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Resumo

Com os avangos nas tecnologias de sequenciamento de DNA, pudemos perceber que a
hibridagao entre linhagens evolutivas distintas ¢ muito mais frequente do que imagindvamos,
desempenhando um papel fundamental na diversificagdo das espécies. Os efeitos da
hibridacdo abrangem um espectro amplo de consequéncias, podendo tanto levar espécies a
extingdo devido a ruptura genética, quanto introduzir alelos adaptativos, permitindo a
colonizagdo de novos ambientes. Nesta tese, nosso objetivo foi investigar o papel da
hibridacao na historia evolutiva do género Petunia e seus géneros relacionados, Calibrachoa
e Fabiana. Petunia é um sistema modelo para estudos em filogeografia e especiacdo na
América do Sul devido a ampla distribuicdo e grande diversidade de espécies. Para atingir
nossos objetivos, utilizamos dados de polimorfismos de nucleotideos tinicos (SNP; single
nucleotide polymorphisms) obtidos por meio do genotyping-by-sequencing (GBS) e
transcriptomas de diversas espécies. Cada capitulo abordou o tema sob diferentes
perspectivas: no capitulo 1, investigamos a hibridacdo em duas espécies do clado de tubo
curto da corola em uma area de transi¢ao entre biomas; no capitulo 2, analisamos a
hibridacdo entre duas subespécies de P. axillaris € as consequéncias para sua conservagao
em um cenario de mudancas climaticas; no capitulo 3, investigamos a possivel origem
hibrida de uma populacao com variacao na coloracao da corola e discutimos o processo de
especiacdo em um hotspot de Petunia; no capitulo 4, examinamos os efeitos da amostragem
de hibridos na delimitacdo de espécies; e no capitulo 5, utilizamos dados transcriptdmicos
de espécies de Petunia, Calibrachoa e Fabiana para compreender as razdes por tras da
discordancia nas arvores filogenéticas desse clado. Nossos resultados indicaram que o fluxo
génico interespecifico foi comum e constante no grupo, mas muitas vezes esses sinais podem
ser dificeis de detectar devido ao alto nivel de segregacdo incompleta de linhagens (ILS;
incomplete lineage sorting) causado pelo rapido processo de diversificacao dessas espécies.
Esta tese elucidou o processo de diversificacdo e especiacdo de um grupo carismatico de
plantas da América do Sul, destacando como a hibridagdo ¢ um mecanismo essencial a ser

considerado para entender a historia evolutiva das plantas.



Abstract

With advancements in DNA sequencing technologies, evolutionary biologists realized that
hybridization between different evolutionary lineages is far more frequent than previously
imagined, playing a crucial role in the diversification of species. The effects of hybridization
encompass a wide spectrum of consequences: it can lead species to extinction due to genetic
disruption, or lead to speciation and adaptive alleles introgression, allowing the colonization
of new environments. In this thesis, we aimed to investigate the role of hybridization in the
evolutionary history of Petunia and its related genera, Calibrachoa and Fabiana. Petunia
serves as a model system for phylogeography and speciation studies in South America due
to its wide geographic distribution and remarkable species diversity. To achieve our
objectives, we employed single nucleotide polymorphisms (SNP) data acquired through
genotyping-by-sequencing (GBS) and transcriptomes from multiple species. Each chapter
addressed the hybridization topic from distinct perspectives: in chapter 1, we explored gene
flow in two species of the short corolla tube clade in a transitional zone between biomes; in
chapter 2, we analyzed the hybridization between two subspecies of P. axillaris and the
implications for the taxa conservation in the context of climate change; in chapter 3, we
investigated the potential hybrid origin of a population exhibiting corolla color variation and
discussed the speciation process in a Petunia hotspot; in Chapter 4, we examined the effects
of sampling admixed individuals on species delimitation; and in chapter 5, we employed
transcriptomic data from species of Petunia, Calibrachoa, and Fabiana to understand the
reasons underlying the phylogenetic tree discordance in this clade. Our results indicated that
interspecific gene flow was common and recurrent within the group, but these signals can
be challenging to discern due to the high degree of incomplete lineage sorting (ILS) resulting
from the rapid diversification. This thesis has shed light on the process of diversification and
speciation within a charismatic group of South American plants, underscoring how
hybridization is an essential mechanism that must be considered when seeking to understand

the evolutionary history of plants.



Introducao
Hibridacdo pode ser definida como a reproducdo entre organismos de linhagens
geneticamente distintas, dando origem a uma prole com ancestralidade mista (Abbott et al.
2013; 2016). A hibridacdo sempre foi reconhecida como um processo significativo na
diversificacdo das plantas. Entretanto, com o desenvolvimento de novos marcadores
moleculares, o advento de novas anélises e um melhor poder computacional, come¢amos a
reconstruir arvores filogenéticas levando em consideracdo esses eventos de fluxo génico
interespecifico (Linder e Rieseberg, 2004; Edwards et al. 2016). Com isso, pudemos
observar que a hibridacdo desempenhou um papel fundamental na diversificacdo de diversas
linhagens de plantas e ocorre com uma frequéncia muito maior do que anteriormente
imaginado (Soltis e Soltis, 2009; Whitney et al., 2010; Goulet et al., 2016). Além disso, é
fundamental destacar que os eventos de hibridacdo desempenharam um papel significativo
na diversificacdo tanto de linhagens recentes e contemporaneas, quanto em ramos mais
profundos da arvore evolutiva das plantas (Stull et al. 2023). Investigar esse processo e seus
efeitos na diversificacdo das plantas é um desafio de grande importancia, tanto para a
compreensdo dos processos evolutivos que deram origem a biodiversidade atual quanto para
a conservacgdo dessas espécies.

Os cenarios que levam espécies distintas a hibridar e as consequéncias desse fluxo
génico sdo altamente variaveis (Rieseberg e Willis 2007; Abbott et al. 2013; Soltis 2013). A
formacéo de hibridos pode ocorrer em uma regido de contato entre as espécies parentais,
chamada zona hibrida (Abbott, 2017) ou ocorrer em uma regido continua de ocorréncia
simpatrica das espécies (Milne et al. 1999). Além disso, também héa evidéncias de que o
fluxo génico ndo precisa ser constante para que tenha efeitos significativos na diversificacao
de linhagens. Mesmo eventos raros de hibridacdo podem causar grandes efeitos na historia
evolutiva de uma linhagem (Porreta e Canestrelli 2023).

Em relagdo as consequéncias da hibridacao, ela pode ser descrita como uma “faca de
dois gumes” (Schley et al., 2022). Por um lado, a hibridacdo pode ser responsavel pela
diminuicdo da diversidade genética de espécies, pela ruptura de barreiras reprodutivas, pela
fusdo de linhagens evolutivamente distintas e até mesmo pela extingdo de populagGes ou
espécies (Levin et al. 1996; Vuillaume et al. 2015; Todesco et al. 2016; Vallejo-Marin e
Hiscock 2016).



Por outro lado, a hibridacéo pode facilitar a diversificagdo levando a um aumento da
diversidade genética de populagBes, aumentando as chances de adaptacdo local com
inovac0es evolutivas e, consequentemente, o substrato genémico para especiacao (Brawand
et al. 2014; Marques et al., 2019). Esse efeito é causado pela transferéncia de novos alelos,
resgate de pequenas populacfes endogamicas, formacdo de zonas hibridas estaveis e novas
linhagens hibridas (Mallet 2007; Abbott et al. 2013; Frankham 2015). A transferéncia de
material genético entre espécies, denominada introgressdo, ocorre por meio do
retrocruzamento de hibridos com uma ou ambas as espécies parentais (Twyford e Ennos
2012; Harrison e Larson 2014). Esse processo permite que as espécies aproveitem um novo
conjunto genético, diminuindo a dependéncia exclusiva de mutac6es de novo ou de variagdes
genéticas ja existentes para a adaptacdo (Tigano e Friesen 2016). O destino do material
genético introgredido depende das forcas evolutivas que atuam sobre eles; se aumentarem a
aptiddo da espécie, provavelmente serdo mantidos pela selecdo natural, caracterizando a
introgressdo adaptativa (Suarez-Gonzales et al. 2018). Além disso, a hibridac&o pode levar
a um aumento da area de distribuicao das espécies devido a novas adaptacdes, permitindo a
espécie ocupar uma diversidade maior de habitats (Pfennig et al. 2016; Pierce et al. 2017).

A percepcdo de que a arvore da vida €, na verdade, uma rede e ndo uma arvore
composta apenas por bifurcacdes fez surgir diversos métodos para estimar essas redes
filogenéticas (Hibbins e Hahn 2022). Esses novos métodos levam em consideracdo o fluxo
génico interespecifico e a segregacdo incompleta de linhagens (ILS; "incomplete lineage
sorting" em inglés). Esses dois processos sdo dificeis de serem diferenciados e representam
duas das principais razdes para a discordancia encontrada em filogenias (Galtier e Daubin
2008). Ao contrario da hibridacdo, na qual um alelo é introduzido em outra espécie ap6s o
evento de especiacdo, a ILS ocorre quando duas ou mais linhagens ndo coalescem na sua
populacdo ancestral mais recente, ou seja, 0 alelo estava presente antes do evento de

especiacao (Figura 1).
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Figura 1. Esquema grafico ilustrando como a segrega¢do incompleta de linhagens (ILS;
incomplete lineage sorting) e a hibridagdo podem resultar em arvores discordantes em
relacdo a arvore de espécies. Na arvore de espécies, ocorreram dois eventos de especiacao.
No cendrio 1 de ILS, apesar de a espécie 2 ser a espécie irma da espécie 3, a arvore indica
que ela estd mais proxima da espécie 1. No cendrio 2 de ILS, a arvore sugere que a espécie
3 esta mais proxima da espécie 1. Nos casos de hibridagao, o cenario 1 apresenta um padrao
muito semelhante ao cenario 1 de ILS, mas neste caso, ocorreu a introgressao da espécie 1
para a espécie 2. No cenario 2 de hibridagdo, houve fluxo génico entre as espécies irmas 2 e
3. Detectar esses eventos de hibridagdo ¢ muito dificil, pois, como essas espécies sao irmas,
¢ possivel confundir o fendmeno com o compartilhamento de polimorfismos presentes no

ancestral no momento do evento de especiacao 2.

Apesar dos grandes avan¢os—tanto metodoldgicos quanto na quantidade e qualidade
dos dados genémicos—, estimar a evolucdo reticulada continua sendo um grande desafio

(Kong e Kubatko 2021), especialmente em eventos de especiacdo rapida nos quais o nivel



de ILS é elevado (Cai et al. 2021). Essa complexidade se deve ao fato de que, ao estimar
redes filogenéticas, primeiro precisamos calcular a arvore de espécies, que representa a
"média" das arvores de genes, e estimar os eventos de fluxo génico, que seriam analogos a
"variancia" das arvores de genes (Blair e Ané 2020). Isso explica em grande parte a
complexidade envolvida na inferéncia de redes filogenéticas.

O género Petunia Juss. (Solanaceae) é composto por 16 espécies e mundialmente
conhecido pela espécie ornamental P. hybrida, um hibrido de P. axillaris e um membro do
clado de P. integrifolia (Stehmann et al. 2009; Segatto et al. 2014a; Bombarely et al. 2016).
As espécies do género estdo distribuidas nas regides subtropicais e temperadas da América
do Sul, com dois centros de diversidade no sul do Brasil: a Serra do Sudeste, no bioma
Pampa, e a Serra Geral de Santa Catarina, no dominio Mata Atlantica (Stehmann et al. 2009).
As espécies do género sdo diploides, possuem o mesmo numero cromossémico 2n=14
(Stehmann et al. 2009) e baixa diversidade genética (Kulcheski et al. 2006; Lorenz-Lemke
et al. 2006; 2010; Stehmann et al. 2009; Longo et al. 2014). Petunia apresenta grande
diversificacdo floral e de polinizadores, além de intervalos geograficos de distribuicdo e
especificidade de habitat para algumas espécies (Fregonezi et al. 2013).

A diversidade de Petunia foi significativamente influenciada pelos ciclos glaciais-
interglaciais do Pleistoceno. Durante os periodos mais secos e frios, os campos se
expandiram em sua distribuicdo, e se fragmentaram nos periodos mais quentes e umidos em
decorréncia do crescimento da floresta com Araucaria (Behling 2002). Esse processo levou
as espécies ao isolamento e subsequente especiacdo, em um processo alopatrico. Esse
processo ocorreu em um curto tempo na escala evolutiva (Lorenz-Lemke et al. 2010;
Sarkinen et al. 2013), resultando em espécies que ndo sdo completamente isoladas
reprodutivamente, permitindo que ainda exista fluxo génico entre elas.

A filogenia do género revelou uma divisdo em dois clados em relacdo a morfologia
do tubo da corola (Reck-Kortmann et al. 2014). O clado de tubo longo reine espécies com
diferentes colorac6es de corola, sendo branca para P. axillaris, vermelha para P. exserta e
parpura para P. secreta, e esta coloracdo esta associada a diferentes sindromes florais,
esfingofilia, ornitofilia e melitofilia, respectivamente (Stuurman et al. 2004; Glbitz et al.
2009; Klahre et al. 2011). Ja o clado de tubo curto € formado por um numero maior de
especies, todas com coloragédo purpurea da corola e baixa diversidade morfoldgica. Todas as

espécies deste clado sdo melitofilas e algumas compartilham o mesmo polinizador. Estudos
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com espécies desse clado mostraram uma subdivisdo em relacéo a altitude: terras baixas e
terras altas (altitudes menores e maiores que 500 m, respectivamente) (Kulcheski et al. 2006;
Reck-Kortmann et al. 2014).

O isolamento reprodutivo entre espécies e populacdes € importante para manter a
integridade genética das espécies e esse isolamento pode ocorrer por diferentes barreiras que
restringem o fluxo génico em plantas (Baack et al. 2015). O proprio isolamento geografico,
as diferentes sindromes de polinizacéo e altos niveis de endogamia ja foram descritas como
barreiras de isolamento que impedem o fluxo génico para algumas espécies do género
Petunia (Ando 2001; Dell’Olivo et al. 2011; Turchetto et al. 2015a).

Entretanto, as barreiras pds-zigéticas para cruzamentos interespecificos em Petunia,
ao menos sob condic¢des controladas, sdo fracas ou até mesmo inexistentes, sugerindo que
estes cruzamentos podem ocorrer em condicdes naturais também. Embora hibridos naturais
tenham sido descritos como raros (Lorenz-Lemke et al. 2006), estudos mais recentes
mostram que eventos de hibridacdo em Petunia podem ser mais frequentes do que antes se
imaginava (Segatto et al. 2014b; Turchetto et al. 2015b, 2019b; Giudicelli et al. 2019;
Teixeira et al. 2019). Muitos dos eventos de hibridacdo na natureza sdo identificados pela
morfologia intermediaria desses hibridos, principalmente entre P. exserta e P. axillaris
subsp. axillaris (Figura 2); no entanto, em casos de hibridac&o ancestral ou em situagdes nas
quais ndo podemos nos basear na morfologia desses individuos, a deteccdo de hibridos se
torna uma tarefa mais complexa.

Os eventos de hibridacdo ja relatados para o género sdo entre as espécies do clado de
tubo longo da corola. Apesar das espécies serem polinizadas por diferentes agentes, essa
barreira ndo € suficiente para impedir a formacao de hibridos interespecificos na natureza.
A distribuicdo geogréafica dessas espécies se sobrepde e podem ser encontradas em simpatria
em algumas regides (Reck-Kortmann et al. 2014). Apesar dos avan¢os no conhecimento em
relagdo aos hibridos de Petunia de tubo longo, ainda ha lacunas no conhecimento sobre como
a hibridacdo tem moldado a evolugéo desse grupo, especialmente no que se refere ao destino
dos hibridos formados e ao papel das linhagens hibridas nas populacées e no estabelecimento

de novos taxa.
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Petunia exserta Hibridos Petunia axillaris
Figura 2. Morfologia candnica de Petunia exserta (esquerda) e P. axillaris (direita).
Hibridos interespecificos (centro) podem apresentar uma variedade de fenotipos, desde
morfologia intermediaria entre as espécies parentais até morfologia idéntica a um dos pais

apos varias geragdes de retrocruzamento.

No clado do tubo curto da corola, eventos de hibridacao interespecifica ja foram
sugeridos entre P. interior e P. guarapuavensis devido a observacdo de individuos com
morfologia intermediaria entre as espécies (Ando e Hashimoto 1996). Além disso,
observagbes em campo e o compartilhamento de marcadores moleculares levantaram a
hipotese de hibridagéo entre as espécies P. interior e P. inflata (Segatto et al. 2014b; Segatto
et al. 2017). Essas espécies sdo evolutivamente muito proximas com divergéncia recente
(Longo et al. 2014; Reck-Kortmann et al. 2014), compartilham diversas caracteristicas
morfolégicas (Stehmann et al. 2009) e podem ser encontradas em simpatria na regiao
noroeste do Rio Grande do Sul e sudoeste de Santa Catarina. Apesar do compartilhamento
de polimorfismos genéticos entre elas, a hipotese de hibridacdo interespecifica no clado de
tubo curto ainda ndo foi testada.

Devido a répida especiacdo, ampla distribuicdo geogréfica, diversidade de
polinizadores e habilidade de hibridacdo, o género Petunia tornou-se um sistema modelo
para o estudo da evolucdo e especiacdo na América do Sul. Junto a Petunia, Calibrachoa e
Fabiana formam um grupo monofilético dentro da Tribo Petunieae de Solanaceae—embora
as relacOes entre esses trés géneros ainda ndo estejam resolvidas—que divergiram entre 14,5
e 7,5 milhdes de anos atras (Sarkinen et al. 2013). Calibrachoa, assim como Petunia,
também se tornou um grupo importante para entender os processos de especiacdo e 0s
processos filogeograficos na regido (e.g., Fregonezi et al. 2013; Backes et al. 2019; Mader e
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Freitas 2019), e compartilha diversas caracteristicas com seu grupo irmao: diversificou-se
rapidamente, possui uma diversidade de polinizadores, tem espécies raras e endémicas e
habita uma grande diversidade de regides, com ampla sobreposicdo com espécies de Petunia.
Originalmente, Calibrachoa havia sido descrita como parte do género Petunia. No entanto,
devido a diferenga em nimeros cromossdémicos, 2n=18, ela foi separada em outro género
(Wijsman e De Jong 1985; Stehman et al. 2009).

Fabiana é o terceiro género que forma esse clado e, assim como Calibrachoa,
também possuem nove pares de cromossomos (2n=18). No entanto, esse género possui uma
distribuico disjunta e caracteristicas que a diferenciam de seus géneros irméos: auséncia de
folhas ou folhas pequenas, caules fotossintéticos e crescimento em solos pobres em matéria
organica (Alaria et al. 2022). A morfologia floral também ¢ bastante distinta dos demais,

tanto em cor como em formato (Figura 3).

Petunia

Figura 3. Distribui¢ao Geografica de Petunia (linha azul), Calibrachoa (4rea sombreada
amarela) e Fabiana (area sombreada verde), acompanhada por espécies representativas de
cada género: Petunia altiplana, Calibrachoa eglandulata e Fabiana bryoides (Créditos das

fotos: Lucas C. Wheeler).

Na presente tese, utilizamos Petunia (bem como Calibrachoa e Fabiana no capitulo

5) como grupo modelo para investigar a diversificagdo de plantas no sul da America do Sul.
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Durante esta pesquisa, exploramos o impacto da hibridacéo a partir de diversas perspectivas,
incluindo a formacgdo de zonas hibridas, a especiacdo com fluxo génico, a hibridacdo
ancestral, bem como a delimitacdo de espécies e questdes relacionadas a conservacao. Esta
tese contribui para a compreensédo de topicos cruciais na diversificacdo de plantas na regido
neotropical, uma regido que, apesar de abrigar a maior biodiversidade do planeta (Rull

2011), permanece pouco estudada.
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Objetivos

Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi compreender a historia evolutiva do género Petunia ¢

investigar como a hibridagdo interespecifica pode estar relacionada a adaptacdo e

diversificacao desse grupo.

Objetivos especificos

a)

b)

c)

d)

g)

Entender o processo de especiagdo e a possivel hibridagao entre P. interior e P. inflata
nas zonas de contato de transi¢do de biomas;

Avaliar os efeitos de diferentes zonas de contato entre subespécies de P. axillaris sob
a perspectiva da conservacao;

Investigar a origem evolutiva da populacdo P. sp2, populacdo que apresenta uma
variacdo na cor da corola da flor;

Compreender o processo de especiagdo do clado do tubo longo na Serra do Sudeste,
Rio Grande do Sul, Brasil, uma regido que abriga grande diversidade de espécies de
Petunia;

Investigar a possivel origem hibrida da P sp3, populacio com morfologia
intermediaria entre duas espécies raras de Petunia,

Entender como a amostragem de individuos hibridos afeta a delimitacao de espécies
no clado do tubo longo de Petunia;

Explorar a origem da discordancia de arvores do clado Petunia-Calibrachoa-

Fabiana e explorar o papel da possivel hibridacdo ancestral na diversificagdo do

grupo.
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Resumo

Espécies que divergiram recentemente podem hibridar nas suas zonas de contacto se nao
tiverem atingido o isolamento reprodutivo completo. Petunia inflata e P. interior sao
espécies proximamente relacionadas com distribui¢do geografica restrita na Argentina € no
sul do Brasil. Essas espécies compartilham caracteristicas morfologicas, marcadores
genéticos, polinizadores e ocupam uma area de transi¢ao entre os campos do Pampa e a Mata
Atlantica brasileira. Neste trabalho, usamos dados gendmicos para verificar os limites das
espécies, identificar possiveis hibridos e esclarecer o processo de especiagdo. NOs
caracterizamos 59 individuos de zonas alopatricas e de contato usando genotyping-by-
equecing, o que resultou em 21.759 polimorfismos de nucleotideo unico (single nucleotide
polymorphisms; SNP) neutros usados para realizar andlises de estruturagdo populacional,
analises demograficas e andlises de hibridacdo. Nossos resultados indicaram que estas
espécies pertencem a linhagens evolutivas distintas que hibridaram apos contato secundario.
A distancia geografica, a altitude e o clima explicam a divergéncia genética entre as espécies.
A analise de sobreposi¢ao de nicho revelou que, embora estas espécies tenham distribuicdes
sobrepostas e preferéncias de habitat semelhantes, elas sdo mais distintas do que o esperado
pelo acaso, rejeitando a hipotese do conservadorismo de nicho. A andlise demografica
sugeriu que as mudangas climaticas do Pleistoceno promoveram a diversificacdo das
espécies, mas elas entraram em contato secundario durante o Holoceno. O contato
secundario levou a um fluxo génico limitado entre as espécies e a introgressao bidirecional.
A expansdo da distribui¢do do ancestral dessas espécies para uma zona de transi¢do entre
biomas, associada a faixas de altitude e fragmentacdo de habitat promoveu especiagdo e

diferenciagdo de nicho.
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Resumo

A hibrida¢do natural em plantas pode impactar a diversidade genética e morfoldgica. Por um
lado, pode levar ao surgimento de novas populagdes mais bem adaptadas; por outro lado,
pode levar espécies a extingao. Devido ao aquecimento global, muitas espécies migram para
novas areas, o que pode representar um desafio para plantas com baixa capacidade de
dispersao. Além disso, a fragmentacao de habitats pelo uso da terra pode criar tanto barreiras
para o fluxo génico quanto eliminar barreiras naturais contra a hibridagao. Neste trabalho,
analisamos duas subespécies representantes de espécies herbaceas dos campos do sul da
América do Sul com o objetivo de avaliar o impacto das zonas de contato e a possivel
hibridacao na historia evolutiva e dindmica populacional. Discutimos nossos resultados sob
a perspectiva das futuras mudangas climaticas, mudancas na diversidade genética e
morfologia floral, e a conservacdo dos campos. Nossos resultados indicaram que a
hibridacdo natural na drea em que as subespécies ocorrem proximas impacta a diversidade
genética e morfoldgica de ambas as espécies, as quais terdo respostas diferentes as mudangas
climaticas. Se, por um lado, alteragdes na diversidade podem manter um dos taxons em sua
area de maior adequacao no cendrio futuro, para o outro taxon, isso pode aumentar o risco

de extingdo ou, pelo menos, causar mudangas profundas.
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Resumo

Petunia apresenta uma oportunidade tinica para estudar a especiagdo numa regido diversa
com varias espécies que apresentam diferentes sindromes de polinizadores. Recentemente,
descobrimos uma populacao proxima a um hotspot de biodiversidade exibindo uma grande
variagdo na colora¢do da corola, do roxo claro ao roxo escuro, sugerindo uma origem hibrida.
Utilizamos genotyping-by-sequencing em varios individuos para entender a origem da
populacdo e os padrdes de especiacao de Petunia. A andlise da estruturagdo genética revelou
que esta populacdo apresenta um componente genético proprio € Unico, € os métodos de
detecgdo de hibridagdo produziram resultados conflitantes. Esse conflito sugere altos niveis
de segregacdo incompleta de linhagens (incomplete lineage sorting; 1LS) devido a rapida
especiacdo na regido. Além disso, testamos 12 modelos demograficos para compreender os
padrdes de divergéncia entre as linhagens de Petunia e descobrimos que a maioria das
espécies divergiu na presenca de fluxo génico. A populagdo compartilha o haplotipo do fator
de transcri¢do AN2 com uma espécie de flor roxa. Assim, a variagao de cor observada dentro
do grupo surge devido as influéncias de um gene diferente na via ou de outros fatores
extrinsecos. Demonstramos que a alta diversidade de Petunia nesta regido resulta de
interagdes complexas entre especiacdo rapida e especiacdo com fluxo génico e que a
evolucdo de diferentes cores de flores nesta 4rea provavelmente ocorreu multiplas vezes

através de mecanismos genéticos distintos.
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Resumo

Apesar da delimitagdo de espécies ser uma tarefa complexa, ela é crucial para a compreensao
da biodiversidade. No entanto, este desafio intensifica-se quando os limites das espécies sao
confundidos pela hibridacao, uma vez que a maioria dos métodos de delimitagao de espécies
ndo leva em conta o fluxo génico. O género Pefunia oferece uma oportunidade unica para
investigar o impacto do fluxo génico na diversificagdo e delimitagdo de espécies devido as
diversas classes hibridas encontradas na natureza, mesmo entre espécies com sindromes de
polinizacdo distintas. Este estudo teve como objetivo reconstruir as relagdes filogenéticas
entre multiplas linhagens de Petunia dentro do clado do tubo longo da corola e avaliar o
efeito da amostragem de individuos hibridos nas andlises de delimitagdo de espécies.
Utilizamos dados de genotyping-by-sequecing de 315 individuos abrangendo diferentes
linhagens e zonas de contato. Nossos resultados revelaram uma répida diversificagdo e niveis
substanciais de segregacdo incompleta de linhagens (incomplete lineage sorting; ILS) entre
esses faxa. Além disso, estas espécies sofreram extensa hibridagdo, tanto antiga quanto
recente. Utilizamos BFD* para delimitar espécies, e descobrimos que a estimativa de
numero de espécies € superestimada independentemente da presenga de individuos hibridos.
Em conclusdo, destacamos o grande desafio de delinear os limites das espécies, indicando
que mesmo com 0s avangos gendmicos, a taxonomia integrativa continua essencial para

delimitar as espécies, particularmente em taxa propensos a hibridagao.
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Resumo

Apesar da historia abrangente de divergéncia entre espécies, estudos filogenéticos
frequentemente revelam topologias distintas entre regides do genoma. As fontes dessas
discordancias de arvores sao varidveis, mas a segregacao incompleta de linhagens
(incomplete lineage sorting; ILS) e a hibridagdo estdo entre as de maior importancia
bioldgica. Petunia ¢ sistema classico para estudar a hibridag¢ao no sul da América do Sul, e
embora estudos de campo sugiram que a hibridacao seja comum, a extensdo da reticulagao
dentro de Petunia e seus géneros relacionados nunca foi avaliada sob uma perspectiva
filogenética. Neste estudo, utilizamos dados transcriptdmicos de 11 espécies de Petunia, 16
espécies de Calibrachoa e 10 espécies de Fabiana para elucidar as relagdes entre essas
espécies e investigar se a hibridagdo desempenhou um papel importante na diversificacdo do
clado. Identificamos que a discordancia de arvores dentro dos géneros pode ser explicada
por altos niveis de ILS devido a sua rapida diversificagdo e eventos de hibridacao ancestral.
Além disso, analises de redes filogenéticas indicaram hibrida¢do entre Petunia e
Calibrachoa, géneros que possuem numeros cromossOmicos distintos. Embora esses
géneros ndo possam hibridar nos tempos atuais, a hibridag¢ao ancestral pode ter sido benéfica

para a adaptacdo, uma vez que compartilham o mesmo habitat e historia de vida.
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Consideracoes finais

Neste trabalho, abordamos a historia evolutiva do género Petunia, com énfase no papel da
hibridagao no processo de diversificagao do grupo. Ao longo dos cinco capitulos resultantes
deste trabalho, conseguimos demonstrar o rapido processo de diversificacdo do género e a
fraca barreira reprodutiva entre suas espécies. A auséncia de barreiras reprodutivas ndo
diminui a validade dessas espécies como entidades distintas. Neste contexto, a hibridagao
foi e continua sendo um processo comum na evolugao deste grupo de plantas, possivelmente
desempenhando um papel fundamental em seu sucesso evolutivo. Devido a diversidade de
polinizadores, caracteristicas florais e adaptacdes a diferentes ambientes, juntamente com o
fluxo génico entre as espécies, esse grupo se apresenta como um 6timo sistema modelo para
estudos evolutivos na regido sul da América do Sul.

A ideia de que as redes filogenéticas representam a diversificagdo das espécies de
forma mais precisa do que as filogenias com apenas bifurcagdes nao ¢ recente, mas tem
ganhado cada vez mais for¢a com evidéncias de dados gendmicos (Goulet et al. 2016). Em
Petunia, o padrdo ndo foi diferente: existiam evidéncias de fluxo génico entre diferentes
espécies (e.g., Turchetto et al. 2019; Teixeira et al. 2020; Caballero-Villalobos et al. 2021),
mas com dados gendmicos, pudemos observar que a hibridagao foi muito mais prevalente
do que antes imaginavamos e nao restrita as espécies P. axillaris e P. exserta.

Em alguns casos, a detec¢ao de hibridos ¢ mais simples do que em outros, como no
caso dos hibridos de primeira geracao (F1), que possuem metade do material genético de um
dos parentais e outra metade do outro parental, como foi exemplificado nos capitulos 2 e 4,
que abordaram hibridos F1 de P. axillaris e P. parodii, bem como hibridos de P. exserta e P.
secreta, respectivamente. Em situacdes em que a hibridacao ndo ¢ tdo evidente, identificar
esses eventos e determinar quais espécies estdo envolvidas, torna-se um processo
consideravelmente mais complexo. No capitulo 1, indicamos a ocorréncia de hibridagao apos
um contato secundario entre P. interior € P. inflata. No entanto, no capitulo 5, ao analisar
dados de transcriptomas, os resultados sugerem a presenca de alto nivel de segregacao
incompleta de linhagens (ILS; incomplete lineage sorting) e hibridagdo ancestral, o que
poderia explicar parcialmente o resultado de hibrida¢ao encontrado no capitulo 1. Por outro
lado, no capitulo 3, embora haja evidéncias de fluxo génico entre as diferentes espécies, 0s
diferentes métodos utilizados para detectar hibridos apontam para resultados conflitantes.

Isso demonstra a complexidade e o poder da Ciéncia: nem sempre os dados convergem para
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a mesma narrativa, € nosso papel como cientistas ¢ compreender esses resultados de forma
coesa e significativa.

Nossos resultados indicaram que a hibridacao foi recorrente ao longo do processo
evolutivo de Petunia, inclusive entre espécies que possuem diferentes sindromes de
polinizagdo (capitulos 3 e 4) ou diferentes espécies de polinizadores dentro da mesma
sindrome (capitulo 2). Sindromes de polinizagao se referem a um conjunto de caracteristicas
florais, como forma, cor, odor e recompensas florais, que atraem diferentes grupos
funcionais de polinizadores (Fenster et al. 2004). Apesar de o isolamento floral representar
uma forte barreira ao fluxo génico (Christie et al. 2022), ele ndo impede completamente a
ocorréncia de hibridagdo em Petunia. As barreiras reprodutivas em plantas sao formadas por
uma combinacao de fatores, ¢ avaliar a for¢a de cada uma dessas barreiras reprodutivas em
Petunia representa um proximo passo importante para uma melhor compreensdo da
divergéncia das espécies. Embora todas as espécies possam produzir hibridos F1 férteis em
ambientes controlados (Gerats e Vandenbussche 2005), os retrocruzamentos ¢ hibridos de
segunda geracdo (F2) podem estabelecer barreiras significativas (Jiménez-Lopez et al.
2023), que precisam ser avaliadas para compreender como as espécies mantém suas
identidades genéticas apesar do constante fluxo génico, como observado entre P. axillaris e
P. exserta (capitulos 3 e 4).

H4 espécies endémicas e raras em Petunia, tanto no clado de tubo longo (Turchetto
et al. 2015b), quanto no clado de tubo curto (Souza et al. 2022). Nesta pesquisa, abordamos
o tema da conservagao de diferentes maneiras. Primeiramente, investigamos como as futuras
mudangas climaticas podem impactar a distribuicdo geografica de P. axillaris e P. parodii
(capitulo 2) e como zonas hibridas podem ser fontes importantes de variacdo genética,
contribuindo para a adaptacdo a novas condi¢des ambientais. Na segunda abordagem,
exploramos como a hibridacdo pode afetar a maneira como delimitamos as espécies e,
consequentemente, influenciar o status de conservagdo dessas espécies (Stanton et al. 2019).
No capitulo 4, nossos resultados ndo corroboraram nossas hipdteses iniciais, revelando que
a amostragem de linhagens hibridas pode levar a uma superestimativa do niimero de
espécies. Isso ressalta a importancia de reconhecer que nenhum método isolado sera capaz
de delimitar as espécies de forma precisa. Portanto, precisamos utilizar métodos integrativos
que combinem dados genéticos, morfologicos, ecologicos e geograficos para uma

compreensdo mais completa e precisa da diversidade das espécies.
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Também identificamos a ocorréncia de hibridagdo entre P. secreta ¢ P. exserta,
resultando na formacgao de P. sp3 (capitulo 4). Estas duas espécies sdo consideradas raras e
endémicas da Serra do Sudeste, Rio Grande do Sul, e apresentam distintas sindromes de
polinizacdo: P. secreta, de coloracdo roxa, ¢ polinizada por abelhas, enquanto P. exserta, de
coloracdo vermelha, ¢ polinizada por beija-flores. Na mesma regido, as espécies P. exserta e
P axillaris (uma espécie com ampla distribui¢do geografica) formam hibridos, e estudos
evidenciaram uma introgressdo diferencial de genes de P axillaris para P exserta
(Cabarello-Villalobos et al. 2021). No entanto, os impactos do fluxo génico entre estas duas
espécies raras nao foram avaliados, um passo crucial para a conservacao dessas espécies, ja
que hibridagdo em espécies raras tem consequéncias mais drasticas e potencialmente
irreversiveis (Levin et al. 1996).

Além das novas mutacdes e da variacdo genética ja presente nas espécies, a
introgressao emerge como um mecanismo crucial para a adaptagdo das espécies (Suarez-
Gonzalez et al. 2018). A deteccao de eventos de hibridacdo é complexa devido a ILS, mas
identificar os alelos introgredidos ¢ ainda mais desafiador, uma vez que os sinais estdo no
nivel do gene, em vez de envolver multiplos genes. Apesar dessas limitagdes, a identificacao
de eventos de introgressao adaptativa pode esclarecer o papel da hibridagdo na diversificagdo
deste grupo.

Mesmo com a utilizagdo de marcadores moleculares de nova geracdo e métodos
sofisticados para detectar hibridagdo e construir redes filogenéticas, ¢ comum nos
depararmos com resultados conflitantes (capitulos 1, 3 e 5). A dificuldade em identificar as
espécies envolvidas na hibridagdo e as discordancias entre diferentes métodos sdao desafios
bem documentados (Gates et al. 2023). Portanto, podemos argumentar que, no caso de
Petunia e seus géneros irmaos Calibrachoa e Fabiana, pode ser dificil chegar a uma resposta
definitiva quanto aos eventos de hibridacdo, especialmente quando se trata de eventos que
envolvem ramos ancestrais, devido a possibilidade de que o sinal filogenético associado a
esses eventos tenha sido apagado (ou talvez nunca tenha existido) devido a réapida
diversificacao do grupo.

Utilizando dados transcriptomicos de Petunia, Calibrachoa e Fabiana resolvemos a
relacdo evolutiva entre os trés géneros e abordamos as fontes da discordancia na arvore
filogenética do clado (capitulo 5). Apesar de ficar claro que Petunia ¢ o género irmao de

Calibrachoa e Fabiana, as relagdes entre as espécies congenéricas relevam alto grau de
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arvores conflitantes. Parte dessa discordancia € proveniente do alto nivel de ILS, mas a
hibridacdo também ¢ uma fonte importante de variacdo. Assim, fica evidente que
Calibrachoa e Fabiana ainda precisam de estudos mais detalhados para entender em uma
escala local os efeitos da hibridacao na adaptagdo e ecologia das espécies.

A constru¢do de redes filogenéticas envolvendo espécies dos trés géneros indicou a
possibilidade de introgressao de genes de Petunia para Calibrachoa (capitulo 5). Apesar da
contribuicdo de Petunia ter sido baixa (menos de 5% do genoma), ¢ importante notar que
esses dois géneros compartilham diversas semelhancas, como distribuigdo geografica,
polinizadores e habitats, o que sugere a possibilidade de hibrida¢dao durante suas radiagdes
adaptativas. No entanto, um fator que os distingue consideravelmente e que também atua
como uma barreira eficaz contra a hibridacdo ¢ o nimero cromossomico. A diferenca no
numero de cromossomos impede o pareamento adequado durante a meiose, resultando em
um ‘beco sem saida’ em que nao seria possivel o retrocruzamento do hibrido com as espécies
parentais. Mais ainda, ndo existem poliploides entre as espécies de Petunia ou Calibrachoa
e cruzamentos artificiais entre espécies destes dois géneros nao logram sucesso (Watanabe
et al. 1996). No entanto, ¢ importante observar que, em algumas circunstancias, pode ocorrer
0 pareamento, caso as espécies compartilhem certa homologia entre seus cromossomos.
Apesar de existirem varios estudos que abordam questdes cromossOmicas, ainda persistem
lacunas significativas nesse conhecimento, especialmente no contexto da familia Solanaceae
(Deanna et al. 2022). Portanto, compreender como ocorreu a diferenciagdo no ntimero de
cromossomos entre Petunia, Calibrachoa e Fabiana ¢ crucial para esclarecer o processo de
especiagdo e avaliar a viabilidade da hibridacao entre esses géneros distintos.

Neste trabalho, empregamos diversas abordagens para investigar o papel da
hibridagdo na diversificagdo do género Petunia. Nossos resultados apontam para a
ocorréncia continua de hibridag¢do ao longo da evolugdo do género, e identificam multiplos
eventos de hibridagdo ainda em curso. A combinag¢ao de hibridagdes ancestrais e recentes,
juntamente com o elevado nivel de ILS, torna o estudo destes eventos desafiador. Entretanto,
o uso de dados gendmicos e os avangos nas técnicas de avaliagcdo de redes filogenéticas t€ém
o potencial de elucidar essas relagdes com uma melhor resolucio. E evidente que a
hibridagdo desempenha um papel central na diversificacdo das plantas e, portanto, os
evolucionistas devem considerar esses eventos de fluxo génico interespecifico ao investigar

a origem e a diversificagdo da biodiversidade neotropical.
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