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RESUMO

Plasticidade fenotipica retrata a habilidade de um organismo de alterar sua fisiologia
e/ou morfologia em decorréncia de sua interagdo com o ambiente. A evolugdo em
ambientes heterogéneos pode levar a duas alternativas: adaptacdo especializada a um
determinado ambiente ou adaptacdo generalizada a uma ampla gama de ambientes
(plasticidade fenotipica). Estudos prévios sobre a morfoanatomia foliar de Miconia
sellowiana em diferentes formagles vegetacionais (Estepe Gramineo-Lenhosa,
Floresta Ombroéfila Densa Montana, Floresta Ombrofila Densa Alto-Montana e
Floresta Ombrofia Mista), no estado do Parana, Brasil, indicam que esta espécie
possui uma grande variagdo fenotipica. Como a variabilidade detectada pode resultar
tanto da plasticidade fenotipica quanto de adaptagdo genética, a estruturagdo da
metapopulagdo estudada foi avaliada utilizando-se um marcador genético dominante
(RAPD -~ Random Amplification of Polymorphic DNA). O DNA foi extraido de
folhas de plantas das diferentes formagdes vegetacionais e submetidos a RAPD
utilizando-se 10 primers. A andlise resultou na deteccdo de 96,55% de loci
polimérficos e Gst = 0,1446. O numero médio estimado de migrantes por geragdo
(Nm) foi de 2,96, sugerindo reduzido fluxo génico entre as subpopulagdes estudadas.
AMOVA suporta a existéncia de estruturacdo genética (P<0,001) das quatro
subpopulagdes. Dendogramas de dados genéticos e morfolégicos mostraram o mesmo
agrupamento das subpopulagdes de Miconia sellowiana estudadas, sugerindo que as
diferengas morfologicas observadas podem ser resultado de adaptagdo genética local.

Palavras-chave: Miconia sellowiana, plasticidade fenotipica, sele¢do local, RAPD.
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ABSTRACT

Phenotypic plasticity is the ability of an organism to alter its physiology and/or
morphology due to its interactions with the environment. The evolution in
heterogeneous environments may lead to two alternatives: specialized adaptation to a
peculiar environment or generalized adaptation to a wide range of environments
(phenotypic plasticity). Previous studies on the foliar morphology and anatomy of
Miconia sellowiana in different types of vegetation (“Estepe Gramineo-Lenhosa”,
“Floresta Ombréfila Densa Montana”, “Floresta Ombroéfila Densa Alto-Montana” and
“Floresta Ombrdfia Mista”), in Parana State, Brazil, indicated that this species has a
great phenotypic variation. As this variability may result from phenotypic plasticity or
from genetic adaptation, the structure of the metapopulation studied was analyzed
using a dominant genetic marker (RAPD — Random Amplification of Polymorphic
DNA). The DNA extracted from the plants’ leaves from-the four types of vegetation
was amplified by RAPD using 10 primers. The analysis resulted in the detection of
96,55% of polymorphic loci and Gst = 0,1446. The number of estimated migrants per
generation (Nm) was 2,96, suggesting reduced gene flow between the subpopulations
studied. AMOVA bears the existence of genetic structure of the four subpopulations
(P<0,001). The subpopulations of Miconia sellowiana were grouped together the same
way in genetic and morphological dendograms, suggesting that the morphological
differences observed may be the result of local genetic adaptation.

Key words: Miconia sellowiana, phenotypic plasticity, local selection, RAPD.
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1 INTRODUCAO

v Plasticidade fenotipica retrata a habilidade de um organismo de alterar sua
fisiologia e/ou morfologia em decorréncia de sua interagdo com o ambiente
(CARDOSO ¢ LOMONACO, 2003). Conseqiientemente, um Unico genotipo pode
produzir diferentes fenétipos em diferentes ambientes (SULTAN, 2000). Plasticidade
fenotipica tem sido mais intensamente estudada em plantas que tipicamente mostram
diferengas marcantes no crescimento e desenvolvimento em ambientes distintos. A
definicdo de plasticidade fenotipica ndo implica que tais respostas sejam
‘necessariamente adaptativas. A resposta ao ambiente tem que ser apropriada para ser
adaptativa. Por exemplo, plantas que reduzem érea foliar em condig(”)és de sombra com
certeza estdo respondendo ao ambiente, mas provavelmente sua aptiddo ndo €
incrementada (SCHLICHTING, 1986). Esta plasticidade fenotipica ¢ chamada néo-
adaptativa e é conseqiiéncia da falta de recursos do ambiente (SULTAN, 2003).

A evolugdo em ambientes heterogéneos pode levar a duas alternativas:
adaptagdo especializada a um determinado ambiente ou adaptagdo generalizada a uma
ampla gama de ambientes (BRADSHAW, 1965). A composi¢do genética da
populagdo pode ser afetada pelo fluxo génico com outras populagdes de composi¢do
diferente ou por deriva, se o tamanho da populagdo for pequeno (CONNER e
HARTL, 2004).

Analises da variabilidade e divergéncia genética permitem especulagdes sobre
a estrutura das populagdes, interagdo genétipo/ambiente, processos evolutivos,
relagdes taxondmicas, entre outros (FREITAS e BERED, 2003). Usando diferentes
técnicas moleculares, alguns trabalhos tratam da felag:ﬁo entre plasticidade fenotipica
em populagdes e sua variabilidade genética (CARDOSO e LOMONACO, 2003;
LEHMANN e REBELE, 2005; LU et al, 2005), mas a maioria utiliza essas
ferramentas apenas para determinar a variabilidade genética da espécie ou de
populagdes de uma determinada espécie (FERRER et al., 2004, GE et al, 2005;
GONZALES-ASTORGA et al., 2005; KANG et al., 2005; ORTIZ-DORDA et al,
2005; PHARMAWATI et al., 2005; RIBEIRO et al., 2005).



“Random Amplification of Polymorphic DNA” (RAPD) é uma dessas
ferramentas. RAPD ¢ baseada na técnica de PCR (“Polymerase Chain Reaction™), a
qual utiliza um primer de cerca de dez nucleotideos de seqiiéncia arbitraria para
amplificar diferentes regides do genoma do individuo (FREITAS e BERED, 2003). A
utilizagdo de primers de seqiiéncias arbitrarias garante a detecgdo de polimorfismos
na auséncia de informagdes sobre a seqii€éncia de nucleotideos que compdem o DNA
a ser analisado. Os segmentos de DNA amplificados podem ser visualizados em gel
de agarose por eletroforese e coloragdo com brometo de etidio em luz ultravioleta
(FREITAS e BERED, 2003). Individuos com padrdes de bandas diferentes no gel
apresentam diferencas nas regides onde o primer pdde se anelar, detectando
polimorfismos na populagdo. Conseqiientemente, a técnica possibilita a medida de
variagdo genotipica entre os individuos analisados, o que permite estudar a
estruturagdo de uma metapopulagéo a partir das diferentes subpopulagdes.

Miconia pertence a Melastomataceae, uma familia com cerca de 4.570
espécies que se distribuem principalmente nas regides tropicais e subtropicais do
mundo (GOLDENBERG, 2004). As espécies de Miconia ocorrem desde o sul do
México até o Uruguai e o norte da Argentina (GOLDENBERG, 2004). Miconia
sellowiana tem distribui¢do ampla, podendo ocorrer em diferentes formagdes
vegetacionais, o que parece influenciar na sua grande variagdo morfologica
(GOLDENBERG, 2000). Estudos prévios sobre as diferengas morfologicas e
anatdmicas de folhas de M. sellowiana em diferentes formagdes vegetacionais (Estepe
Gramineo-Lenhosa, Floresta Ombrdéfila Mista, Floresta Ombrdéfila Densa Montana e
Floresta Ombrofila Alto-Montana), no estado do Parana, indicaram que essa espécie
possui uma grande variagdo fenotipica (GLUZEZAK, 2005; PIL, dados néo
publicados). Os resultados das andlises das varidveis morfoanatomicas, como area
foliar, massa seca, densidade estomatica e espessura total do mesofilo, indicaram
diferengas significativas entre as folhas de individuos destas formagdes vegetacionais.
As diferengas significativas para essas varidveis foram consideradas respostas as
condi¢des ambientais diferenciadas principalmente entre as folhas da Floresta

Ombréfila Densa Alto Montana ¢ da Estepe Gramineo-Lenhosa em relagdo as folhas



das Florestas Ombrofila Densa Montana e Ombrofila Mista. Utilizando as variaveis
estudadas, observou-se um gradiente de xeromorfia para mesofilia das folhas das
quatro formagdes vegetacionais estudadas no seguinte sentido: Floresta Ombrofila
Densa Alto Montana, Estepe Gramineo-Lenhosa, Floresta Ombréfila Densa Montana,
Floresta Ombrofila Mista. As variagdes na morfologia ¢ anatomia desta espécie
- parecem ser adaptagdes ecoldgicas importantes, relacionadas as condigdes de
luminosidade, disponibilidade de 4gua e condigdes de solo, que sdo semelhantes entre
as populagdes estudadas de Floresta Ombréfila Densa Alto Montana e Estepe
Gramineo-Lenhosa e entre as da Floresta Ombroéfila Mista e Floresta Ombroéfila Densa
Montana (GLUZEZAK, 2005 e PIL, dados ndo publicados). As variagdes entre essas
populagdes se estende a outras caracteristicas além das foliares, como a altura dos
individuos. Na populagdo da Floresta Ombroéfila Mista e da Floresta Ombrofila Densa
Montana, os individuos chegam a medir 6m. No entanto, nas populagdes da Floresta
Ombrofila Densa Alto Montana, os individuos nio passam de 2m e na Estepe
Gramineo-Lenhosa, eles medem apenas cerca de 1m.

Nesse contexto, o presente estudo utiliza o método RAPD-PCR com o objetivo
de testar a hipOtese sobre a origem da variabilidade morfoanatémica detectada entre
essas quatro populagdes de M. sellowiana. A hipétese do trabalho € de que as
diferen¢as morfoanatomicas encontradas entre as quatro diferentes populagdes de M.
sellowiana sdo conseqii€éncia ndo da sua capacidade de plasticidade fenotipica, mas
sim de diferengas na composi¢do genética entre os grupos. Para isso € utilizado um
teste de estruturagdo das populagdes e entdo realizada uma analise sobre o
relacionamento entre essas populagdes, caso sejam estruturadas. A construgdo de um
dendograma a partir dos dados genéticos e dos dados morfoanatdmicos da espécie
permite comparar a similaridade entre o genétipo e o fendtipo, a fim de se testar a
procedéncia das variagdes morfoanatdmicas encontradas para a espécie nas quatro'

populagées.



2 MATERIAL E METODOS

Folhas de dez individuos de M. sellowiana foram coletadas em cada uma das
quatro diferentes formagdes vegetacionais descritas na Tabela 1, exceto para Floresta
Ombroéfila Densa Montana, onde sé foi possivel a coleta de folhas de sete individuos.
A localizagdo de cada ponto de coleta € apresentada na Figura 1 € um individuo de
cada local é apresentado na Figura 2. O material coletado foi fixado em etanol
absoluto e congelado a —20°C. A extragdo foi feita seguindo o protocolo do kit
utilizado, DNeasy Plant Mini® (Qiagen). Os extratos foram preservados em tampéo

AE, que acompanha o kit de extragfo, e congelados a -20 °C.

TABELA 1 - Formag&es vegetacionais e respectivas localizagdes e coordenadas
geograficas nas quais foram coletadas folhas dos individuos de M. sellowiana.

FORMACAO ~ »
VEGETACIONAL LOCALIZACAO COORDENADAS
Estepe Gramineo- ]I?/Ilixrzicc(:'pdig I;eeldre 25°10°S
(] »
Lenhosa Ponta Grossa, PR 497 58'W
Parque Estadual
Floresta Ombrofila dos Mananciais 25°29’S
Densa Montana  da Serra, 49° 59°W
Piraquara, PR -
Floresta Ombrofila Morro do Canal 0 ~ s
., . 25°30’S
Densa Alto- Municipio de 48° 59°W
Montana Piraquara, PR '
Fazenda
Floresta Ombroéfila Experimental do 25°30°S
Mista Canguiri, 49° 50°W

Pinhais, PR




FIGURA 1- Imagem de satélite das quatro regides de coleta. Barra: 10Km.

A caracterizacdo geneética dos individuos foi realizada através da técnica de
RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA). A Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) foi realizada em 30|xI de solucdo final, contendo: 0,83mM de
DNTP (Biotools®), tampdo IX sem Magnésio, 3,33mM de MgClI2 0,08 u/*l de Taq
DNA Polimerase Platinum (Invitrogen®), 0,33jiM de primer e 5|ig/|il de BSA
(Bovine Serum Albumin). O termociclador (Personal Cycler, Eppendorf) foi
programado com o seguinte ciclo de temperaturas: 94°C por 3 minutos (ativacdo da
enzima e desnaturacgéo inicial), 35 ciclos de 94 °C por 15 segundos (desnaturacdo), 35
°C por 30 segundos (anelamento), 72 °C por 1 minuto (extensdo) e temperatura final

de 72 °C por 4 minutos (extensao final).



FIGURA 2 - Individuos de M. sellowiana das quatro formacdes
vegetacionais. A. Estepe Gramineo-Lenhosa. B. Floresta Ombrofila
Densa Alto Montana. C. Floresta Ombrofila Mista. D. Floresta
Ombrofila Densa Montana.

Para definicdo do protocolo de RAPD foram testadas diferentes concentracoes
de DNA, sendo a concentracdo de lOjig/il a que produziu melhores resultados. As
concentragdes foram medidas com o auxilio de espectrofotometro Gene Quant Pro®,
da Amersham Biosciences. Vinte primers da série 1 da OPERON® foram testados
para avaliacdo de polimorfismos e dez (vide Tabela 2) foram escolhidos como mais
adequados e utilizados para todos os individuos coletados. Para esse teste foram
utilizados dois individuos de cada local, escolhidos aleatoriamente, com os quais foi
realizado RAPD-PCR com todos os vinte primers disponiveis. As bandas foram
visualizadas em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. Os primers que
ndo geraram polimorfismo ou que produziram bandas em excesso (dificultando sua

identificacdo) ndo foram utilizados.



TABELA 2 - Primers utilizados no estudo.

Primers Sequiéncia

OPA-Ol CAGGCCCTTC
OPA-07 GAAACGGGTG
OPA-08 GTGACGTAGG
OPA-09 GGGTAACGCC
OPA-10 GTGATCGCAG
OPA-11 CAATCGCCGT
OPA-12 TCGGCGATAG
OPA-13 CAGCACCCAC
OPA-15 TTCCGAACCC
OPA-18 AGGTGACCGT

O gel analisado de cadaprimer continha o produto da PCR-RAPD de todos 0s
individuos, intercalados entre popula¢cbes, de modo que um individuo ndo ficasse ao
lado de outro da mesma populacdo. Esta estratégia tinha como objetivo evitar a
inducdo de erro por proximidade na andlise das bandas desse gel. As fotografias dos
géis foram realizadas com equipamento de fotodocumentacdo Vilber Loumart . As
bandas foram detectadas por individuo e codificadas como presente (1) ou ausente (0)
em uma matriz de dados com o auxilio de um programa de anélise, Gel Pro
Analyzer®. A similaridade entre as bandas foi analisada através da comparagdo com o
padrdo de bandas de ladder Ikb e, para todos os primers, um controle negativo foi
utilizado em cada reacdo de PCR a fim de verificar possivel contaminacdo nas
reacoes.

A matriz com os 37 individuos (Anexo 1) foi analisada com o programa
POPGENE®, versdo 1.30. Os parametros analisados com esse programa foram:
diversidade génica, através do calculo de h (NEI, 1973); indice de Shannon (1949),
através do calculo de I; diferenciacdo populacional, através do calculo de Gst e Nm
(fluxo génico) (SLATKIN e BARTON, 1989); e distancia genética (NEI, 1978). A
estruturacdo entre populagdes foi testada com o método de Andlise Molecular de
Variancia (AMOVA) utilizando a aplicacdo disponivel no site “The Dyer Laboratory
of Populations Genetics” (http://www.dyer2.bio.vcu.edu). AMOVA cria uma matriz
entre as amostras a fim de medir a estruturacdo genética da populacdo da qual

provieram as amostras. Em termos estatisticos, AMOVA ¢é um procedimento de teste


http://www.dyer2.bio.vcu.edu

baseado em analise permutacional. Nesta analise, <& (ou Fst) mede a reducdo
proporcional na heterozigozidade de uma metapopulacdo devido a diferenciacdo entre
subpopulacoes.

Se as populacBGes ndo se mostrarem geneticamente estruturadas, a hipétese de
plasticidade fenotipica deve ser mantida. Entretanto, se os valores de diversidade
genética resultarem na deteccdo de estruturacdo populacional, as relagdes genéticas
entre essas populacGes devem ser analisadas. A hipotese de adaptagdo local pode ser
aceita caso haja congruéncia entre as relagbes populacionais conforme morfologia e
proximidade genética.

A relacdo genética entre as populacdes foi construida baseada nas distancias
genéticas de Nei (1978) através do método UPGMA modificado do procedimento
NEIGHBOR de PHYLIP versdao 3.5 utilizando o programa POPGENE®. A relacao
morfoldgica entre as populacdes foi construida da anélise de cluster baseada em
distancias Euclidianas, realizada no programa STATISTICA®. Para esta analise foram
utilizadas as médias das variaveis como valor representativo para cada populacao.
Essas variaveis morfoldgicas foram aquelas que mostraram plasticidade fenotipica
entre as quatro populacdes de M. sellowiana estudadas: area foliar, massa foliar,
densidade estomatica e espessura total do mesofilo. Os valores médios dessas variaveis
estdo descritos no Anexo 2, onde também é mostrado se os valores entre as populacdes

sdo estatisticamente diferentes entre si (Analise de Variancia).



3 RESULTADOS

As amplificagbes dos 37 individuos com os 10 primers de RAPD utilizados
produziram um total de 203 bandas, das quais 196 sdo polimorficas (96,55%). O
padrdo de bandas obtido detectou diferencas entre as populacdes e entre os individuos
da mesma populagdo (Figura 3). Das bandas detectadas, 22 sdo especificas para uma
determinada populacdo. A populacdo da Floresta Ombroéfila Mista apresentou trés
bandas especificas, a populacdo da Floresta Ombrofila Densa Montana apresentou
quatro, a populacdo da Floresta Ombrdéfila Densa Alta Montana apresentou sete e a da

Estepe Gramineo-Lenhosa, oito.

FIGURA 3 - Fotografia de gel de agarose mostrando padrdo de bandas das quatro populagdes
obtido com OPA 10. Individuos se apresentam intercalados entre populacgdes.

Os valores dos pardmetros geneticos calculados para cada um dos primers
separadamente e para o conjunto deles estdo sumarizados na Tabela 3.

A Anélise Molecular de Variancia (Tabela 4) para todos os primers agrupados
indica que as populagcdes sdo geneticamente estruturadas (P<0,001). Entretanto,
analisados separadamente, trés dos dez primers utilizados ndo mostraram essa
estruturacdo, sendo eles: OPA 7, OPA 8 e OPA 12 (Tabela 3). O valor de Ost obtido

para oprimer OPA 1se destacou por ter sido bastante superior aos demais (Tabela 3).
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TABELA 3 - Resumo dos valores dos parametros genéticos calculados e da Analise

Molecular de Variancia.
Diversidade

Primers

OPA 1
OPA 7
OPA 8
OPA 9
OPA 10
OPA 11
OPA 12
OPA 13
OPA 15
OPA 18

TODOS

génica

0.3539
0.2499
0.1659
0.2080
0.2539
0.2916
0.1845
0.2263
0.1676
0.2835

0.2390

S
indice de

Shannon

0.5328
0.3940
0.2883
0.3261
0.3960
0.4462
0.3005
0.3661
0.2862
0.4328

0.3783

Gst

0.2525
0.0855
0.0519
0.1066
0.1674
0.1571
0.1054
0.1443
0.1203
0.1776

0.1446

Nm

1.4800
5,3505
9.1320
4.1917
2.4876
2.6823
4.2453
2.9653
3.6559
2.3152

2.9585

AMOVA
O st P
0.27078  <0.000001
0.02085 0.185000
0.02012 0.234000
0.10092  <0.000001
0.08835  <0.000001
0.10983 < 0.000001
0.02957 0.190000
0.08968  <0.000001
0.07909  <0.000001
0.11490 < 0.000001
0.09645  <0.000001

TABELA 4 - Resultado da Analise Molecular de Varidncia para todas as populacOes

amostradas de M. sellowiana (P<0,001).
df

Fonte

Entre populaces

Dentro da populacéo

Total

3

3
36

SS
151.934
843.714
995.649

MS
50.645
25.567

AMOVA foi realizada ainda para pares de populacdes (Tabela 5). Valores

pareados de Nm sdo apresentados na Tabela 5. Todas as populagbes mostraram-se

geneticamente e estatisticamente distintas umas das outras. A populacdo da formacéo

vegetacional Estepe Gramineo-Lenhosa tem maior fluxo génico estimado (menor valor

de Ost e maior Nm) com a populacdo da Floresta Ombréfila Densa Alto Montana,



enquanto a populacdo da Floresta Ombrofila Mista tem maior intercambio génico com
a populacdo da Floresta Ombrofila Densa Montana (Tabela 5). No entanto, as
Florestas Ombrofila Densa Alto Montana e Ombrofila Densa Montana tém maior

fluxo génico entre si do que com as outras populagoes.

TABELA 5 - AMOVA pareada entre as populacdes estudadas e respectivos valores de Nm.

FI. Ombréfila Mista FI. Ombrofila Densa  Fl. Ombréfila Densa

Montana Alto Montana
. Ost = 0,12934 Ost = 0,13151 Ost = 0,07322
stepe Sramineo Nm = 3,9490 Nm = 3,8365 Nm = 5,7693
P < 0.000001 P < 0.000001 P < 0.000001
. Ombréfila Densa OS5t 0,09451 Ost = 0,05739
Alto Montans NIm = 4,5506 Nm = 4,7318
P < 0.000001 P< 0.000001
Fl. Ombréfila Densa Ot = 0.08707
Monten Nm = 4,2604
P < 0.000001

Os dendogramas de similaridade genética e morfologica sdo estritamente
congruentes (Figura 4). Ambos indicam que a populacdo da formacédo vegetacional
Estepe Gramineo-Lenhosa estd mais proximamente relacionada com a populacdo da
Floresta Ombrofila Densa Alto Montana, enquanto a populacdo da Floresta Ombrofila
Mista estd mais proximamente relacionada com a populacdo da Floresta Ombrofila

Densa Montana.

Estepe Gramimeo-Lenhosa
Floresta Ombrdfila Densa Alto Montana
Floresta Ombroéfila Densa Montana — —

Floresta Ombrofila Mista

FIGURA 4 - Dendogramas de semelhanca genética (em vermelho) e morfoldgica (em preto)
para as quatro populacBes de M. sellowiana. Barras: distancia genética de Nei: 1,00 e
distancia euclidiana: 10.
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4 DISCUSSAO

A AMOVA e demais medidas de diferenciacdo entre populagdes (Gst, }Nm)
obtidas indicam que hé estruturagdo populacional (P<0,001). Segundo o critério de
WRIGHT (1951), valores de ®st de 0,05 a 0,15 indicam diferenciagdo moderada, de
0,15 a 0,25 grande diferenciacdo e de 0,25 em diante a diferenciagdo ¢ muito grande
(CONNER e HARTL, 2004). Com o valor obtido de ®st=0,096, a diferencia¢do entre
as populagdes de M. sellowiana estudadas € considerada moderada mas
estatisticamente significante.

A analise de agrupamento dos dados morfologicos e das distdncias genéticas
(Figura 4) resultaram em topologias de similaridade coincidentes entre as populagdes.
Esse resultado indica fortemente que os eventos que causaram as divergéncias
observadas entre as popula¢des sdo os mesmos para a composicdo genética € a
estruturagdo foliar dos individuos. Essa coincidéncia parece evidenciar que as
diferengas morfoanatomicas sdo conseqiiéncia da diferenciagdo genética entre as
populagdes, mais do que uma habilidade em expressar diferentes fenétipos a partir do
mesmo genotipo.

RAPD ¢é considerado um marcador neutro porque teoricamente amplifica
apenas regides ndo codificadoras do genoma (BEEBEE e ROWE, 2004).
Supostamente, as regides amplificadas ndo incluem genes que estejam sob efeito de
sele¢do. Na maioria dos casos, porém, isso € mais uma suposi¢do do que um fato
demonstrado (BEEBEE e ROWE, 2004). Loci amplificados por RAPD e Amplified
Length Polimorfism (AFLP) podem incluir pelo menos algumas seqiiéncias
codificadoras, apesar da proporgdo delas ser pequena em eucariotos, onde a maior
parte do DNA ¢é ndo-codificadora (BEEBEE e ROWE, 2004). Além disso, loci
amplificados podem n#o estar sob selegdo direta, mas estarem ligados a outros que
estejam (BEEBEE e ROWE, 2004).

O primer OPA 1 resultou em valores de ®st muito maiores do que os demais
primers, o que poderia indicar que tenha amplificado loci sob selgg:ﬁo. Se varios loci

amplificados resultarem em valores de ®st similares, isso sugere que ndo exista
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selegdo afetando a diferenciacdo entre as populagdes. Entretanto, loci com valores de
®st substancialmente maiores do que os dos outros sugere que eles estejam
submetidos a selegdo (CONNER e HARTL, 2004). |

A selecdo age diretamente no fendtipo € a maioria das caracteristicas
fenotipicas é afetada por mais de um locus e pelo ambiente (CONNER e HARTL,
2004). Assim, aliada a esta observagdo, a estruturagdo detectada entre as populagdes
estudadas pode estar associada a selecdo genética das caracteristicas fenotipicas
loéalmente adaptadas e ao fluxo génico moderado entre essas populagdes.

As proximidades das populagdes mostradas pelo dendograma corroboram com
os dados morfoanatémicos que indicam as folhas das Florestas Ombréfila Mista e
Ombrdfila Densa Montana como mais mesomorficas e as da Floresta Ombrofila Densa
Alto Montana e Estepe Gramineo-Lenhosa com maior grau de esclerofilia
(GLUZEZAK, 2005, PIL, dados ndo publicados). Os valores pareados de fluxo génico
entre as populagdes mostram que a populagdo da Estepe Gramineo-Lenhosa tem maior
interagdo génica com a populagdo com a qual compartilha caracteristicas ambientais
mais parecidas, a Floresta Ombrofila Densa Alto Montana. A populagdo da Floresta
Ombrofila Mista também tem maior interagdo génica com a populagdo com a qual
compartilha caracteristicas mais parecidas, a Floresta Ombroéfila Densa Montana. No
entanto, o fluxo génico da populagdo da Floresta Ombrdfila Densa Alto Montana €
maior com o da populagdo da Floresta Ombrofila Densa Montana. H4 uma maior
proximidade geografica entre essas duas populagdes (Figura 1), o que pode explicar
esse maior numero de migrantes efetivos, além de ter que se considerar que esses
valores podem representar uma migragdo ancestral.

Um estudo com Atriplex halimus (ORTIZ-DORDA et al, 2005) também
mostrou dados de diferenciagdo populacional resultantes do uso da técnica de RAPD
que corroboraram com as diferengas morfologicas das populagdes. KNIGHT ef al.
(2006) encontraram genes especificos para duas populagdes de Boechera holboellii
usando AFLP. Essas popula¢des possuiam diferente disponibilidade de 4gua, sendo

uma bem irrigada e a outra mais xérica. O transplante reciproco das plantas resultou
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em baixa ou nenhuma taxa de sobrevivéncia, sugerindo adaptagdo local baseada na
diferenciagdo genética.

Outros trabalhos, no entanto, ndo encontraram essa relagdo. GARDNER e
LATTA (2006), por exemplo, encontraram alelos sob sele¢do em populagdes de Avena
barbata através da técnica de QTL (Quantitative Trait Loci). Entretanto, esses alelos
estavam sob selecdo nos dois ambientes estudados, indicando que ndo eram os
responsaveis pelas divergéncias morfoldgicas dos individuos daquelas populagdes.

A congruéncia encontrada entre os dendogramas dos dados morfoanatdmicos e
o dos dados genéticos das populagdes de M. sellowiana desse estudo indica que as
divergéncias observadas podem ser causadas por adaptagdo local ou por deriva
genética. Essa congruéncia evidencia a coincidéncia dos eventos de divergéncia
morfoanatdmica e genética entre as populagdes. O pressuposto desta anélise € que se
os eventos aconteceram juntos, eles devem estar estritamente relacionados. Uma
analise morfoanatomica de individuos transplantados de uma populagdo para outra
(transplante reciproco) seria capaz de testar a hipotese que as diferengas morfologicas
observadas sdo associadas a diferentes composigbes genéticas e ndo a plasticidade

fenotipica da espécie.
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Valores médios e erros padrdo (entre parénteses) das variaveis morfologicas (n = 96) das folhas de M. sellowiana nas diferentes formagoes
vegetacionais. Letras diferentes para a mesma varidvel representam valores estatisticamente diferentes (p< 0,05). Fonte: GLUZEZAK, 2005 ¢
PIL, dados ndo publicados.

Variaveis morfolégicas Floresta Estepe Gramineo- Floresta Ombroéfila Floresta
Ombréfila Densa Lenhosa Densa Montana Ombréfila Mista
Alto Montana

Area foliar (cm?) 3,51 (0,09) d 4,33 (0,14) c 7,55(0,24) b 10,77 (0,46) a

Massa foliar (g) 0,05 (0)d 0,06 (0) ¢ 0,07 (0) b 0,08 (0) a

Densidade estomatica

(n°.mm?) 1383,64 (26,92) a 1133,2(11,64) b 769,54 (11,71) ¢ 556,34 (9,87)d
Espessura total da lamina 153 o5 1553y, 161,63 (4,25)a 116,87 (6,25) b 76,63 (2,06) ¢

(nm)






