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Resumo

Resumo

A regido sul do Brasil ¢ caracterizada pela ocorréncia de diversas areas
fitoecoldgicas. Esta heterogeneidade de habitats pode condicionar gradientes ambientais,
favorecendo a diferenciacdo regional e at¢ mesmo eventos de especia¢do. Para investigar
possiveis processos evolutivos ocorridos em plantas dessa regido, analisamos os padrdes de

variagdo genética molecular em trés grupos de espécies relacionadas pertencentes aos

géneros (Passifloraceae) e (Solanaceace).
e sdo espécies parapatricas que apresentam
uma grande similaridade morfologica e genética. ¢ uma espécie tipica da Mata

Atlantica, enquanto



Resumo

plantas com morfologia floral intermediaria, sugerindo hibridagdao entre elas. As analises
de marcadores plastidiais corroboraram a hipdtese de hibridacdo interespecifica e de
divergéncia recente entre estas espécies e revelaram um baixo fluxo génico entre as
populagdes das torres.
Entre as 11 espécies de , seis sao encontradas exclusivamente nos planaltos
das regioes sul e sudeste do Brasil: , , ,
, e . A distribuicao de marcadores plastidiais concorda com
a hipotese de divergéncia recente destas espécies. Este padrdo talvez esteja relacionado
com as mudangas climaticas ocorridas no Quaternario, j& que o habitat destas espécies
(campos de altitude) foi fortemente afetado por estas alteracdes. Durante os estagios
glaciais havia expansdo das areas de campo e nos interglaciais avango da floresta com
araucaria. E possivel que o padrio fragmentado dos campos, isolados nas areas de maior
altitude do planalto e cercados por areas de floresta com araucéria, tenha contribuido para a

diversificacao do grupo.



Abstract

Abstract

Brazilian southern region is characterized by the occurrence of several
phytoecological areas. This habitat heterogeneity can condition environmental gradients,
favor regional differentiation, and even speciation events. To investigate the possible
evolutionary process which occurred in plants of this region, we analyzed the patterns of
molecular genetic variation in three groups of related species classified in the
(Passifloraceae) and (Solanaceae) genera.

and are parapatric species which show high
morphologic and genetic similarity. is a species typical of the Atlantic Forest,
while occurs in gallery forests in the interior of Rio Grande do Sul (RS).
Analyses of nuclear and plastid markers revealed a north-south gradient both in the intra e
interspecific relationships, and contributed to the identification of an interspecific hybrid
with intermediate morphology in the parapatric region. It is possible that the genetic
differentiation among ’s geographic groups and the recent /
divergence have been influenced by historical processes occurred in the region, like the
Atlantic Forest southern migration and its pattern of establishment in RS.

The Serra do Sudeste region (Southeast Sierra in RS) is one of ’s centers of

diversity, characterized by the presence of species with different floral syndromes.
(pollinated by hummingbirds, red flowers) has its occurrence restricted to this
region, and is found in the interior of shelters of sand towers. (pollinated by
hawkmoths, white flowers) live in open areas and has a wide geographical distribution. In
the towers in which these species are found in sympatry, plants with intermediate flower

morphology were found, suggesting hybridization between them. Plastid markers analyses
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confirmed the interspecific hybridization hypothesis and the recent divergence between
these species, revealing a low gene flow between the populations of the towers.
Among the 11 species of , six were found exclusively in the Brazilian south
and southeast highlands: , , , ,
and . Plastid markers distribution agrees with the hypothesis of
recent divergence of these species. This pattern is probably related to the climatic changes
occurred in the Quaternary since the habitat of these species ( ) has been
strongly affected by these modifications. During the glacial stages expansion of grasslands
areas occurred, while in the interglacial periods forest would advance. Possibly
the fragmented pattern of the grasslands, isolated in the high altitude areas of the plateau

and surrounded by forest, has contributed to the group’s diversification.
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Capitulo I

Introducio

I.1 Especiacio em plantas

Processos de especiacdo envolvem a separacdo de populacdes em unidades
evolutivas independentes. Podem ser desencadeados por alteracdes geogréaficas,
ecoldgicas, morfoldgicas ou comportamentais, sendo a sele¢do natural e a deriva genética
0s mecanismos evolutivos mais atuantes (Stearns & Hoekstra 2000). Para entender estes
processos evolutivos, € preciso colocar as caracteristicas genéticas num contexto espacial e
temporal, congruente com as regides geograficas particulares e os eventos geoldgicos nelas
ocorridos (Hewitt 2001).

O modelo de especiacdo alopatrica propde que as populacdes comecam a se
diferenciar quando barreiras ambientais, ou a propria distancia, interrompe o fluxo génico.
Através da deriva genética e da selegdo natural, pode haver divergéncia genética e a
eventual evolugdo de barreiras reprodutivas intrinsecas que impecam o fluxo génico se as
populagdes tornarem a ficar em contato (Stearns & Hoekstra 2000; Futuyma 2002).

Especiagao parapatrica € o processo de formagao de espécies na presenca de algum
nivel de fluxo génico entre populacdes que estao divergindo. Se ao longo de um gradiente
ambiental a sele¢do favorece diferentes alelos em populagdes adjacentes ou parapatricas,
estabelece-se uma clina de freqiiéncias alélicas. Com uma selecao suficientemente forte
sobre que contribuam para adaptacdes locais ou para o isolamento reprodutivo, as
populagdes podem se diferenciar em espécies (Gavrilets 2000). Estes processos geralmente
estdo associados a gradientes ambientais, ou seja, variacdes no habitat que favorecem

diferentes combinagdes génicas. Zonas hibridas podem ser o resultado de divergéncia
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primaria e se originar pela diferenciacdo de populagdes parapatricas ou surgir
através de contato secundario (Futuyma 2002). Se anélises genéticas revelam genomas
muito distintos nas zonas hibridas, ha um forte indicativo que tenha havido contato
secunddario entre populacdes que divergiram em alopatria (Hewitt 2001).

Na especiagdo simpatrica, uma barreira bioldgica ao intercruzamento tem que se
originar dentro dos limites de uma populagdo panmitica, sem nenhuma segregagao espacial
das espécies incipientes (Futuyma 2002). Para isso, sdo propostos modelos graduais e
instantaneos. Entre os modelos instantdneos podemos citar: hibridacdo seguida de
poliploidia (alopoliploidia); modificagdo do sistema reprodutivo de autoincompativel para
autocompativel; modificacdes cromossdmicas estruturais, que levam a interesterilidade; e
mutacoes em genes de grande efeito nas estruturas florais (Judd . 1999; Bradshaw &
Schemske 2003).

Existem diversos mecanismos de isolamento reprodutivo em plantas, os quais
podem ser classificados de acordo com a etapa reprodutiva em que atuam. Mecanismos
pré-zigdticos impedem o cruzamento e a fecundagdo, podendo incluir: barreiras espaciais e
temporais (floragcdo em diferentes épocas do ano ou em diferentes periodos do dia),
competi¢ao gamética, sistemas genéticos de incompatibilidade (no estigma ou no estilete,
impedindo que polen estranho fecunde o 6vulo) e modificacdes na estrutura floral que
alterem o comportamento dos polinizadores (Judd 1999).

Se hd a formacdo de hibridos, mecanismos pos-zigéticos podem inviabilizar o
sucesso adaptativo destes. Um hibrido ¢ inviavel quando nao atinge a maturidade
reprodutiva ou se nao ha um nicho ecologico favordvel para seu desenvolvimento
(Rieseberg & Carney 1998). O isolamento floral dos hibridos ocorre quando estes sao

originados de espécies adaptadas a polinizadores muito diferentes. O hibrido pode ser

10
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vidvel, mas estéril, especialmente se as espécies parentais diferirem em numero de

cromossomos ou tiverem divergido o suficiente para impedir seu pareamento. Falhas no

pareamento dos cromossomos durante a meiose podem resultar em gametas nao funcionais

(Judd . 1999). Como o isolamento po6s-zigotico tem um alto custo bioldgico, muitas

vezes a selecdo favorece a origem de mecanismos pré-zigoticos (reforgo, “reinforcement”),

0 que ¢ especialmente relevante em zonas hibridas (Stearns & Hoekstra 2000; Ramsey
2003).

Quando os mecanismos de isolamento reprodutivo ndo sdo efetivos, pode ocorrer
fluxo génico entre diferentes . Este ¢ um fendmeno comum em plantas e ocorre em
praticamente todas as familias de Angiosperma (em aproximadamente 25% das espécies;
Mallet 2005). Os hibridos sao o resultado do cruzamento entre diferentes espécies, ou entre
individuos de populagdes que sdo distinguiveis com base em um ou mais caracteres
herdéaveis. Similarmente, introgressao pode ser definida como o movimento de genes entre
populagdes geneticamente distinguiveis (Rieseberg & Carney 1998). O aumento da
diversidade genética intraespecifica, a origem e transferéncia de adaptacdes genéticas, a
origem de novos ecotipos ou espécies e o reforco ou quebra das barreiras reprodutivas, sao
algumas das possiveis conseqiiéncias evolutivas da hibridagao (Rieseberg 1997).

Geracdes hibridas recentes geralmente apresentam altos niveis de variabilidade
morfoldgica, resultado da segregag¢do e recombinagdo entre os genomas parentais (Chung

2005). Embora haja muitas excecdes, na maioria dos casos a F; hibrida apresenta
caracteristicas quantitativas (controladas por varios genes, cada um dando uma
contribuicdo parcial para a expressdao fenotipica) intermedidrias entre os parentais. J& as
caracteristicas governadas por um ou poucos genes ndo se mostram intermedidrias na Fj, e

os hibridos podem apresentar estados de carater novos, parentais ou, at¢ mesmo, extremos

11
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(Judd 1999). Muito desta variabilidade pode ser perdido nas geracdes hibridas
posteriores como conseqiiéncia de deriva genética e selegao (Martin & Cruzan 1999).
Hibridos adaptados a nichos muito especificos ou com valor adaptativo reduzido e a
constante dispersdo dos gendtipos parentais sdo os principais fatores limitantes para a
introgressao extensiva e contribuem para a manutencao de zonas restritas de hibridagao.
Mas se os gendtipos hibridos possuem valor adaptativo igual ou superior ao das espécies
parentais, as zonas hibridas podem se expandir levando ao deslocamento de uma ou mais
espécies parentais (Martin & Cruzan 1999). Eventos de hibridagdo podem ser criticos para
espécies endémicas. Em casos de adaptacdo local, pode haver complexos génicos co-
adaptados, de forma que a introducdo de novos genes pode levar a modificacdo ou perda

dessas caracteristicas (Levin 1996; Rhymer & Simberloff 1996).

1.2 Genética e conservac¢ao ambiental
Diversos métodos de estimativa da biodiversidade tém sido propostos para a
identificacdo de areas prioritarias para a conservacdo. O desenvolvimento de marcadores
moleculares possibilitou a avaliagdo do potencial evolutivo das espécies através do estudo
da distribui¢do espacial da diversidade genética (filogeografia; Avise 2000). Diversos tipos
de marcadores tém sido utilizados, sendo possivel a obtencao de uma grande quantidade de
dados a partir da coleta de pequenas amostras de material biologico, utilizando-se métodos
nao destrutivos (Petit 2001).
Paisagens originais foram reduzidas a mosaicos de habitats remanescentes,
cercados por areas desfavoraveis. Neste processo, grandes populagdes foram reduzidas ou
subdivididas, e possivelmente isoladas (Collevatti 2001). Espécies que se tornaram

raras recentemente sdo mais vulneraveis as conseqiiéncias genéticas do isolamento e do

12
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pequeno tamanho populacional. Nestes casos, o valor adaptativo pode ser reduzido através
dos efeitos da deriva genética e do endocruzamento (Lutz 2000).

A deriva genética pode alterar a distribui¢do da variabilidade através de grandes
flutuagdes nas freqiiéncias alélicas. A perda de variagdo genética ao acaso pode levar ao
declinio da variacdo intrapopulacional (perda de heterozigosidade e eventual fixacdao de
alelos) e ao aumento da diferenciacdo entre as populacdes. Os efeitos da deriva sdo
especialmente importantes em eventos do tipo gargalo-de-garrafa e efeito fundador
(Ellstrand & Elam 1993).

O cruzamento entre individuos relacionados (endocruzamento) pode ocorrer através
de autofecundacdo ou de cruzamento biparental. Este ultimo pode acontecer se as
populagdes sdo pequenas e a dispersdao de sementes e polen sdo espacialmente restritas.
Nas populagdes autocruzantes ou endogamicas antigas, a sele¢ao natural remove os alelos
recessivos deletérios paulatinamente a medida que se tornam homozigotos. Populagdes que
passaram por redugdes drasticas no seu tamanho perdem heterozigosidade rapidamente
(Ellstrand & Elam 1993). O aumento repentino da homozigosidade pode levar a depressao
endogamica através da fixacdo de alelos deletérios, colocando em risco a persisténcia da
espécie (Lutz 2000).

A perda de variagdo genética pode diminuir o potencial da espécie em persistir
frente a mudangas no ambiente bidtico e abidtico, assim como altera a capacidade de uma
populagdo de responder a mudangas repentinas como o surgimento de patéogenos e
herbivoros (Ellstrand & Elam 1993).

O fluxo génico pode impedir a perda da variacdo genética e a depressdo
endogamica em populagdes pequenas. Mas nem sempre o fluxo génico ¢ benéfico. Se em

diferentes locais a selecdo favorece alelos distintos, entdo o fluxo de alelos inapropriados

13
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pode impedir diferenciagdo local e reduzir o valor adaptativo através de depressao
exogamica (Petit 2001). O fluxo génico pode aumentar em trés situacdes: com o
aumento da por¢do de sementes resultantes da fertilizacdo por pdlen migrante; com o
aumento da porcdo de sementes migrantes; ou quando uma espécie relacionada ou
subespécie expande sua distribuicdo e se torna parapatrica ou simpatrica da outra (Ellstrand
& Elam 1993).

Uma das estratégias de conservagdo ¢ priorizar a preservacdo de grupos que
incluam a maior historia evolutiva, identificando as linhagens que retém o maximo de
variabilidade genética através de analises filogenéticas moleculares (Vazquez & Gittleman
1998). Acessando a estrutura genética populacional de espécies ameagadas (ou com o
habitat ameacado) pode-se identificar “hotspots” de diversidade e quais populagdes estao
mais ameacadas (Matolweni 2000). Muita atencao também tem sido dada as regides
ricas em endemismos devido a grande vulnerabilidade destas espécies que, além de
apresentar uma distribuicdo geografica restrita, muitas vezes requerem nichos ecoldgicos

especiais (Primack & Rodrigues 2001).

1.3 Marcadores moleculares

A maioria dos estudos de filogeografia e especiagdo utilizam atualmente marcadores
moleculares que representam polimorfismos seletiva e adaptativamente neutros (Wu 2001;
Durbin 2003). O seqiienciamento de DNA ¢ uma das técnicas com maior
aplicabilidade, pois diferentes partes do genoma apresentam taxas de evolucao distintas,

sendo possivel avaliar varios niveis taxonomicos em diversas escalas geograficas (Avise

2000).

14
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Entre os marcadores mais utilizados em estudos populacionais de plantas, podemos
destacar as regidoes nao codificadoras do DNA plastidial (cpDNA; Dobes 2004; Alsos
2005; Takayama 2005), especialmente as regides intergénicas, que toleram
mutacoes e evoluem rapidamente sem afetar as funcdes dos genes adjacentes (Hamilton
2003). A freqiiente heranca uniparental ¢ uma das vantagens destes marcadores para a
avaliag¢do diferencial do fluxo de polen e sementes (Hamilton & Miller 2002); além disso,
a andlise do cpDNA possibilita a identificacdo de eventos de hibridacdo ndo detectaveis
morfologicamente (Bleeker 2003). Se apds cruzamentos interespecificos a progénie hibrida
retrocruzar preferencialmente com um dos parentais, a morfologia das geragdes seguintes
pode perder os caracteres intermediarios e se tornar semelhante a este, mas o cpDNA da
outra espécie pode permanecer, um fendmeno conhecido como “chloroplast capture”
(Schaal . 1998).

Como o genoma plastidial ¢ hapldide, o tamanho efetivo populacional ¢ menor que
quando considerado o genoma nuclear. Esta caracteristica acelera os processos de deriva
genética, conseqiientemente o cpDNA pode apresentar diferenciacdo entre populagdes ou
linhagens divergentes mais rapidamente. Portanto, quando a divergéncia entre populagdes
¢ relativamente recente e o fluxo génico ¢ limitado, polimorfismos neutros de cpDNA tém
mais poder de detectar a diferenciacdo se comparado a polimorfismos neutros do DNA
nuclear (ncDNA; Hamilton 2003).

Entre os marcadores nucleares, 0 DNA ribossomal (ntDNA) ¢ amplamente estudado
em plantas. O nrDNA de plantas superiores estd arranjado em uma ou mais regides
cromossOmicas, sendo que cada arranjo pode apresentar de centenas a milhares de copias
ou paralogos (Buckler 1V 1997). Mutagdes nestas repeticdes em sao

individualmente homogeneizadas através de evolugdo em concerto, na qual a permuta
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desigual e a conversao génica sdo os principais mecanismos envolvidos (Arnhein 1983). O
modo e o tempo da evolucao em concerto do ntDNA varia muito entre diferentes grupos
de plantas. Sendo assim, os espacadores internos transcritos do DNA ribossomal (ITS)
podem apresentar variagdo interespecifica, interpopulacional e até intraindividual (Baldwin

1995; Mayer & Soltis 1999). Pode haver a formagao de pseudogenes na regido ITS, o
que pode ser identificado através de altos niveis polimoérficos, porcentagem de CG
(citosina/guanina) abaixo da esperada, estrutura secundaria nao funcional (envolvida com o
processamento do rRNA) e presenca de substituicdes em regides conservadas do gene 5,8S
(Manen 2004).

Geralmente a diversidade intraindividual do ntDNA ¢ baixa, mas algumas espécies
podem apresentar heterogeneidade nesta regiao (Buckler IV 1997; Denduangboripant
& Cronk 2000). Variagao intraindividual pode ser detectada quando o processo de
homogeneizacao de diferentes copias ndo ¢ suficientemente rapido devido a hibridagdo
recente, altas taxas de mutagdo, grande niimero de , presenca em Cromossomos nhao
homologos ou auséncia de recombinacdo sexual (Campbell 1997; Zhang & Sang
1999). Apds a hibridacdo intraespecifica (entre diferentes linhagens) ou interespecifica, as
diferentes copias de ITS (ribotipos) podem evoluir de diferentes maneiras: perda de uma
das copias parentais com a fixacdo da outra (evolu¢do em concerto unidirecional),
formacao de um novo tipo através da recombina¢do dos tipos parentais, ou a manutengao
de ambos em hibridos recentes (Koch 2003). Neste ultimo caso, o seqiienciamento
direto pode revelar um padrdo aditivo (sinal de dois nucleotideos diferentes; Fuertes-

Aguilar & Feliner 2003)
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1.4 O contexto paleoclimatico

Para entender os processos evolutivos, ¢ preciso colocar as caracteristicas genéticas
num contexto espacial e temporal, congruente com as regides geograficas particulares e os
eventos geologicos nelas ocorridos (Hewitt 2001). Estudos filogeograficos tém
reconstruido a histdria evolutiva de diversas espécies de plantas, mas a maior parte dos
grupos taxondmicos examinados sob esta perspectiva histérica ocorre no Hemisfério Norte
(Comes & Kadereit 1998; Hwang . 2003) e pouco se sabe o quanto as alteragdes
climaticas afetaram os processos evolutivos na regido subtropical da América do Sul.

Durante os ultimos dois milhdes de anos o planeta conviveu com uma alternancia
ciclica de periodos frios e quentes, os estdgios glaciais e interglaciais. Estas variagdes sao
decorrentes de mudangas na taxa de insolag¢do das altas latitudes, controladas por ciclos
astrondmicos (Ciclos de Milankovitch). Durante estes periodos havia a fusdo (estagios
interglaciais) ou crescimento (estagios glaciais) das regides polares e, conseqilientemente,
subida (transgressdo) ou descida (regressao) do nivel do mar (Villwock & Tomazelli
1995).

As mudangas paleoambientais ocorridas no Quaternario, com énfase nos ultimos
20.000 anos, tiveram uma grande importdncia na estrutura¢do atual das distribuigdes
geograficas de espécies animais e vegetais brasileiras (Villwock & Tomazelli 1995). Dados
de abundancia estratigrafica de polen e sua datacdo por radiocarbono tém ajudado a
monitorar as mudancas nos limites de distribuicdo e abundancia das espécies de plantas
através dos estagios glaciais e interglaciais. Mas ha muitas dificuldades, como o tempo em
que se podem considerar os registros e quais as espécies estardo representadas. Os registros
que podem ser considerados sdo posteriores ao Pleistoceno Tardio (a partir de 123.000

anos antes do presente, A.P.) e a maioria deles ¢ de plantas de ambientes imidos e de
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espécies polinizadas pelo vento (que produzem uma quantidade muito maior de polen);
espécies que se autofecundam e as polinizadas por animais ndo podem ser consideradas
nessas analises (Comes & Kadereit 1998).

Além destes tipos de dados, a historia das angiospermas no Quaternario também
pode ser acessada através de marcadores moleculares. Estes estudos podem conectar
estdgios glaciais e interglaciais a distdncias genéticas entre linhagens de plantas, ao
estabelecimento de novas espécies via isolamento geografico de populagdes, e a eventos de
hibridagao e poliploidizacao (Comes & Kadereit 1998; Hewitt 2000). Estudos com plantas
tétm demonstrado que, em muitos casos, mudancas macroevolutivas (especiacao ou
diversificacao) ocorreram em resposta as alteragdes climaticas do Quaternario (Zhang
2001, Alsos 2005).

Florestas com araucaria ( Bertoloni Otto Kuntze) sao
encontradas nas areas montanhosas do sul do Brasil, entre as latitudes 24° ¢ 30°S (1000-
1400m de altitude), e na regido sudeste em pequenas areas isoladas, entre 18° e 24°S
(1400-1800m). Areas naturais de campos sdo encontradas nas terras altas do sul do Brasil,
especialmente nos Estados do Rio Grande do Sul (RS) e Santa Catarina (SC). Nestas
regides, os campos de altitude freqlientemente ocorrem como mosaicos com floresta com
araucdria (Behling 2002).

Durante o ultimo estagio glacial pleistocénico (entre 23.000-11.000 anos A.P.), o
planalto sul-brasileiro era predominantemente ocupado por campos onde hoje ¢ dominado
por floresta com araucdaria. Estudos indicam que o clima da regido era mais seco e pelo
menos 5°C a 7°C mais frio, sendo as frentes frias antarticas mais freqiientes e mais
intensas. Estas condigdes proporcionaram que os campos se estendessem por cerca de 750

km em direcdo ao norte, atingindo latitudes desde 28° até¢ 20°S (Behling 2002). Nesta
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época pequenas populagdes de ficavam restritas a refigios em areas mais
umidas e protegidas, como vales, matas de galeria e encostas (Behling 2001).

Assim como a floresta com araucaria no planalto, as matas tropicais costeiras (Mata
Atlantica) estavam restritas a refiigios ecoldgicos. Os deslocamentos florestais deveriam
ocorrer principalmente através das matas de galeria junto aos rios (Lorscheitter 1997).
Estima-se que durante o ultimo maximo glacial (18.000 anos A.P.), a Mata Atlantica da
regido sul era significantemente reduzida, sendo substituida por campos ou tendo sua
composicao alterada para espécies mais adaptadas ao frio. Algumas espécies de arvores
tipicamente tropicais estiveram totalmente ausentes na regido durante este periodo
(Behling & Negrelle 2001).

Com o inicio do Holoceno (entre 11.000-10.000 anos A.P.) houve uma significativa
melhoria climatica, com aumento da temperatura e da umidade. Estas condigdes
permitiram a expansdo das florestas com araucaria sobre o campo, especialmente apos
3.000 anos A.P., quando os periodos de seca se tornaram praticamente ausentes (Behling
2002). As melhorias climaticas ocorridas no inicio do Holoceno também proporcionaram a
migracdo de elementos tropicais do norte para a Mata Atlantica da regido sul (Roth &
Lorscheitter 1993; Neves & Lorscheitter 1995). No RS esta migracdo ocorreu através de
uma estreita faixa de terra (cerca de 50 km) localizada entre os contrafortes da Serra Geral
e o oceano, chamada de “Porta de Torres”. As populacdes migraram de forma esparsa,
ocupando a Planicie Costeira, a encosta e borda oriental da Serra Geral, chegando até¢ as
regides mais interiorizadas do RS (Lorscheitter 1997). Além da temperatura e da umidade,
a Mata Atlantica tinha sua estrutura muito transformada pelas variagdes glacioestaticas do
nivel do mar, sendo as transgressdes marinhas a razdo primdria para que o

desenvolvimento da Mata Atlantica fosse fragmentado (Behling & Negrelle 2001).

19



Capitulo I

Durante o Holoceno ainda houve pequenas transgressoes marinhas que nao permitiam a
ocupacao das regides mais proximas a costa (Behling & Negrelle 2001).

Por volta de 6.700 anos A.P. hé evidéncias de transgressao marinha invadindo os
atuais limites da Planicie Costeira do RS (Lorscheitter 1997). Esta ultima transgressao
causou danos significativos na vegetagdo litoranea, destruindo as florestas mais proéximas
do mar. Nas regides mais interiorizadas esta fase foi favordvel. Apds o maximo
transgressivo, houve uma lenta dessalinizagdo dos terrenos com o recuo do mar, o que
gradativamente possibilitou a expansdo da mata tropical costeira a partir de 4.000 anos
A.P. Portanto, as matas costeiras atuais se desenvolveram apods 4.000 anos A.P.; dentre
estas, as situadas mais proximas do mar sdo ainda mais jovens, pois foram as ultimas a
serem formadas apds o processo regressivo. J4 as matas atuais mais interiorizadas nao
mostram indicios da transgressdo marinha holocénica em seus sedimentos. Sem a
influéncia negativa da invasao marinha e beneficiadas pelo clima, datacdes radiométricas
mostram que o desenvolvimento florestal ocorreu mais cedo, com inicio de expansao por
volta de 6.000 anos A.P., nas matas proximas aos contrafortes da Serra Geral e da
Depressdo Central (Lorscheitter 2001; Werneck & Lorscheitter 2001).

Todas estas modificagdes paleoclimaticas afetaram a estrutura populacional das
espécies ocorrentes nestas formacdes vegetais. Alteracdes nas taxas de migragdo, a
fragmentacdo e o isolamento de populagdes foram possibilitados e transformaram o fluxo

génico entre elas, o que pode ter levado a diferenciacao.

I.5 O género Passiflora

O género L. (Passifloraceae) possui cerca de 520 espécies distribuidas

em regides tropicais do Novo Mundo (raramente na Asia e Australia). E caracterizado pela
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presenca de corona de filamentos, cinco estames e por apresentar as estruturas reprodutivas
elevadas em um androginoforo (Ulmer & MacDougal 2004). As plantas sdo lianas
herbaceas ou lenhosas com gavinhas axilares (inflorescéncias modificadas) e,
ocasionalmente, podem ser arbustos ou até arvores (nestes casos as gavinhas estdo
ausentes; Judd 1999). A descoberta do género ocorreu durante a expansao européia
no Novo Mundo e a denominagao (flor da paixao) foi atribuida por Cieza de
Leén em 1553, numa alusdo a crucificagdo de Cristo. O nome do género foi adotado por
Carl von Linné, em 1753, no (Ulmer & MacDougal 2004).

Uma das principais caracteristicas do género ¢ a grande variabilidade foliar,
possivelmente a maior entre as angiospermas (MacDougal 1994). As folhas apresentam
uma grande diversidade de formas, podendo ser inteiras ou ter entre dois a nove lobos, com
tamanhos que variam entre 0,5 e 95 cm. E possivel que esta diversidade esteja relacionada
a um processo de co-evolucdo com borboletas do género . As fémeas de

reconhecem visualmente as folhas de para ovipositar e as larvas so
se alimentam de folhas de plantas deste género. Uma estratégia de defesa das passifloras ¢
imitar a folhas de outras plantas que ndo sdo predadas por , uma forma de
camuflagem. Em florestas tropicais ha casos onde as folhas jovens de imitam
folhas de espécies que ocorrem junto ao solo, enquanto as folhas mais velhas imitam as
folhas de plantas do dossel (Ulmer & MacDougal 2004).

Outra estratégia de defesa ¢ a estocagem de metabolitos toxicos (glicosideos
cianogénicos) nas folhas de . A presenca destes compostos evita a predagdo por
insetos, menos pelas larvas de . Estes insetos desenvolveram enzimas capazes
de degrada-los e sdo capazes de metabolizar estes compostos de forma a construir

moléculas de glicosideos cianogénicos para sua propria defesa (quimicamente diferentes
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daqueles produzidos pela planta hospedeira). Cores aposemadticas € o acumulo destes
compostos toxicos servem como protecao das larvas de contra a predagdo por
aves (Ulmer & MacDougal 2004).

Os nectarios extraflorais presentes nos peciolos, folhas ou estipulas de
constituem outro mecanismo de defesa. Estas estruturas servem para atrair formigas e
vespas que predam ovos e larvas de borboletas. Além disso, os nectarios presentes nas
folhas imitam ovos, simulando que uma borboleta ja ovipositou naquela planta. Borboletas
evitam ovipositar em folhas que ja tenham ovos para evitar o excesso de larvas e o possivel
canibalismo existente nestas espécies (Ulmer & MacDougal 2004).

A grande diversidade floral do género esta relacionada com as diferentes
formas de polinizagdao encontradas no grupo. A corona de filamentos ¢ uma das estruturas
florais mais varidveis, apresentando diferentes cores, formas, odores e disposi¢ao dos
filamentos. As séries mais externas de filamentos estdo envolvidas com a atragdo dos
polinizadores, enquanto duas séries internas (opérculo e limen) geralmente se completam,
fornecendo protecdo mecanica a camara nectarifera (Endress 1994). Além das variagdes
morfoldgicas, as adaptagdes a diferentes polinizadores podem envolver modificagdes
temporais, como a sincroniza¢do entre os horarios de maior disponibilidade de recursos
(principalmente néctar) e de maior atividade dos polinizadores (Varassin 2001). Os
ancestrais de provavelmente eram polinizados por insetos da Ordem
Hymenoptera, sendo a melitofilia (polinizag¢do por abelhas) a sindrome floral mais comum
no género. Além de abelhas, ha registros de polinizac¢ao por beija-flores, vespas, borboletas
e morcegos (MacDougal 1994).

A polinizacdo por abelhas ¢ encontrada em diversos subgéneros de , que

geralmente se caracterizam por flores grandes, brancas ou azuladas e com corona de

22



Capitulo I

filamentos bem desenvolvida. Nestas espécies, os filamentos mais externos possuem cores
intensas, produzem odores e estdo numa disposi¢do radial, que guia o polinizador até o
anel nectarifero na base da flor (Endress 1994). A concentragdo de agucar no néctar ¢
maior que 40% e as flores geralmente duram menos de um dia (MacDougal 1994).

A polinizagdo por beija-flores ¢ comum em varios subgéneros de
(MacDougal 1994), inclusive entre espécies distantemente relacionadas (Muschner
2006, submetido), um indicativo de que tenha surgido independentemente varias vezes no
género. Geralmente as espécies de polinizadas por beija-flores nao produzem
odores, possuem um androgindéforo alongado e uma corona pouco desenvolvida. Mas sdo
caracterizadas por um grande apelo visual, a posi¢ao e coloracao das flores (avermelhadas,
purpuras ou rosas), tornando-as visiveis a distancia (Varassin 2001).

As espécies de tipicamente polinizadas por morcegos (como

Lam.) atraem estes animais através do odor (Sazima & Sazima 1978). Apesar
dos filamentos da corona serem mais curtos, eles produzem odores em maior quantidade
quando comparados com os filamentos das espécies melitdfilas. Geralmente as flores ficam
posicionadas fora da folhagem, possuem longos pedunculos, e produzem grandes
quantidades de néctar, o qual ¢ estocado até a abertura da flor quando rapidamente ¢
consumido (Endress 1994). Assim como a ornitofilia (polinizagdo por aves), a
quiropterofilia (polinizagdo por morcegos) ¢ encontrada em diversas espécies nao
relacionadas de (Muschner . 2006, submetido).

A dispersdo das sementes de ¢ freqlientemente feita por aves, morcegos
e pequenos mamiferos (roedores e marsupiais) que sdo atraidos pela coloracdo e pelo

cheiro dos frutos (Semir & Brown 1975; Koehler-Santos 2006).
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No género sdo encontradas espécies autocompativeis €
autoincompativeis. As espécies de fecundagdo cruzada obrigatoria necessitam de
polinizadores para produzir frutos, o que ¢ especialmente importante para espécies
comerciais como Sims. Nesta espécie foram detectados dois sistemas
genéticos de autoincompatibilidade: esporofitico (sistema S) e gametofitico (sistema G). A
reacdo de autoincompatibilidade pode ocorrer no estigma (sistema S) ou durante o
crescimento do tubo polinico no estilete (sistema G; Suassuna 2003).

Mesmo nas espécies autoincompativeis do género, sao muito comuns barreiras
temporais através do movimento de deflexdo dos estigmas e anteras. Em muitos casos, a
flor expde primeiramente as anteras e, somente apos todo o pdlen ser retirado, ha a
deflexdo dos estigmas e estes se tornam receptivos. O tempo destes movimentos
geralmente estd relacionado com a atividade do polinizador, especialmente nas espécies
polinizadas por abelhas (MacDougal 1994; Varassin 2001). O movimento das anteras
e do estigma também pode ser uma estratégia para a producdo de frutos e sementes em
espécies autocompativeis na auséncia de polinizadores. L.,

L., Mast. in Mart. e L. podem se
autopolinizar e por isso alguns individuos solitarios produzem frutos (Ulmer & MacDougal

2004).

1.6 Primeiro estudo de caso: Passiflora actinia e Passiflora elegans

No Brasil, ocorre cerca de 130 espécies de sendo a bacia amazonica a
regido que concentra a maior diversidade (Killip 1938; A. C. Cervi, comunicagdo pessoal).
Devido ao seu clima subtropical, o Rio Grande do Sul apresenta apenas 15 destas espécies

(Mondin 2001). Entre estas, Masters (figura 1) é a uUnica com
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distribuicao restrita ao RS e a regides adjacentes de paises limitrofes. As andlises
filogenéticas do género revelaram que Hooker (figuras 2 e 3) ¢ espécie
irma de (Muschner 2003). Apesar da alta similaridade genética, estas
espécies estdo classificadas em diferentes séries taxonomicas dentro do subgénero
( , Simplicifoliae; , Lobatae; Killip 1938). Esta classificagdo
esta baseada na forma da folha, um carater altamente variavel neste género e sujeito a
influéncias ambientais (Benson 1976; MacDougal 1994). As duas espécies sao
parapatricas, o limite norte de distribui¢do de coincide com o limite sul de

, € ndo ha registros de simpatria até o momento, embora elas vivam em habitats

florestais adjacentes.

Figura 1 Figura 2 Figura 3

¢ uma espécie tipica de Mata Atlantica e de floresta com araucaria,

e sua ocorréncia ¢ descrita desde o Espirito Santo até o Rio Grande do Sul. A distribui¢ao

geografica de estd basicamente restrita a matas de galeria ao longo dos rios de

algumas regides do RS e de alguns locais da Argentina e do Uruguai (Cervi 1997,
Deginani 2001).

A Mata Atlantica apresentava-se como uma faixa praticamente

continua, com uma largura média de 200 km, ocupando uma area de aproximadamente um
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milhdo de km?, estendendo-se originalmente desde a regido de Osério, RS (30°S) até o
Cabo de Sao Roque, Rio Grande do Norte (6°S). Mas cinco séculos de ocupagdo humana
pos-descobrimento reduziram-na a pequenas manchas concentradas na regiao sul/sudeste
(Joly 1991). Estima-se que reste menos de 10% desta floresta atualmente, numa
condi¢do extremamente fragmentada e com poucas areas oficialmente protegidas (Marsden

2000). O extrativismo, a exploracdo de madeiras, a agricultura de subsisténcia, a
expansdo de monoculturas e, mais recentemente, a especulacdo imobilidria podem ser
apontadas como as principais causas desta drastica reducao (Joly 1991).

Grande parte da area do RS ¢ dominada por campos qu
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encontrados indicios de polinizagdo abidtica, sendo o principal polinizador uma mangava,
do género Latreille, tendo sido também observadas, como polinizadores
ocasionais, abelhas, moscas e vespas. O pdlen tem um alto indice de viabilidade (98%), ¢
produzido em grande quantidade e ¢ bastante ornamentado. O sucesso reprodutivo, em
condi¢cdes naturais, ¢ excelente com praticamente 100% das flores formando frutos. Na
regido estudada, a floragdo tem inicio na primeira semana de setembro, o climax ¢ em
outubro e o término em novembro, ja com frutos. Nos testes de polinizagdo artificial de
geitonogamia (flores diferentes da mesma planta) e autopolinizagdo artificial e natural
(ensacamento das flores) nao houve a formacao de frutos e sementes. Mas quando flores de
diferentes plantas (xenogamia) foram cruzadas artificialmente, o sucesso reprodutivo foi
equivalente ao das condi¢des naturais. A impossibilidade do contato mecanico entre o
polen e o estigma da mesma flor ¢ devida ao comportamento floral durante a antese
(abertura do botao floral). A corona de filamentos ¢ o principal 6érgdo envolvido na atracao
e orientacdo dos polinizadores, produzindo um odor adocicado e apresentando anéis
concéntricos coloridos que servem como guias de néctar. E fundamental a exposigdo
antecipada do pdlen aos agentes polinizadores em relagdo a deflexdo estigmatica. A
formagao dos frutos estd estritamente ligada a fecundagdo cruzada (autoincompativel).

Além disso, o tamanho do fruto e o numero de sementes estdo positivamente
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Semir 2005). Conhecidas como petunias-de-jardim, este género tem uma longa historia de

cruzamentos artificiais, sendo os hibridos entre (Lam.) Britton, Sterns and
Poggenb e (Hook.) mundialmente disseminados como plantas
ornamentais ( ). Como nao ha barreiras intrinsecas ao cruzamento
interespecifico em (Watanabe 1996), os principais mecanismos de

isolamento reprodutivo encontrados no género sao ecoldgicos (segregagao floral e de
habitat) e geograficos. As espécies de florescem geralmente no mesmo periodo,
ndo havendo isolamento sazonal (Stehmann 1999).

A melitofilia ¢ a sindrome floral mais comum e provavelmente mais ancestral no
género , enquanto a ornitofilia e a esfingofilia (polinizagdo por mariposas,
Lepidoptera) devem ser sindromes derivadas (Stehmann 1999). Em geral as espécies
melitofilas sdo autoincompativeis (Tsukamoto 1998), sendo a polinizagdo uma etapa
fundamental para a manutencdo das mesmas, preferencialmente realizada por abelhas
especializadas, num provavel processo de co-evolugdo (Stehmann 1999). Algumas
linhagens de (Tsukamoto . 2003), Stehmann
(Tsukamoto . 1998) e Stehmann & Semir (Stehmann 1999) sao
autocompativeis. Todas as espécies apresentam frutos capsulares, secos quando maduros,
que produzem uma grande quantidade de pequenas sementes. Nao hd um sistema
especializado de dispersao de sementes a longas distancias e geralmente elas ficam

proximas da planta mae, num processo de autocoria (Stehmann 1999).

1.8 Segundo estudo de caso: Petiinias da Serra do Sudeste

A Serra do Sudeste no Rio Grande do Sul (RS) ¢ um dos centros de diversidade do

género , podendo-se destacar a ocorréncia de duas espécies exclusivas desta regido,
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(figura 4) e (figura 5). Juntamente com (figura 6), estas
espécies compartilham uma série de caracteristicas morfologicas, como o tubo da corola
longo e hipocrateriforme, hébito ereto ou ascendente, pélen amarelo, folhas basais e
apicais com tamanhos e formas diferentes (heterofilia), pedinculos frutiferos eretos com
capsulas grandes (mais de 9 mm de comprimento) e sementes pequenas (com menos de 0,5

mm de comprimento; Stehmann 1999).

Figura 4 Figura 5

possui ampla distribuicdo geografica, ocorrendo no Brasil, Uruguai,
Argentina e Bolivia (Ando 1996). No Brasil ¢ encontrada apenas na metade sul do RS, em
afloramentos rochosos e locais perturbados como beiras de estradas. habita
reentrancias rochosas sombreadas da formacdo Guaritas (municipio de Cagapava do Sul),
uma area extremamente restrita da Serra do Sudeste onde ocorrem afloramentos rochosos
de origem sedimentar (conglomerado; Stehmann 1999).

No género , a esfingofilia ¢ observada apenas em , a qual
apresenta flores brancas, com corola de tamanho variavel (3—7 cm de comprimento) e que
liberam um forte perfume ao entardecer, no inicio das atividades destes insetos noturnos.

possui uma série de caracteristicas adaptadas para a ornitofilia, como corola

vermelha com bordo do limbo reflexo e anteras e estilete fortemente exsertos. Beija-flores
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foram observados visitando flores de populagdes naturais (C. Schlindwein, comunicacao
pessoal; A.P. Lorenz-Lemke, observagdes de campo, 2003), bem como de plantas em
cultivo (Stehmann 1999). A Serra do Sudeste ¢ o tinico lugar onde podem ser encontradas
espécies de com as trés sindromes florais presentes no género:

(esfingofila, flores brancas); (ornitéfila, flores vermelhas);

(¢]

(melitofilas, flores magenta). Estas informacdes indicam que a polinizagdo
diferencial teve um papel importante na diversificagdo do género na regido (Stehmann
1999).

A fitofisionomia da regido da Serra do Sudeste (RS) ¢ bastante heterogénea, sendo
a maior parte da vegetagao classificada como savana parque. A savana parque caracteriza-
se por apresentar um extrato herbaceo continuo, com arvores espalhadas ou agrupadas, e
por matas de galeria. Esta formagdo recobre relevos fortemente ondulados até
montanhosos, solos pouco profundos e com afloramentos rochosos. A savana ocupa vasta
distribuicao geografica no Planalto Sul-Rio-Grandense, razdo pela qual faz limite com
quase todos os tipos de vegetacdo existentes no Estado (Teixeira 1986). Quanto a
origem dos campos encontrados nesta area, existem varias teorias discordantes. Segundo
Rambo (1994), o fator determinante seria o controle exercido pelo solo, sendo o clima
geral propicio ao desenvolvimento de florestas subtropicais.

Com a colonizacdo humana a partir de 1800, houve uma intensa alteracao da
composi¢ao vegetal da regido, devido ao pastoreio e a implantacao de cultivos agricolas,
ndo havendo registro de areas com vegetacdo original. Esta regido abriga um nimero
consideravel de plantas endémicas, muitas delas com distribui¢do bastante restrita. Das 104
espécies endémicas do RS, aproximadamente 30 ocorrem na Serra do Sudeste, sendo dez

exclusivas da regido (Guadagnin 2000).
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Populagdes de sao encontradas somente em locais onde o gado nao
consegue alcancar, o que representa uma superficie muito pequena e¢ onde poucos
individuos podem habitar. Dentre as espécies ocorrentes na formagao Guaritas,
requer uma atencdo especial, uma vez que apresenta as maiores exigéncias de habitat
devido a necessidade de sombreamento, e também porque ja foi observada a redugdo do
numero de individuos e at¢ mesmo extingao local de populacdes, devido ao pisoteio e/ou

predagao (Guadagnin 2000).

1.9 Terceiro estudo de caso: Petunias dos Planaltos Sul e Sudeste do Brasil

Entre as espécies melitéfilas do género , seis possuem distribui¢do
geografica restrita aos campos altitudinais associados a floresta com araucdria das regides
sul e sudeste do Brasil.

As flores das petinias melitofilas sdo zigomorfas, apresentam tubo da corola
infundibuliforme ou campanulado, anteras inclusas proéximas a fauce, estigma proximo das
anteras, polen violaceo, antese diurna, ndo exalam odores perceptiveis ao olfato humano e
produzem pequenas quantidades de néctar. Além disso, apresentam alguns padrdes visuais
que ajudam as abelhas visitantes na localizacdo dos recursos florais, como nervuras
longitudinais ou venagdo fortemente reticulada na fauce e a coloracdo mais escura desta
regido em relacdo ao interior do tubo (Stehmann 1999).

T. Ando & G. Hashim. (figura 7) e T.
Ando & G. Hashim. (figura 8) ocorrem em 4reas abertas e expostas diretamente ao sol,
ocupando locais alterados com solo desnudo, como barrancos de beira de estradas,
podendo ser consideradas espécies pioneiras e colonizadoras (Ando & Hashimoto 1993).

Apesar de ocuparem o mesmo habitat, estas espécies apresentam distribuicdes geograficas
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distintas. pode ser encontrada no planalto nordeste do RS e leste do estado de
SC, enquanto ¢ endémica de uma pequena regido do planalto

catarinense, nos arredores do municipio de Bom Jardim da Serra (Ando & Hashimoto

1993).

Figura 7 Figura 8

Também no planalto c