serra do Sudeste até o extremo oeste do estado do Rio Grande do Sul, flores claras
(brancas ou rosadas) e flores com um anel purptireo sdo observadas, sugerindo que
diferentes polinizadores existam na regido, o que pode ser um fator de isolamento entre as

espécies.

Alguns eventos de expansdo observados entre algumas espécies parecem ter
ocorrido em diferentes momentos da historia do género. O estabelecimento de populagdes
de C. linoides na regido sudeste parece nio ter ocorrido ao mesmo tempo em que C.
elegans se estabeleceu. A espécie microendémica nao exibe uma relagao genética proxima
com outras espécies, assim como as demais espécies microendémicas de altitude. Ja a
populacdo de C. linoides exibe hapldtipos muito proximos geneticamente aos encontrados

em populagdes do sul.

Outra expansao recente, ocorrida provavelmente apos o estabelecimento de muitas
espécies, foi a de populagdes do denominado clado Terras Baixas até as regides de Santa
Catarina, a partir de populagdes ancestrais relacionadas a espécie C excellens. Este evento,
que resultou na provavel divergéncia e especiacdo de C. sellowiana, pode ser uma
explicacdo para esta excecdo observada entre a relacdo de clados e regides geograficas,
estabelecida a partir das analises filogenéticas. A hibridacdo entre espécies deste clado e
espécies de altitude de Santa Catarina também parece ser um evento relacionado a
expansao destas populagdes para as regioes de altitude. A préopria hibridagdo entre estas
espécies sugere que estes eventos sejam relativamente recentes, pois embora estas
hibridagdes entre populagdes naturais de Calibrachoa sejam possiveis, sua freqiiéncia em

populacdes naturais até entdo era pouco documentada. A expansdo recente, neste caso,
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pode ter quebrado possiveis barreiras de isolamento, que ja estavam estabelecidas entre as
espécies que habitavam a regido anteriormente. Testes para confirmar esta expansao, como
calculo de indices de diversidade, inferéncias sobre o tamanho efetivo populacional ao
longo do tempo (utilizando abordagem Bayesiana) foram realizados, porém os resultados

obtidos ndo apresentaram suporte estatistico.
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5. CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

Este foi o primeiro trabalho que utilizou dados de sequéncia de DNA na
investigacdo das relacdes evolutivas entre espécies do género. Os resultados revelaram
uma extrema divergéncia morfoldgica com baixa diferenciagdo genética, sendo que a taxa
de especiacdo encontrada ¢ comparavel a grupos de répida radiagdo em ilhas. Os
marcadores empregados nas analises filogenéticas, amplamente utilizados em estudos
similares com outros organismos, ndao mostrou variagdo suficiente para resolver
relacionamentos entre espécies proximas. Assim, uma abordagem filogeografica foi
realizada, para acessar o relacionamento entre espécies do grupo através de networks de
haplotipos. Este tipo de metodologia foi desenvolvido para investigar relagdes intra-
especificas, mas ja foi utilizado em outros trabalhos com espécies que apresentam baixa
divergéncia genética, onde o niimero elevado de mutacdes recentes gera pouca resolugao

nas filogenias.

A grande diversidade morfologica provavelmente foi resultado da alteracdo das
areas de distribui¢do das espécies, influenciadas pelas mudangas climaticas ocorridas ao
longo dos ciclos glaciais e interglaciais do ultimo milhdo de anos. O emprego de
marcadores moleculares de evolugdo mais rapida (incluindo outros genomas) e
investigagdes no nivel populacional podem trazer informacdes mais detalhadas sobre os
mecanismos que deram origem a esta grande variacdo morfologica em um intervalo de
tempo extremamente curto. O possivel estudo de genes responsaveis pela diferenciagdao
floral, aliado a observacdes de campo, seria uma contribui¢do valiosa ao entendimento

destes processos.

Este estudo também revelou que a mudanca recorrente na area de distribuicao
resultou em areas de simpatria entre espécies ja estabelecidas e espécies mais recentes,
criando zonas potenciais de hibridacdo, que foram detectadas pelas analises. Conforme
discutido anteriormente, estes eventos envolvem inclusive espécies microendémicas de
altitude, que podem estar geneticamente ameagadas, caso haja a comprovagdo desta perda
de isolamento reprodutivo. Os marcadores utilizados, de heranga uniparental, ndo sao
adequados para investigar tais fenomenos, mas forneceram as evidéncias que servirdo de
ponto de partida para estudos posteriores, com moléculas que exibam variagdo suficiente e

possam definir os parentais envolvidos nestes processos.
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ANEXO



Tabelal. Informagdes sobre locais de coleta e nimero de individuos utilizados na construgdo do
network entre 25 espécies do género Calibrachoa, a partir das sequéncias dos espacadores plastidiais
trnH-psbA e trnS-trnG. A numeragdo dos hapldtipos descritos para cada local é a mesma utilizada nos
networks mostrados para o género ao longo do trabalho, exceto para aqueles com haplotipos descritos

em tabelas separadas.

L. . Coordenadas Individuos Individuos Haplétipos
Espécie Locais de Coleta . . Correspondentes ao
Geogrificas coletados analisados .
network do género
Calibrachoa caesia Rodovia SC301, entre Sdo Bento do Sul e 26 12' 26.87299"S 1 1 H1
Campo Alegre, a cerca de 4 km da cidade 49 18'31.01876"W
de Campo Alegre - Santa Catarina.
Calibrachoa cordifolia Barragem Rodolfo da Costa e Silva. 29 30" 39.66756"S 3 3 H2
Itaara - Rio Grande do Sul. 53 45' 15.67637"W
Area militar da 13 CIA Divisio de 29 32' 55.63665"S 1 1 H2
Armamento e Munigdo do Exército. 53 47" 48.89371"W
Itaara - Rio Grande do Sul.
Calibrachoa dusenii Fazenda Sao Roque. Porto Amazonas - 25 28'56.84430"S 32 15 H3
Parana 49 47' 29.05882"W
Calibrachoa eglandulata Estrada Urubici-Serra do Corvo Branco. 28 02'34.75477"S 34 3 H4, H5
Urubici - Santa Catarina 49 24'30.69243"W
Calibrachoa elegans Serra da Calgada. Brumadinho - Minas 20 05'35"S 16 9 H6, H7
Gerais 4359'01"W
Estrada para Adrelandia. Santana do 2136'39.41"S 21 18 Ho6
Garabéu - Minas Gerais 44 07' 34.33"W
Morro do Chapéu. Nova Lima - Minas 20 05' 55.45"S 15 15 H6
Gerais 43 55' 54,10"W
Retiro das Pedras. Brumadinho - Minas 20 06' 09.83"S 29 25 H6
Gerais 43 59'15.78"W
Calibrachoa ericifolia Passo do Pupo, a 7 km da BR 376. Ponta 25 08' 48.86654"S 14 1 HS8
Grossa - Parana 49 57" 17.38877"W
Rodovia PR 151, Sentido Palmeira-Ponta 25 15'21.51016"S 50 4 H8
Grossa. Ponta Grossa - Parana 50 09' 05.04878"W
Rodovia PR 340, sentido Castro-Tibagi,a 24 45' 56.75389"S 27 2 H8
16 km Castro. Castro -Parana 50 09' 28.10448"W
Rodovia PR 340, sentido Castro-Tibagi, a 24 39' 00.24468"S 15 4 HS8, H9
cerca de 42km de Castro. Tibagi - Parana 50 13'29.22658"W
Calibrachoa excellens subsp. Estrada para a Pedra do Segredo. 3032'32.43228"S 18 11 H10, H11, H12, H14
atropurpurea Cagapava do Sul - Rio Grande do Sul 53 33'19.79975"W
Rodovia BR 293, sentido Dom Pedrito- 31 18'02.27867"S 5 3 H13
Bagé. Bagé - Rio Grande do Sul 54 02' 41.88645"W
Estrada de terra proxima a Rodovia 3120'35.22"S 4 3 H15
RS265, a cerca de 5k de Cangugu. 52 40'47.08"W
Cangucu - Rio Grande do Sul
Rodovia RS241, entre Sao Vicente do Sul 29 43'20.27086"S 6 5 H17
e Loreto. Sao Vicente do Sul - Rio 54 50" 25.99946"W
Grande do Sul
Calibrachoa excellens subsp. Estrada para a Pedra do Segredo. 30 32'58.00215"S 8 7 H10, H18, H19, H20,
excellens Cagapava do Sul - Rio Grande do Sul 53 32'32.25504"W H21, H22
Rodovia BR471 entre Rio Pardo e 30 22' 08.90669"S 3 2 H10
Encruzilhada do Sul, a cerca de 20km de 52 25' 47.22034"W
Encruzilhada do Sul. Encruzilhada do
Sul - Rio Grande do Sul
Rodovia SC430, entre Urubici e Sdo 28 08' 55.96694"S 12 9 H25, H26
Joaquim, a cerca de 25km de Urubici. 49 42' 59.81104"W
Urubici - Santa Catarina
Paleodunas proximas a BR 101. Imbituba 28 18'37.83"S 4 3 H23, H24
- Santa Catarina 48 43' 04.69"W
Rodovia PR170, sentido Guarapuava- 2528'49.79847" S 31 7 H27, H28
Colonia Socorro, a cerca de 10km de 5132'17.70033" W
Guarapuava. Guarapuava - Parana
Rodovia PR170, sentido Pinhdo-Faxinal 25 44' 10.11846" S 31 14 H29, H30
do Céu, a cerca de 3km de Pinhao. 5137'15.16975" W
Pinh&o - Parana
Rodovia PR170, Entre Faxinal do Céu e 25 56' 56.33881"S 13 9 H30
Bituruna. Pinhdo - Parana 5136'39.99251"W
Caminho para o observatorio, Morro 30 02' 34.70063"S 54 8 H17, H31, H32, H33,
Santana. Porto Alegre - Rio Grande do 5106'46.82451"W H34
Sul
Estrada de terra proxima a Balsa Nova. 25 35'48,70688"S 35 14 H35, H36
Lapa - Parana 49 38'39,03514"W
Area urbana proxima a BR282. 26 57' 08.30443"S 17 6 H37, H38
Municipio de Xaxim - Santa Catarina 52 30'42.78935"W
Parque Estadual de Itapud. Viaméao - Rio 30 21' 54,97225"S 5 2 Hl16, H31

Grande do Sul

5101'35.14032"W




Continuacio Tabela 1. Informagdes sobre locais de coleta ¢ numero de individuos utilizados na
constru¢do do network entre 25 espécies do género Calibrachoa, a partir das sequéncias dos
espagadores plastidiais trnH-psbA e trnS-trnG. A numeragdo dos haplotipos descritos para cada local é
a mesma utilizada nos networks mostrados para o género ao longo do trabalho, exceto para aqueles com
haplotipos descritos em tabelas separadas.

L. . Coordenadas Individuos Individuos Haplétipos
Espécie Locais de Coleta ‘e . Correspondentes ao
Geogrificas coletados analisados N
network do género
Calibrachoa heterophylla Estrada para o camping Itapeva. Torres - 29 34'59"S 1 1 H58
Rio Grande do Sul 5506'03"W
Praia de Arambaré. Arambaré - Rio 30559"S 1 1 H59
Grande do Sul 5129'46"W
Estrada de chao proxima a rodovia 29 25' 56.16035"S 23 23 H60, H61
Interpraias. Torres - Rio Grande do Sul 49 47 53.10728"W
Rodovia RST377 entre Sdo Franciscode 29 34' 59.05904"S 4 4 H17
Assis e Rivadavia Rodrigues. Sao 55 06' 02.76384"W
Francisco de Assis - Rio Grande do Sul
Estrada de terra a partir da BR 101 parao 30 56' 14.86150"S 4 3 H62
litoral, entre Bacopari e Soliddo. 50 44' 21.62511"W
Mostardas - Rio Grande do Sul
Estrada de acesso ao Balneério 31 06' 32.73443"S 14 13 H63, H101
Mostardense. Mostardas - Rio Grande do 50 54' 04.04923"W
Sul
Estrada em diregdo ao litoral a partir da 32 31'26.26021"S 36 26 H64, H101
RS471, proximo a Lagoa das Flores. Rio 52 32' 47.80889"W
Grande - Rio Grande do Sul
Margem da Lagoa dos Barros. Santo 29 53' 34.48479"S 39 24 H65, H66
Anténio da Patrulha - Rio Grande do Sul 50 25' 45.70479"W
Estrada de acesso ao balneério, a 2km do 31 40' 00.24527"S 54 49 H67
mar, proximo a Bojuru. Sdo José do Norte 51 25' 32.75352"W
- Rio Grande do Sul
Margem da Lagoa Mangueira, proximaa 32 59' 15.52665"S 48 19 H31, H68, H69
Curral Alto. Santa Vitéria do Palmar - 5243'56.28112"W
Rio Grande do Sul
Tlha do Barba Negra. Barra do Ribeiro - 30 28'24.58963"S 124 26 H70
Rio Grande do Sul 51 08'40.42619"W
Horto Florestal da Aracruz. Barra do 30 24'27.13160"S 138 30 H71, H72
Ribeiro - Rio Grande do Sul 5112'09.19728"W
Calibrachoa humilis Margem do Rio Ibicui ao lado da ponte 29 25' 05.80637"S 6 1 H73
da estrada Uruguaiana-Itaqui. 56 41' 38.75415"W
Uruguaiana - Rio Grande do Sul
Tres Cerros, a 25km de RN 14, 29°06' 71"S 3 1 H74
Departamento de San Martin. Provincia 56°55' 02"W
de Corrientes. Argentina
Rodovia BR293, de Santana do 30 50' 40.20640"S 24 1 H76
Livramento para Bagé. Santana do 5526'45.63036"W
Livramento - Rio Grande do Sul
Calibrachoa linearis Area urbana de Concordia, em frente ao 3124'S 1 1 H77
parque industrial. Departamento de 58 05'W
Concordia, Provincia de entre-Rios.
Argentina
Balneario San Jose, Departamento de 32°11'S 1 1 H78
Colon. Provincia de entre-Rios. 58° 10'W
Argentina
Calibrachoa linoides Rodovia SC301, entre Sdo Bento do Sul e 26 12'29.03864"S 10 2 H41, H42
Campo Alegre, a cerca de 4 km de 49 18' 23.65972"W
Campo Alegre. Campo Alegre - Santa
Catarina
Rodovia BR 470 entre Rio do Sul e 27 18'44.36680"S 9 6 H43, H44, H45, H46
Curitibanos, a cerca de 20 km de 50 23' 15.17060"W
Curitibanos. Sao Cristovao do Sul - Santa
Catarina
Estrada entre Otacilio Costa e 27 34'37.22102"S 22 5 H47, H53, H54, H55
Petrolandia, a cerca de 20km de Otacilio 50 00' 04.19263"W
Costa. Otacilio Costa - Santa Catarina
Estrada de terra a partir da BR282, 27 50" 46.67382"S 29 3 H48, H49, H51
sentido Urubici-Bom Retiro a cerca de 49 31'31.53716"W
10km de bom Retiro. Bom Retiro - Santa
Catarina
Estrada de acesso para a Cascata do 28 02'55,06124"S 21 7 H50
Avencal. Urubici - Santa Catarina 49 36' 56,62954"W
Rodovia PR170, a cerca de 3 km da 26 10' 11.41205"S 18 9 H51
cidade de Bituruna. Bituruna - Parana 51 35'59.44898"W
Rodovia SC302, entre General Carneiro e 26 28' 08.12045"S 17 5 H52
Matos Costa, a cerca de 10km de Matos 51 10'47.08482"W
Costa. Matos Costa - Santa Catarina
Reserva Biologica Mata Viva, Centro 2526'47,81875"S 30 4 H56
Politécnico, UFPR. Curitiba - Parana 49 14' 04,24471"W
Estrada de acesso a Monte Verde, a cerca 22 51' 59,52392"S 33 2 H57
de 1km da zona urbana. Monte Verde - 46 02' 53,34103"W
Minas Gerais
Populagéo hibrida C. Rodovia BR 470, entre o trevo da BR 27 19' 38.87556"S 63 24 H37, H39, H40

linoides x C. excellens

116, km 277. Séo Cristovao do Sul -
Santa Catarina

50 21' 47.94054"W
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- . Coordenadas Individuos Individuos Haplétipos
Espécie Locais de Coleta , . Correspondentes ao
Geogrificas coletados analisados N
network do género

Calibrachoa micrantha Fazenda Sdo Nicolau. Bom Sucesso de 24 19' 04.08"S 5 1 H45
Itarar¢ - Sao Paulo 49 08' 38.04"W

Calibrachoa missionica Afloramento rochoso proximo a estrada 2745'07.03233"S 33 3 H79
entre Santo Cristo e Porto Vera Cruz. 54 50" 39.88593"W
Porto Vera Cruz - Rio Grande do Sul
Rodovia RP4, km28, Departamento de 2729'00"S 1 1 H80
San Javier, Provincia de Misiones, 5544 57"W
Argentina

Calibrachoa ovalifolia Caminho para a Pedra do Segredo. 3031'54.79217"S 10 1 H75
Cacapava do Sul - Rio Grande do Sul 53 33' 05.07502"W
Rodovia BR293, sentido Santana do 30 48' 22.32845"S 7 1 H81
Livramento-Quarai, a cerca de 5 km de 5537 04.85754"W
Santana do Livramento. Santana do
Livramento - Rio Grande do Sul
Campo proximo a estrada de acesso a 30 32'32.43228"S 7 1 H75
Pedra do Segredo. Cagapava do Sul - Rio 53 33' 19.79975"W
Grande do Sul
Parque Estadual de Itapua. Viamdo - Rio 30 22' 03,45561"S 6 1 H31
Grande do Sul 5101'39,63879"W
Rodovia BR158 entre Julio de Castilhos e 29 19'21.76116"S 11 1 H2
Sdo Martinho da Serra, a cerca de 12km 53 40' 41.80912"W
de Julio de Castilhos. Julio de Castilhos -
Rio Grande do Sul
Rodovia RN040, a 6km da RP14, 28 22'S 1 1 H82
Departamento de Santo Tomé, Provincia 56 09'W
de Corrientes. Argentina

Calibrachoa paranensis Passo do Pupo, a 7Km da BR 376. 25 08' 48.86654"S 27 1 H83
Municipio de Ponta Grossa - PR 49 57'17.38877"W
Rodovia BR277, entre Campo Largo e 2527' 34.33449"S 27 10 H83
Ponta Grossa, Serra de Sdo Luis do 49 38' 44.18660"W
Puruna. Campo largo - Parana
Estrada antiga da Serra de Sao Luis do 2528'05.20155"S 45 11 H83, H84
Puruna, a cerca de 200m da BR 277. 49 39'21.52677"W
Balsa Nova - Parana
Estrada secundaria da BR277. Serra de 2527 56.94752"S 25 1 H84
Sé&o Luis do Puruna. Balsa Nova - Parana 49 43' 16.35289"W
Reserva Natural Buraco do Padre. Ponta 25 10' 18.04831"S 33 1 H85
Grossa - Parana 49 58' 05.21379"W
Estrada Guarapuava-Laranjeiras do Sul. 25 25' 04.59812"S 19 1 H86
Guarapuava/PR 5140'17.12380"W

Calibrachoa parviflora Area urbana de Cagapava do Sul - Rio 3030'31.82008"S 2 1 H87
Grande do Sul 53 29'27.77868"W
Calgada proxima ao edificio do 3004'12.12"S 7 1 H87
Departamento de Genética, Campus do 5107'10.02"W
Vale, UFRGS. Porto Alegre - Rio Grande
do Sul

Calibrachoa pubescens Rodovia RS165 entre Sdo Luiz Gonzaga e 28 22' 09.42643"S 7 1 H88

Serrinha, a cerca de 10km de Sao Luiz
Gonzaga. Sdo Luiz Gonzaga - Rio
Grande do Sul

54 52" 38.67255"W




Continuacdo Tabela 1. Informagdes sobre locais de coleta ¢ numero de individuos utilizados na
construgdo do network entre 25 espécies do género Calibrachoa, a partir das sequéncias dos
espacadores plastidiais trnH-psbA e trnS-trnG. A numeragao dos haplotipos descritos para cada local é
a mesma utilizada nos networks mostrados para o género ao longo do trabalho, exceto para aqueles com
haplétipos descritos em tabelas separadas.

L. . Coordenadas Individuos Individuos Haplétipos
Espécie Locais de Coleta p . Correspondentes ao
Geogrificas coletados analisados N
network do género
Calibrachoa pygmaea Rodovia BR290 km649 sentido Alegrete- 30 01' 10.48805"S 28 1 H89
Uruguaiana, a cerca de 1 km do trevo 56 24' 51.27712"W
para Quarai. Uruguaiana - Rio Grande do
Sul
Rodovia BR293, entre Quarai e Santana 30 32'57.73208"S 25 1 H89
do Livramento, a cerca de 35km de 56 07' 06.22586"W
Quarai. Santana do Livramento - Rio
Grande do Sul
Calibrachoa sellowiana Estrada secundaria a partir da rodovia 29 05'32.79583"S 7 1 H37
RS020, cerca de 7km ao sul de Cambara 50 11' 18.57672"W
do Sul. Cambara do Sul - Rio Grande do
Sul
Rodovia BR 116 entre Monte Castelo e 26 49'16.30910"S 4 1 H37
Santa Cecilia, a cerca de 20km de Santa 50 21' 20.68088"W
Cecilia. Santa Cecilia - Santa Catarina
Rodovia BR 116 entre Santa Cecilia e 26 58' 12.63631"S 19 1 H37
Ponte Alta do Norte, na saida da cidade 50 24'24.12134"W
de Santa Cecilia. Santa Cecilia - Santa
Catarina
Estrada Urubici-Sao Joaquim, km 67 a 28 12' 53.52450"'S 10 3 H90
5km do trevo para Sao Joaquim. Sdo 49 47 29.33191"W
Joaquim - Santa Catarina
Borda Norte do Canion da Serra do Rio 28 23'06.97198"S 101 12 H90, H91, H92, H93,
do Rastro. Bom Jardim da Serra - Santa 49 32' 38.48550"W
Catarina
Calibrachoa sendtneriana ~ Mata nebular a cerca de 3km ao sul da 28 24' 47.85255"S 8 3 H90
estrada da Serra do Rio do Rastro. Bom 49 33'50.56145"W
Jardim da Serra - Santa Catarina
Estrada Serra do Rio do Rastro-Bom 2822'31.19970"S 2 2 H94
Jardim da Serra. Bom Jardim da Serra - 49 33' 38.09984"W
Santa Catarina
Curso dagua com afloramentos rochosos, 28 21' 13,78822"S 28 12 H96, H97
proximo ao Canion do Funil. Bom Jardim 49 34' 25,06003"W
da Serra - Santa Catarina
Afloramento rochoso no caminho para o 28 20' 48,23857"S 7 3 H93, H98
cénio do Funil. Bom Jardim da Serra - 49 33'33,61311"W
Santa Catarina
Borda sul no inicio do Canion do Funil. 28 20'47,09917"S 5 3 H93
Bom Jardim da Serra - Santa Catarina 49 32'51,91871"W
Calibrachoa serrulata Borda Norte do Cénion da Serra do Rio 28 23' 09.40649"S 2 1 H90
do Rastro. Bom Jardim da Serra - Santa 49 32' 41.28241"W
Catarina
Borda Norte do Canion da Serra do Rio 28 23'16.02203"S 9 1 H95
do Rastro. Bom Jardim da Serra - Santa 49 32' 38.27790"W
Catarina
Pareddo rochoso no aparado proximoao 28 21'46,52190"S 8 1 H95
pico do cabo aéreo. Bom Jardim da Serra - 49 33' 05,22461"W
Santa Catarina
Calibrachoa spl Estrada entre Sdo Pedro do Sul e Mata. 29 38' 18.44812"S 57 1 H75
Sao pedro do Sul - Rio Grande do Sul 54 18'16.65114"W
Calibrachoa sp2 Rodovia RN94 sentido Azara, 29 39'S 1 1 H74
Departamento de Santo Tome, Provincia 56 09'W
de Corrientes. Argentina
Calibrachoa spathulata Rodovia PR170, entre Bituruna e General 26 17' 11.68496"S 25 1 H99
Carneiro, a cerca de 20km de Bituruna. 5129'23.87539"W
Bituruna - Parana
Rodovia SC302, entre General Carneiroe 26 25' 52.63929"S 37 1 H100
Matos Costa, a cerca de 10km de Matos 51 14' 10.59036"W
Costa. Matos Costa - Santa Catarina
Calibrachoa thymifolia Estrada secundaria a direita da rodovia 3157 36.87472"S 33 3 H60, H101, H102

BR101, sentido Sdo José do Norte-
Estreito. Sao José do Norte - Rio Grande
do Sul

5159'02.33134"W




