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RESUMO

Diferentes abordagens na avaliacdo da estrutura genética populacional
Catarina da Fonseca Lira de Medeiros
Orientador(es): Paulo Cavalcanti Gomes Ferreira
Mbonica Aires Cardoso

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-graduagao em Quimica
Biologica, Instituto de Bioquimica Médica, da Universidade Federal do Rio de Janeiro -

N

UFRIJ, como parte dos requisitos necessdrios a obtenc¢do do titulo de Doutor em
Quimica Bioldgica

Estudos populacionais com espécies vegetais podem integrar o conhecimento genético,
demografico e ecoldgico gracas a uma série de técnicas e abordagens diferenciadas. O
componente genético, por exemplo, pode ser estudado com marcadores moleculares
neutros que fornecem dados sobre a diferenciacdo genética e isolamento entre as
populacdes. Mas, por outro lado, a modelagem computacional € uma nova abordagem
que permite avaliar dados genéticos, demograficos e ecoldgicos de uma espécie e suas
populacdes. O complexo Mata Atlantica destaca-se pelo alto grau de biodiversidade e
endemismo encontrado em seus ecossistemas, deixando-a entre 0s cinco principais
hotspots do mundo. Espécies como Caesalpinia echinata (Pau-Brasil) ja foram bastante
estudadas geneticamente, porém dados demogriaficos e ecoldgicos ainda sdo
desconhecidos. Por outro lado, ecossistemas inteiros como 0s manguezais, apesar da
grande importancia econdmica e ecoldgica, ainda ndo foram desvendados no Brasil,
principalmente por estudos genéticos. Neste trabalho, foram utilizadas trés abordagens:
simulacdes computacionais com C. echinata, estudo da estrutura genética e epigenética
com duas espécies de mangue, e desenvolvimento de marcadores microssatélites
especificos para estudos de fluxo gé€nico entre manguezais do Brasil. A primeira etapa
do trabalho, mostrou que plantas como C. echinata tém sua estrutura genética bastante
afetada por algumas caracteristicas ecoldgicas, como tipo de cruzamento, dispersdo e
longevidade, mas de forma independente para marcadores nucleares ou citoplasmaticos.
Com isso, foi possivel inferir sobre a biologia reprodutiva de C. echinata, que ainda nao
¢ totalmente conhecida. A segunda abordagem consistiu em estudos genéticos através
de marcadores AFLP com duas populacdes proximas de Laguncularia racemosa e
Avicennia schaueriana, mas que possuem caracteristicas morfolégicas bastante

distintas. Os resultados mostraram alguma diferenciacdo genética entre populagdes de
Vi



A. schaueriana. Mas L. racemosa, por outro lado, ndo tinha nenhuma diferenciacdo e
foi em seguida investigada por marcadores MSAP. A estrutura genética e epigenética
reveladas pelo MSAP mostraram que a diferenciacdo epigenética era maior do que a
genética entre as populacdes de L. racemosa, indicando que as diferencas morfolgicas
encontradas nesta espécie seriam resultado de fendmenos epigenéticos, como metilacao
do DNA, alterados pelo estresse salino ao qual uma das populagdes é submetida
diariamente. Por ultimo, foram isolados marcadores microssatélites nucleares aleatérios
e de regides expressas do genoma para as duas espécies de mangue: L. racemosa e A.
schaueriana. Os microssatélites aleatérios sdo dificeis de serem isolados, pois
necessitam da criacdo de uma biblioteca de DNA enriquecida com microssatélites a fim
de obter clones dos quais podem ser isolados os marcadores. Isso gera um empecilho
devido ao alto dispéndio de tempo e dinheiro, muitas vezes sem sucesso, no isolamento
de marcadores que sejam amplificados via PCR, mas também polimérficos. Por outro
lado, os microssatélites de regides gé€nicas sdo mais faceis de isolar porque podem ser
usados bancos de EST ja seqiienciados. Apesar destes bancos geralmente ndo serem
encontrados para espécies selvagens, este problema ainda pode ser contornado devido a
alta transferabilidade destes marcadores entre espécies correlatas. Durante todo este
trabalho, foi possivel abordar diferentes técnicas usadas em estudos genéticos com dois
modelos diferentes, o Pau-Brasil e os manguezais. Todas as metodologias se mostraram

eficientes em cumprir os objetivos de cada etapa do trabalho.

Palavras-chave: Andlise genética, manguezal, Pau-Brasil, simula¢do, marcador

molecular, estrutura epigenética

Rio de Janeiro
Setembro 2008
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ABSTRACT

Different approaches to assess population genetic structure
Catarina da Fonseca Lira de Medeiros
Orientador(es): Paulo Cavalcanti Gomes Ferreira
Mbonica Aires Cardoso

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pés-graduacdo em Quimica
Bioldgica, Instituto de Bioquimica Médica, da Universidade Federal do Rio de Janeiro —

N

UFRIJ, como parte dos requisitos necessdrios a obtenc¢do do titulo de Doutor em
Quimica Bioldgica.

Plant species population study can integrate the genetic, demographic and ecological
characteristics using different techniques and approaches. The genetic component, for
example, can be studied with neutral molecular markers that provide data on genetic
differentiation and isolation among populations. On the other hand, computer modeling
is a new approach for assessing genetic, demographic and ecological data of a species
and their populations. The complex Atlantic Rainforest has one of the highest degrees
of biodiversity and endemism and it is among the top five hotspots of the world. Species
such as Caesalpinia echinata (Brazil-wood) have been fairly genetically studied, but
ecological and demographic data are still missing. On the other hand, whole ecosystems
such as mangroves, despite the great economic and ecological importance, have not yet
been fully studied in Brazil mainly using genetic approaches. In this work, three
approaches were used: (1) computer simulations for C. echinata populations; (i1) assess
of genetic and epigenetic structure within two mangrove species; and (iii) development
of microsatellite specific markers for gene flow studies between Brazilian mangroves.
The first part of this work showed that plants like C. echinata have its genetic structure
significantly affected by some ecological characteristics, such as selfing rate,
fragmentation and life span, but in a independently way for nuclear and cytoplasmic
markers. It was possible to infer some reproductive biology characteristics of C.
echinata, which is not yet fully understood. Another approach assessed the genetic
studies by AFLP markers of two nearby populations, which have disctinct
morphological characteristics, of Laguncularia racemosa and Avicennia schaueriana.
Some genetic differentiation was found among A. schaueriana populations but L.
racemosa populations had no differentiation and, consequently, were investigated by

MSAP markers. The genetic and epigenetic structures revealed by MSAP showed that
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the epigenetic differentiation was greater than the genetic one between L. racemosa
populations. This suggested that morphological differences found within populations
are results from epigenetic phenomena such as DNA methylation, caused by salt stress
to which one of the populations is daily submitted. Finally, nuclear microsatellite
markers were isolated from random and expressed regions of the genome for both
mangrove species: L. racemosa and A. schaueriana. The random microsatellites are
difficult to be isolated; as they need the creation of an enriched DNA library to obtain
clones of which the markers can be isolated. This is an obstacle due to high expenditure
of time and money, often without success for the isolation of PCR amplifiable and
polymorphic microsatellite markers. Moreover, genic microsatellites are easier to isolate
because EST databases can be used. Although these databases are restricted to some
species, generally not found for wild species. This problem can be minimized with the
high transferability of these markers between related species. Throughout this work, it
was possible to address different techniques used in genetic studies with two different
models, Brazil-wood and mangroves. All methodologies have efficiently fulfilled the

goals of each study.

Kew-words: Genetic analysis, mangroves, Brazil-wood, simulation, molecular marker,

epigenetic structure

Rio de Janeiro
Setembro 2008
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Introducao Geral

A biodiversidade € abordada em trés niveis: a diversidade genética, que se refere
a variedade de informacdo genética contida tanto nos niveis intra e interpopulacional
como interespecifico; a diversidade de espécies, que se refere a grande variedade de
seres vivos; e a diversidade de ecossistemas, que se refere a variedade de habitats,
comunidades bidticas e processos ecoldgicos (Lira, 2003). A diversidade genética tem
papel importante na conservacdo de espécies ameacadas e na manutencdo de suas
populacdes ao longo do tempo, pois espécies com baixa variacdo genética tém
geralmente uma reducio na capacidade de sobreviver a mudancas ambientais durante o
curso da evolucdo (Frankham, 1995). A integracdo entre o conhecimento genético,
demogréfico e ecoldgico de uma espécie € importante para a formulacio de estratégias
de conservagdo de espécies que levem em conta estes trés aspectos a0 mesmo tempo
(Escudero et al., 2003).

A Mata Atlantica é um complexo de formacdes vegetais, englobando florestas
ombrofilas, florestas estacionais, além de formacOes costeiras como restingas,
manguezais, praias € dunas, e ainda campos de altitude e encraves de cerrado (Lira,
2003). Sua importancia estd centrada no alto grau de biodiversidade e endemismo
encontrado em seus ecossistemas, o que a torna um dos cinco principais “hotspots” de
biodiversidade do mundo (Myers et al., 2000). Algumas espécies de animais e vegetais
se destacam dentro deste ecossistema devido a sua importancia historica como o Pau-
Brasil (Caesalpinia echinata Lam.). Mas ha também ecossistemas inteiros com grande
importincia ecoldgica e econdmica como restingas € manguezais. Ocorrendo em baixas
latitudes na interface entre terra e mar, as florestas de manguezais sdo bastante robustas

e altamente adaptdveis, ocupando um ambiente submetido as alteragdes didrias de
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marés, causando variacdes na temperatura, quantidade de dgua, salinidade e niveis de
anoxia (Alongi, 2008).

O componente genético de uma espécie pode ser estudado através de marcadores
moleculares que sdo neutros em relacdo a efeitos fenotipicos, com minimo ou nulo
efeito epistatico' ou pleiotréfico” e estdo aleatoriamente inseridos no genoma, e, por
conseguinte, fornecem resultados sobre a diversidade genética dentro de cada populagdo
e a diferenciacdo entre elas (Escudero et al., 2003). Tradicionalmente, a diferenciacdo
genética e isolamento entre as populagcdes sdo estudadas pela estimativa dos pardmetros
da estrutura populacional como FST3 e fluxo génico (Bensch and Akesson, 2005).
Atualmente, uma nova abordagem que vem sendo utilizada é a modelagem de
populacdes que permite analisar resultados tanto genéticos quanto ecoldgicos sobre uma
espécie através de simulacdes computacionais (Topping et al., 2003).

O uso de simulacdes em estudos populacionais possibilita avaliar de forma
rdpida e eficiente a viabilidade das populagdes através de parametros genéticos e
demograficos, o que sempre foi dificultado devido a necessidade de formular estudos
demogréficos de longo prazo em campo, de conhecer a biologia reprodutiva da espécie
e, por ultimo, de avaliar a estrutura genética e os efeitos ambientais sobre as populacdes
(Volis et al., 2005).

O uso de marcadores moleculares € recorrente em estudos de diversidade
genética com €nfase na conservacao de espécies, sendo os marcadores mais utilizados
atualmente RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) e SSR (Simple Sequence Repeat) ou microssatélites (Lira et al.,

2006). Estes marcadores sdo bastante informativos, porém o RAPD e o AFLP sdo

! Fenémeno em que varios pares de genes interagem entre si para influenciar uma Unica caracteristica
fenotipica.
> Quando uma variacdo devida a um sé gene ndo se traduz num, mas em varios efeitos fenotipicos.
* indice de diferenciacdo populacional baseado em polimorfismo genético.
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dominantes e por isso ndo permitem o estudo de heterozigotos, enquanto que os
microssatélites sdo co-dominantes, o que possibilita a visualizagdo de cada alelo por
individuo.

Através de uma técnica baseada no AFLP, o MSAP (Methyl-Sensitive Amplified
Polymorphism), é possivel avaliar os dois componentes: genético e epigenético do
genoma de uma espécie. As alteracdes epigenéticas sdo baseadas numa série de
processos moleculares que podem induzir, reduzir ou silenciar a atividade de genes
especificos como: (1) metilagao de citosinas no DNA; (2) remodelagem da estrutura da
cromatina através de modificacdes quimicas, em particular acetilacio e metilacdo de
histonas; e (3) processos regulatorios mediados por RNA de interferéncia (Bossdorf et
al., 2008). A técnica do MSAP permite a andlise de padroes de metilacao de citosinas
através do uso de duas enzimas isoesquisdmeras que reconhecem o mesmo sitio de
clivagem, porém possuem diferentes sensibilidades a metilagdo de citosinas. Torna-se
interessante 0 uso desta técnica em populacdes fenotipicamente diferentes, mas
geneticamente similares, porque os fenOmenos epigenéticos sdo responsaveis por
alteragcdes de fendtipos sem que ocorra alteracdo de genétipo, ou seja, sem alteracdes
nas seqiiéncias de nucleotideos (Jablonka and Lamb, 1998). Isso pode, portanto,
explicar diferencas morfolégicas em espécies que possuem individuos sem muita
variagdo genética.

Os microssatélites ou SSR sdo regides hipervaridveis do genoma e se destacam
por permitir a andlise de homozigotos e heterozigotos numa populacdo, fendmeno
chamado de co-dominancia. Porém o alto custo inicial para o desenvolvimento desta
técnica, aliado a dificuldade de se obter marcadores eficientes, inibe o uso desta técnica
em espécies selvagens ou de baixa importancia econdmica que nunca foram estudadas

geneticamente (Maguire et al., 2000). Por outro lado, uma nova modalidade de
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microssatélites foi encontrada dentro de seqiiéncias expressas do genoma, chamados de
SSR-EST. O custo inicial para se obter os marcadores SSR-EST € mais baixo sendo
facilitado pela existéncia de bancos de EST* disponiveis na internet e programas de
computador gratuitos usados especificamente para isolar estes marcadores (Thiel et al.,
2003), porém sdo poucas as espécies que ja possuem bancos de EST disponibilizados.
Ao longo desta tese foram utilizadas diferentes abordagens visando o estudo
populacional de espécies vegetais. Primeiramente, a espécie Caesalpinia echinata Lam.
(Pau-Brasil) foi utilizada como modelo de simula¢des que objetivaram aprofundar o
conhecimento dos efeitos de caracteristicas ecolégicas de uma determinada espécie
sobre a diferenciacdo genética entre suas populacdes. Posteriormente, os alvos de estudo
foram duas espécies de mangue, Laguncularia racemosa e Avicennia schaueriana,
ambas presentes no municipio do Rio de Janeiro, onde foi feito um estudo mais
aprofundado nas populacdes de Guaratiba usando a técnica do AFLP. Com resultados
bastante interessantes de baixa diferenciacdo genética entre as populacdes de L.
racemosa, apesar do alto grau de distincdo morfoldgica entre elas, a técnica do MSAP
acessou o componente genético e epigenético do genoma de individuos das duas
populacdes de Guaratiba ao mesmo tempo. Por tltimo, foram isolados marcadores
microssatélites do tipo SSR para ambas as espécies de mangue e SSR-EST para o

género Avicennia.

*Um segmento de cDNA (DNA complementar ao RNA) com seqiiéncia idéntica a parte da regido
transcrita de um gene.
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Capitulo 1

Simulacao da evolucao genética de uma
metapopulacao usando o Pau-Brasil

(Caesalpinia echinata Lam.) como espécie-modelo

Manuscrito submetido ao peridédico Biological Conservation (Anexo I):
“How life-cycle, mating system and fragmentation processes can influence
nuclear and cytoplasmic genetic differentiation? A modeling study based on

Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae)”
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1.1 Introducao

Trés caracteristicas sdo importantes para impedir que ocorra diferenciagdo genética
entre as populacdes de plantas: localizagdo geografica, sistema de cruzamento e fluxo génico
(Hamrick e Godt, 1990). A localizagdo geografica diz respeito ao ambiente, pois as plantas
estardo mais bem adaptadas e o seu desenvolvimento serd impulsionado quando fatores
bidticos ou abidticos a sua volta forem favoraveis ao seu crescimento e reproducao.

Existem diferentes sistemas de cruzamento nas plantas. Além de ter a possibilidade de
fazer reproducdo assexuada, chamada de crescimento vegetativo, as plantas podem ser
autégamas ou alégamas, ou seja, podem ter predomindncia de autofecundacdo ou de
fecundacao cruzada, respectivamente. Sistemas de cruzamento baseados na autofecundacado
geralmente resultam em maior diferenciacao entre as populacdes, pois a informacdo genética
nao € trocada com individuos de outras populagdes. Por outro lado, em espécies alégamas,
ocorre naturalmente troca de informacao genética entre suas populacdes devido a preferéncia
de cruzamento, o que geralmente diminui a diferenciacio entre elas.

A terceira caracteristica é o fluxo génico, dependente dos mecanismos de dispersao do
pdlen e da semente. O sucesso do cruzamento entre individuos e populagdes esta totalmente
relacionado com o sistema de dispersao. Diferentes mecanismos de dispers@o possibilitam que
o pdlen e a semente alcancem longas distdncias e, conseqiientemente, outras populacoes,
principalmente no caso de espécies que vivem em ambientes fragmentados. Em decorréncia
da fragmentacdo de habitat, popula¢des naturais podem se tornar pequenas e isoladas, ou até
se extinguirem. Se o fluxo génico entre os fragmentos é limitado, devido ao tipo de sistema de

cruzamento ou de dispersao da semente e do pdlen, as populagdes estardo mais propensas ao
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efeito da deriva génica’, resultando na estruturacio da diversidade genética entre as
populacdes, ou seja, em sua diferenciacdo (Hamrick, 2004). Quanto menor for o nimero e o
tamanho das populacdes, maior a probabilidade de sofrerem uma diminui¢do na diversidade
genética dentro das populacdes e um aumento na diferenciacdo genética entre as populacdes
(Young et al., 1996). Entretanto, espécies que sobreviveram a fragmentagao de seu habitat, ou
seja, que se mantiveram ao longo das geracdes nestes ambientes isolados, podem se recuperar
quanto ao nivel de diversidade genética em suas populagdes naturais, desde que aquelas trés
caracteristicas citadas acima (localizagdo geografica, sistema de cruzamento e fluxo génico)
estejam atuando de forma eficiente no ambiente fragmentado.

A principio, qualquer tipo de diferenciacdo entre populagdes ou estruturacdo da
diversidade genética € prejudicial para a sobrevivéncia da espécie. A diversidade genética de
uma determinada espécie € muito importante para que ela mantenha o seu potencial evolutivo,
ou seja, ela contribui na sua adaptacdo em um ambiente em alteracdo, e por isso a perda de
diversidade genética estd geralmente associada 2 reducdo do firness® (Yao et al., 2007). Isso
acontece porque a variabilidade genética € imprescindivel para que ocorra selecido natural
sobre uma espécie, e esta selecdo estard atuando sobre os gendtipos melhor adaptados ao
ambiente.

A manuten¢do da diversidade genética de espécies submetidas a fragmentacdo em seu
habitat natural depende de vérios fatores ecoldgicos (Yao et al., 2007) dentre eles a sua
diversidade genética antes da fragmentacdo, o fluxo génico (Bossuyt, 2007), o sistema de
cruzamento e a duragdo do ciclo de vida (Honnay e Jacquemyn, 2007). Mas pouco se sabe

sobre o efeito direto de cada um destes fatores ecoldgicos sobre a diferenciagdo genética entre

> FlutuacOes estocasticas na freqiiéncia alélica dentro de uma populacdo, mais evidente em populacées
pequenas.
® A medida da habilidade do individuo de uma espécie em sobreviver e se reproduzir.
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as populacoes.

A espécie Caesalpinia echinata Lam. (Familia: Leguminosae), endémica do Brasil,
ocorre na Mata Atlantica, um ecossistema muito fragmentado atualmente, mas que contém
um dos mais altos indices de diversidade bioldgica (hotsp0t7) do mundo (Myers et al., 2000).
Esta fragmentacao ocorreu devido aos séculos de exploracao da espécie seguida da destrui¢ao
de seu habitat causada pelo desenvolvimento e crescimento desordenado do pais. Como
resultado, o Pau-Brasil foi uma das espécies mais exploradas nos dltimos 500 anos e esta
entre as espécies ditas como ameagadas de extincdo em lista nacional e internacional (Lira,
2003).

Da madeira do Pau-Brasil era extraido um pigmento vermelho, a brasileina, muito
utilizado para tingir tecidos na época imperial (Carvalho, 1994). Apds o descobrimento do
corante sintético — anilina — em meados do século XIX, o Pau-Brasil deixou de ser explorado
de forma tao avassaladora. Atualmente, a sua principal importancia é na fabricacdo de arcos
de violino, devido a grande flexibilidade e resisténcia da madeira do Pau-Brasil,
caracteristicas ainda nio encontradas em nenhuma outra espécie vegetal (Carvalho, 1994).
Mesmo apds muitos anos de exploragcdo desta espécie e com o estado atual da Mata Atlantica
no Brasil, algumas populacdes naturais ainda resistem ao longo da costa. Porém, as principais
ameacas ao Pau-Brasil continuam sendo o isolamento de suas populacdes naturais e a
destruicao de seu habitat, ja que restam apenas em torno de 7% da cobertura original da Mata
Atlantica no Brasil (SOS Mata Atlantica INPE, 2002).

Até hoje, a biologia reprodutiva desta espécie ainda ndo foi completamente resolvida,
dado de extrema relevancia para se formular estratégias eficientes ndo sé para a conservagao

desta espécie, mas também de todo o seu ecossistema. Existem algumas hipdteses quanto ao

7 K o . el s ~ ; . . . .
Areas consideradas prioritdrias para conservagdo, que possuem altos indices de biodiversidade.
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ciclo de vida do Pau-Brasil, sendo provavel que ele viva em torno de 300 anos (H.C. Lima —
comunicacdo pessoal). Por outro lado, pouco se sabe sobre a biologia floral da espécie, porque
suas flores sdo de dificil manipulacdo devido a grande fragilidade delas (M.A. Cardoso —
comunicacdo pessoal). Porém, um estudo atual mostra que a polinizacdo ocorre por abelhas
dos géneros Xylocopa e Centris, mas também pela abelha Apis mellifera, sendo a dispersdo da
semente autocdrica, ou seja, feita pela gravidade (Borges et al., 2008). A figura 1.1 mostra
detalhes de folhas e flores de um individuo de Pau-Brasil.

Sete populacdes naturais de Pau-Brasil distribuidas ao longo da costa brasileira foram
analisadas usando dois marcadores moleculares dominantes (RAPD e AFLP; Cardoso et al.,
1998; Cardoso et al., 2005), mas também com marcadores microssatélites de cloroplasto (Lira
et al., 2003). Ambos marcadores dominantes revelaram uma forte diferenciacdo genética
diretamente correlacionada com as distancias geogréficas entre as populagdes, caracterizando
o isolamento por distancia (Lira 2003). Foram verificados os niveis de diversidade genética:
H. =0,636 e 0,125; e de diferenciacdo genética: Fsr = 0,58 e 0,62; com estes marcadores
(Cardoso et al., 1998 e 2005). Este isolamento entre as populacdes foi ainda mais evidente
através de marcadores citoplasmaticos que mostraram diversidade genética ainda mais baixa
(He = 0,085), porém diferenciacdo genética bastante alta (Fst = 0,91) (Lira et al., 2003). Estes
indices foram um reflexo direto do nimero de haplétipos observados nas populagdes naturais
de Pau-Brasil. Lira et al. (2003) mostraram que, do total de oito haplétipos observados, sete
eram especificos de uma tnica populacdo, e além disso, s6 duas populagdes eram compostas
por mais de um haplétipo. Este nivel de conhecimento genético é extremamente importante
para que seja feito um planejamento visando a conservacdo e sobrevivéncia da espécie

(Rajora e Mosseler, 2001).
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Figura 1.1 Fotos ilustrativas da arvore, folhas e flores da espécie Caesalpinia echinata Lam.,
mais conhecida como Pau-Brasil.

Com base nos dados moleculares obtidos com os trés marcadores moleculares, foi
formulada a hip6tese de que as populagdes naturais de Pau-Brasil estariam isoladas, formando
trés principais grupos, desde o ultimo periodo glacial ou até antes disso (Lira, 2003). Das sete
populacdes investigadas, Mamanguape (PA) e Mata da Estrela (RN) formariam o primeiro
grupo no nordeste do Brasil; Eunédpolis (BA) e Aracruz (ES) formariam o segundo grupo mais
ao centro; enquanto que Cabo Frio (RJ), Saquarema (RJ) e Guaratiba (RJ) formariam o dltimo

grupo no sudeste do pais (Figura 1.2; Lira et al., 2003; Cardoso et al., 2005).
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Mata da Estrela

™ Cabo Fno

Saquarema
Guaratiba

Figura 1.2 Mapa de localizacdo das populagdes naturais de Caesalpinia echinata Lam.
estudadas geneticamente com marcadores AFLP e microssatélites de cloroplasto. Fonte:
Cardoso et al. (2005).



A figura 1.3 mostra duas arvores de distancia genética calculadas a partir dos
resultados obtidos com os marcadores AFLP (Cardoso et al., 2005) e microssatélites de
cloroplasto (Lira et al., 2003). O cladograma obtido com dados dos marcadores dominantes
mostra uma clara separacdo dos grupos nordeste (Mamanguape e Mata da Estrela) e sudeste
(Cabo Frio, Saquarema e Guaratiba). As populacdes Eundpolis e Aracruz ficaram distantes
dos outros dois grupos, mas ndo se agruparam entre si (Figura 1.3 a). Por outro lado, o
cladograma obtido com dados dos marcadores citoplasméticos mostra nitidamente a formacado
dos trés grupos principais: nordeste, centro e sudeste (Figura 1.3 b). Ambas as 4arvores
corroboraram com a hipdtese do isolamento antigo das populagdes desde as ultimas
glaciacOes. Estas regides podem ter sido fragmentadas ndo apenas recentemente com o
desmatamento cada vez mais amplo da Mata Atlantica, mas milhares ou até milhdes de anos
atras (Lira et al., 2003).

A teoria de que as populacdes naturais do Pau-Brasil teriam sofrido fragmentacao
desde milhares de anos atrds, é corroborada por estudos que sugerem a ocorréncia de
expansdes e contracdes das florestas secas e imidas durante as glacia¢des (Pennington et al.,
2002). As areas mais secas do Complexo Mata Atlantica, onde ocorre o Pau-Brasil, sofreram
expansdes durante os eventos glaciais, quando os ambientes mais secos eram favorecidos, e
depois passavam por contragdes nos periodos interglaciais (Pennington et al., 2004). A figura
1.4 mostra a distribuicao das florestas secas sazonais nas Américas Central e do Sul, que no
Brasil estd representada por parte do Complexo da Mata Atlantica, pela Caatinga e pelo

Cerrado.
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a) Eunapolis
Cabo Frio
Mamanguape
Saquarema
Guaratiba Matada Estrela
Aracniz —
0.01
T— —
b) Eungpolis VI
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« Dpg
Cabo Frio
Mata da Estrela V||
Saquarema
Mata da Estrela VI| / Guaratiba
Mamanguape

Figure 1.3 Arvores de distdncia genética calculadas a partir de dados moleculares dos
marcadores (a) AFLP e (b) microssatélites de cloroplasto para sete populagdes naturais de C.
echinata analisadas por Lira et al. (2003) e Cardoso et al. (2005). Na figura (b), as populacdes
Mata da Estrela e Eundpolis estdo indicadas com os nimeros V, VI, VII e VIII que
representam os quatro haplotipos encontrados nestas populagdes, enquanto que as outras
populacdes tiveram um tnico haplétipo (detalhes em Lira et al., 2003)

* Dpg € um método que compara a propor¢do de alelos compartilhados entre haplétipos.
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B Seaszonally dry tropical forest
Savenna
¥ Chaco

Figure 1.4 Mapa das Américas Central e do Sul indicando a distribuicdo das florestas
tropicais sazonais secas (representadas em preto), que no Brasil fazem parte do Complexo
Mata Atlantica onde ocorre a espécie Caesalpinia echinata Lam.

1: Caatinga. 2: Misiones Nucleus. 3, Regido Boliviana Chiquitano. 4, Piedmont Nucleus. 5,
Vales Interandinos Bolivianos e Peruanos. 6, Costa do Pacifico do Equador. 7, Vale
Interandino Colombiano. 8, Costa caribenha da Colombia e Venezuela. 9, América Central.
10, Antilhas. Tipos de savanas (em cinza claro): Ce, Cerrado. LI, Llanos. Ru, Rupununi. Ch,
Chaco (em cinza escuro). Fonte: Pennington et al. (2000).

Técnicas moleculares, juntamente com metodologias de modelagem, fornecem novas
ferramentas promissoras para responder a questdes ambientais mais complexas (Topping et
al., 2003). METAPOP € um programa que simula os processos demograficos e genéticos de
uma metapopulacio®, sob efeito de forcas evolutivas como deriva génica, mutacdo e fixacdo
de genes; a ponto de conseguir um resultado fiel ao que teria ocorrido na natureza ao longo
das geracdes da planta em estudo (Le Corre ef al., 1997; Austerlitz et al., 2000; Machon et al.,

2003).

® Consiste num grupo de populagGes da mesma espécie separadas espacialmente e que podem interagir de
algum modo.
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A Figura 1.5 € um esquema simplificado do funcionamento do programa METAPOP.
As freqiiéncias alélicas iniciais sdo definidas pelo usudrio e, a partir delas, o programa forma
os gendtipos de cada individuo de forma aleatéria. Em seguida, a cada geragdo sao calculados
os dados genéticos com base nas caracteristicas demogréficas e ecoldgicas da espécie, que
foram inicialmente definidas pelo usudrio.

Primeiramente, sdo calculados os tamanhos populacionais da préxima geracio através
de logistica e do input de sementes vindas de outras populacdes. Depois sdo definidos
aleatoriamente os pais que formardo os gametas e a unido dos gametas produzindo os zigotos.
Por tltimo, a dispersdo das sementes formadas serd simulada conforme a matriz de dispersao
definida pelo usudrio do programa.

Simulacdes e modelagens hd muito tempo sdo utilizadas para diferentes fins como a
elaboracdo de estratégias de conservacdo, que exige um bom conhecimento da estrutura
populacional e da diversidade genética; e também a estimativa do impacto de alteracdes
ambientais naturais ou induzidas pelo Homem na condicio genética das populacdes (Topping
et al., 2003). Estudos de viabilidade populacional usando dados genéticos e demograficos sao
raros, devido a necessidade de: (1) dados exaustivos sobre a demografia de uma espécie
amostrada por longos periodos de tempo; (2) conhecimento da biologia reprodutiva da
espécie; (3) estudo sobre a estrutura e variabilidade genética, além dos efeitos ambientais e
demograficos sobre a sua biologia reprodutiva (Volis et al., 2005). Por isso, as simula¢des sao
ferramentas muito importantes nos estudos populacionais, permitindo andlises demogréficas e

genéticas num curto espaco de tempo e com baixo custo operacional.
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1) Célculo do tamanho populacional na préxima geragao:

- cdlculo do aumento demogréfico de acordo com lei de logistica;

- adicdo do nimero de sementes que chegam de outras populacdes de acordo com
a matriz de dispersdo e também com o tamanho populacional depois da
demografia.

2) Selecao aleatdria dos pais e formacao aleatéria dos gametas

3) Combinagdo dos gametas formando zigotos

4) Distribuigdo aleatéria das sementes de acordo com a matriz de dispersdo

Figura 1.5 Esquema das etapas do programa METAPOP que calcula pardmetros genéticos
populacionais a partir de dados demogréficos e ecolégicos como capacidade suporte, tamanho
populacional, taxa de sobrevivéncia, produ¢do de sementes e taxa de dispersdo de pdlen e de
semente. Fonte: Le Corre et al. (1997).
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1.2 Objetivos

Baseado em dados genéticos obtidos através de estudos anteriores com marcadores
moleculares da espécie Caesalpinia echinata Lam. (Pau-Brasil), o objetivo deste capitulo foi
compreender o papel de caracteristicas ecoldgicas de uma espécie, como taxa de dispersao,
sistema de cruzamento e ciclo de vida, na diferenciagdo genética nuclear e citoplasmatica
entre populagdes usando o programa METAPOP como ferramenta.

Os objetivos especificos foram:

- Simular os efeitos de diferentes sistemas de cruzamento desde alogamia até
autogamia sobre a diferenciacdo genética entre as populacoes;

- Simular os efeitos de diferentes taxas de dispersdo, representando a fragmentagao do
habitat, sobre a diferenciacdo genética entre as populacoes;

- Simular os efeitos da duracdo do ciclo de vida das plantas arboreas sobre a
diferenciacdo genética entre as populacoes;

- Correlacionar os resultados obtidos simulando os diferentes sistemas de cruzamento,
taxas de dispersdo e ciclos de vida com os resultados genéticos experimentais obtidos para
populacdes naturais de Pau-Brasil;

- Simular a evolu¢do da diferenciacdo genética encontrada atualmente entre
populacdes naturais do Pau-Brasil nos préximos anos, assumindo um total isolamento

reprodutivo entre suas populagdes sendo a dispersdo dada como nula.
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1.3 Materiais e Métodos

A evolucdo demografica e genética de uma metapopulagcdo foi simulada usando o
programa METAPOP (Machon et al., 1995; Le Corre et al., 1997), que assume populacdes de
plantas hermafroditas caracterizadas pelo seu gendétipo em loci® neutros ou seletivos. Este
programa calcula a diferenciacio genética entre demes' de uma metapopulacdo assumindo os
efeitos de forcas evolutivas naturais, como mutagdo, deriva génica e migracdo. Através do
modelo demogréfico dependente de densidade com geracdes sobrepostas desenvolvido por
Austerlitz et al. (2000), foram feitas simulacdes de uma metapopulacdo com 10 demes
conectados de acordo com o modelo stepping stone'' (Kimura and Weiss, 1964). Neste
modelo, as populagdes ou demes estdo dispostas numa linha reta ocorrendo troca de pdlen e
semente, apenas entre as duas demes mais proximas (Figura 1.6). As populagdes localizadas
nas extremidades do modelo sé dispersam para aquela populagdo mais préxima. Este modelo
foi usado por ser similar ao comportamento das populacdes naturais de Pau-Brasil localizadas
ao longo da costa brasileira. A capacidade bidtica de cada deme foi limitada em 300 plantas,

de acordo com as pequenas populagdes do Pau-Brasil.

9 .~ . . rat

Local ou posi¢do constante no cromossomo, onde localizam-se determinado gene ou marcador genético em
todos os individuos de uma mesma espécie.
10 ~ see . ;. . .y

Uma populacdo local panmitica, ou seja, que faz cruzamentos aleatdrios entre seus individuos.
11 ;. . A Rt e g ~

Modelo tedrico de estrutura populacional e fluxo génico onde a espécie é subdividida em populagées de
tamanhos idénticos que trocam alelos apenas com as demes adjacentes.
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Figura 1.6 Esquema do modelo stepping stone utilizado pelo programa METAPOP nas
simulagdes das populacdes naturais de Caesalpinia echinata Lam. Apenas as demes mais
préximas podem trocar pdlen ou semente entre elas, ou seja, a deme 1 por ser a primeira
populagcdo do modelo troca apenas com a deme 2, esta por sinal troca com as demes 1 e 3, que
sdo vizinhas a ela e assim por diante até a décima deme.
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1.3.1 Parametros demogrdficos e ciclo de vida

No modelo de Austerlitz et al. (2000), cada individuo pertence a uma determinada
classe, que representa o periodo de um ano completo. De um ano para outro, cada individuo
pode: (a) manter-se na mesma classe, (b) migrar para a classe seguinte, ou (c) morrer. Mas a
probabilidade de se manter na mesma classe foi definida como zero, justamente para simular
plantas perenes e, por isso, todos os individuos moviam-se para a préxima classe ou morriam.
Impreterivelmente, todos os individuos da tltima classe morriam ao final das geracoes,
consideradas aqui como anos, porque atingiam a idade maxima de seu ciclo de vida. Portanto,
as classes indicavam estritamente a idade de cada individuo e a idade maxima a ser atingida
era equivalente ao total de classes assumido na simulagdo. Foram testados cinco ciclos de vida
de 30, 60, 120, 300 e 500 classes cada um, simulando a idade médxima que estas plantas
atingiriam: 30, 60, 120, 300 e 500 anos (Tabela 1.1). J4 que existem indicios de que o Pau-
Brasil vive até 300 anos de vida, esta duracdo de ciclo de vida foi definida como padrao nas

outras simulagdes.

Tabela 1.1 Parametros demograficos usados nas simulacdes de populacdes de C. echinata
com o programa METAPOP.

Classes 30, 60, 120, 300, 500
Fases juvenis/classe 7,15, 15, 15, 30
Niimero de individuos/populacao 50 (10% juvenis e 90% adultos)
Fecundidade materna 3
Fecundidade paterna 100%
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A defini¢do da fase adulta reprodutiva e da fase juvenil pré-reprodutiva foi dependente
da duracdo do ciclo de vida. Logicamente, quanto menor o ciclo de vida estabelecido para a
simulacdo, mais curta a fase juvenil das plantas. Portanto, para as simulacdes de 30 anos, as
sete primeiras classes foram definidas como juvenis, ou seja, a fertilidade masculina e
feminina era equivalente a zero, enquanto que todas as outras classes eram compostas por
plantas adultas que poderiam participar na reproducdo via pdlen ou semente. Para as
simulacdes de plantas com 60, 120 e 300 anos, o nimero de classes juvenis foi 15 e para o
ciclo de vida mais longo de 500 anos foi 30 (Tabela 1.1). Estes ajustes visavam que as
populacdes ndo se extinguissem por produtividade insuficiente ou o inverso, ultrapassando a
capacidade bidtica de cada deme.

As populagdes eram compostas inicialmente por 50 individuos, distribuidos de forma
aleatéria e homogénea entre as classes de idade, sendo 10% do total de individuos alocados
nas classes juvenis (pré-reprodutivas) e os outros 90% nas classes adultas (Tabela 1.1). O
nimero total de individuos usado nas simula¢cdes foi independente da durag¢do do ciclo de
vida, mantendo-se sempre o mesmo valor de 50 plantas.

Para que as simulacdes fossem mais similares a uma populacdo vegetal real, foram
definidas diferentes probabilidades de sobrevivéncia e tamanho das plantulas com relacao aos
individuos. Para este, as plantas juvenis foram consideradas 10, 20 e 40% menores do que as
adultas, dependendo da idade das mesmas até atingirem a fase adulta reprodutiva. Quanto a
probabilidade de sobrevivéncia, ou seja, probabilidade de migrar para a classe seguinte a cada
ano, foi definida de 50 a 70% para as plantulas e de 100% para adultos de qualquer classe, o
que possibilitou as populacdes atingirem a sua capacidade suporte mdxima sem risco de se
extinguirem. Apesar das probabilidades de sobrevivéncia das classes adultas serem de 100%,

estas dependiam da densidade populacional e, portanto diminuiam com o crescimento da
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populacao (Austerlitz et al., 2000).

Os valores de fecundidade materna sdo absolutos no METAPOP. Eles correspondem
ao nimero de descendentes, que sobrevivem e alcancam a primeira classe, produzidos por
cada fémea de forma independente da densidade. Foi assumido que todos os adultos tinham
uma fertilidade materna de trés (3), um valor consistente com as observacdes de campo
(Tabela 1.1). METAPOP nao assume limita¢do de pdlen, e por isso a fertilidade masculina é
relativa sendo definida como um (1) em todas as classes adultas, significando que, na pratica,
todos os adultos tém a mesma probabilidade de participar na reprodugdo via pélen (Tabela

1.1).

1.3.2 Parametros genéticos e sistema de cruzamento

Os cdlculos de diferenciacao genética se basearam em dois marcadores: nuclear e
citoplasmatico; a fim de reproduzir dados obtidos experimentalmente por Cardoso et al.
(2005) e Lira et al. (2003) apds a investigagdo de sete populagdes naturais de Caesalpinia
echinata ao longo da costa brasileira. Os marcadores nucleares usados foram do tipo AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism), ou seja, marcadores dominantes que resultam
em grande quantidade de loci altamente polimérficos. Eles sdo especialmente utilizados
quando ndo h4 conhecimento prévio de seqiiéncia de DNA e tem baixo custo inicial, o que
facilita o estudo de espécies selvagens (Bensch and Akesson, 2005). Por outro lado, os
marcadores citoplasmaticos, geralmente presente nos cloroplastos das plantas, sdo bastante
utilizados em estudos genéticos, pois o genoma desta organela ndo sofre recombinacdo, é
herdado de forma uniparental e € hapléide (Provan et al., 2001). Para ambos marcadores
moleculares, nucleares e citoplasmaticos, os gendtipos iniciais foram igualmente distribuidos
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nas dez populacdes resultando em Gsr'” inicial préximo de zero, a fim de simular uma
situac@o hd 20.000 anos atrds quando as populagdes de Pau-Brasil ndo estariam diferenciadas.

Duzentos (200) marcadores nucleares foram simulados como marcadores AFLP com
dois alelos por locus, devido a dominancia deste tipo de marcador onde ha apenas a andlise de
presenca ou auséncia de fragmentos. A sua taxa de mutagdo foi definida em 10 (Tabela 1.2;
Mariette et al. 1999). Nao foi assumida nenhuma ligagcdo entre os loci, o que é compativel
com 0 que ocorre na natureza, apesar de haver a possibilidade de no total de 200 loci de AFLP
aleatdrios, alguns estarem tdo préximos no genoma a ponto de estarem ligados. Mas nosso
resultado continua sendo valido, porque a ligacdo sé aconteceria com uma pequena parte dos
200 loci, ndo afetando o resultado final que € baseado em 20 replicatas de cada simulagdo.

Foram definidos nas simulagdes dez loci de marcadores citoplasméaticos com 10
possiveis alelos em cada um, a fim de simular os marcadores encontrados no Pau-Brasil por
Lira et al. (2003). A heranca nestes loci era estritamente materna e a taxa de mutagdo foi
definida em 10, valor préximo a vérios outros calculados na literatura (Tabela 1.2; Provan et
al., 1999; Navascués and Emerson, 2005).

Tabela 1.2 Parametros genéticos usados nas simula¢des de populacdes de C. echinata com o
programa METAPOP.

Marcador Molecular AFLP Microssatélite de cloroplasto
Niamero de loci 200 10
Nuamero de alelos/locus 2 10
Taxa de mutacao 10° 10

2 indice de diferenciacdo populacional baseado em polimorfismo genético equivalente ao F;.
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O sistema de cruzamento foi testado com cinco diferentes taxas de autofecundagio: 0,
25%, 50%, 75% e 100%, simulando desde uma espécie alégama até uma autégama passando
por trés sistemas mistos onde ocorre menos autofecundagdo do que fecundagdo cruzada, meio
a meio, ou menos fecundagdo cruzada. O resultado mais proximo do experimental foi obtido
com a simulacdo de uma espécie alégama (sem autofecundacdo), como esperado para Pau-
Brasil (Neto et al., 2005), e por isso este foi definido como sistema de cruzamento padrdo

para as outras simulacdes.

1.3.3 Dispersdo do pélen e da semente

A dispersdo da semente e do pdlen assumiu o modelo stepping stone (Kimura and
Weiss, 1964), no qual as populacdes sdo posicionadas em linha reta ocorrendo dispersao
apenas entre individuos de populac¢des vizinhas, mas ndo ocorrendo nenhuma troca com as
outras populacdes (ver Figura 1.5). Este modelo é condizente com o mecanismo de dispersdao
de Pau-Brasil que é bastante restrito, limitado pela distincia entre as populagdes.

A dispersao das plantas pode ser dividida em dois componentes, via pdlen e via
semente, € por este motivo foi utilizada uma razdo entre fluxo de pélen e de semente como
10:1 (Lira et al. 2003). Seguindo sempre esta razdo, foram testadas cinco diferentes taxas de
dispersdo, a fim de simular também a fragmentacdo da Mata Atlantica: 107"/ 102, 107%/10%, 10
3710, 107/10® e zero (Anexo II). A anotagdo 10™'/107 significa uma dispersdo do pélen de
10" e da semente de 107 para as populagdes mais proximas, seguindo o modelo do stepping

Stone.
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1.3.4 Simulagoes

Foram feitos quatro grupos de simula¢des usando o programa METAPOP e cada uma
delas com 20 réplicas. Em todos os casos, foram computados dois indices de diferenciacdo
genética (Gst), um para cada marcador molecular, nuclear e citoplasmaético, e o indice final
utilizado nas andlises foi calculado pela média das 20 réplicas de cada simulagdo. Estas
simulacdes tinham como objetivo investigar (1) o efeito do sistema de cruzamento; (2) o
impacto da intensidade de fragmentagdo (através da dispersdao de pdlen e semente); (3) o
impacto do tempo de vida; e (4) o impacto do desmatamento recente; sobre a evolucdo da
diferenciacdo genética nuclear e citoplasmatica entre as populacdes, através dos indices de
Gsr.

Nos primeiros trés grupos de simulagdes, foi estudada a influéncia de cada parametro
populacional (sistema de cruzamento, dispersdo e tempo de vida) na diferenciacdo genética
desde o ultimo periodo glacial, assumindo que as populagdes ndo eram fragmentadas
inicialmente e por isso ndo eram diferenciadas antes deste periodo. Entdo, o valor de Gsr
inicial foi sempre proximo de zero, ou seja, todos os gendtipos em todas as populacdes tinham
aproximadamente as mesmas freqiiéncias alélicas.

Nestas trés primeiras simulagdes, apenas um parametro foi analisado por vez usando
como referéncia um cendrio padrdo, com ciclo de vida de 300 anos, taxa de autofecundacgdo
zero, dispersdo de pélen a 107 e dispersdo de semente 2 10™. Estes dados padrdes foram
utilizados baseados em simulacdes preliminares e dados esperados para o Pau-Brasil. Para
cada grupo de simulagdo foram feitas cinco simulacdes testando: taxas de autofecundacdo de
0%, 25%, 50%, 75% e 100%; taxas de dispersao do pdlen e da semente de 10'1/10'2, 10'3/10'4,

10710, 107/10°® e zero; e ciclos de vida de 30, 60, 120, 300 e 500 anos (Tabela 1.3). Estes
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dados possibilitaram também inferir certas caracteristicas ecoldgicas da biologia reprodutiva

do Pau-Brasil que ainda nio foram bem definidas ou estudadas.

Tabela 1.3 Parametros usados nas diferentes simulacdes sobre os efeitos de diferentes taxas
de autofecundacdo, taxas de dispersdo e ciclos de vida sobre a diferenciacdo genética entre
populacdes. Valores sublinhados foram usados no cendrio-padrio das simulagdes.

Taxas de autofecundaciao 0, 25%, 50%, 75%, 100%
Taxas de dispersao
107102, 10°/10*, 10°/10°°, 107/10° e zero
(pdlen/semente)

Ciclos de vida 30, 60, 120, 300, 500 anos

A quarta e ultima simula¢do, analisou o impacto do desmatamento recente da
Mata Atlantica, na evolucdo da diversidade genética do Pau-Brasil. Assumimos que o
processo de forte desmatamento causou um isolamento completo das populacdes
remanescentes desta espécie, por causa da destruicdo em massa da Mata Atlantica (Saatchi et
al.,2001). A fim de prever as conseqiiéncias desta fragmentacao, as simulacdes tinham indice
de diferenciagdo inicial (Gst) semelhantes aqueles obtidos experimentalmente com
marcadores AFLP (Cardoso et al., 2005) e microssatélites de cloroplasto (Lira et al., 2003).
Para isso, os genotipos finais obtidos depois de uma simulagdo de 20.000 anos usando os trés
parametros padroes (matriz de dispersao de 107/10, alogamia e ciclo de vida de 300 anos),
que forneceram os resultados mais proximos dos experimentais, foram usados como
genotipos iniciais nestas simulacdes. E os parametros foram mantidos como padrdo para taxa
de autofecundacdo e ciclo de vida, mas alterados para taxas de dispersdo, definidas agora
como zero, antes de rodar o programa por mais 20.000 anos. Os valores de Gsr nuclear e Ggsr

citoplasmatico de 20 replicatas foram registrados a cada 5.000 anos de simulacao.
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1.3.5 Analise dos resultados

Usando os dados de Ggsr obtidos com as 20 réplicas de cada grupo de simulagdo, apds
20.000 anos ou a cada 5.000 anos, no caso do quarto grupo de simulagdes, foram calculados a
média e o desvio padrdo de cada grupo de dados.

Posteriormente, testes estatisticos de regressdo linear e andlise de variincia total e
entre as médias com o teste de Tukey, usando 95% de intervalo de confiancga, foram feitos
através do programa R versdo 2.6.0 (The R Foundation for Statistical Computing, Viena,

Austria, http://www.Rproject.org).
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1.4 Resultados

O programa METAPQOP foi utilizado para analisar o efeito de pardmetros ecoldgicos
inerentes de cada espécie vegetal, como sistema de cruzamento, dispersdo ou fragmentagdo do
habitat e ciclo de vida, sobre a diferenciacdo genética nuclear e citoplasmaética. Véarios testes
iniciais foram realizados até alcancarmos valores de Gsr mais proximos daqueles obtidos
experimentalmente para as populacOes naturais de Caesalpinia echinata: Gst nuclear = 0,62
(Cardoso et al., 2005) e Ggr citoplasmatico = 0,91 (Lira et al., 2003). Os parametros
demogréficos, como tamanho equivalente entre juvenis e adultos e taxa de sobrevivéncia das
classes juvenis foram ajustados para que os individuos pudessem alcancar a idade médxima
mesmo com a baixa capacidade suporte (k = 300) das populagdes nas simulagdes.

Com base nos resultados destes primeiros testes foram definidos os parametros
demograficos ideais para o Pau-Brasil, que fossem mais préximos da realidade das
populacdes naturais desta espécie na Mata Atlantica. E posteriormente foram realizados
quatro grupos de simulagdes, para cada situacdo: (1) sistema de cruzamento; (2) dispersdo ou
fragmentacdo; (3) ciclo de vida; e (4) fragmentacdo recente; abordadas separadamente a

seguir.

1.4.1 Sistema de cruzamento

O primeiro grupo de simulagdes visou analisar o efeito de diferentes tipos de sistema
de cruzamento sobre os niveis de diferenciacdo genética nuclear e citoplasmatica. Foram
testados cinco sistemas, desde alogamia até autogamia com mais trés sistemas mistos, com

taxas de autofecundacdo definidas em: 0, 25%, 50%, 75% e 100%. Os outros parametros
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ecolégicos foram mantidos como padrio com dispersio do pélen de 107, dispersdo da
semente de 10™ e ciclo de vida de 300 anos.

Os valores de Gsr nucleares foram: 0,63 para espécie alégama, 0,68 para 25%; 0,75
para 50%; 0,82 para 75% e 0,88 para 100% de autofecundacio. A regressdo linear, r* =
0,8885 (P < 0,0001) mostrou uma alta correlacdo entre o aumento da diferenciacdo genética
nuclear e o aumento da taxa de autofecundacdo nas simulacdes (Figura 1.7). Os testes de
variancia e Tukey mostraram uma diferenca significativa entre todos os valores de Gsr
nucleares (P < 0,0001).

Como esperado, os valores médios do Ggr citoplasmdtico permaneceram inalterados
nos diferentes tipos de sistema de cruzamento simulados pelo METAPOP (Figura 1.8). Os
valores médios foram: 0,8681 para alogamia; 0,8681 para 25% de autofecundacgdo; 0,8664

para 50%; 0,8803 para 75%; e 0,8632 para autogamia.

43



0,9

0,8

Gy médio

0,7

0,6

0,5 T 1
0 25 50 75 100

Taxa de autofecundagdo (%)

Figura 1.7 Gréfico com os valores médios de Ggr nuclear para as cinco taxas de
autofecundac¢ado simuladas: 0, 25%, 50%, 75% e 100%. Barras de erro com valores minimos e
maximos de Ggsr nas 20 réplicas de cada simulagdo. Letras diferentes indicam valores
significativamente diferentes.
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Figura 1.8 Grifico com os valores médios de Ggt citoplasmético para as cinco taxas de
autofecundacgdo simuladas: 0, 25%, 50%, 75% e 100%. Barras de erro com valores minimos e
maximos de Ggr nas 20 réplicas de cada simulacdo. Mesma letra (a) indica que ndo houve
diferencas significativas entre valores de Ggr.
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1.4.2 Taxa de dispersao e fragmentagdo

Foram simuladas cinco taxas de dispersdo de pélen e semente: 107'/107, 10°/10™, 10
°/10°, 107/10°® e zero, seguindo sempre a razdo calculada para o Pau-Brasil entre pélen e
semente de aproximadamente 10:1 (Lira et al., 2003). Os valores de Gsr mostraram sofrer
grande efeito causado por baixas taxas de dispersdo, ou seja, maior fragmentacdo das
populacdes. Os valores de Gsr nucleares e citoplasmaticos foram cada vez mais altos, quanto
menor as taxas de dispersdo do pdlen e da semente simuladas.

Os valores médios de Gsr nuclear foram: 0,08 para dispersdo 107"/ 10% 0,63 para 107
3 10'4; e 0,79 para 107/ 10'6, 107710 e zero. Os valores de Ggr citoplasmdtico seguiram a
mesma tendéncia, porém foram ainda mais altos, alcangando praticamente seu valor maximo
de 1: 0,32 para 10"/10% 0,87 para 10°/10™; e 0,92 para 10°/10°, 107/10® e zero. A figura
1.9 mostra o grafico dos valores de Gsr nucleares e citoplasmédticos para as diferentes taxas de
dispersdo. As regressdes foram significativas com r* = 0,9989 (P < 0,0001) para os dados
nucleares e r° = 0,9522 (P < 0,0001) para os dados citoplasméticos.

O teste de Tukey mostrou que ndo havia diferenca significativa apenas entre valores
obtidos com as trés menores taxas de dispersdao (10'5/10'6, 1077107 e Zero), mas que as
comparacdes entre os dados obtidos com dispersio 107/ 107 e 107/10" eram
significativamente diferentes do restante. No caso dos marcadores nucleares, todas as
diferencas foram altamente significativas (P < 0,0001). Por outro lado, com relacdo ao
marcador citoplasmético, o valor de Gsr obtido com dispersao 1017107 diferiu com P <
0,0001 dos outros valores, enquanto que o Gsr calculado para a taxa de dispersdo 10710
diferiu dos valores de 107°/10° P=0,011), de 107710 (P =0,009) e de zero (P = 0,033), com

valores de P ainda dentro do erro de 5%.
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Figura 1.9 Gréfico com os valores médios de Gsr nuclear (azul) e citoplasmatico (vermelho)
para as taxas de dispersdo testadas. Barras de erro com desvio padrdo. Letras diferentes
indicam diferencas significativas entre valores de Ggr.

1.4.3 Ciclo de vida

O terceiro grupo de simulagdes feitas no programa METAPOP simulou cinco ciclos de
vida diferentes: 30, 60, 120, 300 e 500 anos. O Gst nuclear médio foi 0,74 para 30 anos, 0,66
para 60 anos, 0,64 para 120 anos, 0,63 para 300 anos e 0,57 para 500 anos. E o Ggr
citoplasmatico médio foi 0,91 para 30 anos, 0,92 para 60 anos, 0,90 para 120 anos, 0,87 para
300 anos e 0,80 para 500 anos. Estes dados mostraram que quanto mais longo o ciclo de vida,
menor a diferenciacdo genética principalmente nuclear, o que era esperado para espécies

arboreas.

46



Os valores de Ggr nuclear foram significativamente diferentes (P < 0,0001), exceto
entre 120 e 300 anos (P = 0,112). E para os valores de Ggr citoplasmatico, a diferenca foi
significativa apenas para os valores: 30 anos X 500 anos (P < 0,0001); 60 anos X 500 anos (P
< 0,0001); 120 anos X 500 anos( P < 0,0001); 300 anos X 500 anos (P = 0,001); e 60 anos X
300 anos (P = 0,026).

A correlacdo entre longevidade e diferenciagdo genética inter-populacional foi muito
forte para genes nucleares (r2 =0,9582, P < 0,0001), mas fraca para genes citoplasmaticos

(r* = 0,369, P < 0,0001) (Figura 1.10).

G4 médio

30 60 120 300 500

Ciclo de vida (anos)

Figura 1.10 Grifico com os valores médios de Gsr nuclear (azul) e citoplasmético
(vermelho) para os diferentes ciclos de vida. Barras de erro com desvio padrdo. Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre valores de Gsr.
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1.4.4 Fragmentagdo recente

Este dltimo conjunto de simulagdes tinha como objetivo prever o que acontecera com
a espécie C. echinata numa situacdo com grande fragmentacdo de seu habitat, na qual ndo
ocorreria nenhum fluxo génico entre as populacdes. Para isso, foram feitas simulagdes com
valores iniciais de Gsr proximos aos encontrados experimentalmente com marcadores
moleculares AFLP: 0,62 (Cardoso et al., 2005) e microssatélites de cloroplasto: 0,91 (Lira et
al., 2003), e parametros padrdes de sistema de cruzamento e ciclo de vida, porém com
dispersdes do pdlen e da semente iguais a zero. Em ultima andlise, estas simulagdes
mostraram o que poderd acontecer com as populacdes naturais de C. echinata nos préximos
20.000 anos, um espaco de tempo curto em termos evolutivos, como resultado direto da
fragmentacdo causada pelo desmatamento recente da Mata Atlantica.

Os valores médios de Gsr nuclear a cada 5.000 anos foram: 0,63 no tempo zero; 0,75
em 5.000 anos; 0,83 em 10.000 anos; 0,88 em 15.000 anos e 0,92 em 20.000 anos; todos
significativos pelo teste de Tukey (P < 0,0001). J4 os valores de Ggr citoplasmaticos variaram
de 0,88 no tempo zero, para 0,93 em 5.000 anos; 0,95 em 10.000 anos e 0,96 em 15.000 e
20.000 anos; mantendo diferenca significativa entre os valores de zero e 5.000 com relagdo ao
restante (P < 0,0001), porém sem diferenca significativa entre os trés dltimos tempos de
10.000, 15.000, 20.000. Figura 1.11 mostra um grafico com os valores médios de Ggsr nuclear

e citoplasmatico destas simulacdes.
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Figura 1.11 Grafico com os valores médios de Ggt nuclear (azul) e citoplasmético (vermelho)
durante a simulacdo de fragmentacdo recente, a cada 5.000 anos. Barras de erro com desvio
padrdo. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre valores de Ggr.
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1.5 Discussao

Foi usado um modelo demografico e genético através do programa METAPOP para
entender a influéncia de caracteristicas ecoldgicas como sistema de cruzamento, dispersao ou
fragmentacdo e ciclo de vida na diferenciacdo genética dentro de uma metapopulacio. Nosso
principal objetivo foi definir a contribuicdo de cada uma destas caracteristicas em espécies
arboreas na diferenciacdo dos genes. Para isso, usamos como modelo a espécie Caesalpinia
echinata (Pau-Brasil) para tentar também desvendar mais sobre a biologia reprodutiva ainda
pouco estudada desta espécie. O Pau-Brasil ocorre no Complexo Mata Atlantica, porém em
areas mais secas que podem ter sofrido expansdes e contragdes durante os periodos de
glaciacdes no Pleistoceno (Pennington et al. 2000). Com a ajuda de estudos genéticos
realizados com populagdes naturais de Pau-Brasil no Brasil (Cardoso et al. 2005; Lira et al.,
2003), foi possivel entender mais profundamente o comportamento desta espécie fazendo uso
das simulagdes obtidas pelo METAPOP.

Apesar de pouco se saber sobre a biologia reprodutiva do Pau-Brasil, uma teoria foi
postulada por Lira et al. (2003), na qual as populacdes naturais desta espécie estariam
fragmentadas desde a dltima glaciag¢do, em torno de 20.000 anos atrds, ou até antes disso. Esta
hipétese explica a alta estruturacdo genética encontrada entre suas populacdes naturais: Gsr
nuclear = 0,62 (Cardoso et al., 2005) e Gsr citoplasmético = 0,91 (Lira et al., 2003).

O programa METAPOP mostrou-se bastante eficiente no cdlculo da diferenciacao
genética com marcadores nucleares e citoplasmaticos através do indice de Ggsr. O mais
importante € que este programa usa fatores evolutivos como mutacdo, deriva génica e
migracdo; para calcular estocasticamente a diferenciacdo dos genes com caracteristicas

programadas pelo usudrio. Foram feitos quatro grupos de simulagdes com duracao de 20.000
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anos a fim de acessar o efeito de certas caracteristicas ecoldgicas sobre a diferenciagdao dos
genes desde a ultima glaciacdo até os dias atuais: (1) sistema de cruzamento, (2) taxa de
dispersdo ou fragmentacdo e (3) ciclo de vida; mas também dos dias atuais até 20.000 anos no

futuro através do modelo (4) de fragmentacao recente.

1.5.1 Sistema de cruzamento

O primeiro grupo de simulacdes analisou a diferenciacdo genética inter-populacional,
através de marcadores nucleares e citoplasmdticos, comparando diferentes tipos de
reproducdo em espécies vegetais, permitindo definir a contribuicdo da autofecundacdo sobre a
estrutura populacional causada pela diferenciacdo dos genes.

A diferenciacdo genética nuclear foi significativamente afetada pelo sistema de
cruzamento, justificando 89% de toda a variacdo genética encontrada (Figura 1.7). Portanto,
quanto maior a contribui¢do da autofecundagdo na biologia reprodutiva da espécie, maior a
diferenciacdo entre as populagdes. Este resultado ja era esperado porque o cruzamento entre
parentes e a autofecundacdo tendem a homogeneizar os alelos dentro das populagdes,
provocando uma diferenciacdo maior ainda entre elas, devido a falta de troca de informacao
genética entre as populacdes via fecundagdo cruzada.

Por outro lado, os marcadores citoplasmaticos ndo foram afetados pelo sistema
reprodutivo (Figura 1.8). Isso se dd ao fato destes marcadores presentes nos cloroplastos
serem herdados apenas maternalmente, nas angiospermas e, portanto, sdo passados de uma
geracdo para a outra pela semente (Provan et al., 2001), que geralmente possuem dispersdao

limitada, como no caso do Pau-Brasil.
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Os resultados sugerem que o Pau-Brasil possui o seu sistema reprodutivo baseado em
fecundacdes cruzadas, pois os valores de Ggr calculados pelas simulacdes que mais se
aproximaram daqueles obtidos experimentalmente por Lira ef al. (2003) (Gst nuclear = 0,62)
e Cardoso et al. (2005) (Gst citoplasmético = 0,91) foram obtidos nas simula¢des com
autofecundacdo igual a zero. Quanto maior a contribui¢do da autofecundacdo no sistema de
cruzamento testado no METAPOP, menor foi a diferenca relativa entre os valores de Ggr
nucleares e citoplasmadticos, sugerindo ainda mais que o Pau-Brasil tenha preferéncia pela
fecundacao cruzada. Porém, acreditamos que, devido aos mecasnismos de dispersao limitados
do Pau-Brasil e em espécies correlatas juntamente com o fato de suas populacdes estarem
distantes geograficamente umas das outras e fragmentadas, o Pau-Brasil seja uma espécie que
faca muito endocruzamento, apesar de baixas taxas de autofecundacdo desta espécie (Neto et

al. 2005).

1.5.2 Taxa de dispersado e fragmentag¢do

O segundo grupo de simulagdes teve como objetivo analisar a dispersdo via pdlen e
semente o que reflete diretamente na fragmentacdo do habitat de uma espécie. As taxas de
dispersdo utilizadas no METAPOP foram: 107/10%, 10°/10™, 10°/10°°, 107/10® e zero. Foi
utilizada a razdo de 10:1 entre as taxas de dispersdo do pdlen e da semente, calculado por Lira
et al. (2003) para o Pau-Brasil. Uma forte diferenciacdo genética nuclear e citoplasmética foi
observada, relacionada a diminuicdo da dispersdo, ou seja, aumento da fragmentagdo. Isto é
resultado direto da diminuicdo do fluxo génico que contrabalanceia os efeitos negativos da
deriva génica e da erosdo genética de populagdes pequenas (Despres et al., 2002).

A taxa de dispersdo mais alta de 10"/10” levou a uma diferenciacio genética menor
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em ambos marcadores (Ggst nuclear = 0,08 e Ggr citoplasmatico = 0,32), muito abaixo dos
resultados experimentais do Pau-Brasil, e por isso fora da realidade desta espécie. Com a
diminuicdo das taxas de dispersdo, a diferenciacdo genética aumentou, seguindo uma
correlacio de aproximadamente 100% para os marcadores nucleares e 95% para os
citoplasmaéticos (Figura 1.9). Os marcadores citoplasmaticos sofreram maior diferenciacdo do
que os marcadores nucleares, alcangando valores préximos ao valor maximo (1) na simulagdo
com taxas de dispersdo de 10°/10°°. Isto é resultado de uma forte deriva sobre os marcadores
citoplasmadticos, cujo tamanho populacional efetivo € duas vezes menor quando comparado
com marcadores nucleares em espécies hermafroditas, porque eles sdo transportados apenas
pelas sementes e t€ém origem materna (Lira et al. 2003).

Resultados de Ggsr nuclear e citoplasmatico calculados experimentalmente para o Pau-
Brasil foram similares aos resultados com taxas de dispersio moderada de 10~°/10™ para pélen
e semente respectivamente. Os mecanismos de dispersdo do Pau-Brasil s@o restritos: sementes
sdo dispersas através da explosdo do fruto (Carvalho, 1994) e pdlens sdo dispersos por
abelhas dos géneros Xylocopa e Centris, mas também pela espécie Apis mellifera (Borges et
al., 2008). No entanto, alguns estudos mostram que arvores em populacdes de baixa
densidade demogréfica, como o Pau-Brasil, recebem pdlen de distancias maiores do que
plantas mais densamente povoadas promovendo a fecundacdo cruzada mesmo quando os
polinizadores sdo pequenos insetos (Ward et al., 2005; Gonzales et al., 2006). Observacoes
em campo e outros experimentos sao necessdrios para resolver este ponto da biologia

reprodutiva do Pau-Brasil.
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1.5.3 Ciclo de vida

O efeito da longevidade na diferenciacdo dos marcadores nucleares e citoplasmaticos
foi avaliado no terceiro grupo de simulagdes. Esta caracteristica ecoldgica das plantas é
importante na manutencdo da diversidade genética, especialmente em ambientes
fragmentados (Hamrick, 2004). O ciclo de vida mais longo provocou uma diminui¢do da
diferenciacdo genética em ambos marcadores, especialmente para os nucleares que justificou
96% da variacdo genética encontrada (Figura 1.10). Por outro lado, os marcadores
citoplasmaticos foram pouco afetados pelo ciclo de vida e por isso foram fracamente
correlacionados com a diferenciacdo genética.

Valores de Gsr obtidos nas simulagdes de 300 anos foram equivalentes aqueles
obtidos experimentalmente, indicando que o ciclo de vida do Pau-Brasil deve ser longo como
pressuposto. A diferenca entre os valores de Gsr para ambos os marcadores nas simulacdes de
300 e 500 anos foi significativa, mostrando que individuos de Pau-Brasil ndo viveriam até
500 anos. Mas os valores calculados para 120 e 300 anos de vida ndo foram
significativamente diferentes, portanto sendo possivel que esta espécie tenha o ciclo de vida

com duragdo entre 120 e 300 anos.

1.5.4 Fragmentacgado recente

O quarto grupo de simulagdes tinha por objetivo calcular a diferenciacdo genética
entre as populacdes naturais de Pau-Brasil dos dias atuais até 20.000 anos no futuro, para
simular o efeito da fragmentagdo e destrui¢do recentes de seu habitat. Atualmente, a Mata

Atlantica é altamente fragmentada principalmente devido a a¢do antropogénica (Pennington ef
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al., 2004). Uma simulac¢do usando os parametros-padrdo, que sdo exatamente aqueles cujos
resultados foram equivalentes aos dados experimentais de C. echinata, foi feita para que
fossem utilizados os dados demogrificos e genéticos gerados apds 20.000 anos (que seria
equivalente aos dados desta espécie na natureza) em uma nova simulacao. Isto €, estariamos
utilizando dados similares aos atuais de valores demograficos e genéticos como iniciais para
simulacdes que avaliam o efeito da fragmentacdo recente a qual as populacdes de C. echinata
foram submetidas em seu habitat, que resultou no completo isolamento de suas populagdes.
Os resultados mostraram que a diferenciacdo de ambos marcadores nucleares e
citoplasmdticos aumentou significativamente apdés 20.000 anos. Os marcadores
citoplasmaticos alcancaram seu valor maximo de diferenciacdo apds 10.000 anos, na metade
da simulagdo, e assim se mantiveram até o final. Claramente, podemos extrapolar esta futura
diferenciacdo genética obtida com as simulagdes para a situacdo do Pau-Brasil na natureza e
também de muitas outras espécies do mesmo ambiente ou em situacdo parecida. Estas
populacdes, com baixo fluxo génico, podem estar submetidas ao processo de deriva ecoldgica
e especiacdo (Lavin et al., 2004). Torna-se importante, neste caso, quando € pouco provavel
que haja diminui¢do da diferenciacdo genética, tentar ao menos fred-la, a fim de manter o
curso natural da evolu¢do, mesmo que isso resulte na formacdo de novas espécies ou

subespécies.

1.5.5 Questoes conservacionistas

Populacdes remanescentes de uma espécie sem fluxo génico tornam-se diferenciadas
geneticamente e, conseqiientemente, diminuem suas chances de se adaptarem, tornando-se,

portanto, mais vulnerdveis as alteragdes ambientais e possivelmente podem ser ameacadas de
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extingdo em seu proprio habitat (Yao et al., 2007). Para contornar este tipo de situagao,
algumas técnicas de manejo e conservaciao podem ser empregadas em populagdes naturais.

Um método usado para aumentar a diversidade genética de populacdes € a
transferéncia de individuos de uma populacdo para outra, mas isso necessita de conhecimento
dos processos de adaptacdo local para evitar uma possivel depressdo causada pela fecundagdao
cruzada entre individuos muito diferenciados geneticamente (Ramp et al., 2006; Raabova et
al., 2007). O fato das populacdes naturais de Pau-Brasil estarem altamente diferenciadas nas
trés regides de ocorréncia no Brasil (Cardoso et al., 1998; Lira et al., 2003; Cardoso et al.,
2005), junto com os resultados de fragmentagdo recente obtidos pelo METAPOP, torna esta
técnica pouco favordvel para a conservacdo do Pau-Brasil. A distancia genética das
populacdes naturais desta espécie deve ser levada em consideragdo para o sucesso de um
reflorestamento.

A protecdo e conservagdo in situ sdo ferramentas bastante promissoras para o Pau-
Brasil e especialmente para espécies raras e ameacadas de extincdo de uma forma geral. Uma
rede de dreas protegidas e o manejo sustentdvel de florestas sdo essenciais para a manutengao
da variabilidade genética nas espécies florestais (Rajora and Mosseler, 2001). Porém, apenas
estudos moleculares podem ajudar na determinacdo de dreas prioritdrias de conservagao,
através da busca por haplétipos em baixa freqiiéncia, que deveriam mais urgentemente ser
conservados (Castifieiras et al., 2007). Seguindo este principio, no caso do Pau-Brasil seria
necessario conservar no minimo uma populacdo de cada uma das trés regides que possuem
haplétipos exclusivos investigados pelos marcadores microssatélites de cloroplasto (Lira et

al., 2003).
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Capitulo 2

Analise genética e epigenética

de espécies vegetais de manguezal

Manuscrito submetido ao peridédico Ecology Letters (Anexo lll):

DNA methylation of Laguncularia racemosa populations affected by different

salinity regimes
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2.1 Introducao

Manguezais sdo formagdes vegetais que ocorrem nas costas tropicais e subtropicais, e
que diariamente sdo submetidos a variacdes de salinidade da dgua e oscilacdes do nivel do
mar (Saenger, 2003; Barth er al., 2006). As espécies de manguezal t€ém ampla tolerancia
ambiental, ou seja, adaptam-se ao crescimento em diferentes ambientes. Por conseguinte, é
natural que florestas de mangue em diferentes zonas geograficas possuam caracteristicas
estruturais distintas (Schaeffer-Novelli et al., 1990). Em geral, manguezais atingem seu
maximo desenvolvimento quando submetidos a grandes marés, mas com boa influéncia das
aguas fluviais, precipitagcdo, nutrientes e sedimentos, alcangcando mais de 40 metros de altura
(Schaeffer-Novelli et al., 1990). Por outro lado, manguezais também povoam regides onde
existem fatores limitantes, como secas periddicas, furacdes, alta salinidade, e acimulo de
poluentes como metais pesados.

As espécies de mangue pertencem a familias taxonomicamente distintas, porém
desenvolveram especializacdes em comum tais como viviparidade'®, exclusdo de sal e raizes
aéreas, para sobreviver as condi¢cdes ambientais extremas dos manguezais (Tomlinson, 1986;
Shi et al., 2005). Embora o crescimento de espécies hal6fitas' seja influenciado
positivamente por salinidade de nivel baixo a moderado (Ball, 2002), altos niveis de
salinidade podem afetar negativamente processos metabdlicos nestas espécies, tais como

sintese protéica e fotossintese, retardando o crescimento e o desenvolvimento vegetal (Parida

13 A - . ~
Fendmeno durante o qual o embrido dentro da semente se desenvolve ainda na planta-mde, sendo chamado
de propdagulos no caso das espécies de mangue.
14 N . . . . .
Plantas adaptadas quanto a morfologia e fisiologia para crescer em solos ricos em sal.
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and Das, 2004, Parida et al., 2004). Nestas condicdes ambientais de alto estresse salino,
plantas formam florestas de estrutura reduzida, atingindo 1,5 a 3 metros de altura na forma de
arbustos (Schaeffer-Novelli et al., 1990).

Existem trés principais géneros de espécies bem adaptadas ao ecossistema manguezal:
Laguncularia ou mangue branco, Avicennia ou mangue preto, € Rhizophora ou mangue
vermelho. No Brasil, sdao encontradas no total seis espécies: Laguncularia racemosa,
Avicennia schaueriana, A. germinans, Rhizophora mangle, R. racemosa e R. harrisonii. No
estado do Rio, existem as espécies L. racemosa, A. schaueriana, A. germinans (apenas nos
manguezais mais ao norte do Estado) e R. mangle. L. racemosa (Familia: Combretaceae) é
uma espécie cosmopolita, freqilente em manguezais do mundo todo, enquanto que A.
schaueriana (Familia: Avicenniaceae) é uma espécie endémica do Brasil. O estudo genético
destas duas espécies pode elucidar como ocorre o fluxo génico entre as populacdes de
manguezais de forma mais efetiva e quais os efeitos da selecao natural sobre a sobrevivéncia
destas espécies em ambientes tdo varidveis e limitantes.

O manguezal de Guaratiba, no municipio do Rio de Janeiro (RJ), encontrado na Baia
de Sepetiba, possui uma formacdo de mangue chamada apicum', regides presentes mais para
dentro do continente que sofrem inundagdes. Porém, por serem planicies, as dguas da maré
ficam retidas no apicum sofrendo evaporacdo devido ao forte calor das regides tropicais, €
conseqiientemente hd acimulo de sal no solo. Geralmente plantas que habitam as regides de

mangue proximas aos apicuns sdo menos desenvolvidas assumindo um porte arbustivo

" Planicies hipersalinas que sdo areas de inundagao de maré com vegetacao arbustiva adaptada para solos
salinos.
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(Saenger, 2003), provavelmente como conseqiiéncia do forte estresse salino ao qual estdo
constantemente submetidas, que provocaria pressdes seletivas divergentes para plantas
localizadas préoximas do apicum ou préximas do rio. A figura 2.1 mostra um esquema da
fisionomia do manguezal de Guaratiba, desde a beira do rio Piracdo até o apicum, com as trés
espécies de mangue presentes nesta drea. Duas populacdes possuem individuos bastante
diferentes morfologicamente e sdo separadas fisicamente pelo “Mar de Rhizophora”, uma
regido que se estende por 100 a 200 metros onde sdo encontrados somente individuos da

espécie R. mangle.

=

Figura 2.1 Esquema da fisionomia do manguezal de Guaratiba (RJ), desde o limite do apicum
(tracejado a esquerda) até a beira do rio Piracdo (em azul a direita). Proximas ao rio estdo as
plantas chamadas ribeirinhas com maior desenvolvimento vegetal, L. racemosa (retangulo
verde escuro), A. schaueriana (triangulo verde claro) e R. mangle (hexagono), e préximas ao
apicum estdo as plantas menos desenvolvidas, somente L. racemosa e A. schaueriana sao
encontradas ali. Entre elas estd representado o “Mar de Rhizophora”, separando as duas
populacdes de L. racemosa e A. schaueriana.
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No manguezal de Guaratiba, tanto L. racemosa quanto A. schaueriana localizadas na
populacdo préxima ao apicum, atingem no maximo 3 metros de altura e possuem uma série de
galhos ramificados ao longo do tronco com caule pouco desenvolvido (Figura 2.2a). Por outro
lado, individuos localizados na populacdo préxima do rio, chamadas de ribeirinhas, possuem
em torno de 10 metros de altura com galhos no dossel (Figura 2.2b). Divergéncias estruturais
como estas de Guaratiba podem estar diretamente associadas a variacdo genética ou

epigenética da populacdo, como resultado da pressao seletiva de cada um dos ambientes.

Figura 2.2 Fotos mostrando o contraste morfolégico de plantas das duas populagcdes de
Guaratiba: (a) plantas de L. racemosa na regido préxima ao apicum; e (b) individuos
ribeirinhos de todas as espécies.
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Marcadores moleculares AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) sdo muito
eficientes nos estudos de espécies selvagens cujo DNA ainda ndo foi seqiienciado, pois
permitem a andlise de grande quantidade de polimorfismo com o uso de pouca quantidade de
DNA gendmico, baixo custo inicial e resultados obtidos mais rapidamente (Ouborg et al.,
1999; Bensch and Akesson 2005). Dentre os principais usos desta técnica estdo: cdlculo da
diversidade genética, avaliacdo da estrutura populacional, busca por loci que afetem
diretamente os fendtipos e formagdo de mapas de ligagdo genéticos (Bensch and Akesson
2005).

Baseado nos marcadores AFLP, outro método que possibilita a andlise da variacao
epigenética, chamado MSAP (Methyl-Sensitive Amplified Polymorphism), foi desenvolvido
(Xiong et al. 1999). Esta técnica fornece dados genéticos e principalmente epigenéticos de
forma muito parecida do AFLP. Através do uso de enzimas isosquisdmeras, que reconhecem
0 mesmo sitio de restri¢do, mas possuem diferentes sensibilidades a metilacdo de citosinas do
DNA (Xiong et al., 1999; Azhikina and Sverdlov, 2005), torna-se possivel identificar
polimorfismo em regides afetadas pela metilacio do DNA (Cervera et al., 2002). A maioria
dos estudos até a presente data, que avaliaram alteragdes de metilacdo nas citosinas, estavam
voltados para a herdabilidade dos padrdes de metilacao e niveis de polimorfismo em ec6tipos
ou estirpes de espécies cultivadas e/ou espécies polipldides (Zhao et al., 2007; Keyte et al.,
2006; Salmon et al., 2005; Takata et al. , 2005; Hao et al., 2004; Jaligot et al., 2004). Porém
estudos populacionais epigenéticos utilizando-se destes marcadores ainda ndo sao freqiientes

na literatura cientifica, apesar do grande potencial desta técnica (Bossdorf et al., 2008).
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A metilacao das citosinas do DNA € uma das principais e melhor estudadas altera¢des
epigenéticas (Schones and Zhao 2008). Ela é responsdvel por uma grande variedade de
processos bioldgicos, incluindo a manuten¢do da estabilidade do genoma, através do controle
da proliferacdo de elementos transponiveis; e a regulacdo da expressdo gé€nica e da estrutura
da cromatina (Finnegan et al., 2000; Lee and Chen, 2001; Hao et al., 2004, Lukens and Zhan
2007). Isto ocorre através da metilacdo de dinucleotideos CG e, em menor freqiiéncia, de
sitios n30-CG como seqiiéncias GNC e CNN (onde N é um A, T ou C) em plantas (Huettel et
al. 2006; Zhang et al. 2006).

Alguns dos estudos realizados sobre a metilagdo de citosinas relacionando-a com o
desenvolvimento de plantas mostraram a sua importancia na formacio das sementes (Huh et
al. 2008), no desenvolvimento floral (Finnegan et al., 2000; Habu et al., 2001) e também na
resposta ao estresse bidtico e abidtico (Madlung and Comai, 2004). Outro fato muito
interessante sobre a metilagdio do DNA em uma planta é que seus padrdoes podem ser
herdados, sendo passados de uma geragdo para a outra (Bender, 2000; Gehring and Henikoff,
2007). Isso permite que a selec@o natural atue sobre caracteristicas moduladas por fendmenos
epigenéticas sem que haja modifica¢des nas seqiiéncias de DNA (Rapp and Wendel, 2005). A
figura 2.3 exemplifica casos onde caracteristicas controladas por fendmenos epigenéticos

geram novos fendtipos que sdo filtrados pela selecao natural.
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Figura 2.3 Esquema sobre a interacio entre fendmenos epigenéticos e selecao natural. Uma
série de processos a nivel populacional (a esquerda) causa estresse gendmico, levando a
inducdo de fendmenos epigenéticos (grande seta ao centro). Estes varios fendmenos operam
num contexto ecoldgico e evolutivo para produzir novos fenotipos (ao centro a direita), desde
moleculares a morfolégicos. Estes novos fendtipos sao filtrados pela selecao natural, ou seja,
aqueles que sobreviverem podem sofrer um processo evolutivo como retengdo ou perda de
estados epigenéticos fixados anteriormente. Fonte: Rapp and Wendell (2005).
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As alteragdes epigenéticas possibilitam o desenvolvimento de novos fendtipos tanto
morfoldgicos quanto moleculares, sem que ocorra nenhuma alteracdo de seqiiéncia de
nucleotideos no genoma (Jablonka and Lamb, 1998). Ainda assim sdo responsaveis por uma
parte das diferencas fenotipicas herdadas entre os individuos (Rapp and Wendel, 2005). Os
fendmenos epigenéticos, conhecidos por controlarem a expressao de genes sdo metilacdo de
citosinas, modificacdes covalentes de histonas de acetilacio ou metilacio e 0s processos
mediados por RNA de interferéncia (Zhang 2008). Porém as suas implicacdes na evolugao de
populacdes naturais de plantas e seu desenvolvimento sdo ainda inexplorados (Kalisz and
Purugganan, 2004).

Muitos avancos ocorreram com o objetivo de compreender melhor a sele¢do natural e
seu efeito sobre as interagdes gendtipo/ambiente, correlacionando a quantidade e estruturacao
da variagdo genética, variacdo ambiental e fenétipos (Le Rouzic and Carlborg, 2008). Com
isso, novos conceitos de evolugdo, plasticidade ambiental e epigenética estdo sendo estudados
a fim de se formular uma nova Teoria Evolutiva mais completa e abrangente (Pigliucci,
2007). A Teoria Evolutiva Moderna foi postulada através da combinagcdo da teoria da
evolucgdo de espécies por meio de selecdo natural de Charles Darwin, a genética como base da
heranga bioldgica de Gregor Mendel e a genética populacional mais recente (detalhes em
Pigliucci, 2007). Porém ainda estdo fora desta teoria os novos conceitos sobre caracteres
adquiridos ou assimilados resultantes de alteracdes epigenéticas, que apesar de soarem como
idéias Lamarckistas atualmente existem indicios da sua existéncia e importancia na adaptacdo
do individuo ao ambiente. A epigenética tornou-se, portanto, alvo de interesse em estudos

evolutivos, ligados a heranga, adaptacdo e selecao natural.
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A variabilidade total de um individuo é decorrente da parte epigenética do genoma e
também da variacao nos componentes genéticos, ou o préprio DNA, que possui potencial para
formar novos fenétipos. Parte desta variabilidade do DNA estd escondida porque ndo causa
alteragcdes fenotipicas ou seus efeitos sO sdo visiveis sobre uma condicdo genética ou
ambiental especifica (Le Rouzic and Carlborg 2008), como resultado inclusive de fendmenos
epigenéticos. Por isso, a relacdo entre a variabilidade genética e epigenética € bastante intima,

0 que torna interessante o estudo comparativo entre elas numa populacao.
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2.2 Objetivos

O objetivo geral deste capitulo foi avaliar a diversidade e estrutura genética e
epigenética de duas populacdes de espécies de mangue, L. racemosa e A. schaueriana, em
Guaratiba (Rio de Janeiro - RJ) através do uso de dois marcadores dominantes, o AFLP e o
MSAP.

Os objetivos especificos foram:

- Avaliar a diversidade e a estrutura genética de individuos de L. racemosa das duas
populacdes com marcadores AFLP;

- Avaliar a diversidade e a estrutura genética de individuos de A. schaueriana
provenientes das duas populagdes com marcadores AFLP;

- Correlacionar os resultados obtidos com ambas as espécies usando marcadores
AFLP;

- Avaliar a estrutura genética e epigenética entre as duas populacdes de L. racemosa

com marcadores MSAP.
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2.3 Materiais e Métodos

2.3.1 Material Vegetal

O alvo do estudo foram individuos de L. racemosa e A. schaueriana que ocorrem no
manguezal de Guaratiba, no municipio do Rio de Janeiro (RJ — 23°00'S-23°05'S e 43°30'0O-
43°35'W — Figura 2.4). Este manguezal é caracterizado pela existéncia do apicum ou planicie
hipersalina, onde plantas proximas a esta drea possuem um desenvolvimento arbustivo
enquanto plantas ribeirinhas t€m porte arboreo. Foram realizadas diferentes coletas de folhas
jovens e inteiras de plantas adultas aleatoriamente dispostas nas duas populacdes. Para as
andlises genéticas de A. schaueriana foram coletadas dez plantas ribeirinhas e doze do
apicum, enquanto que de L. racemosa foram doze ribeirinhas e nove do apicum. Para as
andlises de metilacio do DNA, pelo MSAP, foram amostradas 17 arvores adultas de L.
racemosa de cada populacdo. As amostras foram imediatamente acondicionadas em silica gel

e conservadas a temperatura ambiente até a extracdo do DNA.
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ESPIRITO SANTO

MINAS GER AIS

Figura 2.4 Mapa do Brasil com o Estado do Rio de Janeiro em destaque. Na Baia de
Sepetiba, fica 0 manguezal de Guaratiba, marcado com um circulo preto, dentro do municipio
do Rio de Janeiro.
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2.3.2 Extrag¢do do DNA

Um total de 50mg de folhas secas em silica-gel de cada individuo de L. racemosa e A.
schaueriana coletados foram maceradas no mixer Retsch MM 301 por 1 minuto a 30 Hz.
Foram adicionados 700ul de tampao MATAB (Tris-HCI1 0,1M pH 8,0, NaCl 1,25M, EDTA
0,02M, MATAB 4%) pré-aquecido com B-mercaptoetanol (0,1%), para as amostras de L.
racemosa foram ainda adicionados 10mg de PVP 40.000. As amostras foram incubadas a
65°C por 1 hora e posteriormente submetidas a duas extragcdes com 600ul de cloroférmio:
alcool isoamilico (24:1) seguidos de agitacdo manual por 10 minutos e centrifugacdo a 1530
rcf por 10 minutos. Na seqiiéncia, a primeira precipitacdo foi feita com 0,8 volumes de
isopropanol gelado, seguido de centrifugacdo 12.000 rcf por 15 minutos. Apds solubilizacdo
do precipitado em dgua estéril, a segunda precipitagdo foi feita com 0,1 volumes de NaCl 5SM
e 2 volumes de etanol absoluto gelado. Estas precipitacdes foram incubadas por 30 minutos
no freezer (-20°C) e lavadas com etanol 70%. O DNA foi dissolvido em 100ul de dgua estéril.

A qualidade e a quantidade de DNA foram verificadas em gel de agarose 1%.

2.3.3 AFLP
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2.3.3.1 Protocolo de amplificacao

O AFLP foi feito como descrito por Vos et al. (1995) usando o kit AFLP™ System
Analysis Kit (Life Technologies, Inc.) com modificagdes descritas por Cardoso et al. (2005).
Esta técnica se baseia no corte enzimitico do DNA gendmico a fim de obter marcadores
nucleares neutros e bem distribuidos ao longo de todo o genoma sem conhecimento prévio de
qualquer seqiiéncia de nucleotideos (Figura 2.5).

Utilizamos 300ng de DNA gendmico nas digestdes de volume final de 15ul com as
enzimas EcoRI e Msel usando 10U de cada enzima. As digestdes ocorreram a 37°C por 3
horas e depois as enzimas foram desnaturadas por 15 minutos a 70°C. Apds a confirmacao da
digestdo total de cada amostra através de géis de agarose 1%, foram ligados adaptadores de
cada enzima usando 6ul da solucdo de adaptadores, 6pl do DNA digerido e mais 0,3ul da
enzima T4 DNA ligase. Esta reacdo foi incubada a 20°C por 2 horas.

Reacdes de pré-amplificacdes foram feitas usando os primers'® complementares aos
adaptadores de EcoRI e Msel, cada um com uma base seletiva. Usamos o0 DNA ligado diluido
de 5 a 10 vezes, dependendo da intensidade da digestdo verificada no gel, com o objetivo de
manter as amostras com aproximadamente a mesma concentracio de DNA. O programa de
PCR da pré-amplificacdo consistiu em 29 ciclos de 30 segundos a 94°C, 60 segundos a 56°C
e 60 segundos a 72°C, com extensdo final de 2 minutos. Os produtos do PCR foram checados
em gel de agarose 1% e diluidos proporcionalmente de 10 a 50 vezes, para que todas as

amostras ficassem com concentracdes de DNA similares.

16 Oligonucleotideos de DNA usados como iniciadores numa reacéo de PCR.
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Figura 2.5 Esquema do protocolo de AFLP, mostrando as principais etapas desta técnica. (1)
Digestao do DNA gendmico; (2) Ligacdo dos adaptadores; (3) Pré-amplificacdo; (4)
Amplificagdo final; e (5) Separacdo por eletroforese. Fonte: Invitrogen Life Technologies,

Inc.
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A reagdo de amplificacdo final foi feita em 20ul de volume final. O primer
complementar ao adaptador EcoRI foi marcado radioativamente com 1pCi de y’P-ATP e
0,2U de enzima T4 Polinucleotideo Kinase por reacao. Estas marcagdes ficaram a 37°C por 1
hora, depois a 70°C por 10 minutos e depois mais 10 minutos no gelo. Para a reacdo de PCR
usamos Sul do DNA pré-amplificado e diluido, primers complementares aos adaptadores
EcoRl e Msel com trés bases seletivas num volume final de 20ul. O programa desta
amplificacdo é do tipo touchdown'’, ou seja, ocorre diminuicdo da temperatura de anelamento
a cada ciclo até atingir a temperatura desejada, que é mantida nos ciclos seguintes. Os
primeiros 12 ciclos tiveram etapas de 30 segundos a 94°C, 30 segundos de anelamento,
comegando em 65°C e diminuindo 0,7°C por ciclo e 1 minuto a 72°C. O programa continuou
por mais 25 ciclos com temperatura de anelamento de 56°C. As combinagdes de primers
utilizadas foram EcoRI-ACC/Msel-CAT, EcoRI-ACG/Msel-CAG, EcoRI-AAG/Msel-CAT.

Os resultados foram analisados apds separacao por eletroforese a 60W por 2 horas, em
gel de poliacrilamida 6% desnaturante com 7M de uréia e TBE 1X. O gel foi exposto a um
filme tipo Kodak XK1 de um a dois dias. A revelacdo do filme foi feita usando solugdes de

revelador e fixador da Kodak.

v Programa de PCR que reduz o anelamento de primers nao-especificos pela diminui¢dao gradual de
temperatura de anelamento entre os ciclos.
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2.3.3.2 Analise dos dados

Os dados foram analisados pela presenga (1) ou auséncia (0) de bandas nos géis.
Apenas fragmentos claramente marcados radioativamente foram usados nas andlises
estatisticas. Os valores de diversidade dentro das populacdes foram calculados pelos indices
de diversidade de Nei (Nei, 1973) e de Shannon usando o programa POPGENE (versado 1.21;
Yeh et al., 1997). Além disso, com o0 mesmo programa obtivemos os indices de similaridade e
distancia genética calculados segundo Nei (1978) e o indice de diferenciacdo Gst. Estas
andlises assumem o equilibrio de Hardy-Weinberg, o que ndo € aconselhdvel quando se usa
marcadores dominantes, como o AFLP, porque pressupde que ndo existe endocruzamento na
populacdo calculando assim as freqiiéncias alélicas (Foll et al., 2008).

A fim de contornar esta situacdo e aumentar a robustez dos resultados foram
realizados testes estatisticos do tipo Bayesiano e de multivaridvel. A andlise Bayesiana usa
dados de marcadores dominantes para calcular as freqiiéncias alélicas e os valores de
endocruzamento, assumindo o desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (Holsinger et al.,
2002; Foll et al., 2008). O indice de diferenciacio bayesiano, chamado Osr, foi calculado pelo
programa Hickory versdo 1.1 que fez a andlise através da cadeia MCMC (Monte-Carlo
Markov Chain) ap6s gerar 250.000 cadeias e descartar as 50.000 primeiras (Holsinger et al.,
2002). O modelo usado foi full model que incorpora incertezas tanto sobre os valores de Fsr

1 . . .
quanto de Fs'®, o coeficiente de endogamia.

¥ indice gue representa a taxa de endogamia nas popula¢des de uma dada espécie.
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O outro indice de diferenciacdo, chamado de Pst, foi calculado pela andlise de
multivaridvel através do programa ADE-4 (Thioulouse et al., 1996). Esta anélise ignora o
equilibrio de Hardy-Weinberg, simplesmente porque se baseia na presenca ou auséncia de
bandas ao invés das freqii€ncias alélicas.

As divergéncias significativas entre os indices de diversidade genética de Shannon e
de Nei foram avaliadas por testes de Kruskal-Wallis rank sum test", usando o programa R
versio 2.6.0 (The R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria,
http://www.Rproject.org). Os valores de P foram corrigidos pelo método de Bonferroni
através da multiplicacdo do valor de P calculado pelo teste de Kruskal-Wallis rank sum test

pelo nimero total de genes (Rice, 1989).

2.3.4 MSAP

2.3.4.1 Protocolo de amplificacao

A andlise dos niveis de metilacio no DNA foi realizada usando a técnica do MSAP,
como recomendado por Xiong et al. (1999). Este protocolo é uma modificacdo do AFLP (Vos
et al., 1995), onde as digestdes por enzimas de corte freqiiente sdo realizadas em paralelo com
dois isosquisomeros Mspl e Hpall. Estas enzimas reconhecem e clivam a mesma seqiiéncia de

nucleotideos (5'-CCGG-3'), mas mostram diferentes sensibilidades a metilacio no DNA.

19 s ae . epr A . . s O T
Teste estatistico de significancia que compara cada elemento ao invés de usar a média.
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Enquanto Hpall € sensivel a metilacdo de qualquer citosina em ambas as fitas de DNA, Mspl
cliva citosinas internas metiladas (5'-C"CGG-3"), mas ndo as externas. Por conseguinte, a
comparacdo entre os perfis de marcadores MSAP gerados pelos dois isosquisOmeros permite
avaliar o estado de metilacdo das citosinas internas nas ilhas CpG dos sitios de restri¢ao,
permitindo analisar a estrutura populacional genética e epigenética de L. racemosa. No
entanto, Mspl é sensivel a metilagdo da citosina externa (5'-5"CCGG-3', conhecido como
metilacdo assimétrica de CCG ou hemimetilacdo), e ambos Hpall e Mspl sdo sensiveis a

metilacdo completa de ambas as citosinas, levando a subestimar o nivel de metilacdo global

do genoma (Figura 2.6).
Mspl Hpall
C cC|G |G ]
— e + + —» non-methylated: type I fragment
~+ = =P CpG methylated; type II fragment
— + =P CpCpG methylated; type III fragment
- wm =P hyper-methylated

Figura 2.6 Tipos de fragmentos obtidos pela técnica do MSAP, devido a diferenca de
sensibilidade dos isosquisomeros Mspl e Hpall: (+) clivagem da enzima, e (-) ndo hd
clivagem. Areas em cinza no esquema representam citosinas metiladas. Fonte: Salmon et al.
(2008).
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O adaptador da enzima EcoRl (5-CTCGTAGACTGCGTACC-3° e 5’-
AATTGGTACGCAGTCTAC-3’) e a seqiiencia bésica dos primers complementares a ele (5'-
GACTGCGTACCAATTC-3’) foram os mesmos que os utilizados no protocolo original do
AFLP (Vos et al, 1995). Os adaptadores das enzimas Mspl e Hpall (5'-
GATCATGAGTCCTGCT-3' e 5'-CGAGCAGGACTCATGA-3") e a seqiiencia basica dos
primers (5'-ATCATGAGTCCTGCTCGG-3") foram descritos por Xiong et al. (1999).

As amostras foram submetidas a digestdo com a enzima EcoRI usando 1pg de DNA
gendmico e 10U de enzima (Promega®) em tampdo H 1X (Promega®) num volume final de
200pl. Os DNAs digeridos foram precipitados utilizando 0,1 volume de acetato de s6dio 3M e
2,5 volumes de etanol 100% e depois lavado em etanol 70%. Metade do DNA digerido com
EcoRI foi usado em cada uma das reacdes seguintes com 5U de Mspl ou Hpall (Promega®)
em tampdo multicore ou tampdo B 1X (Promega®), respectivamente, num volume final de
50ul. As incubacdes das digestdes foram todas realizadas a 37°C durante 6 horas e as enzimas
foram posteriormente desnaturadas a 65°C durante 20 minutos. Assim, cada amostra tinha
dois perfis MspI-MSAP e Hpall-MSAP, gerados a partir das digestdes com EcoRI/Mspl e
EcoRI/Hpall, respectivamente, para serem amplificados e analisados. A ligacdo dos
adaptadores foi realizada com 20ul do DNA digerido, tampdo para T4 DNA ligase 1X
(Promega®), 1U de T4 DNA ligase (Promega®), 5pmol de cada adaptador EcoRI e 50pmol de
cada adaptador Mspl/Hpall numa reacdo de 30ul a 20°C por 3 horas.

As pré-amplificacdes foram realizadas em reacdes de 20ul usando 2ul do DNA
digerido e ligado, tampao de PCR 1X, 0,4mM de dNTPs, 30ng do primer basico de EcoRI e

Mspl/Hpall e 2U de Taq polimerase (Ludwig). A reagdo ocorreu em 25 ciclos de 94°C por 1
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minuto, 56°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, com uma extensao final de 10 minutos. Os
produtos da pré-amplificagdo foram diluidos 20 vezes e Sul destas amostras foram utilizadas
nas amplificacdes seletivas finais. Estas reagdes de 20ul, por sua vez, continham 30ng de cada
primer seletivo EcoRl e Mspl/Hpall, 0,2mM dNTPs, tampao de PCR 1X e 2U de Taq
polimerase (Ludwig). O programa do tipo fouchdown comecou a 94°C por 30 segundos, 65°C
por 30 segundos e 72°C por 1 minuto com decréscimo de 0,7°C na temperatura de anelamento
por ciclo durante 12 ciclos, seguidos de 24 ciclos de 94°C por 30 segundos, 56°C por 1
minuto e 72°C por 2 minutos, com extensdo final de 5 minutos. Quatro combinacdes de
primers seletivos foram utilizados: EcoRI+AG com Mspl/Hpall+TCAA, EcoRI+AC com
Mspl/Hpall+TCAA, EcoRI+AAC com Mspl/Hpall+TCAA e EcoRI+AG com
Mspl/Hpall+AAT.

Os produtos amplificados foram separados por eletroforese por 2 horas e 30 minutos a
60W em gel de poliacrilamida 4% com 7,5M de uréia. Os géis foram corados com uma
solucdo de nitrato de prata 0,1% acrescida de formaldeido 0,5% por 30 minutos apds a fixacao
do gel em solucao de acido acético 10% por 20 minutos. Para a revelagcdo utilizou-se uma
solucdo de carbonato de s6dio 6% com formaldeido 0,5% e 2ug de tiossulfato de sédio por 3
minutos e em seguida a revelacdo foi interrompida pela adicdo de dcido acético 10%. Os géis

corados com prata foram documentados através de imagens para posterior andlise.
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2.3.4.2 Analise dos dados

As 34 amostras foram analisadas segundo a presenca (1) ou auséncia (0) de
fragmentos amplificados pela técnica do MSAP a partir de ambas as clivagens EcoRI/Mspl e
EcoR1/Hpall, respectivamente chamados de Mspl-MSAP e Hpall-MSAP. A presenca de
fragmentos em ambos os perfis MspI-MSAP e Hpall-MSAP indicavam sitios ndo-metilados,
enquanto que sitios metilados foram caracterizados pela presenca de fragmentos Mspl-MSAP,
mas auséncia dos mesmos em Hpall-MSAP (Figura 2.6; Peraza-Echevarria et al., 2001). A
presenca de fragmentos no perfil Hpall-lMSAP que estavam ausentes em Mspl-MSAP
representaram hemimetilacdes da citosina externa (Salmon et al., 2005) e foram excluidos das
andlises por serem um estado raro e geralmente ndo herdado entre as plantas (Figura 2.6;
Salmon et al., 2008).

Tanto metilados quanto nao-metilados, os loci foram considerados polimérficos
quando, pelo menos, uma amostra divergiu das outras com relacdo a presenca ou auséncia de
fragmentos nos géis. Os loci polimorficos de MspI-MSAP foram analisados como o
componente genético de L. racemosa, enquanto que os loci polimérficos de Hpall-MSAP
representaram o componente epigenético.

Marcadores dominantes, tais como o MSAP, ndo permitem a definicdo de
heterozigotos diretamente pelos resultados moleculares. Portanto a fim de estimar as
estruturas populacionais genéticas e epigenéticas de L. racemosa, trés abordagens estatisticas

foram feitas.
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Em primeiro lugar, perfis individuais foram investigados pela andlise de multivaridvel,
uma abordagem baseada na presenga ou auséncia de bandas que ndo assume o equilibrio de
Hardy-Weinberg, pois ndo calcula as freqiiéncias alélicas. A andlise de componente principal
(PCA - Principal Component Analysis) foi feita entre os perfis individuais sobre uma matriz
de covariancia seguida da andlise feita entre os grupos, chamada EigenAnalysis (BPCA, ver
Parisod and Christin 2008 para detalhes), computada com os dados de Mspl-MSAP e Hpall-
MSAP utilizando o programa ADE-4 (Thioulouse et al., 1996). BPCA calcula um indice de
diferencia¢do genética chamado Bsr entre as populagdes para ambos os dados genéticos e
epigenéticos. O significado estatistico deste indice foi avaliado pelo teste de randomizagao
Romesburg com 9999 permutacoes.

A diversidade genética foi avaliada pelo indice de diversidade de Shannon calculado
com base na freqii€éncia de cada locus dos 17 individuos para cada perfil: Mspl-MSAP e
Hpall-MSAP. Tal como recomendado por Bussel (1999), log2 (0) foi substituido por 0 para
bandas ausentes fixas (freq = 0). Com base no indice de diversidade Shannon, o indice de
diferenciacdo Ggr foi calculado assumindo que as populacdes estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg (Bussel, 1999).

Por tltimo, as andlises estatisticas Bayesianas foram utilizadas por estimar o desvio do
equilibrio de Hardy-Weinberg mesmo quando sdo usados marcadores dominantes (Holsinger
et al., 2002; Parisod et al., 2005). Na verdade, o cdlculo Bayesiano da estrutura genética
incorpora a incerteza sobre os valores de Fsr e Fig através do modelo full model. A cadeia
MCMC foi gerada 250.000 vezes, a fim de garantir a convergéncia da cadeia em sua

distribuicdo estaciondria, sendo rejeitadas as primeiras 50.000 simulacdes. Através do
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programa Hickory versdao 1.1 (Holsinger et al., 2002), o indice de diferenciacdo Bsr foi
estimado com suas variancias e um intervalo de confianca de 95%.

A fim de contrastar as estruturas genética e epigenética obtidas através dos dados de
Mspl-MSAP e Hpall-MSAP foi feita uma andlise de Co-Inércia utilizando o programa ADE-
4 (Thioulouse et al., 1996). A significancia desta associacdo foi testada pela randomizacdo
Romesburg com 9999 permutacdes.

As divergéncias significativas entre os indices de diversidade de Shannon baseada nos
perfis de MspI-MSAP e Hpall-MSAP em ambas as populacdes foram avaliadas por testes de
Kruskal-Wallis rank sum test usando o programa R versdao 2.6.0 (The R Foundation for
Statistical Computing, Viena, Austria, http://www.Rproject.org). Os valores de P foram

corrigidos pelo método de Bonferroni (Rice, 1989).

81



2.4 Resultados

2.4.1 Marcadores AFLP

Trés pares de primers foram utilizados para obter marcadores AFLP a fim de analisar
a diversidade genética de duas espécies de mangue Laguncularia racemosa e Avicennia
schaueriana. A primeira espécie tem maior distribuicdo geogréfica, ocorrendo no continente
Americano e Africano. A segunda ocorre especialmente no Brasil e em alguns pontos da
América Central. No Estado do Rio de Janeiro, ambas ocorrem no manguezal de Guaratiba,
na Baia de Sepetiba. Curiosamente neste local, ambas as espécies possuem diferengas
morfoldgicas bastante evidentes entre individuos que ocorrem na populacdo ribeirinha ou
proxima do apicum mesmo estando estas populacdes separadas por algumas centenas de

metros apenas.

2.4.1.1 Diversidade genética

Para a espécie L. racemosa foram encontrados 262 loci de AFLP, dos quais 96,2%
(252 loci) eram polimérficos para a populacdo ribeirinha e 88,2% (231 loci) para a populacao
préxima ao apicum (Tabela 2.1). Os indices de diversidade de Shannon e de Nei mostraram
maior diversidade genética nas plantas do apicum do que as ribeirinhas, porém com valores de

desvio padrao bastante altos. Os valores de Shannon foram 0,36 para as plantas ribeirinhas e
82



0,42 para aquelas do apicum. Enquanto que os valores de Nei foram de 0,22 para as
ribeirinhas e de 0,27 para as plantas do apicum (Tabela 2.1). Tanto os valores de Nei quanto
de Shannon variaram de foram significativa entre as duas populacdes segundo o teste de

Kruskal-Wallis (P < 0,0001).

Tabela 2.1 Dados obtidos com marcadores AFLP para duas populacdes da espécie L.
racemosa: nimero e porcentagem de loci polimorficos e os indices de diversidade genética de
Shannon e de Nei. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes.

Loci Indice de )
Populacao Indice de Nei
polimoérficos Shannon
Ribeirinha 252 (96,2%) 0,36 a 0,22 a
Apicum 231 (88,2%) 0,42 b 0,27 b

Para a espécie A. schaueriana foram encontrados 212 loci de AFLP, sendo que as
plantas ribeirinhas tiveram mais polimorfismo (93,4% - 198 loci) do que as do apicum (46,2%
- 98 loci) (Tabela 2.2). Seguindo um padrdo inverso ao obtido com a espécie L. racemosa, 0s
indices de diversidade genética de Shannon e de Nei tiveram valores maiores para individuos
ribeirinhos, Shannon = 0,49 e Nei = 0,33, do que para as plantas do apicum, Shannon = 0,23 e
Nei = 0,15. Os testes de Kruskal-Wallis mostraram que os valores de diversidade genética
tanto de Nei quanto de Shannon de ambas as populagdes foram significativamente diferentes

(P <0,0001).
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Tabela 2.2 Dados obtidos com marcadores AFLP para duas populagdes da espécie A.
schaueriana: numero e porcentagem de loci polimorficos e os indices de diversidade genética
de Shannon e de Nei. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes.

Loci Indice de )
Populacao Indice de Nei
polimoérficos Shannon
Ribeirinha 198 (93,4%) 0,49 a 0,33 a
Apicum 98 (46,2%) 0,23 b 0,15b

2.4.1.2 Estrutura populacional

Os valores do indice de diferenciacdo genética Gst foram bem diferentes nas duas
espécies, sendo igual a 0,032 para L. racemosa e 0,191 para A. schaueriana, indicando uma
diferenciagdo de 3,2% entre as populacOes de L. racemosa e de 19,1% entre as populacdes de
A. schaueriana (Tabela 2.3) Os dados de identidade e distdncia genética de Nei também
mostraram que as populacdes ribeirinhas e do apicum de L. racemosa sao mais semelhantes
entre si do que as populacdes de A. schaueriana. Os indices de identidade entre as populacdes
de L. racemosa foi de 0,996 e de distancia foi de 0,004; enquanto que para a espécie A.
schaueriana, suas populacdes tiveram identidade genética de 0,871 e distancia de 0,138

(Tabela 2.4).
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Tabela 2.3 Indices de diferenciacdo genética entre as populacdes ribeirinha e préxima do
apicum calculados pelas andlises de freqiiéncia alélica (Gsr), Bayesiana (6y;) e de
multivaridvel (fqy) para as duas espécies de mangue: L. racemosa e A. schaueriana.

Espécie Gst By Psr

L. racemosa 0,032 0,004 0,054

A. schaueriana 0,191 0,086 0,098*

*P=0,0132
NS — Nao significativo

Tabela 2.4 Indices de identidade e distincia genéticas calculados segundo Nei (1978) entre as
populacdes das duas espécies: L. racemosa e A. schaueriana.

Espécie Identidade genética  Distancia genética
L. racemosa 0,996 0,871
A. schaueriana 0,004 0,138
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O indice de diferenciacdo genética, calculado pelo método Bayesiano, entre as
populacdes de A. schaueriana foi maior do que entre as populagdes de L. racemosa: O =

0,086 (SD = 0,012, limite menor de 0,063 e maior de 0,111 no intervalo de confianca de

95%), e Bs; = 0,004 (SD = 0,003, limite menor de 0,0002 e maior de 0,0113 no intervalo de

confianca de 95%), respectivamente (Tabela 2.3).
A terceira andlise estatistica, de multivaridvel, mostrou uma diferenciagcdo nao

significativa entre as populagdes de L. racemosa (fsr = 0,054, ndo significativo) e bastante

baixa para a espécie A. schaueriana (fsr = 0,098, P = 0,0132) (Tabela 2.3).

2.4.2 Marcadores MSAP

As andlises dos marcadores MSAP foram feitas com as duas populagdes: ribeirinha e
proxima do apicum; da espécie Laguncularia racemosa de Guaratiba (RJ). Esta espécie
apresentou baixo indice de diferenciacdao entre as populagdes com marcadores AFLP e,
portanto, as alteragdes morfoldgicas que ocorrem neste manguezal nido poderiam ser
justificadas apenas pela variagdo genética. O uso dos marcadores MSAP permitiu o estudo de
variagOes genéticas e epigenéticas, moduladas pela metilacdo de citosinas no DNA, entre as

populacdes de L. racemosa, controle este muito importante na formagao de novos fendtipos.
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2.4.2.1 Niveis de polimorfismo

As quatro combinacgdes de primer produziram 97 loci de MSAP nas 34 amostras. A
populacdo ribeirinha teve 41 loci metilados, ou seja, bandas presentes em Mspl-MSAP e
ausentes em Hpall-MSAP em pelo menos uma amostra, enquanto que a populacio do apicum
teve apenas 25 loci metilados, correspondendo a 42,3% e 25,8% de todos os loci analisados
(Figura 2.7). Os outros loci foram denominados como ndo-metilados, quando tinham presenca
de banda em ambos os perfis da mesma amostra ou o inverso na auséncia das bandas. Loci
foram considerados polimoérficos quando uma ou mais amostras tinham um padrdo de banda
diferente das outras amostras da populagdo. O nivel de polimorfismo foi maior na populagdo
ribeirinha do que do apicum (Figura 2.8). Na populacgdo ribeirinha, 85,4% dos loci metilados e
5,4% dos loci ndo-metilados eram polimorficos. Entretanto, no apicum, individuos tiveram
apenas 64% dos loci metilados e 1,4% dos loci ndo-metilados com algum polimorfismo.

Em conclusao, a populacdo ribeirinha teve mais loci polimérficos do que a populacao
do apicum com relagdo a ambos loci metilados e ndo-metilados, embora este ultimo tenha
sido em menor proporcdo. Isso indica uma maior variabilidade genética entre plantas
ribeirinhas, mas principalmente da variabilidade epigenética. Além desta diferenca com
relagdo ao polimorfismo, houve também diferencas entre o niimero de loci metilados que foi

maior nas ribeirinhas com 41 contra 25 nas plantas do apicum.
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42%

58%

b)

Figura 2.7 Gréficos ilustrando o nivel de metilacdo do DNA dentre os 97 loci analisados para
ambas as populagdes: (a) ribeirinha e (b) préxima do apicum. Loci metilados (vermelho) e
nao-metilados (azul). Valores das contribuicdes de cada um no total de loci analisados
expressos em porcentagem.
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Figura 2.8 Gréficos mostrando o nivel de polimorfismo por populacdo para os loci metilados
e ndo-metilados. Porcentagem de loci monomoérficos (vemelho) e loci polimérficos (azul) sao
exibidos nos graficos. (a) Loci ndo-metilados nas ribeirinhas; (b) Loci ndao-metilados no
apicum; (¢) Loci metilados nas ribeirinhas; e (d) Loci metilados no apicum.
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2.4.2.2 Estrutura genética populacional

Trés métodos foram utilizados para o cdlculo do indice de diferenciacdo entre as
populagdes ribeirinha e do apicum (Tabela 2.5). A fim de evitar as hipéteses do equilibrio de
Hardy-Weinberg como tamanho de populacdo infinito e cruzamento aleatdrio, a analise de
multivaridvel foi utilizada calculando o indice de diferenciacdo denominado Bsr. Os dados de
Mspl-MSAP e Hpall-MSAP, correspondentes as por¢cdes genética e epigenética do genoma
de L. racemosa, respectivamente, resultou em Bst = 0,148 € 0,212 (P < 0,001), indicando uma

maior diferenciagdo populacional no nivel epigenético (Tabela 2.5).

Tabela 2.5 Indice de diversidade de Shannon calculado para cada populagio e indices de
diferenciacdo das andlises de multivaridvel (Bg;), de freqiiéncia alélica (Gst) e Bayesiana
(Gs7) calculados para os componentes genético (MspI-MSAP) e epigenético (Hpall-MSAP)
do genoma de L. racemosa.

Perfil Populagio fSsr Shannon  Ggy sy
Ribeirinha 0,048

MspI-MSAP 0,148* 0,111 0,119
Apicum 0,035
Ribeirinha 0,101*

Hpall-MSAP 0,212* 0,254 0,160
Apicum 0,043*

* Diferencas significativas
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A diversidade genética dentro das populacdes foi avaliada pelo indice de diversidade
de Shannon, um método baseado na freqiiéncia de alelos que pode ser diretamente estimado
através do uso de marcadores dominantes. Apds a correcao dos valores de P pelo método
Bonferroni, os indices de Shannon ndao foram significativamente diferentes sobre o nivel
genético (MspI-MSAP) entre as populacdes, mas sim no nivel epigenético (Hpall-MSAP).
Cabe ressaltar também que entre os dados genéticos e epigenéticos da mesma populacdo
houve diferenca significativa nos indices de diversidade de Shannon. Os dados de Mspl-
MSAP resultaram em 0,048 e 0,035 para as populacdes ribeirinha e do apicum,
respectivamente (P = 29.1776; nao significativo) e dados de Hpall-MSAP resultaram em
0,101 e 0,043 para ribeirinhas e do apicum, respectivamente (P < 0,025; valor significativo
para a = 5%) (Tabela 2.5). As diferencas entre os indices de Shannon de MspI-MSAP e
Hpall-MSAP entre amostras da mesma populacdao foram significativas (P < 0,001 e P =
0.0025, respectivamente para ribeirinhas e apicum). O indice de diferenciacao Gsr, calculado
com base na freqii€ncia alélica, mostrou que as populagdes foram mais diferenciadas no nivel
epigenético (Gst = 0,254 para Hpall-MSAP) do que no nivel genético (Gsy = 0,111 para
Mspl-MSAP) (Tabela 2.5).

O terceiro indice de diferenciagdo, BOsr, foi calculado pela abordagem Bayesiana e
mostrou diferenciacdo genética de 0,119 (MspI-MSAP; SD = 0,034, 95% intervalo de
confianca: 0,055 limite inferior e 0,186 limite superior) e diferenciacdo epigenética de 0,160

(Hpall-MSAP; SD = 0,026, limite inferior de 0,110, limite superior de 0,210) (Tabela 2.5).
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Portanto, as semelhangas entre os diferentes indices de diferenciacdo calculados neste
trabalho mostraram maior diferenciacdo entre as populagdes ribeirinha e do apicum de L.

racemosa no nivel epigenético (Figura 2.9).

0,3
0,2
H ST
HGST
ST
0,1 -
O .
Mspl-MSAP Hpall-MSAP

Figura 2.9 Grifico com todos os indices de diferenciacdo calculados pelos trés métodos
estatisticos: andlise de multivarincia (Bsr), de freqiiéncia alélica (Gsr) e Bayesiana (Osr), para
ambos os componentes genético (MspI-MSAP) e epigenético (Hpall-MSAP).
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2.4.2.3 Analise de componente principal (PCA)

Os dados do MSAP foram organizados espacialmente pela andlise de PCA com base
na matriz de covariancia. As diversidades genéticas e epigenéticas estdo resumidas sobre os
dois componentes principais, representando 40,2% e 35,7% da inércia total, respectivamente
(Figuras 2.10). Figura 2.10 (a) representa a estrutura genética do genoma de L. racemosa, com
base em dados de MspI-MSAP, onde a proximidade genética de individuos de cada uma das
populacdes ribeirinha e do apicum (representados como 1 e 2, respectivamente) pode ser
observada, apesar de ainda ter alguma mistura entre as populacdes. Por outro lado, a estrutura
epigenética obtida com dados de Hpall-MSAP (Figura 2.10b) diferencia mais
expressivamente individuos de cada populacao, formando dois grupos separados.

Os dois primeiros eixos da andlise de Co-Inércia explicam 74,4% do total da variacao
genética. Na figura 2.10 (c), os circulos representam a posi¢do de cada perfil genético no
gréifico, baseado em dados de Mspl-MSAP, de ambas as populacdes (representadas como 1 e
2 para ribeirinha e do apicum, respectivamente), enquanto que a cabeca das setas indicam a
posicao do perfil epigenético (Hpall-MSAP). O comprimento das setas representa a distancia
entre os perfis genéticos e epigenéticos. Curiosamente, existem trés individuos ribeirinhos e
trés do apicum que tém perfis genéticos muito semelhantes entre eles, compartilhando o
mesmo circulo na figura 2.10 (c), porém as suas setas apontam para dire¢Oes praticamente

opostas, indicando perfis epigenéticos distintos referentes a cada populagao.
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Figura 2.10 Andlise de componente principal (PCA) entre individuos e entre grupos: (a) PCA
baseado no perfil genético (MspI-MSAP) em ambas as populagdes (1) ribeirinhas e (2)
apicum; (b) PCA baseado no perfil epigenético (Hpall-MSAP) em ambas as populacdes (1)
ribeirinhas e (2) apicum; (c) Anédlise de Co-Inércia onde circulos correspondem ao perfil
genético e cabeca das setas ao perfil epigenético. F1 e F2 mostram os valores de contribui¢do
dos componentes na variancia total da anédlise. Bst foi calculado com base na andlise entre-
grupo para ambos os perfis genético e epigenético e foram testados significativamente.
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2.5 Discussao

Utilizando os marcadores AFLP e MSAP, analisamos os niveis de diferenciacao
genética em duas espécies de mangue, Laguncularia racemosa e Avicennia schaueriana, €
genética versus epigenética apenas para L. racemosa. Foram analisadas amostras das
populacdes naturais de Guaratiba (Rio de Janeiro-RJ), que possuem diferencas morfolgicas
bastante evidentes entre elas. Uma populacdo, chamada ribeirinha, é caracterizada pela sua
estrutura arbdrea, enquanto a outra populacdo, localizada préxima ao apicum, tem plantas
arbustivas (mais detalhes na introduc¢do). Devido a diferenca nos sitios de clivagem das
enzimas de corte freqiiente usadas pelos dois marcadores AFLP e MSAP, ndo serdo feitas
andlises comparativas entre seus resultados de diversidade e de diferenciacdo genética entre as

populacdes de L. racemosa.

2.5.1 Marcadores AFLP

Os marcadores AFLP mostraram alto grau de polimorfismo nas populacdes ribeirinhas
das duas espécies (96,2% e 93,4% para L. racemosa e A. schaueriana), porém niveis mais
baixos nas populacdes do apicum (88,2% e 46,2%, para cada espécie respectivamente)
(Tabelas 2.1 e 2.2). Os indices de diversidade genética de Shannon e de Nei calculados para
cada amostra tiveram valores significativamente diferentes entre as populagdes da mesma

espécie (P < 0,0001). Curiosamente, individuos da populacdo ribeirinha de L. racemosa
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mostraram uma diversidade genética mais baixa do que daqueles da populacdo do apicum,
que possuem um desenvolvimento anormal de seus individuos (Tabela 2.1). Por outro lado, a
populacdo ribeirinha de A. schaueriana possui valores de diversidade genética maiores do que
a populacdo do apicum, que pode estar sofrendo acdo de pressdes naturais seletivas que
estariam diminuindo a sua diversidade genética provavelmente como resultado de sua
proximidade a planicie hipersalina do apicum (Tabela 2.2).

Os indices de diferenciacdo genética obtidos pelos diferentes testes estatisticos foram
moderados a baixos entre as populacdes de A. schaueriana e bastante baixos entre as
populacdes de L. racemosa (Tabela 2.3). Estes resultados sugerem que as duas populagdes de
L. racemosa sejam muito semelhantes geneticamente, enquanto que as populacdes de A.
schaueriana possuem algum grau de diferenciacdo genética entre elas. Estes resultados foram
corroborados pelos indices de identidade e distancia genética de Nei, que mostraram uma alta
semelhanga entre as populagdes de L. racemosa, mas entre as populacdes de A. schaueriana
os valores de identidade e distancia genética foram menos expressivos, mesmo assim
obtivemos alta semelhanca entre as populacdes desta espécie como era esperado devido a
grande proximidade delas (Tabela 2.4).

Os resultados obtidos com marcadores AFLP podem ser explicados pela ocorréncia de
cada espécie. L. racemosa, sendo uma espécie mais comumente encontrada nos manguezais
do Oceano Atlantico, e possui uma melhor distribuicdo genética entre suas populagdes e por
isso, as populacdes de Guaratiba que sdo muito proximas, poderiam ser consideradas como
uma Unica populacdo. Por outro lado, A. schaueriana ¢ uma espécie de ocorréncia mais

restrita, o que limitaria em termos geogréficos o fluxo génico e a manutencao da variabilidade
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genética de suas populagdes, € como conseqiiéncia uma pequena estruturacao genética pdde
ser evidenciada entre as populacdes de Guaratiba que sdo bastante proximas. Geralmente,
individuos de A. schaueriana sao mais afetados pelo ambiente, tendo maior sensibilidade as
limitagdes dos manguezais, além disso, outro limitante pode ser o tipo de propagulo® gerado
por esta espécie, provavelmente disperso de forma menos eficiente quando comparado ao da
espécie L. racemosa. A localizagdo dos indivuos com relacdo a proximidade do rio € uma
caracteristica importante na dispersdo dos propdgulos. As plantas ribeirinhas de A.
schaueriana podem estar sendo favorecidas na troca com outras populagdes resultando assim
num maior indice de diversidade genética em relacdo a populacdo do apicum.

Em conclusdo, os marcadores AFLP podem explicar parte da variacdo morfoldgica
encontrada entre as populacdes ribeirinha e do apicum da espécie A. schaueriana, mas o
mesmo ndo acontece para as populacdes de L. racemosa. Esta mostrou uma alta semelhanca
genética e indices de variabilidade genética maiores na populacdo préxima ao apicum, o que
ndo era esperado devido ao grande estresse ao qual as plantas neste ambiente sdo submetidas

constantemente.

% Nome dado as sementes que se desprendem da planta-mae ja germinadas, que é resultado da viviparidade
nas espécies de mangue.
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2.5.2 Marcadores MSAP

Os marcadores MSAP foram utilizados a fim de identificar a diversidade e estrutura
genética versus epigenética entre as populacdes de L. racemosa, ndo diferenciadas pelo
AFLP. Os fendmenos epigenéticos podem aumentar a plasticidade fenotipica das plantas em
situagcdes de flutuagdes ambientais ou de estresse (Rapp and Wendel, 2005; Salmon et al.,
2005), o que poderia estar acontecendo com esta espécie nas populacdes de Guaratiba, que
sao submetidas a diferentes condi¢des ambientais (Figura 2.11). Marcadores MSAP
permitem a andlise do nivel de metilacdo do DNA, que podem atuar diretamente sobre a
expressdo génica, gerando variagdes fenotipicas induzidas por perturbagdes ambientais e
genéticas e que podem ser transmitidas de uma geracdo para a outra (Pavet et al., 2006;

Gehring and Henikoff 2007; Lukens and Zhan 2007).
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Figura 2.11 Visdo genética e epigenética dos efeitos da deriva, mais especificamente, de
gargalos. Nos graficos do alto, a visao genética de perda de alelos pela deriva e/ou selecdo
natural, corresponde diretamente a perda de fendtipos também (circulos vermelhos se
perderam, aumentando a freqiiéncia dos circulos azuis e verdes). Mas a visdo epigenética, nos
grificos de baixo, mostra que mesmo apds a perda de alelos na populacdo (circulos
vermelhos), o processo seletivo pode ser melhorado com o surgimento de novos fenétipos (A

e C) controlados por alteracdes epigenéticas, além dos fendtipos correspondentes a visdao
genética do processo (B).
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A proporg¢do de loci metilados encontrados na populagao ribeirinha de L. racemosa foi
42% (Figura 2.7a), equivalente aquela encontrada para ecétipos de Brassica oleracea, 30-
41% (Salmon et al., 2008), algodao Gossypum hirsutum, 32% (Keyte et al., 2006) e
Arabidopsis thaliana, 35-43% (Cervera et al,. 2002). Por outro lado, a populacdo do apicum
teve menor propor¢ao de loci metilados, 26% do total analisado (Figura 2.7b), indicando uma
possivel hipometilacdo no genoma destas plantas. O processo de demetilacio do DNA ativo
ocorre em plantas de forma intrinsecamente associada com o estresse bidtico e abidtico,
afetando fungdes bésicas do genoma (Pavet et al., 2006). E, como resultado deste processo, a
expressdo de muitos genes de desenvolvimento em plantas, como flowering locus wa (FWA),
superman (SUP), agamous (AG) e Linaria vulgaris homologue of cycloidea (Lcyc), pode ser
afetada (Habu er al., 2001). Em Nicotiana tabaccum, a expressao de uma enzima que tem
atividade de demetilacdo foi aumentada em folhas tratadas com aluminio, frio e sal, como
resultado de um controle epigenético baseado na metilagdo de citosinas (Choi et al., 2007).

Trés métodos estatisticos foram utilizados para estudar a diversidade e diferenciacao
genética versus epigenética entre as duas populagdes de L. racemosa de Guaratiba. A andlise
de multivaridvel calculou o indice Bst com base na presenca ou auséncia de banda que é mais
indicado para marcadores dominantes como o MSAP. Este indice de diferenciacdo foi
significativamente diferente quando comparados os perfis genético (Mspl-MSAP) e
epigenético (Hpall-MSAP) (Tabela 2.5). Este resultado é corroborado pelos indices de Ggr,

calculado com base nas freqii€ncias dos alelos, e Bst, uma abordagem Bayesiana, mostrando

uma forte estruturacdo populacional sobre o nivel epigenético (Tabela 2.5). Isto pode ser
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evidéncia de que as populagdes que ocorrem em ambientes tdo distintos enfrentem diferentes
processos evolutivos, sobre os quais a metilacdo do DNA € provavelmente afetada.

Os indices de Shannon, calculados com base na freqii€éncia dos alelos de ambos os
marcadores Mspl-MSAP e Hpall-MSAP, foi maior na populacdo ribeirinha do que do
apicum, mas estes valores foram significativos apenas no nivel epigenético (Tabela 2.5). Os
indices de Shannon dos perfis genético e epigenético de cada populacdo também foram
significativamente diferentes, indicando mais uma vez que estes dois componentes do genoma
sofrem processos evolutivos independentes. Estas diferencas sugerem ainda a existéncia de
microambientes na regido ribeirinha, mais afetada pelo regime de marés; enquanto individuos
da populacdo do apicum estdo em um ambiente mais homogéneo apesar dos altos niveis de
salinidade do solo.

No PCA baseado em analise de multivariavel, ha claros indicios de uma maior
diferenciacdo entre as populacdes ribeirinha e do apicum no nivel epigenético, e, mais
importante ainda, individuos do apicum estdo mais estreitamente relacionados sob o ponto de
vista epigenético do que genético (Figura 2.10a e 2.10b). Este padrdao também pdde ser
observado na andlise de Co-Inércia, um método mais robusto que associou diretamente os
dados genéticos e epigenéticos sobre a mesma escala espacial. Alguns individuos das
populacdes ribeirinhas e do apicum tinham o perfil genético semelhante, representado por
circulos, mas perfil epigenético distinto, representado pelas cabecgas das setas (Figura 2.10c).
O comprimento da seta é compativel com a distancia entre os perfis genéticos e epigenéticos e
as direcdes da flecha sdo bons indicadores da relagdo entre a estrutura genética e epigenética

nas populagdes. Ao estudar os comprimentos e dire¢des das setas de individuos da populagdo
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proxima do apicum (figura 2.10c), parece que elas estdo convergindo para um ponto comum.
Isso sugere que existe um perfil melhor adaptado as condi¢des ambientais de estresse deste
ambiente, resultado de modificacdes gendmicas importantes, principalmente no que diz
respeito aos fenOmenos epigenéticos. Estas mudancas podem resultar numa variagdo
fenotipica ndo correspondente a variagdo genética, mas que ainda assim € plausivel a sofrer
selecdo (Lukens and Zhan 2007). Portanto, os resultados deste marcador sugerem que oS
individuos do apicum sdo fenotipicamente diferentes dos individuos ribeirinhos como
conseqiiéncia de alteracdes epigenéticas de longo prazo passadas ao longo das geracdes, que

podem ter sofrido o efeito da selecao natural diretamente.
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Capitulo 3

Uma revisao sobre microssatélites nucleares e o
isolamento destes marcadores em duas espécies de

mangue

Uso de microssatélites em estudos de conservacao

Floresta e Ambiente, 2006, volume 13, numero 2, p. 25 — 36 (Anexo V)
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3.1 Introducao

3.1.1 Marcadores Moleculares

As populagdes naturais possuem em geral altos niveis de variabilidade genética entre
individuos da mesma populacdo que € introduzida continuamente por mutagdo, migracdo ou
fluxo génico (Morand et al., 2002). Por outro lado, as espécies que tém preferéncia pela
autofecundacdo, que limita a migracdo e o fluxo génico, podem ter a variabilidade genética
em suas populagdes reduzida devido ao cruzamento entre co-sangiiineos. Vdrios estudos ja
comprovaram que o fluxo génico em florestas tropicais pode alcancar longas distancias, sendo
importante na manutencdo da variabilidade genética (White er al., 2002; Chase et al., 1996).
Esta, por sua vez, é fundamental para a manutencdo e sobrevivéncia da espécie e de suas
populacdes as ameacas causadas principalmente pela destruicdo do seu habitat e por coletas
predatérias (Heuertz et al., 2001).

Dentre os diferentes niveis hierdrquicos de biodiversidade, uma importancia especial
tem se focado na diversidade genética, que é a base desta hierarquia. Ela geralmente €
observada ao nivel de espécie, dentro de uma mesma populacdo ou entre diferentes
populacdes. A diversidade genética tem papel importante na conservacdo de espécies
ameacadas de extingdo e na manutencdo de suas populacdes ao longo do tempo, pois espécies
com baixa variacdo genética tém geralmente uma reducao no fitness, ou seja, na habilidade de

sobreviver a mudangas ambientais durante o seu processo evolutivo (Frankham, 1995).
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Tradicionalmente, a diversidade dentro de uma espécie era medida apenas pelas
diferencas morfologicas, mas atualmente os métodos de detec¢do, baseados em dados
moleculares, vém sendo utilizados e considerados como vantajosos sobre os métodos antigos
devido ao maior ndmero de caracteres estudados (Ferreira and Grattapaglia, 1998; Karp et al.,
1996).

Dentre os seis marcadores moleculares tradicionais, trés ndo utilizam o PCR,
isoenzimas, RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e minissatélites, € por isso
possuem limita¢des quanto ao ndmero de individuos analisados por estudo, principalmente
por causa da grande quantidade de material genético necessdrio e do excessivo trabalho
laboratorial com resultados mais demorados e custosos (Ferreira and Grattapaglia, 1998).

Por outro lado, outros trés marcadores sdo baseados em PCR, RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) e
microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeat), e permitem a obtencdo de resultados mais
rapidamente, além de possibilitar estudos populacionais com grande ndmero de individuos e
também outros tipos de estudos como de genética humana, forense, de biologia evolutiva e de
biologia do desenvolvimento, devido a sensibilidade, rapidez e versatilidade do PCR (Ferreira
and Grattapaglia, 1998; White et al., 1989; Williams et al., 1990).

Estes marcadores podem ser divididos em dois tipos: os dominantes, como RAPD e
AFLP, que ndo permitem a andlise de heterozigotos na populag¢do, apenas a presenca ou
auséncia de marcadores ao longo do genoma; e os co-dominantes, como microssatélites, que
permitem a andlise de todos os alelos de cada loci de um individuo, e assim obtendo dados de

freqiiéncia de alelos na populacao (Ouborg et al., 1999).
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Marcadores dominantes como RAPD e AFLP t€ém a vantagem de nao necessitarem de
conhecimento prévio de seqiiéncia de DNA e por isso podem ser utilizados com as mais
diferentes espécies. Além disso, grandes quantidades de marcadores sdo obtidas com baixo
custo de desenvolvimento da técnica. Eles ja foram usados em estudos com diferentes
espécies de plantas como Eucalyptus (Kirst et al., 2005), Caesalpinia echinata (Cardoso et
al., 1998; Cardoso et al., 2005), Euterpe edulis (Cardoso et al., 2000), Veronica alpina
(Albach et al., 2006), Viola sp. (Eckstein et al., 2006), Cedrus atlantica (Renau-Morata et al.,
2005), Croton alabamensis (Van EE et al., 2006) com o objetivo de avaliar a variabilidade
genética e a estruturacao populacional.

Os microssatélites ou SSR sdo repeticdes em tandem® de 1 a 6 nucleotideos,
encontrados em todos os procariotos e eucariotos estudados até o momento (Zane et al.,
2002). Os microssatélites foram identificados no genoma de eucariotos no final da década de
80 (Tautz, 1989), e logo os pesquisadores encontraram altos niveis de polimorfismo neste
marcador, comprovando que se tratava de uma nova ferramenta molecular bastante eficiente,
com pelo menos o dobro de informacao obtida, e duas vezes mais rapidamente do que outros
marcadores (Weber, 1990). A co-dominancia destes marcadores é uma importante
caracteristica que possibilita as andlises do sistema reprodutivo de plantas e animais e suas
conseqiiéncias como porcentagem de heterozigotos na populagdo (Morand et al., 2002;
Collevatti et al., 2001; Heuertz et al., 2001; White et al., 1999). Atualmente, sabemos que
existem microssatélites tanto no genoma nuclear das plantas (Condit and Hubbell, 1991;

Wang et al., 1994) como no genoma de cloroplastos (Powel et al., 1995).

2 Seqliéncias repetidas lado a lado no genoma.
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O fato de ter microssatélites em cloroplasto possibilitou a utilizagao desta organela em
estudos populacionais, que eram pouco produtivos devido a baixa taxa de mutacdo em seu
genoma (Provan et al., 2001). Os microssatélites encontrados nos cloroplastos, também
chamados de marcadores citoplasmaticos, sdo Otimas ferramentas para estudos de fluxo
génico e padrdes de cruzamento, pois estas organelas sdo herdadas de forma uniparental:
maternalmente em angiospermas e paternalmente em gimnospermas (Provan et al., 2001;
Provan, 2000; Vendramin et al., 2000). Por isso, diversos estudos de estrutura genética foram
feitos usando estes marcadores citoplasmdticos tanto em gimnospermas: Picea abies K
(Vendramin et al., 2000), Abies sp (Clark et al., 2000; Vendramin et al., 1999); quanto em
angiospermas: Silene paradoxa L (Mengoni et al., 2001), Fraxinus sp (Morand-Prieur et al.,
2002) e Caesalpinia echinata (Lira et al., 2003).

Os marcadores microssatélites tornaram-se extremamente difundidos, apesar do alto
custo inicial para o desenvolvimento da técnica, sendo atualmente utilizados em um grande
nimero de estudos para responder a perguntas especificas nas dreas da biologia evolutiva e da
biologia da conservacdo (Balloux and Lugon-Moulin, 2002). Isto se dd devido a trés
caracteristicas presentes nos microssatélites: (1) a neutralidade, pois representam o genoma
como um todo; (2) a abundancia com ampla distribuicio pelo genoma; e (3) o alto
polimorfismo encontrado mesmo em populacdes que passaram por eventos de gargalo ou em
populacdes que possuem baixo polimorfismo detectado por outros marcadores (Maudet et al.,
2002).

A maior limitacio ao uso de marcadores microssatélites € o grande trabalho necessério

para o desenvolvimento e isolamento dos loci que contém estes marcadores, principalmente
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para plantas, cujo nimero de repeticoes de dinucleotideos € 10 vezes menor do que nos
primatas (Zane et al., 2002). Para contornar esta situacdo foram desenvolvidos diferentes
métodos de enriquecimento de bibliotecas gendmicas (White and Powell, 1997; Edwards et
al., 1996; Ostrander et al., 1992). Zane et al. (2002) indicam diferentes métodos de
isolamento de microssatélites, porém todos bastante custosos, o que gera um empecilho para
se trabalhar com este tipo de marcador molecular. O método tradicional para o
desenvolvimento de marcadores microssatélites envolve a criacdo de bibliotecas gendmicas
de inserto pequeno, a posterior hibridizagdo com oligonucleotideos repetidos em tandem e o
seqlienciamento de clones candidatos, tornando assim o processo lento, trabalhoso e caro
(Thiel et al., 2003). Apds seu isolamento, ainda € preciso caracterizar os primers, ou seja,
definir quais primers sao eficientes na amplificacdo dos marcadores e quais marcadores sdao
polimérficos para a espécie. Esta etapa pode tornar-se tdo problemdtica quanto o isolamento,
em termos de dinheiro e tempo gasto (Squirrell et al., 2003).

Com o estabelecimento de bancos de dados de seqiiéncias expressas do genoma (EST
— Expressed Sequence Tags), uma nova modalidade de microssatélites foi descoberta, os
microssatélites génicos ou SSR-EST. EST sdo porcdes seqiienciadas de cDNA (DNA
complementar), que sao copias do mRNA (RNA mensageiro). Por isso, eles representam parte
da porc¢ao transcrita do genoma em certas condi¢des e sdo bastante conservados entre espécies
proximas (Poncet et al., 2006). O Instituto TIGR (The Institute for Genomic Research —
www.tigr.org) possui bancos de ESTs de 232 espécies de plantas, dentre elas: 10 coniferas,

150 dicotileddneas e 41 monocotiledoneas. A grande maioria destas espécies é de importancia
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econdmica e geralmente sdo espécies cultivadas o que limita o uso destes bancos de dados
para estudos populacionais em espécies selvagens.

O desenvolvimento dos SRS-ESTs € relativamente fécil e de baixo custo porque sdao
utilizadas seqiiéncias disponibilizadas na internet e programas de computador distribuidos
gratuitamente para identificar os marcadores (Thiel et al., 2003; Varshney et al., 2005). As
principais vantagens desta técnica sdo: 1) menor taxa de mutagdo em regides codificantes, o
que diminui a ocorréncia de alelos nulos® e ainda permite uma maior transferabilidade destes
marcadores entre espécies; 2) menor homoplasia®, resultado também da taxa de mutacdo
mais baixa; 3) alguns trabalhos obtiveram fragmentos mais limpos com bandas melhor
definidas do que aquelas obtidas com os microssatélites nucleares aleatérios (Woodhead et al.
2005).

Alguns programas (Tabela 3.1) usados no isolamento de microssatélites a partir de
seqiiencias de EST foram criados na linguagem Pearl, como o MISA (MIcroSAtellite) que é
um moédulo de busca com vdrias caracteristicas uteis para o controle de qualidade das
seqliencias de EST e para o desenvolvimento de primers especificos para microssatélites
(Varshney et al., 2005). Em plantas, os microssatélites isolados a partir de seqiiéncias de EST
estdo sendo bastante utilizados em espécies cultivadas como trigo, cevada, café, laranja,
améndoa e girassol (Gao et al., 2004; Thiel et al., 2003; Poncet et al., 2006; Chen et al., 2006;

Xie et al., 2006; Pashley et al., 2006).

*2 Alelos qgue ndo amplificam durante o PCR por problema de anelamento do primer.
2 Similaridade genética entre duas espécies que ndo é resultante da heranca de um ancestral comum.
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Tabela 3.1 Ferramentas para busca de microssatélites em bancos de dados de EST. Fonte:

Varshney et al. (2005).

Programa Referéncias

MicroSAtellite (MISA) http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/; Thiel et al. (2003)
SSRFinder Gao et al. (2003)

BuildSSR Rungis et al. (2004)

SSR Identification Tool (SSRIT)
Tandem Repeat Finder (TRF)

Tandem Repeat Occurrence

Kantety et al. (2002)
Benson (1999)

Locator (TROLL) Castelo et al. (2002)

CUGIssr http://www.genome.clemson.edu/projects/sst/

Sputnik http://abajian.net/sputnik/index.html

Modified Sputnik Morgante et al. (2002)

Modified Sputnik IT http://wheat.pw.usda.gov/ITMI/EST-SSR/LaRota/
SSRSEARCH ftp://ftp.gramene.org/pub/gramene/software/scripts/ssr.pl

Uma das grandes vantagens destes marcadores provenientes de regides expressas do
genoma € a transferabilidade entre espécies relacionadas em contraste aos microssatélites de
regides anodnimas, refletindo a natureza conservadora das regides codificantes quando
comparada as regides nao-codificantes (Varshney et al, 2005b). A posicdo dos
microssatélites génicos com relacdo a regido codificante resulta em diferentes niveis de
polimorfismo, onde as regides 3’UTR (Untranslated Regions) sdao mais polimorficas entre
cultivares, as regides 5’UTR sdo mais polimérficas entre cultivares e espécies, e a seqiiéncia

codificante do gene é mais polimorfica entre espécies e géneros (Varshney et al., 2005).

110



3.1.2 Aplicagoes ecoldgicas dos microssatélites

Segundo Liu and Cordes (2004), os marcadores moleculares AFLP e microssatélites
sao0 os principais marcadores da atualidade, pois estdo em crescimento exponencial no nimero
de publicacdes usando estas ferramentas em diferentes tipos de estudo, tanto de estrutura
populacional quanto de gendmica funcional. Os marcadores neutros sdo especialmente usados
em estudos ecoldgicos com o objetivo de responder a perguntas importantes sobre a biologia
da espécie e suas populacdes (Tabela 3.2).

Devido a alta variabilidade dos microssatélites e a possibilidade de se obter
marcadores mendelianos multi-alélicos, eles sdo especialmente uteis para inferir eventos
demograficos recentes, inclusive detec¢ao de impactos induzidos pelas comunidades humanas
nas populacdes (Pearse and Crandall, 2004). Os microssatélites emergiram como uma das
opg¢Oes mais populares para estudos genéticos com questdes ecoldgicas, em parte porque eles
possuem potencial para determinar estimativas de migracdo, t€ém poder para distinguir
relativamente altas taxas de migracdo para panmixia, e podem estimar a relagdo de parentesco
entre individuos (Selkoe and Toonen, 2006). Como resultado da localizagao destes
marcadores em regides génicas, estudos de diversidade funcional em plantas fenotipicamente
bem caracterizadas poderdo ser realizados com a ajuda dos SSR-EST presentes em genes de
funcdo conhecida, correlacionando assim a freqiiéncia alélica com variacdo fenotipica, ou

ainda, com a variacdo bioldgica (Eujayl et al., 2002).
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Tabela 3.2 Algumas questdes ecoldgicas que podem ser respondidas com marcadores
genéticos neutros, separados por tipo de dados necessario. Fonte: Selkoe and Toonen
(2006).

Necessita de dados de freqiiéncia alélica multi-locus™
De qual populagdo estes individuos se originaram?
Quantas populacdes existem?

Necessita de dados de microssatélites ou alto polimorfismo de seqiiéncia**
Esta populagdo se expandiu ou se contraiu nos ultimos anos?
As populagdes sdo diferentes em tamanho no passado e no presente?

Necessita de identificacdo genotipica multi-locus***
Qual a relacdo genética entre os individuos?
Quais individuos migraram?

Quais individuos sao clones?

Pode ser feito com diferentes marcadores moleculares™**

Qual a distancia de dispersao média dos descendentes (ou gametas)?

Quais sdo as relagdes fonte-sumidoro entre as populagdes?

Como condi¢des do meio-ambiente causam impacto na estrutura populacional e
migracao?

Qual a dindmica de extin¢do e colonizacdo da metapopulaciao?

A estrutura populacional ou sua conectividade mudou nos ultimos anos?

*Estas andlises podem necessitar de >10 microssatélites — o nimero estd inversamente
correlacionado com o grau de diferenciacio genética entre as populagdes. Espécies com
baixa taxa de migracdo e/ou populacdes pequenas necessitam de menos loci.

**Usando >1 locus diminuird substancialmente erro amostral interlocus.

***Geralmente necessita de microssatélites, mas também € possivel com AFLP e RAPD

Dentre as principais aplicagdes dos microssatélites estdo mapeamento genético,
identificacao individual por DNA e estudos de parentesco, filogenia, genética de populacdes e
genética da conservagdo, epidemiologia e patologia molecular, mapeamento de QTLs
(Quantitative Trait Loci), e selecao assistida por marcador (Chistiakov et al., 2006). Mas estes
marcadores vém sendo muito utilizados para responder vérias perguntas relacionadas a

genética de populagdes, como andlises de fluxo génico, paternidade e estruturagdao
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populacional, que resultam em dados sobre a distribuicdo da variabilidade genética entre e
dentro de populagdes naturais, que sdo essenciais para a ado¢do de medidas de conservagdo
tanto ex situ quanto in situ (Oliveira et al., 2006). E estes resultados obtidos através dos
marcadores moleculares, por outro lado, permitem um melhor entendimento de outros
processos populacionais como dispersdao e migracdo, histéria demogréfica de populacdes
como gargalo e efeito fundador, deteccdo de hibridos entre espécies, fluxo génico, deriva

génica, filogeografia entre outros (DeYoung and Honeycutt, 2005).

3.1.3 Publicag¢des atuais sobre conservagdao

O numero de publicacdes utilizando ferramentas moleculares em estudos de
conservagdo € cada vez maior, de 373 artigos publicados em 1990 houve um salto para 1.466
artigos em 2007 (Figura 3.1). A evolucdao do nimero de artigos publicados a cada dois anos,
nos ultimos 17 anos, mostra alguns aumentos mais expressivos em 1992 com 75% a mais de
publicacdes do que 1990; 1994 com 27,5% a mais que 1992; e 2004 com 21% a mais que
2002. Isso mostra que a descoberta de novas técnicas pode causar um aumento nao-linear no
nimero de publicacdes anuais. A constante evolugcdo das técnicas moleculares e de
investigacdo do DNA, aumentando a eficiéncia e diminuindo os custos, impulsionou as
publicacdes neste século a partir de 2001, tendo uma média de 1258 artigos desde 2002 até

2007, que antes era de 781 artigos de 1990 até 2000.
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Figura 3.1 Grifico do nimero de publicagdes por ano, a cada dois anos de 1990 a 2007,
pesquisados usando as palavras-chave conservagdo (conservation) e DNA na ferramenta de

busca do ISI Web of Science.

De todas estas publicagdes com DNA, as mais significativas com relacdo a
conservagdo utilizam os marcadores moleculares microssatélites como ferramenta. Alguns
marcadores tradicionais como RAPD e AFLP, baseados em PCR, sio também bastante
representativos nas publicacdes, enquanto que os outros marcadores que ndo usam PCR,

como RFLP, isoenzimas e minissatélites, ttm menor contribuicdo para este tipo de estudo

(Figura 3.2).
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Figura 3.2 Gréafico do nimero de artigos desde 1990 a 2007, a cada dois anos, onde cada
barra é referente a um marcador molecular diferente pesquisado usando a ferramenta de busca
do ISI Web of Science por palavras-chaves da técnica e conservacao (conservation).

Observa-se um grande aumento no nimero de artigos com microssatélites ao longo
dos anos, sendo esta a mais importante técnica utilizada atualmente em estudos de
conservagao. Por outro lado, os marcadores moleculares, que ndo dependem do PCR, estdao
sendo cada vez menos utilizados neste tipo de estudo, principalmente por causa das
dificuldades com relag¢do a grande quantidade de DNA necessaria para andlise e ao trabalho
intenso.

Conseqiientemente, os microssatélites sdo os marcadores moleculares com maior

contribuicao na totalidade dos estudos de conservacao, tendo mais de 1400 artigos publicados

nos ultimos 18 anos, nimero trés vezes maior do que do RAPD, o segundo marcador mais
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utilizado (Figura 3.3). Outro dado interessante desta pesquisa é que os microssatélites, além
de possuirem a maior contribui¢ao nas publicacdes cientificas dentre todos os marcadores, ele
e 0 RAPD sao os tinicos marcdaores em ascen¢do nos Ultimos anos, sendo estes valores muito

mais expressivos para os microssatélites (Tabela 3.3).
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Figura 3.3 Gréfico do ndmero total de artigos desde 1990 a 2007, a cada dois anos, por
marcador molecular. As cores sdo correspondentes ao ano de publicagdo dos artigos como
indicado na legenda. Busca feita pelo ISI Web of Science usando as palavras-chaves da
técnica e conservagao (conservation).
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Tabela 3.3 Tabela do nimero de artigos publicados na drea da conservacdo em cada ano
pesquisado desde 1990 a 2007, para cada marcador molecular individualmente.

Microssatélites AFLP RAPD RFLP Isoenzimas Minissatélites

1990 2

1992 2 2 6 14 2
1994 22 4 19 14 5
1996 42 2 17 26 20 5
1998 59 1 25 17 23 5
2000 101 19 31 22 28 2
2002 121 21 62 31 23 2
2004 202 40 72 25 19 1
2006 296 65 75 28 21 1
2007 356 56 90 19 11 3
Total 1201 204 378 195 173 27

A popularidade dos microssatélites em estudos genéticos conservacionistas pode ser
evidenciado pela criacdo da revista Molecular Ecology Notes, dedicada quase que
exclusivamente a publicacdes de isolamento e caracterizacdo de primers e dados de
freqiiéncia alélica obtidos para uma grande variedade de espécies (Liu and Cordes, 2004).
Esta revista foi criada em 2001, devido a grande quantidade de publicacdes do tipo “Primer
Notes” na revista Molecular Ecology, tendo como proposta ser um veiculo de rdpida
disseminacdo dos avangos tecnoldgicos em ecologia molecular, como programas de
computador, inovacdes metodolégicas e desenvolvimento de marcadores moleculares
(detalhes em http://www.blackwellpublishing.com). Esta revista, chamada em 2008 de
Molecular Ecology Resources, detém boa parte de todas as publicagcdes usando

microssatélites em estudos de conservacdo (Figura 3.4) e seu fator de impacto é 1,22.
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O periddico Molecular Ecology, que aceita publicacdes que utilizam técnicas
moleculares para responder a questdes ecoldgicas, de evolucdo, comportamento ou
conservacgao, tem fator de impacto 4,825 sendo a 10* no ranking de citacdes em ecologia e
biologia evolutiva. Apesar de seu bom fator de impacto e desempenho no ranking das
citacdes, sua contribuicio com trabalhos de conservacdo usando microssatélites como
ferramenta diminuiu neste ano (Figura 3.4). Por outro lado, a revista Conservation Genetics
que tem fator de impacto 1,429 sendo a 7* no ranking de citacdes em conservacdo da
biodiversidade, teve um aumento em sua contribuicio no numero de publicacdes com
microssatélites representando 27% de todas as publicacdes deste assunto em 2008, valor bem
mais alto do que 2006 (11%) e 2007 (16%) (Figura 3.4). Mas outras revistas também podem
ser citadas como importantes na divulgacdo de trabalhos moleculares que visam o maior
conhecimento da biologia da espécie e as possiveis estratégias conservacionistas a serem

adotadas, como Conservation Biology, Biological Conservation, Heredity e Genetics.

118



2006

13%

11%
B Mol Ecol Notes

= Mol Ecol

11% W Conserv Genet

65% M Qutros

2007

11%

13%
B Mol Ecol Notes
M Mol Ecol

60% M Conserv Genet
0 [+
16% M Qutros

2008

9%

® Mol Ecol Resour
= Mol Ecol

27% W Conserv Genet
M Qutros

57%

Figura 3.4 Grificos da contribuicdo relativa de cada periddico: Molecular Ecology Notes
(Mol Ecol Notes) ou Molecular Ecology Resources (Mol Ecol Resour), Molecular Ecology
(Mol Ecol) e Conservation Genetics (Conserv Genet) com publicacdes sobre conservacao
usando marcadores microssatélites em 2006, 2007 e primeiro semestre de 2008.
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3.1.4 Espécies de mangue

O manguezal é um ecossistema bastante dinamico e altamente resiliente, exposta aos
processos de transi¢do entre os ambientes marinho, estuarino e lagunar, com alternancia de
inundacdes derivadas da atuacdo das marés em regime mixohalino (Saenger, 2003). Eles
ocorrem nas costas tropicais e subtropicais, e diariamente sdo submetidos a variacdes de
salinidade da dgua e oscilagdes do nivel do mar (Saenger, 2003; Barth 2006). Suas florestas
caracterizam-se por espécies vegetais lenhosas tipicas, que possuem adaptacdes quanto a
sustentacdo em substrato nao consolidado, acdo das marés, aeracdo do sistema radicular e
tolerancia a salinidade e ao estresse hidrico (Tomlinson, 1986).

No Estado do Rio de Janeiro, o ecossistema manguezal apresenta grandes formacoes
na regido Norte Fluminense (foz do rio Paraiba do Sul), na Baia de Guanabara, na Baia de
Sepetiba (Guaratiba) e na Baia da Ilha Grande (municipios de Angra dos Reis e Paraty),
regido Sul Fluminense. Com relagdo as espécies, ocorrem Avicennia schaueriana, A.
germinans, Laguncularia racemosa, € Rhizophora mangle, sendo A. germinans restrita ao
norte do Estado.

Ja existem marcadores microssatélites caracterizados para algumas espécies de
mangue, como A. marina (Maguire et al. 2000; Geng et al., 2007), A. alba (Teixeira et al.
2003), A. germinans (Nettel et al., 2005; Céron-Souza et al. 2006), R. stylosa (Islam et al.
2004), R. mangle (Rosero-Galindo et al., 2002) e mais recentemente de L. racemosa também
(Nettel et al., 2008). Apesar disso, ndo existem trabalhos sobre a estrutura populacional ou o
fluxo génico de nenhuma destas espécies nos manguezais do Brasil.
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3.2 Objetivos

O principal objetivo deste capitulo foi isolar marcadores microssatélites de duas
espécies de mangue visando a conservacao deste ecossistema.

Os objetivos especificos sao:

- Isolar marcadores do tipo SSR-EST a partir do banco de EST de Avicennia marina;

- Testar os marcadores SSR-EST isolados nas espécies brasileiras de Avicennia: A.
schaueriana e A. germinans;

- Isolar marcadores SSR nucleares aleatérios de A. schaueriana e L. racemosa através
da criagdo de bibliotecas de DNA enriquecidas com microssatélites;

- Caracterizar os marcadores SSR aleatdrios passiveis de serem utilizados em estudos

populacionais.
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3.3 Materiais e Métodos

3.3.1 SSR-EST

3.3.1.1 Isolamento dos marcadores SSR-EST

O isolamento de marcadores do tipo SSR-EST tem sido feito como uma forma de
contornar as desvantagens do isolamento baseado na criagdo de bibliotecas gendmicas
enriquecidas com microssatélites. A existéncia de bancos de EST disponiveis para a
comunidade cientifica, principalmente de plantas cultivadas, facilita o isolamento de
marcadores microssatélites de regides génicas. Estes marcadores, além de serem mais
conservados entre espécies proximas por estarem presentes em regides transcritas,
aparentemente eles sdo também mais facilmente caracterizados em laboratério, devido a
maior clareza dos fragmentos amplificados e menor taxa de mutagdo (Woodhead et al. 2005).

O instituto TIGR (The Institute for Genomic Research - http://www.tigr.org/) possui
uma grande cole¢do de bancos de dados sobre gendmica de plantas. Dentre os bancos de
DNA das espécies cultivadas ja seqiienciadas, também podemos encontrar bancos de EST (na
secdo TIGR Plant Transcript Assemblies) de diversas espécies vegetais. A espécie de mangue
Avicennia marina possui algumas seqiiéncias de EST depositadas no banco de dados do
instituto TIGR.

Seqiiéncias de A. marina foram utilizadas na busca por marcadores microssatélites

através do programa MISA (http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/; Thiel et al., 2003). Este
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programa permite definir o tipo de microssatélite que serd buscado na biblioteca de EST, com
o ndmero minimo de repeticoes de bases. Neste trabalho, buscamos repeticdes de
mononucleotideos com no minimo 10 repeticdes; de dinucleotideos com no minimo 6
repeti¢des; € para os outros microssatélites tri-, tetra-, penta- e hexanucleotideos com no
minimo 5 repeticdes; possibilitando inclusive combinacdes de diferentes motivos.

Ap6s a identificagdo das seqii€éncias com microssatélites, elas foram analisadas usando
a ferramenta BlastX, que compara a seqii€éncia de nucleotideos traduzida em proteina com o
banco de dados de proteinas, pelo site do NCBI (National Center for Biotechnology
Information — http://www.ncbi.nlm.nih.gov). E assim foi possivel identificar as seqiiéncias de
maior homologia com proteinas (e-value®* maior que le”) e suas regides 5'UTR, 3°UTR e
regido codificante do gene, a fim de confirmar a localizacdo dos microssatélites em regides
transcritas de um gene.

A partir destes resultados, foram desenhados primers para todas estas seqii€ncias
através do programa Primer 3, versdo 0.4.0 (Rozen and Skaletsky 2000), com dados-padrao
do programa, exceto pelo tamanho médio do primer definido em 24 nucleotideos e da Tm,

definida em 65°C (Tabela 3.4).

*Um parametro que descreve o numero de seqliéncias homadlogas que seriam esperadas de ocorrer ao acaso
durante a busca em um banco de dados de seqiiéncias.
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Tabela 3.4 Seqiiéncias dos quinze pares de primers desenhados para amplificar marcadores

microssatélites do tipo SSR-EST nas espécies de Avicennia.

Primer Forward Beverse

SSRAMO1 S5AATTTGCTCGCAGAAGTGTGAGTG3 5GGTGAAGTAAACTCCGGGAATCCTS’
SSRAMO02 5 AGGTCCTCCCCCAAGAAATA3’ 5 TTCGAGCTCCCATATGATCCZ
SSRAMO03 5 TAAATGAGCCCCATTCAAGGAAAA3 5’ AATTAAAACCGCCCTGGTTCAAAGS’
SSRAM04 5GGTGGCCGTAAGATCAATGAGAAC3 5TACACACACGCACATAGCCAAGAAZ
SSRAMO05 5'GCTCGTCGAGAAGATCAAGGAGAA3 5 CTTATTGCAACCCCAGTAGCAACCS
SSRAM06 5AAGCCCAGCCCTTTTTACTCTTTG3  5TCCATAGTGACGCGTTCCTTACAAZ’
SSRAMO07 S5 TCGCTTATCCGTTCTTGACTACCC3 5 TCCATCACTATCCTCTCCCTCACCS
SSRAMO08 5TACATTTGCCACCTCCTTCAGTTG3 5’AAGCTCAAGAGCAGCACGAAAGACS
SSRAM09 5'GCGTGGGGCAGTTATACAAGCAT3’ 5TTGTCCAAGGTCATCATCTTTTGCS
SSRAM10 5'CAGTGGACTGCTTTGGTGCATAAC3 5’CCATTTCTGCAAGAGAAGTGGAGAS’
SSRAM11 5’GCACGCTTTCAATGCACTACCATAS  5CTTCCCCTTCTTCGCTGACTTTTT3’
SSRAM12 5’AATCCCACAGACCACCAACTGAAC3  5’CAACCAAAATCTTGCGCTCTTTTT3
SSRAM13 5'GCAGCTGCAATGGAGATAAATTCG3 S TTCTTGTCCAAGGGTCAAAGGTGTS
SSRAM14 S5TCAAGTGATCGTCGTGGTGGTTAT3  5’AACAAGGCCATATGTTCCTTCACC3’
SSRAM15 5'GTCGAATTCTACCTCCGCCGTAAGS 5TCGATGATCAAGAAACCCTTAAGCAS

3.3.1.2 Caracterizacdao dos marcadores SSR-EST

Os primers desenhados para os microssatélites SSR-EST foram testados em ambas as
espécies A. schaueriana e A. germinans, que ocorrem no Brasil. Foram feitos varios PCRs de
teste para encontrar a concentracdo de DNA ideal, além da temperatura de anelamento 6tima
para cada par de primer e a quantidade de ciclos do programa.

As reacdes de PCR ideais usavam 12ng de DNA gendmico, 0,5uM de cada primer,
200uM de dNTP, tampao de Taq 1X, 1,5mM de MgCl, e 0,8U de Taq Polimerase num
volume total de 10ul. Foram usados trés programas de PCR, dependendo do marcador
analisado. O primeiro consistia em desnaturacdo inicial de 1 minuto, 38 ciclos de 94°C por 15

segundos, 63°C por 45 segundos e 72°C por 45 segundos, seguidos de extensdo final de 5
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minutos e foi usado com os primers SSR-AMO1, SSR-AMO02, SSSR-AMO07, SSR-AM11,
SSR-AM12 e SSR-AM13. O segundo programa era um touchdown com desnaturacao inicial
de 1 minuto, 7 ciclos com diminuicao de 0,7°C por ciclo com os seguintes parametros 94°C
por 15 segundos, 63,6°C por 45 segundos e 72°C por 45 segundos, seguidos de 35 ciclos com
temperatura de anelamento fixa em 58°C e extensao final de 5 minutos, que funcionou com os
primers SSR-AMO09 e SSR-AM10. O terceiro programa ¢é igual ao segundo exceto pelos
tempos, onde sdo usados 15 segundos de desnaturacdo, 15 segundos de anelamento e 30
segundos de extensao, usado para amplificar os marcadores SSR-AMO3. Os produtos de PCR

foram visualizados em gel de agarose 1,5% (TBE 0,5X) corado com brometo de etidio.

3.3.2 SSR nucleares aleatorios

O isolamento de marcadores do tipo microssatélites nucleares aleatérios das espécies
de mangue Laguncularia racemosa e Avicennia schaueriana foi feito através da varredura de
uma biblioteca de DNA enriquecida com microssatélites (Noel et al., 2005; Le Cadre et al.,
2005). As primeiras etapas da criacdo do banco de DNA enriquecido foram: (1) clivagem do
DNA; (2) ligacdo de adaptadores ao DNA digerido; (3) enriquecimento dos fragmentos com
microssatélites; e (4) clonagem e transformacdo da biblioteca em bactérias.

Uma vez criada a biblioteca de fragmentos de DNA enriquecidos com microssatélites,
foi necessério fazer uma busca pelos clones positivos que seriam seqiienciados. Os clones que
possuiam plasmideos com microssatélites foram entdo avaliados quanto a possibilidade de

desenhar primers especificos para a regido de interesse.
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Esta parte do trabalho foi desenvolvida em colaboragdo com o laboratério
“Conservation des Especes, Restauration et Suivi des Populations” do Museu Nacional de
Historia Natural de Paris, na Franga, pelo programa de doutorado sanduiche da CAPES sob a

co-orientacdo da Dra Nathalie Machon.

3.3.2.1 Criacao da biblioteca de DNA enriquecida com microssatélites

O primeiro passo na constru¢do da biblioteca de DNA foi a clivagem de 1pg de DNA
genOmico total com 5U das enzimas Alul, Haelll e Rsal separadamente numa reacao de 50ul,
a 37°C por 4 horas. Apds confirmacgdo das digestdes do DNA, foram selecionados fragmentos
entre 300 e 1000 pares de base através de gel de agarose 1%. Com o DNA eluido do gel, mas
também utilizando DNA digerido total, foram feitas ligacdes dos adaptadores com 10ul do
DNA digerido, 5Sng de cada adaptador MLU1A (5 CTCTTGCTTACGCGTGGACTA 3’) e
MLUIB (5> TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA 3’), 2U de T4 DNA ligase numa
reacdo de 50ul e incubamos por 2 horas a 37°C. Depois a enzima foi inativada a 65°C por 10
minutos. Em seguida, foram feitas seis reacdoes de PCR para todos os DNAs ligados a fim de
obter quantidade de DNA suficiente para um enriquecimento (10pug de produto de PCR).
Usou-se entdo lul do DNA ligado, 1,8mM de MgCl,, tampao QBio Taq 1X, BSA na
concentracdo final de 200ug/ul, 0,1mM de dNTP, 250ng de adaptador MLU1A (usado aqui
como primer) ¢ 1U de Taq QBio, numa reacdo de 50ul. O programa teve uma primeira
desnaturacdo por 1 minuto, seguido de 23 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e

72°C por 2 minutos, com extensdo final de 10 minutos. As amplificagdes das ligacdes foram
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checadas em gel de agarose 2%. A fim de aumentar a diversidade dos fragmentos digeridos
em cada enriquecimento, foram misturados os produtos de trés PCRs com DNA ligado e
digerido com duas enzimas diferentes, apds purificagdo dos mesmos.

Para enriquecer os fragmentos de DNA digeridos e ligados, foram utilizadas duas
misturas de olizg,ronucleotl’deos25 de repeticdo: Pool A com os trinucleotideos (GTT);o, (GTC)g
e (GAT)y; e Pool C com os dinucleotideos (TC)s e (TG)s. A captura dos fragmentos com
microssatélites foi feita usando microparticulas imantadas, que gracas aos anticorpos
(estreptavidina) presentes em sua superficie, podem se associar a moléculas marcadas com
biotina, neste caso os oligonucleotideos de repeticdo. Para tal, usamos o sistema “Streptavidin
Magnesphere® Paramagnetic Particles” da Promega®. Primeiro as particulas magnéticas foram
preparadas retirando a solu¢@o de estocagem, apds juntar as particulas com a ajuda de um ima
na parede do tubo. Adicionou-se 300ul de SSC 0,5X, misturando gentilmente e novamente as
particulas foram separadas na parede do tubo com o ima. A solu¢do de SSC foi entdo retirada
do tubo e nova solucdo foi adicionada. Este processo se repetiu trés vezes até a lavagem
completa das particulas imantadas. Ao final, as particulas foram ressuspendidas em 100ul de
SSC 0,5X.

As amostras foram preparadas adicionando-se 400ul de dgua aos 100ul de produto de
PCR purificado, desnaturando a 94°C por 15 minutos e juntando cada oligonucleotideo
marcados com biotina na concentracao final de 0,3uM e também SSC na concentracdo final
de 0,5X. Misturar gentilmente e incubar por 20 minutos a temperatura ambiente, misturando

novamente a cada 2 minutos. As amostras foram adicionadas aos tubos contendo as particulas

%> Moléculas curtas, geralmente de 6 a 100 nucleotideos, de DNA fita simples.
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imantadas e misturados com a pipeta. Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente girando
o tubo gentilmente para evitar o acimulo das particulas no fundo. Usar o ima para juntar as
particulas magnéticas, que estavam neste ponto ligadas covalentemente aos oligonucleotideos
marcados com biotina que por sua vez estdo ligados aos fragmentos de DNA complementar as
seqiiéncias dos oligonucleotideos, e em seguida remover a solu¢do com a pipeta. Fazer quatro
lavagens com 300ul de SSC 0,1X, incubando por 10 minutos cada lavagem e removendo a
solucdo com a ajuda do ima. Por dltimo, adicionar 100ul de 4gua, misturar, incubar por 1
minuto a temperatura ambiente e transferir o liquido, que € o enriquecimento, para um tubo de
1,5ml novo. Repetir a elui¢do mais uma vez com 100ul de dgua e depois com S0ul. Juntar
todo o DNA enriquecido num dnico tubo e guardar na geladeira a 4°C.

Foi feito entdo um novo PCR para confirmar a captura dos fragmentos com
microssatélites usando 10ul do DNA enriquecido e as mesmas condi¢des do PCR da ligacgao,
mas com volume final de 40ul. O programa teve uma desnaturacdo inicial de 1 minuto
seguida de 21 ciclos a 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, com
extensdo final de 1 hora. Os PCRs foram checados em gel de agarose 1,5%. Foram feitos
cinco PCRs para cada enriquecimento, sendo todos do mesmo DNA purificados juntos. As
clonagens foram feitas usando o kit “TOPO TA Cloning” da Invitrogen® usando 4ul de
produtos de PCR, 1ul de solugdo salina e 1ul do vetor TOPO e incubando por 30 minutos a
temperatura ambiente. As células quimicamente competentes “One Shot Mach 17 da
Invitrogen® foram usadas na transformagdo com 2yl de reacio de clonagem. ApGs incubar no
gelo por 30 minutos, a 42°C por 30 segundos e gelo novamente, foram adicionados 250ml de

meio SOC a temperatura ambiente e os tubos colocados em agitagdo a 37°C por 1 hora antes
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de espalhar sobre placas de Petri com meio LB mais 0,1mg/ml de ampicilina, 15ug/ml de
Xgal e 10pg/ml de IPTG. Incubar as placas durante a noite a 37°C. Foram feitas trés placas

para cada transformacdo usando 50ul, 100ul e 150ul das células transformadas.

3.3.2.2 Busca de clones positivos

Apbs o crescimento das bactérias transformadas com os fragmentos de DNA
enriquecidos com microssatélites, foram selecionadas todas as colonias brancas, ou seja, todas
as colonias cujas bactérias possuem plasmideos clonados no seu interior. Estas colonias
brancas foram repicadas em duas placas de petri com meio LB e 0,Img/ml de ampicilina, que
possuiam um papel quadriculado com marcacdo de 1 a 145, onde cada colonia foi posicionada
de forma idéntica em duas placas iguais. As placas foram incubadas a 37°C durante a noite.
Uma das placas em replicata foi usada na transferéncia das col6nias para membranas de
Nylon Hybond N+ (Amersham®). As membranas foram deixadas por 5-10 minutos em
contato com as coldnias e colocadas na solugdo de lise e desnaturacdo (NaOH 0,5M e NaCl
1,5M) por 10 minutos, depois na solu¢do de neutralizacido (Tris-HCI 0,5M pH 7,5 e NaCl
1,5M) por 10 minutos e por tltimo na solucao de lavagem (SSC 2X) por 5 minutos. Depois as
colonias foram fixadas nas membranas através de incubagdo a 80°C por 1 hora e estas foram
guardadas a temperatura ambiente.

Estas membranas foram usadas em reacdes de hibridizacdo com a mistura dos
oligonucleotideos em repeticio marcados radioativamente com y°P-ATP e purificados

através de coluna de poliacrilamida. Primeiro as membranas foram incubadas em agitacdo a
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45°C por 45 minutos com a solucdo R1 (SSC 2X e SDS 0,1%) mais 0,1mg/ml de proteinase
K. Ap6s lavar duas vezes com solu¢do R1 nova a 45°C por 10 minutos, as membranas foram
transferidas para os tubos de hibridizagdo com a solugdo de hibridizacao (SSC 6X e SDS
0,1%) mais 0,2mg/ml de esperma de salmdo pré-fervido (90°C por 5 minutos). E foram
incubadas por 2 horas a 45°C (pool C de dinucleotideos) e a 65°C (pool A de trinucleotideos).
A solucdo foi descartada e nova solugao com esperma de salmao a 0,01 mg/ml pré-fervido e os
oligonucleotideos marcados radioativamente foi colocada no lugar da antiga. As membranas
foram incubadas durante a noite nas mesmas temperaturas da incubacdo anterior, dependendo
do pool de oligonucleotideos utilizado. No dia seguinte, foram feitas trés lavagens com SSC
6X a 40-45°C por 15 minutos cada. As membranas foram colocadas em filme pléstico e

reveladas no Phospolmage (FujiFilm®).

3.3.2.3 Seqiienciamento da biblioteca de DNA

Para fazer o seqiienciamento dos fragmentos de DNA clonados, as colonias da placa
de Petri em duplicata, que ndo foi usada para as membranas, foram coletadas com um palito e
colocadas em 50ul de dgua milliQ, incubadas a 98°C por 10 minutos e centrifugadas a 12.000
rcf por 5 minutos. Em seguida, foi feito um PCR com tampao de Taq 1X, 1,5mM de MgCl,,
0,25uM dos primers M13 (sense) e M13 (anti-sense), 0,ImM de dNTP, 1,5U de Taq
polimerase e 1,5ul do clone desnaturado em 30ul de volume final. O programa utilizado foi
96°C por 5 minutos, 5 ciclos de 96°C por 1 minuto, 52°C por 1 minuto e 72°C por 3 minutos,

20 ciclo de 96°C por 1 minuto, 52°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, com extensdo final
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de 10 minutos. Os produtos de PCR foram checados em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etidio e as amostras com produto de amplificacio maior de 500pb foram
selecionadas para um segundo PCR feito com a mistura dos oligonucleotideos de repeticao.
Neste PCR usamos tampao de Taq 1X, 1,5mM de MgCl,, 0,15uM de primer M13 (sense ou
anti-sense), 0,15uM de cada oligonucleotideo do Pool A ou C, correspondentes ao
enriquecimento da amostra, 0,1mM de dNTP, 1,5U de Taq polimerase e 1ul do produto do
PCR anterior. Foi usado o mesmo programa de PCR da amplificacio M13-M13. Os PCRs
foram analisados em gel de agarose 1,2% com TBE 0,5X e corado com brometo de etidio. As
amostras que conseguiram ser amplificadas pelo segundo PCR (M13-oligo) foram

seqlienciadas pela empresa Genoscreen.

3.3.2.4 Analise das seqiiéncias e desenho dos primers

As andlises das seqiiéncias dos clones foram feitas através da busca das seqii€éncias dos
adaptadores MLU1A e MLUI1B e em seguida nucleotideos com repeticao em tandem como os
microssatélites. Todos os fragmentos de DNA de ambas as espécies L. racemosa e A.
schaueriana que possuiam microssatélites foram analisados pelo programa Primer 3, versao
0.4.0 (Rozen and Skaletsky 2000), para buscar primers que amplifiquem a regido dos
microssatélites. Foram definidos o tamanho médio dos primers (24 nucleotideos) e a Tm
(65°C), além do conteido GC (aceitdvel entre 40 e 60%) para obter primers com boa

amplificacdo e reprodutibilidade. Os primers sense foram desenhados com uma cauda de
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M13, que serd utilizada para a marcacdo com fluorescéncia nas genotipagens (Schuelke,

2000).

3.3.2.5 Caracterizac¢ao dos primers SSR nucleares

De todos os primers desenhados foram testados 12 pares, metade proveniente do
banco de DNA de cada uma das espécies: LAO1 e LA14 (Pool A); LCO1, LC02, LC44 e
LC55 (Pool C) para L. racemosa (Tabela 3.5) e AC56, AC82, AC101, ACI108, AC128 e
AC177 (Pool C) para A. schaueriana (Tabela 3.6). Todos os primers foram testados nas
condi¢cdes de PCR com 12ng de DNA gendmico, tampao da Taq 1X, 1,5mM de MgCl2,
0,5uM de cada primer, 200uM de dNTP e 0,8U de Taq polimerase num volume final de 10pul.
Os programas de PCR tiveram temperaturas de anelamento diferentes conforme o primer
usado, mas seguiu sempre 0S mesmos parametros bdsicos com desnaturacdo inicial de 2
minutos, seguido de 32 ciclos de 94°C por 15 segundos, anelamento por 15 segundos, 72°C
por 10 segundos com extensdo final de 30 minutos. Os produtos de PCR foram visualizados

em gel de agarose 2% (TAE 0,5X) corado com brometo de etidio.
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Tabela 3.5 Seqiiéncias dos primers desenhados para amplificar marcadores SSR especificos
para L. racemosa e as temperaturas de anelamento (T) ideais. A cauda dos primers sense € a
parte sublinhada das seqiiéncias.

Primer Seqiiéncias T (°C)
LAO1- 5TGTAAAACGACGGCCAGTAAATTGGGAAAGACAAAACTTCCY 56
LAO1- 5TGAGGAGGAGGAAGAGTACGATG3’

LA14- 5TGTAAAACGACGGCCAGTTGAGAGAAGGGATTGGTTGTATTTGS 58
LA14- 5TTTCACGGCAAGAATTGGTAAGS

LCO1- 5 TGTAAAACGACGGCCAGTGCCTAAACACCACAAGAAAGGAGY 60
LCO1- 5" TGCCACCAAATTCAACAGAAAGYT

LC02- 5TGTAAAACGACGGCCAGTAACAGATATTCAAGTACTAAACAACG3’ 56
LCO2- 5’ CACATACACACCACCACACG3’

LC44- S5TGTAAAACGACGGCCAGTGGTAGATTGCAATGTCCTAGTTTC3 60
LC44- 5’'CCTAAGGGAAGCCAAGTCTG3’

LC55- 5S5TGTAAAACGACGGCCAGTGAGGGAGAGTGAACTAGGGTTTCC3’ 60
LC55- 5’'CTTCAACCAGCCCATATCCATCY®

Tabela 3.6 Seqiiéncias dos primers desenhados para amplificar marcadores SSR especificos
para A. schaueriana, com suas respectivas temperaturas de anelamento (T) ideais ou testadas
nos primers que nao funcionaram. A cauda dos primers sense € a parte sublinhada das
seqiiéncias.

Primer Seqiiéncias T (°C)
AC56-F 5TGTAAAACGACGGCCAGTGAGGAGGAGCACGACAAATTCY 60
AC56-R 5 TCCAGAAAGAAAGGAACACACTC3
AC82-F 5TGTAAAACGACGGCCAGTCAATGCACAAATTTCTAGTGAACG3 56
AC82-R 5GGCAACTTAGAGTTGGATTGGS’

AC101-F 5TGTAAAACGACGGCCAGTGTTCGTTCATGAGTAAACTCGACYS 56
AC101-R 5 CATTTTCTTTGGACAAACATGGYS

AC108-F 5TGTAAAACGACGGCCAGTCCTAACCCGACTACTGTGTGGTG3’ 60
AC108-R 5'CCAAATCATTCGAGGCAACTTAGS

AC128-F 5 TGTAAAACGACGGCCAGTCACATTTGCACAGACACAAACTE 60
AC128-R 5 TCCCATTGTCTAACCCAACCY

AC177-F 5TGTAAAACGACGGCCAGTCGTTCTCCATCCATCCTTGS 60

AC177-R 5GCGGCTTAGAGTTGGGTTG3’
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3.4 Resultados

3.4.1 Isolamento dos marcadores microssatélites do tipo SSR-EST

Avicennia é um género que ocorre exclusivamente em ecossistemas de manguezais.
No Brasil, existem duas espécies pertencentes a este género: A. schaueriana, que ocorre em
todo o Brasil; e A. germinans, que ocorre mais abundantemente nas regioes norte e nordeste.
A espécie A. marina, porém, possui um banco de dados de EST disponivel pelo instituto

TIGR (The Institute for Genomic Research - http://www.tigr.org/). Com o objetivo de isolar

marcadores microssatélites do tipo SSR-EST para serem usados nas espécies brasileiras de
Avicennia, 1.539 seqiiéncias de EST de A. marina foram utilizadas na busca destes
microssatélites.

De um total de 688.537 pares de bases de nucleotideos, foram encontrados 69
microssatélites presente em 62 seqii€éncias, dos quais 16 eram mononucleotideos (23,2%), 31

eram dinucleotideos (44,9%) e 22 trinucleotideos (31,9%) (Tabela 3.7).
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Tabela 3.7 Ocorréncia de microssatélites nas seqiiéncias de EST de A. marina organizadas

por motivo e nimero de repeti¢des.
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As 62 seqiiéncias de EST com microssatélites foram avaliadas pela ferramenta Blastx,
que compara as seqiiéncias de nucleotideos traduzidas em proteinas com um banco de
proteinas. Foi possivel identificar 22 seqiiéncias com microssatélites que possuiam alta
homologia (e-value maior que e”) com proteinas. Através do programa Primer 3, foram
definidos 15 pares de primers de regides flanqueadoras dos microssatélites, dos quais seis
estavam presentes na regido 3’UTR do gene, outros seis na regido 5’UTR e trés dentro do
gene.

Dos 15 pares de primers desenvolvidos, nove amplificaram bandas uUnicas para as duas
espécies de Avicennia do Brasil: A. schaueriana e A. germinans, apesar de terem sido isolados
de seqiiéncias provenientes da espécie A. marina, mostrando a alta transferabilidade dos
marcadores SSR-EST entre espécies relacionadas (Tabela 3.8). As amplificagdes dos pares de
primers SSR-AMO1 e SSR-AMO02 funcionaram com todas as amostras testadas de A.
schaueriana e A. germinans, mas nao com L. racemosa (Figuras 3.5 e 3.6, respectivamente),
como era esperado porque esta espécie pertence a outra familia de plantas. Isso ocorreu
também com os primers SSR-AMO03, SSR-AMO07, SSR-AM09, SSR-AM10, SSR-AM11,
SSR-AM13. Porém o primer SSR-AM12, fugindo a regra, amplificou bandas de tamanhos

parecidos aos da Avicennia em L. racemosa também (Figura 3.7).
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Tabela 3.8 Dados dos quinze pares de primers desenvolvidos para SSR-EST com a
localizag@o, o motivo, tamanho esperado e amplificagdo boa (+) ou ruim (-) nas espécies A.
schaueriana (AS), A. germinans (AG) e L. racemosa (LR).

Primer Localizacao Motivo Tamanho AS AG LR
SSRAMO1 3'UTR (GAT)5 221pb + + -
SSRAMO02 3'UTR (AT)7 173pb + + -
SSRAMO03 3'UTR (T)4CC(T)13 183pb + + -
SSRAMO04 3'UTR (C)12 187pb - - -
SSRAMO05 3'UTR (AAG)5 196pb - - -
SSRAMO06 3'UTR (AT)6 171pb - - -
SSRAMO07 5'UTR (GCG)6 221pb + + -
SSRAMO08 5'UTR (TC)8 151pb - - -
SSRAMO09 5'UTR (M11 238pb + + -
SSRAM10 5'UTR (AT)6 173pb + + -
SSRAM11 5'UTR (TC)7 203pb + + -
SSRAM12 5UTR (GT)6 194pb + + +
SSRAM13 Gene (CA)6 150pb + + -
SSRAM14 Gene (GGC)7 222pb - - -
SSRAM15 Gene (CA)9 175pb - - -

AS AG LR )
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Figura 3.5 Gel de agarose 1,5% com produtos de amplificacdo do primer SSR-AMO1 para
quatro amostras da A. schaueriana (AS), quatro amostras de A. germinans (AG), trés de L.
racemosa (LR) e um controle negativo (-). Marcador de peso molecular: XIV.
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Figura 3.6 Gel de agarose 1,5% com produtos de amplificacdo do primer SSR-AMO2 para
quatro amostras da A. schaueriana (AS), quatro amostras de A. germinans (AG), trés de L.
racemosa (LR) e um controle negativo (-). Marcador de peso molecular: XIV.

AS AG LR
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Figura 3.7 Gel de agarose 1,5% com produtos de amplificacdo do primer SSR-AM12 para
quatro amostras da A. schaueriana (AS), quatro amostras de A. germinans (AG), trés de L.
racemosa (LR) e um controle negativo (-). Marcador de peso molecular: XIV.
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A agarose ndo possui resolucao suficiente a ponto de ver diferencas muito pequenas,
ou seja, de alguns pares de base apenas, por isso ndo € suficiente para a identificacdo de
polimorfismo entre os individuos amostrados ou suas populagdes. Futuramente faremos a
genotipagem de cada primer nas populacdes de A. schaueriana e A. germinans para definir
quais loci de marcadores microssatélites isolados possuem polimorfismo nestas espécies para

serem usados em estudos populacionais.

3.4.2 Isolamento dos marcadores microssatélites nucleares aleatorios

O isolamento de marcadores de microssatélites nucleares aleatérios foi feito através da
criacdo de um banco de DNA enriquecido com microssatélites. A fim de isolar marcadores
tipo SSR aleatorios especificos para espécies de mangue como L. racemosa e A. schaueriana
foram criadas quatro bibliotecas. O primeiro passo foi a digestdo do DNA gendmico com trés
enzimas de restri¢do, Alul, Haelll e Rsal. O tamanho ideal dos fragmentos para clonagem a
fim de obter marcadores SSR é de 300 a 1000 pares de base. Porém, alguns testes com a
eluicdo dos fragmentos a partir de gel de agarose nao deram certo porque os produtos de PCR
ficaram muito concentrados numa pequena faixa de tamanho, o que nao € favoravel para obter
fragmentos variados na biblioteca de DNA, e por isso algumas amostras nao-eluidas do gel

também foram utilizadas nas etapas seguintes (Figura 3.8).
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Figura 3.8 Gel de agarose 2% com os produtos da amplificacdo da ligacdao das amostras de L.
racemosa € A. schaueriana eluidas do gel (a esquerda do marcador) e sem eluicao (a direita
do marcador). Digestdes na seguinte ordem: Alul, Haelll e Rsal; para cada asmotra. Marcador
de peso molecular: XIV. Controle negativo com dgua (-).

Para a etapa seguinte, foram misturados produtos de PCR do DNA digerido e ligado
de duas enzimas diferentes a fim de aumentar a variedade de fragmentos selecionados.
Juntamos as amostras de A. schaueriana digerida com Alul eluidas do gel com aquelas
digeridas com Rsal sem elui¢do e chamamos de Al. As amostras de A. schaueriana sem
eluicdo digeridas com Alul e Haelll foram juntadas e chamadas de A2. As amostras de L.
racemosa chamadas de L1 foram digeridas com Alul e Rsal ambas eluidas do gel. E a L2
foram as amostras de L. racemosa sem eluicao digeridas com Alul e Rsal. As digestdes com
Haelll de L. racemosa tiveram bandas menores que as outras e por isso decidimos nao utiliza-

las nas andlises seguintes.
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Cada uma destas amostras Al, A2, L1 e L2 foram enriquecidas com uma mistura de
oligonucleotideos repetitivos como microssatélites através do uso de particulas magnéticas
com anticorpo estreptavidina e oligonucleotideos biotinilados. A afinidade covalente entre
estreptavidina e biotina faz com que os oligonucleotideos sejam capturados pelas particulas
magnéticas e conseqilentemente que as seqiiéncias complementares aos oligonucleotideos
também sejam capturadas. O PCR do enriquecimento mostrou fragmentos com tamanhos
entre 200 e 700 pares de base para os enriquecimentos .1 e A1 com o pool A e entre 200 e

900 pares de base para os enriquecimentos de L2 e A2 com o pool C (Figura 3.9).

a) ‘ b)
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Figura 3.9 Gel de agarose 1,5% com os produtos de PCR do enriquecimento com: a) pool A
de trinucleotideos das amostras L1 e Al, respectivamente; e b) pool C de dinucleotideos das
amostras L2 e A2, respectivamente. Marcador de peso molecular: XIV.

ApOs as transformacdes, todas as colOnias brancas foram repicadas para duas placas
1dénticas com espago para 145 clones cada uma. Uma destas placas foi usada na transferéncia

para as membranas de hibridizacdo com os oligonucleotideos. E a outra placa ficou guardada
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com as réplicas dos clones para serem usadas no seqiienciamento dos plasmideos. Montamos
quatro bibliotecas de DNA: oito placas com clones da amotra L1-PoolA, quatro placas da
amostra L2-PoolC, seis placas da amostra A1-PoolA e mais oito placas da amostra A2-PoolC,
totalizando 26 placas com aproximadamente 145 clones cada. As hibridizacdes das
membranas com os oligonucleotideos marcados radioativamente para identificar os clones
positivos foram repetidas duas vezes, mas ndo tiveram um bom resultado. Por isso, a sele¢do
dos clones positivos foi baseada em duas amplificacdes via PCR: a primeira feita com os
primers M13 sense e anti-sense para checar o tamanho do inserto nos clones; e a segunda feita
com o produto do primeiro PCR, usando um primer M13 sense ou anti-sense € 0S mesmos
oligonucleotideos do enriquecimento a fim de amplificar apenas clones com microssatélites
dentro da seqiiéncia inserida no plasmideo. S6 foram usados no segundo PCR clones com
insertos maiores do que 450 pares de base. Para o primeiro PCR (M13-M13), foram
selecionados aleatoriamente 95 clones do Pool A e 129 clones do Pool C da biblioteca da
espécie L. racemosa (Figura 3.10), e mais 107 clones do Pool A e 211 clones do Pool C da
biblioteca de A. schaueriana (Figura 3.11). Dentre os clones com produtos de PCR maiores
que 450 pares de base, foram feitas 129 amplificagdes via PCR com primers MI13 e
oligonucleotideos (Figura 3.12). Conseguimos seqiienciar 100 clones, dos quais 48 possuiam
verdadeiros microssatélites em suas seqiiéncias, ou seja, 47,5% dos clones seqiienciados. As
porcentagens de clones positivos das duas espécies foram bastante parecidas de 43,6% e
50,8% para A. schaueriana e L. racemosa respectivamente. Através do programa Primer 3

foram desenhados 51 pares de primers, pois alguns clones possuiam mais de um
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microssatélite na mesma seqiiéncia. Destes primers, doze pares foram testados com as

amostras de A. schaueriana, A. germinans e L. racemosa.

Figura 3.10 Gel de agarose 1,2% com os produtos de PCR (M13-M13) dos clones de L.
racemosa selecionados aleatoriamente da biblioteca gendmica enriquecida com
microssatélites. Marcador de peso molecular: XIV (bandas mais fortes de 500 e 1000 pares de
base).

Figura 3.11 Gel de agarose 1,2% com os produtos de PCR (M13-M13) dos clones de A.
schaueriana selecionados aleatoriamente da biblioteca gendmica enriquecida com
microssatélites. Marcador de peso molecular: XIV (bandas mais fortes de 500 e 1000 pares de
base).
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Figura 3.12 Gel de agarose 1,2% com os produtos de PCR (M13-oligos) dos clones de A.
schaueriana e L. racemosa selecionados baseado no primeiro PCR (M13-M13). Marcador de
peso molecular: XIV.

Os primeiros resultados foram mais satisfatérios para a espécie L. racemosa do que A.
schaueriana (Tabela 3.9). Todos os seis pares de primers de L. racemosa (LAO1, LA14,
LCO1, LCO02, LC44 e LCS55) obtiveram produtos de amplificagdo de tamanhos préximos do
esperado (Figura 3.13). Com relacdo aos primers desenhados para A. schaueriana, trés deles
(AC56, AC128 e AC177) amplificaram produtos de tamanho esperado e estdo prontos para a
genotipagem (Figura 3.14). O primer AC56 também teve resultado positivo com amostras da
espécie A. germinans (Figura 3.15). Com relacdo aos outros trés primers, um deles (AC82)
nao gerou produto de amplificacdo, o outro (AC108) amplificou duas bandas fortes no gel
com tamanhos de 200 e 300 pares de base, e o dltimo primer (AC101) também ndo teve boa

amplificacdo.
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Tabela 3.9 Dados dos doze pares de primers desenvolvidos para SSR com o motivo, tamanho
esperado e amplificacdo boa (+) ou ruim (-) nas espécies A. schaueriana (AS), A. germinans
(AG) e L. racemosa (LR). NT — Nao testado.

Primer Motivo Tamanho esperado AS AG LR
LAO1 (CAT)s 205pb NT NT +
LA14 (GTT)s 272pb NT NT +
LCO1 (CT)12(GT)s 296pb NT NT +
LCO2 (AT)4(AC)2(AT)4 107pb NT NT +
LC44 (AC)5(ATGC)2(AC)7 180pb NT NT +
LC55 (GT)7 295pb NT NT +
AC56 (GT)s 191pb + + NT
ACB82 (GT)e 276pb - - NT

AC101 (GT)e 183pb - - NT

AC108 (G114 207pb - - NT

AC128 (AC)14 264pb + - NT

AC177 (GT); 236pb + - NT

LAO1 LCO02 LC55
) ) )
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Figura 3.13 Géis de agarose 2% com os produtos da amplificacdo com os primers LAO1 (a),
LCO02 (a) e LC55 (b) de trés amostras de L. racemosa e controle negativo com dgua (-).
Marcadores de peso molecular: DNA A digerido com Pstl.
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Figura 3.14 Gel de agarose 2% com os produtos da amplificacdo dos primers ACI128 e
ACI177 com quatro amostras de A. schaueriana e uma amostra de A. germinans (AG), que
ndo teve amplificacdo. Marcador de peso molecular: DNA A digerido com Pstl.

AS AS AG

4

Figura 3.15 Gel de agarose 2% com produtos da amplificacdo do primer AC56 de duas
amostras de A. schaueriana (AS) e uma de A. germinans (AG). Marcador de peso molecular:
DNA A digerido com Pstl.
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3.5 Discussao

Apesar do evidente crescimento do uso de microssatélites em estudos populacionais
conservacionistas, um dos limitantes desta técnica € justamente o isolamento de marcadores
especificos a partir de bibliotecas de DNA enriquecidas com microssatélites (Squirrel et al.,
2003). Com o surgimento de bancos de dados de EST, que sdo seqii€ncias transcritas do
genoma, € com o constante aumento no ndmero de espécies com seqiiéncias depositadas
nestes bancos, € possivel obter microssatélites do tipo SSR-EST usando programas
desenvolvidos com o objetivo de facilitar o isolamento destes marcadores (Varshney et al.,
2005).

Atualmente, a maioria das publica¢des utilizando microssatélites do tipo SSR-EST
visa 0 mapeamento genético e o estudo da diversidade funcional de espécies cultivadas, sendo
os microssatélites aleatérios os mais utilizados em estudos de ﬁngerprinting26 e identificacdo
parental (Varshney et al., 2005). No entanto, atualmente os SSR-EST representam uma
ferramenta adicional para geneticistas populacionais ou ecologistas moleculares, devido a sua
alta transferabilidade entre espécies, e porque alguns trabalhos mostraram que estes
marcadores sdo muito mais estdveis e faceis de amplificar do que os microssatélites nucleares
aleatérios (Woodhead et al., 2005; Ellis et al., 2006).

Um limitante dos microssatélites génicos seria justamente a possivel sele¢do que este
marcador sofreria, mas Woodhead et al. (2005) provaram que a diferenciacdo genética nao

estava sendo afetada pela selecdo, pois os indices de diferenciagdo genética, Fsr, calculados

*® Método gue compara similaridades e diferencgas genéticas entre individuos baseado no polimorfismo das
seqliéncias de DNA Unicas para cada individuo.
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com resultados dos marcadores SSR-EST, SSR e AFLP foram similares. Aparentemente,
portanto, os microssatélites derivados de EST parecem ser geralmente neutros podendo ser
usados em estudos de efeito demografico sobre o nivel de variacdo genética, visando a
conservacgao de espécies (Ellis et al., 2006).

Na busca por marcadores microssatélites do tipo SSR-EST usando seqiiéncias da
espécie A. marina, encontramos microssatélites em 4% do total de seqiiéncias de EST
analisadas e desenhamos 15 pares de primers para regides com alta homologia a proteinas. O
rendimento foi bastante baixo quando comparado ao das bibliotecas de DNA enriquecidas,
porém tivemos as grandes vantagens de ndo ter tido nenhum custo laboratorial durante seu
isolamento e ainda a alta transferabilidade entre espécies correlatas, que possibilitou a
amplificacdo destes primers em duas espécies de Avicennia encontradas no Brasil: A.
schaueriana e A. germinans.

A partir das bibliotecas de DNA enriquecidas com microssatélites, a porcentagem de
clones positivos foi de 47,5% no total para as duas espécies com relacdo aos clones
seqiienciados, porém o trabalho laboratorial foi bastante dispendioso de tempo e dinheiro.
Além disso, algumas das etapas ndo ocorreram da forma esperada por motivos técnicos como
a etapa de selecdo do tamanho dos fragmentos obtidos com a digestdo e de hibridizacdo na
busca por clones positivos durante este trabalho, sendo esta mais uma desvantagem desta
técnica. Por outro lado, a abordagem usada para definir os clones positivos através dos PCRs
M13-M13 e M13-oligo foi bastante eficiente, pois a porcentagem de clones seqiienciados que
possuiam microssatélites para andlise genética de L. racemosa foi 50,8%, sendo maior do que

a encontrada por Nettel ef al. (2008) com a mesma espécie (apenas 28%). Para outras espécies
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de mangue, o rendimento deste tipo de isolamento de microssatélites foi bem maior com 84%
do total, onde dez de 26 pares de primers foram polimérficos em Rhizophora mangle
(Rosero-Galindo et al., 2002); e de 63,5% a 100% para A. germinans, seis pares de primers
do total de 13 tiveram alto polimorfismo (Ceron-Souza et al.,2006).

Apesar das grandes discussdes sobre o uso de microssatélites de regides génicas (SSR-
EST) ou microssatélites nucleares aleatérios em estudos populacionais, esta duas vertentes
possuem vantagens e desvantagens importantes a serem levadas em consideracdo quando €
necessdrio desenvolver este tipo de marcador molecular. Os microssatélites génicos sao
desenvolvidos mais facilmente sem custo inicial, porém partindo do pressuposto da existéncia
de um banco de EST para a espécie que se deseja pesquisar ou alguma espécie correlata, o
que limita muito o trabalho com espécies selvagens. Por outro lado, os microssatélites
nucleares aleatérios podem ser desenvolvidos para qualquer espécie com a qual se deseja
trabalhar, porém os custos iniciais de isolamento e caracteriza¢do dos marcadores sdo bastante
altos além de ser necessdrio ter bom conhecimento sobre as técnicas em laboratério. Outra
desvantagem desta técnica € que geralmente ndo ocorre transferabilidade entre espécies,
mesmo aquelas bastante préximas taxonomicamente, 0 que torna necessdrio isolar
microssatélites para cada espécie em estudo.

Como perspectivas, serdo feitas as genotipagens dos marcadores SSR-EST em
Avicennia e SSR nuclear aleatério em A. schaueriana, A. germinans e L. racemosa, a fim de
fazer um estudo do fluxo génico e estruturacdo genética populacional entre manguezais do
Brasil. E assim comparar a biologia reprodutiva de uma espécie com distribuicdo restrita

como A. schaueriana com outra espécie de maior distribuicdo como L. racemosa, mas que
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ocorrem no mesmo habitat. Além de comparar também a neutralidade dos dois tipos de
microssatélites isolados, o que é importante para que novos estudos populacionais, usando

técnicas mais simples de isolamento de microssatélites, possam ser feitos.
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Conclusao geral

Os resultados obtidos com o programa METAPOP, apresentados no primeiro capitulo
da tese, provaram ser possivel através de ferramentas computacionais simular a evolucao de
uma espécie tendo em foco a diferenciacdo genética entre suas populagdes. Usando a espécie
Caesalpinia echinata Lam. (Pau-Brasil) como modelo, foi possivel elucidar um pouco mais
sobre sua biologia reprodutiva, além de identificar a contribuicdo de algumas caracteristicas
ecologicas, como ciclo de vida, taxa de autofecundacdo e taxa de dispersdo, sobre a
diferenciacdo genética entre populacoes.

Os resultados obtidos demonstraram que os marcadores citoplasmaticos foram
fortemente afetados pelas diferentes taxas de dispersdao que simularam a fragmentacdo do
habitat, sendo mais diferenciados com o aumento da fragmentagdo. O ciclo de vida afetou de
forma menos evidente sendo menor a diferenciacdo quanto maior a longevidade da planta. Por
ultimo, a taxa de autofecundacdo ndo causou nenhum efeito sobre a diferenciacdo de
marcadores citoplasmaticos. Estes marcadores sdo passados de forma uniparental entre as
plantas o que os torna mais susceptiveis as diferentes taxas de dispersao do que as outras
caracteristicas estudadas. Por outro lado, os marcadores nucleares foram largamente afetados
por todas as trés caracteristicas, tendo 99,9% de sua variacdo explicada pela taxa de dispersao,
95,8% explicada pela longevidade e 88,9% explicada pelo sistema de cruzamento nas andlises
de regressao.

Com todos estes resultados foi possivel inferir aspectos da biologia reprodutiva do
Pau-Brasil em fun¢do dos estudos genéticos feitos anteriormente usando marcadores AFLP
(Cardoso et al., 2005) e microssatélites de cloroplasto (Lira et al., 2003) com sete populagcdes

naturais desta espécie ao longo da costa brasileira. A comparacdo dos indices de Ggsr obtidos
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experimentalmente com aqueles obtidos nas simulacdes sugere que esta espécie seja
preferencialmente alégama com taxas de dispersao moderadas, dados pouco esperados devido
aos limitados mecanismos de dispersdao de pdlen e semente desta espécie. No caso do Pau-
Brasil, suas populacdes estdo espalhadas, porém formando pequenos grupos ou agregados, o
que poderia estar contribuindo para o sistema de cruzamento alégamo e moderadas taxas de
dispers@ao como encontrados nas simula¢des. Quanto a longevidade, ndo foi possivel sugerir
de forma conlusiva sobre a duragdo do ciclo de vida do Pau-Brasil. A simulacdo mais préxima
do Ggr experimental foi aquela de uma espécie que vive até 300 anos. Porém ndo houve
diferenga significativa entre os resultados de 120 e 300 anos de vida, o que gera dividas
quanto a esse valores.

Por dltimo, foram feitas simulacdes que objetivaram fazer uma projecao da evolucao
das populacdes naturais de Pau-Brasil nos préximos 20.000 anos, levando em consideragao
que estas populacdes estariam hoje completamente isoladas devido a alta fragmentagao de seu
habitat, ou seja, nenhum fluxo génico ocorreria entre elas. Estes resultados foram bastante
surpreendentes, pois mostraram que em 10.000 anos os marcadores citoplasmadticos estariam
totalmente diferenciados alcancando Gst = 0,95. Ao mesmo tempo, os marcadores nucleares
sofreriam uma diferenciacdo igualmente dramaética saltando de 0,63 para 0,92 ap6s 20.000
anos sem fluxo génico. Estes resultados mostram claramente a importancia da manutencao do
cruzamento entre individuos de populacdes diferentes contrabalanceando os efeitos da
fragmentacdo do habitat, a fim de manter a integridade genética da espécie.

No segundo capitulo foram usadas duas metodologias para analisar duas populacdes
de manguezais no municipio do Rio de Janeiro. Estas populacdes apresentam uma
caracteristica especial dos mangues que € a presenca do apicum, uma regido com altos niveis

de salinidade no solo. As plantas que ocorrem préximas ao apicum sio bastante diferentes
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morfologicamente daquelas que ocorrem préximas ao rio € por isso a estrutura genética de A.
schaueriana e L. racemosa, com marcadores AFLP, assim como a estrutura epigenética
versus genética desta dltima foram investigadas usando também marcadores MSAP.

Os marcadores AFLP mostraram que a espécie A. schaueriana possui uma estrutura
populacional de 8,6% a 19% entre suas populacdes, dependendo do método estatistico
abordado, enquanto que as populacdes de L. racemosa mostraram pouca estrutura genética
que variou de 0 a 3,2%. A populacdo proxima ao apicum estd mais susceptivel a processos
seletivos naturais devido ao estresse ambiental causado pela alta salinidade, o que diminuiria
a diversidade genética e aumentaria a estrutura e diferenciacdo genética entre suas
populacoes. Estes resultados esperados ocorreram com as populacdes de A. schaueriana,
porém o inverso ocorreu com as populacdes de L. racemosa que mostrou indices de
diversidade genética maiores na populacio do apicum e nenhuma estrutura genética
significativa entre as duas populacdes que justificasse a variagdo morfolégica encontrada
entre elas.

Isso nos levou a utilizar marcadores moleculares MSAP aprofundando nosso estudo
sobre L. racemosa nas populacdes de Guaratiba. Estes marcadores possibilitaram uma andlise
comparativa dos padrdes de metilacio do DNA — uma alteracdo epigenética que pode ser
responsével pela expressdo ou silenciamento de genes, além do silenciamento de elementos
transponiveis e rearranjo da cromatina — através do uso de duas enzimas de restricdo que
clivam o mesmo sitio, porém possuem diferentes sensibilidades a metilagdo da citosina. Os
resultados obtidos com a enzima Mspl, sensivel apenas a metilac@o na citosina externa de uma
das fitas de DNA, ou seja, a hemimetilacdo, que € um evento raro na natureza, foram
considerados como estrutura genética. Por outro lado, os resultados obtidos pela enzima

Hpall, sensivel a metilac@o das citosinas internas de ambas as fitas, foram considerados como
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estrutura epigenética. A comparagao das duas estruturas permitiu uma andlise mais robusta da
espécie L. racemosa, englobando as alteracdes genéticas e epigenéticas do genoma.

O resultado do MSAP foi surpreendente, pois mostrou que existe uma diferenciacao
epigenética (Hpall-MSAP) de 16% a 25,4%, sendo estes valores maiores do que a
diferenciacdo genética (MspI-MSAP) de 11% a 15% entre as populacdes de L. racemosa.
Ainda mais interessante foi o resultado da andlise de componente principal (PCA) que
mostrou de forma espacial a estrutura genética e epigenética mas também a unido entre as
duas pela andlise de Co-Inércia. De forma evidente, a variacdo epigenética se divide em dois
grupos distintos formados por individuos de cada populacdo, enquanto que a variacdo
genética ndo consegue atingir tal definicdo. A andlise de Co-Inércia mostrou ainda que
individuos das duas populacdes geneticamente similares possuiam padrdo epigenético
bastante distinto dependente da populacdo de ocorréncia destes individuos, provavelmente
afetado pelo préprio ambiente onde vivem.

Este trabalho demonstrou, por conseguinte, que a variacdo epigenética pode estar
sofrendo pressdes evolutivas e seletivas divergentes dependentes do ambiente. Este ¢ um
importante passo para um entendimento maior sobre a selecdo de genes expressos ou
silenciados durante o desenvolvimento vegetal, mostrando que o controle epigenético via
metilacdo de citosinas pode ser afetado por alteragdes ambientais sendo passados de geracao
para geracdo. Isso pode inclusive explicar os maiores indices de diversidade genética na
populagdo do apicum de L. racemosa obtidos com os marcadores AFLP, que seriam resultado
de uma baixa pressdo seletiva, pois esta estaria especialmente ativa sobre o componente
epigenético do genoma desta espécie. Este é provavelmente o principal responsavel pela
sobrevivéncia desta espécie num ambiente com alto estresse abidtico, por afetar diretamente a

expressdo de genes envolvidos no desenvolvimento vegetal.
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O terceiro capitulo abordou o isolamento de marcadores microssatélites nucleares
aleatdrios e de regides génicas (SSR-EST) através da criacdo de banco de DNA enriquecidos
com microssatélites para ambas as espécies de mangue, L. racemosa e A. schaueriana, e do
uso do banco de EST de A. marina, respectivamente. Uma revisdo da literatura mostrou que
os marcadores RAPD, AFLP e microssatélites sdo os mais utilizados em estudos genéticos
que visam a conservacdo de espécies, porém os microssatélites vém sendo usados de forma
crescente porque sao marcadores codominantes e, por conseguinte, possuem uma contribui¢cao
muito maior em artigos cientificos ao longo dos anos recentes.

O isolamento dos SSR-EST de A. marina foi feita de forma rdpida usando um
programa chamado MISA e os testes com os primers isolados foram bastante positivos, sendo
possivel amplificar fragmentos das duas espécies de Avicennia ocorrentes no Brasil: A.
schaueriana e A. germinans. Por outro lado, a criacdo das bibliotecas de DNA mostrou-se
demorada e custosa, além de problemas técnicos que impediram certas etapas do protocolo
que tiveram que ser suprimidas ou substituidas por outros métodos. Por fim, foram obtidos
muitos clones com microssatélites, que foram seqiienciados. Dos primers testados para L.
racemosa, todos amplificaram bandas do tamanho esperado. Ja para A. schaueriana, metade
deles amplificaram bandas do tamanho esperado e apenas um destes amplificou banda do
mesmo tamanho em amostras de A. germinans, evidenciando a baixa transferabilidade entre
espécies deste tipo de marcador quando contrastado com os marcadores SSR-EST.
Futuramente, serdo feitas as genotipagens com todos os marcadores isolados por ambos os
métodos a fim de determinar aqueles que possuem polimorfismo e que serdo utilizados em
andlises genéticas populacionais de mangue. Outro objetivo futuro é comparar os resultados
obtidos com os dois tipos de microssatélites para identificar aqueles que sdo realmente

neutros.
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Esta tese, portanto, mostrou trés abordagens diferentes com relacdo ao estudo genético
populacional. A primeira usou métodos computacionais para simular populacdes sofrendo
efeitos evolutivos naturais como deriva génica e mutacdo a fim de compreender o papel de
caracteristicas ecoldgicas na diferenciacdo genética entre as populacdes. A segunda
abordagem usou dois marcadores moleculares parecidos, o AFLP e o MSAP, para investigar
as espécies de mangue, L. racemosa e A. schaueriana, a fim de identificar a contribuicdo
genética e epigenética na diferenciacdo morfolégica de individuos de duas populacdes. Por
fim, foi feito o isolamento de marcadores microssatélites nucleares através de dois métodos, a
criacdo de bibliotecas gendmicas e o uso de bancos de EST, a fim de relacionar as vantagens e

desvantagens de cada metodologia e seus resultados interespecificos.
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Glossario

Alelo nulo — Alelo que ndo amplifica durante o PCR por problema de anelamento do primer.

Apicum — Planicies hipersalinas que sdo dreas de inundacao de maré com vegetacdo arbustiva
adaptada para solos salinos.

Deme — Uma populacio local panmitica, ou seja, que faz cruzamentos aleatdrios entre seus
individuos.

Deriva génica — Flutuacdes estocdsticas na freqiiéncia alélica dentro de uma populacio, mais
evidente em populacdes pequenas.

Epistético - Fenomeno em que varios pares de genes interagem entre si para influenciar uma
Unica caracteristica fenotipica.

EST — Um segmento de cDNA com seqiiéncia idéntica a parte da regido transcrita de um
gene.

e-value — Um parametro que descreve o nimero de seqiiéncias homdlogas que seriam
esperadas de ocorrer ao acaso durante a busca em um banco de dados de seqiiéncias.

Fingerprinting — Método que compara similaridades e diferencas genéticas entre individuos
baseado no polimorfismo das seqiiéncias de DNA tnicas para cada individuo.

Fitness — A medida da habilidade do individuo de uma espécie em sobreviver e se reproduzir.
Fis — Indice que representa a taxa de endogamia nas populacdes de uma dada espécie.
Fsr — Indice de diferenciacio populacional baseado em polimorfismo genético.

Gsr — Indice de diferenciacdo populacional baseado em polimorfismo genético equivalente ao
Fsr.

Haléfitas — Plantas adaptadas quanto a morfologia e fisiologia para crescer em solos ricos em
sal.

Homoplasia — Similaridade genética entre duas espécies que ndo € resultante da heranca de
um ancestral comum.

Hotspot — Areas consideradas prioritdrias para conservagdo, que possuem altos indices de
biodiversidade.

Kruskal-Wallis rank sum test - Teste estatistico de significancia que compara cada elemento
ao invés de usar a média.
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Locus (ou loci) — Local ou posi¢ao constante no cromossomo, onde localizam-se determinado
gene ou marcador genético em todos os individuos de uma mesma espécie.

Metapopulagdo - Consiste num grupo de populacdes da mesma espécie separadas
espacialmente e que podem interagir de algum modo.

Oligonucleotideo ou oligo — Molécula curta, geralmente de 6 a 100 nucleotideos, de DNA fita
simples.

Pleiotrépico - Quando uma variagdo devida a um sé gene ndo se traduz num, mas em varios
efeitos fenotipicos, diz-se que o gene tem um efeito pleiotropico.

Primer — Oligonucleotideo de DNA usado como iniciador numa reagdo de PCR.

Propdgulo — Nome dado as sementes que se desprendem da planta-mae ja germinadas, que €
resultado da viviparidade nas espécies de mangue.

Repeticdes em tandem — Seqii€ncias repetidas lado a lado no genoma.
Stepping Stone — Modelo tedrico de estrutura populacional e fluxo génico onde a espécie €
subdividida em populacdes de tamanhos idénticos que trocam alelos apenas com as demes

adjacentes.

Touchdown — Programa de PCR que reduz o anelamento de primers nao-especificos pela
diminui¢do gradual de temperatura de anelamento entre os ciclos.

Viviparidade — Fendmeno durante o qual o embrido dentro da semente se desenvolve ainda na
planta-mae, sendo chamado de propdgulos no caso das espécies de mangue.
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Title: “How can plant life-cycle, mating system and fragmentation processes influence
nuclear and cytoplasmic genetic differentiation? A modeling study based on

Caesalpinia echinata Lam. (Leguminosae)”

Abstract

Using a simulation study we investigated the effects of mating system, life cycle and
population fragmentation during the last 20 000 years, since the last glaciation, on the
genetic differentiation of nuclear and cytoplasmic loci of plants. Our model was based
on Caesalpinia echinata, an endemic tree species of the Brazilian Atlantic Rainforest.
Ecological features such as population distribution and fertility success of C. echinata,
as well as their level of genetic differentiation for both nuclear and cytoplasmic markers
were used to create the simulation model. We found that mating system and
fragmentation (evaluated by different dispersal rates) have a strong impact on nuclear
genetic differentiation between populations. On the other hand, they had no or limited
impact on cytoplasmic differentiation. Moreover, longer life cycle counteracted genetic
differentiation for both nuclear and cytoplasmic markers. We obtained the closest
results to the empirical data with simulation parameters corresponding to a long-living
and allogamous species with moderately levels of pollen and seed flow. This provides
good insights about C. echinata’s reproductive biology, which is still unclear to some
extent. Finally, we investigated the impact of complete isolation of C. echinata
populations, with no gene flow between populations, induced by the currently
accelerated fragmentation of the Atlantic Rainforest habitat. The nuclear and

cytoplasmic genetic differentiation between populations increased rapidly under this
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scenario. In order to avoid an extreme genetic differentiation between C. echinata’s

natural populations, we discuss potential management strategies.

Keywords: genetic differentiation, reproductive system, metapopulation simulation,

Atlantic Rainforest, forest management
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1. Introduction

Habitat fragmentation may lead for many species to the formation of small and
isolated populations that are likely to undergo a decrease of genetic diversity within
populations and an increase of genetic differentiation among populations (Young et al.,
1996). The level of genetic diversity is, however, critically important for the species to
maintain their evolutionary potential, in order to cope with the changing environment,
and a loss of genetic diversity is often associated with reduced fitness and adaptation
capacity (Couvet, 2002; Yao et al., 2007). The assessment of the genetic and
reproductive status within populations of fragmented species is crucial to formulate
conservation plans for their genetic resources (Rajora and Mosseler, 2001). Genetic
diversity in fragmented forest species will depend on several features, in particular their
genetic diversity before fragmentation, the species geographical range, the level of gene
flow, as well as their breeding system and longevity (Hamrick and Godt, 1990;
Hamrick, 2004; Bossuyt, 2007; Honnay and Jacquemyn, 2007; Yao et al., 2007).

The rare species Caesalpinia echinata Lam. (Family: Leguminosae) is an endemic
species of the Brazilian Atlantic Rainforest, a very fragmented ecosystem that,
nevertheless, contains one of the highest level of biological diversity in the world
(Myers et al., 2000). Caesalpinia echinata, also known as brazil-wood, is an
economically and culturally important tree species. In the past 500 years it has been
extremely exploited for the production of a pigment dye, being substituted by artificial
dyes in the end of the 19™ century (Carvalho, 1994). Furthermore, there are less than 7
percent of the natural Atlantic Rainforest original area remaining in Brazil, as

consequence of the fragmentation of its populations and destruction of its habitat (SOS
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Mata Atlantica INPE, 2002). And these are the main threats for the maintenance of C.
echinata’s natural populations. To formulate and establish efficient conservation
strategies for this species it is necessary further investigation on its reproductive
biology, which remains still unclear.

Previous genetic studies on seven C. echinata’s natural populations distributed
along the Brazilian coast revealed divergent levels of genetic diversity, but high levels
of genetic differentiation for two dominant markers (H. = 0.636 and 0.125; Fsy = 0.58
and 0.62; with RAPD and AFLP respectively; Cardoso et al., 1998; Cardoso et al.,
2005). They also showed a strong isolation by distance (IBD) signal, characterized by a
significant correlation between geographic distances and genetic differentiation
(Cardoso et al., 2005). The IBD signal was even stronger for chloroplast microsatellite
markers on the same populations, with very low genetic diversity (H. = 0.085) and very
high genetic differentiation (Fsy = 0.91) (Lira et al., 2003). For these cytoplasmic
markers, seven of the eight observed haplotypes were population-specific and only two
populations were not fixed for a given haplotype (Lira et al., 2003).

This strong IBD between natural populations of C. echinata indicates a high genetic
structure, potentially resulting from an ancient fragmentation, possibly before last
glaciations event. The nuclear differentiation of C. echinata is much higher than what
has been observed for many tropical forest tree species, for which allozyme-based
studies showed an average Fsr value of ~0.1 (Hamrick et al, 1992; Loveless et al, 1992).
A similarly low level of differentiation has also been observed on forest tree species
with nuclear microsatellites (Novick et al, 2003; Dutech et al, 2004), even if these
values might be underestimates because of the high allelic diversity of microsatellites

(Hedrick 1999, 2005). This hypothesis that natural ancient fragmentation would have
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provoked a high genetic differentiation today is also supported by the fact that C.
echinata habitat is defined as seasonally dry tropical forest on the Atlantic Rainforest
Complex (Pennington et al., 2004). These dry areas were probably widespread during
glacial events, but probably contracted during the inter-glacial periods to a few sites
where similar conditions to the drier paleoclimatic periods prevailed (Cardoso et al.,
1998).

Molecular techniques, together with modeling methodologies, provide promising
new tools for addressing complex environmental questions (Topping et al., 2003). The
objective of our study was to understand the effect of life cycle, mating system and
fragmentation process on genetic differentiation among C. echinata populations. With
this goal, we have used previous C. echinata genetic and ecological data (Cardoso et al.,
1998; Lira et al., 2003; Cardoso et al., 2005) and the METAPOP software that simulates
evolutionary processes both demographic and genetic acting on metapopulations (Le
Corre et al., 1997; Austerlitz et al., 2000; Machon et al., 2003). More specifically, we
used the simulated data to infer which values for some reproductive traits of C. echinata
such as selfing rate and life span were the most compatible with the empirical data. We
simulated the evolution of C. echinata populations since the end of the last glacial
period, assuming that after Last Glacial Maximum (LGM) C. echinata populations were
restricted to dry forest fragments of the Atlantic Rainforest. The tropical deglaciation
was calculated between 23 000 and 20 000 calendar years before present, preceding the
Northern Hemisphere warming by several thousands of years (Seltzer et al., 2002).
Finally, we simulated the evolution of the same populations from present to the next 20
000 years, assuming a complete isolation between populations, in order to assess the

impact of the ongoing anthropogenic fragmentation of C. echinata populations.
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2. Materials and Methods

The demographic and genetic processes were simulated using the software
METAPOP (Machon et al., 1995; Le Corre et al., 1997), which assumes populations of
hermaphroditic plants characterized by their genotypes at neutral loci and at loci
submitted to natural selection, but we focused here on neutral loci. The simulated
populations exchange migrants via seeds and pollen dispersal, according to migration
matrices. To model demography, we used the density dependent demographic model
with overlapping generations developed by Austerlitz et al. (2000) (see below). We
assumed a metapopulation consisting of ten demes following a one-dimension stepping
stone model (Kimura and Weiss, 1964). The maximum biotic capacity of each deme
was set to 300 plant individuals, in accordance with the small natural populations of C.
echinata studied previously (T.S. Pereira, personal communication).

Demographic parameters

In the model of Austerlitz et al. (2000), each individual belongs to a given size
class. The time step of the model corresponds to one year. From one year to the next,
each individual can either die, stay in the same class or move to the upper class. We set
here the probabilities to stay in the same class (including the last one) to zero. Thus, all
individuals either moved to the upper class or died, and all individuals of the last class
died the year after they reached this class. Therefore, the size classes were here strictly
equivalent to age classes and the maximum possible age for an individual was the total
number of classes assumed. The simulations started with 50 individuals in each

population with 10% being juveniles, i.e. their male and female fertilities were assumed
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to be zero, randomly distributed among juvenile-age classes, and 90% of adults that
could participate to the reproduction both through seeds and pollen, also randomly
distributed along adult age classes. These populations would then grow until they
reached their equilibrium size of 300 individuals after few years.

The juveniles were considered smaller than adults, and they had a surviving
probability of only 50% to 70% every year in absence of density dependence. This
probability was set to 100% for the adult classes. However, because of the density-
dependence model (for details see Austerlitz et al., 2000), these survival probabilities
decreased as population sizes increased, so the populations would not grow above their
carrying capacity of 300 individuals. The values set for female fecundity are absolute in
Metapop. They correspond to the number of offspring that reach an age of one year
produced by each female in absence of density dependence. Here, we assumed that all
adults had a female fertility of 3.0, a value roughly consistent with natural populations
(T.S. Pereira, personal communication). Metapop assumes no pollen limitation,
therefore male fertilities are relative. Here, they were set to 1.0 for all adult classes,
meaning that all adult individuals had the same probability to participate in reproduction
via pollen.

Genetic parameters

METAPOP allows us to simulate two types of molecular markers, namely
biparental nuclear markers and maternally-inherited cytoplasmic markers, in order to
calculate the genetic differentiation between populations. For the nuclear loci, we
simulated 200 AFLP markers with two alleles per locus, simulating presence or absence
of band, assuming a mutation rate of 10 (Mariette et al., 1999). For simplicity, all

AFLP loci were assumed to be independent and in linkage equilibrium, although this
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assumption may not be fully realistic because among 200 random AFLP loci some
could be not independent and/or in linkage disequilibrium. However, this assumption
cannot undermine our results, since we compute only Gst mean values across loci (see
below), and so they are unaffected by a possible correlation between loci. We also
simulated ten haploid chloroplast microsatellite loci with 10 possible alleles for each
locus. We assumed a strictly maternal inheritance for these loci and a mutation rate of
107 (Provan et al., 1999; Navascués and Emerson, 2005). Initial allelic frequencies of
all loci were equally and randomly distributed within the populations, leading to Ggsr
values of almost zero on the first generation, which means no genetic differentiation
between populations at the beginning of simulations. We thus assumed that brazil-wood
populations were not genetically differentiated during last glaciation (20 000 years ago),
when they possibly suffered expansions on dry patches of Atlantic Forest Complex.
Simulations performed

We performed four sets of simulations using METAPQP. In all cases we computed
the nuclear and cytoplasmic genetic differentiation among populations (Gsr). These
simulation sets aimed to investigate (1) the effect of breeding system; (2) the impact of
fragmentation intensity; (3) the impact of life span; and (4) the impact of recent
deforestation on the future evolution of genetic differentiation. For all simulations we
assumed initial Ggr values close to zero, i.e. allelic frequencies were randomly and
equally distributed between loci and populations, except for the fourth group of
simulations where genetic differentiation levels were similar to that empirically
calculated for brazil-wood natural populations. Simulations were repeated 20 times for
each scenario and nuclear and cytoplasmic Ggsr values after 20 000 years of simulation

(first three scenarios) or every 5 000 years (fourth scenario) were recorded.
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1) Effect of mating system on the genetic differentiation among populations
The breeding system was tested for five different levels of selfing rate (s),
corresponding to pure allogamy (s = 0%), mixed mating systems (s = 25%, 50%, or
75%) or pure autogamy (s = 100%). Meanwhile, the other three ecological parameters
were set as default: life span of 300 years, pollen migration rate of 10~ and seed
migration rate of 107,
2) Impact of fragmentation intensity on the genetic differentiation among
populations
Seed and pollen dispersal was assumed to follow a linear stepping stone model
(Kimura and Weiss, 1964), to reflect the disposition of the natural populations of C.
echinata, which are located along the Brazilian Atlantic coast. Thus, only nearest
populations exchanged seeds and pollen in our simulations. The ratio of pollen flow to
seed flow was set to 10:1, consistent with the results obtained by Lira et al. (2003).
In the simulations, we assumed five different sets of migration rates 10"/107, 10
3 10'4, 107/ 10'6, 107/10°® and zero (for instance, the notation 107'/10? means a pollen
migration rate of 10" and a seed migration rate of 10 to the nearest populations on left
and right). Breeding system was set to ‘no selfing’ (allogamous) as default parameter
like suggested by previous studies (Giudice-Neto et al., 2005) and life span remained as
300 years.
3) Impact of life cycle on the genetic differentiation among populations
Accordingly to our age class model suggested by Austerlitz et al. (2000), we set the
total number of classes to 30, 60, 120, 300 or 500, simulating a corresponding life span
of 30, 60, 120, 300 and 500 years. For each life cycle, we assumed a specific number of

juvenile classes in order to be more realistic. In the 30-age class model, the first seven
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classes were assumed to be juveniles, while the other classes were assumed to be adults.
In the 60-, 120-, 300-age classes models, the number of juvenile classes was set to 15,
while in the 500-age class model, it was set to 30. Such settings were assumed in order
to guarantee that the populations would not go extinct because of insufficient seed
production. The other ecological parameters were set as allogamous species, pollen
migration rate of 10~ and seed migration rate of 10,
4) Impact of recent deforestation, predictions for the future

We studied the potential impact of recent deforestation on the future evolution of
genetic diversity in C. echinata. We considered that this drastic deforestation process
would cause a complete isolation of the remnant populations of this species, because of
the massive destruction of the Atlantic Rainforest (Saatchi et al., 2001). To predict the
consequences of such fragmentation, simulations were run with initial parameters as
close as possible from the experimental results obtained with RAPD (Cardoso et al.,
1998), AFLP (Cardoso et al., 2005) and chloroplast microsatellite (Lira et al., 2003)
markers. For this purpose, we used the allelic frequencies and demographic results
obtained after a 20 000-year simulation using the default parameters that were more
reliable to C. echinata species (10°/10™ dispersal rates, allogamy and 300-years life
span) as initial genetic and demographic parameters. This scenario was run again on
METAPOP for 20 000 years, using default selfing rate (0%) and life span (300 years),
but dispersal rates set as zero. We performed 20 replicates and for each of them we
recorded nuclear and cytoplasmic Gst values every 5 000 years.
Statistical analyses

The software R (R Development Core Team, 2004) was used to calculate

significance differences between Ggr values by the Tukey multiple comparisons of

184



264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

286

287

means with 95% of confidence interval. Linear correlations were calculated using

factorial variables and Multiple R-Squares and P values were registered.

3. Results

1)  Effect of mating system on the genetic differentiation among populations.

The mean nuclear Gst observed at the end of the simulations increased with the
level of selfing rate (Figure 1a): 0.63 (for complete allogamy; SD = 0.01), 0.68 (SD =
0.02), 0.75 (SD =0.02), 0.82 (SD = 0.02) and 0.88 (for complete autogamy; SD = 0.06).
All nuclear Ggt values were significantly different among selfing levels tested (P <
0.0001) and highly correlated (R2 =0.89; P <0.0001) (Figure 1a). As expected, the
cytoplasmic Gst did not depend on selfing rate: 0.87 (for allogamy; SD = 0.05), 0.87
(SD =0.04), 0.87 (SD =0.05), 0.88 (SD = 0.06) and 0.86 (for autogamy; SD = 0.06); all
values were not significantly divergent or correlated (Figure 1b). This was expected
since selfing only reduces the effective pollen migration rate and cytoplasmic genes do
not migrate through pollen.

2)  Impact of fragmentation intensity on the genetic differentiation among
populations.

The mean Ggr values increased strongly as the dispersal rates decreased: 0.08
(SD =0.006), 0.63 (SD = 0.01), 0.79 (SD = 0.01), 0.79 (SD = 0.007) and 0.79 (SD =
0.008) for nuclear markers and 0.32 (SD = 0.06), 0.87 (SD = 0.05), 0.92 (SD = 0.04),
0.92 (SD =0.06) and 0.92 (SD = 0.05) for cytoplasmic markers (Figure 2). Both nuclear
and cytoplasmic Ggt values were not significantly divergent between the three

simulations with stronger fragmentation (dispersal rates of 10°/10°, 107/10°® and zero).
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Genetic differentiation and dispersal rate were highly correlated: R* = 0.9989 (P <
0.0001) for nuclear markers; R*=0.95 (P < 0.0001) for cytoplasmic markers, indicating
a strong impact of fragmentation on genetic population differentiation.

3)  Impact of life cycle on the genetic differentiation among populations.

Differentiation was quite high among population for both nuclear and
cytoplasmic markers, whatever life span was assumed. As expected, the life cycle
counteracted the genetic differentiation and mean Ggr values decreased on higher life
spans: 0.74 (SD =0.01), 0.66 (SD =0.01), 0.64 (SD =0.01), 0.63 (SD = 0.01) and 0.57
(SD = 0.01), for nuclear markers; and 0.91 (SD =0.04), 0.92 (SD = 0.05), 0.9 (SD =
0.06), 0.87 (SD = 0.05) and 0.80 (SD = 0.09) for cytoplasmic markers (Figure 3). Tukey
tests showed no significant difference between 120 years and 300 years life span on
nuclear Ggr values (P = 0.11). However, cytoplasmic Gst values were significantly
different between 500 years life span and all the others simulated (30, 60, 120 and 300
years; P < 0.001), and also between 60 and 300 years (P < 0.05).The correlation
between longevity and population genetic differentiation was very strong for nuclear
markers (R* = 0.96; P < 0.0001) but much weaker for cytoplasmic markers
(R* = 0.3945; P < 0.0001).

4)  Impact of recent deforestation, predictions for the future.

We simulated the future evolution of diversity during the next 20 000 years,
assuming that seed and pollen dispersal had completely stopped. The mean Ggt values
were: 0.63 (SD = 0.0005), 0.75 (SD = 0.005), 0.83 (SD = 0.006), 0.88 (SD = 0.006) and
0.92 (SD = 0.006) every 5 000 years (Figure 4). And the mean cytoplasmic Ggsr values
also increased: 0.88 (SD = 0.0008) at time zero, 0.93 (SD = 0.02) after 5 000 years, 0.95

(SD = 0.02) after 10 000 years, 0.96 (SD = 0.02) after 15 000 years and 0.96 (SD =
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0.01) after 20 000 years (Figure 4). Correlation was higher on nuclear markers (R2 =
0.9974; P < 0.0001) than cytoplasmic markers (R* = 0.7991; P < 0.0001), which were

not significantly divergent between 10 000, 15 000 and 20 000 years predictions.

4. Discussion

We assessed the effect of breeding system, fragmentation intensity, and the impact
of life span on the nuclear and cytoplasmic genetic differentiation using a demo-genetic
model based on the genetic differentiation of Caesalpinia echinata’s natural
populations. This allowed us to study the potential impact of the recent deforestation on
this species. Our aim was to test the hypothesis that C. echinata populations have been
fragmented since the last glaciation, almost 20 000 years ago, when occurred the last
expansion of seasonally dry tropical forests followed by population isolation when
humid Atlantic forest expanded again (Pennington et al.,2004). This hypothesis could
explain the high genetic structure found with molecular markers: nuclear Fst = 0.58 and
0.62, respectively for RAPD and AFLP (Cardoso et al., 1998; Cardoso et al., 2005) and
cytoplasmic Fst = 0.91 (Lira et al., 2003).

We used ten demes with maximum biotic capacity of 300 plants. While this may
seem too few plants, this number was chosen because we intended to simulate the same
populations already analyzed by molecular markers on previous studies. Furthermore,
the data on brazil-wood abundance on Atlantic Rainforest is controversial. Although
brazil-wood was over-exploited during almost 500 years, there may be an unreal
perception — not properly documented — that C. echinata plants were easily identified on

Atlantic Rainforest, and that they occurred in dense populations. In addition, because of
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better quality and higher amounts of the pigment dye, the vast majority of individuals
collected at that time were probably about 20 years old, suggesting that many
generations could have been explored during 500 years (Bueno et al., 2002). These
observations indicate that C. echinata populations could have been small-sized even if
great amounts of wood were extracted from Atlantic Rainforest.

Population size is very important on the maintenance of demographic and
genetic authenticity of a species because smaller populations are more affected by
stochastic events that cause impoverishment of plant populations of either common or
rare species (Broadhurst & Young, 2006; Honnay & Jacquemyn, 2007; Broadhurst et
al., 2008). This impoverishment can result of poor seed and pollen dispersal or less
seedling recruitment (Jacquemyn et al., 2007; Kolb, 2008). Although species with good
gene flow can counteract the effects small population size (Honnay et al., 2006), for C.
echinata we believe that simulations with larger populations would not directly affect
the genetic differentiation caused by the ecological traits addressed here. When
simulations with larger populations were carried out, the results showed periods longer
than 100 000 years would be needed to reach similar genetic differentiation parameters
achieved (data not shown). Although, a period larger than 20 000 years of fragmentation
for C. echinata populations is possible, still it is hard to know for sure.

1) Effect of mating system on the genetic differentiation among populations.

On the first set of simulations analyzing different breeding-system species, we
observed that genetic differentiation increased with higher selfing rate, for nuclear genes
but not for cytoplasmic ones (Figure 1). Also, while the nuclear and cytoplasmic Gsr
values were very high, they showed substantial differences on allogamous species

(nuclear Gst was 0.63, SD = 0.01; cytoplasmic Gst was 0.86, SD = 0.05), what was not
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found on autogamous species (nuclear Gst = 0.88 and cytoplasmic Gst = 0.86; SD =
0.06). Caesalpinia echinata’s natural populations have high levels of differentiation, but
the level of differentiation of nuclear and cytoplasmic markers is unlike, indicating that
this species is preferably an allogamous species, with very low level of selfing as
suggested by a study on experimental field plants of Giudice-Neto et al. (2005). While
there could be methods more reliable than simulations to study the brazil-wood mating
system, our result is still relevant to formulate conservation strategies for C. echinata
natural populations until further investigation is done.

2) Impact of fragmentation intensity on the genetic differentiation among
populations.

Another important feature investigated was the impact of pollen and seed
dispersal rates that may have counteracted the effects of post-glacial fragmentation,
genetic drift and population genetic erosion (Despres et al., 2002). A strong
differentiation on nuclear and cytoplasmic loci was observed. Gene flow counteracted
fragmentation in the simulations with the highest rate 10™//107 of pollen/seed dispersal,
leading to a very low genetic differentiation of both nuclear (mean Gsr = 0.08, SD =
0.006) and cytoplasmic loci (mean Gst = 0.32, SD = 0.06), much below the empirical
results. As dispersal rates diminished and thus fragmentation effects increased, Gsr
values increased for both nuclear and cytoplasmic loci. This increase was much stronger
for cytoplasmic loci, as a consequence of a stronger drift caused by reduction of half of
the effective size than nuclear genes in a hermaphroditic species, because they are only
maternally transmitted.

Empirical C. echinata data on nuclear and cytoplasmic Ggr are closer to the

results with moderate rates of 10°/10™ for pollen/seed dispersal. Dispersal mechanisms
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are likely to be restricted because C. echinata seeds are dispersed by fruit explosion an
autochorous mechanism (Carvalho, 1994) and pollens are dispersed by medium- to
large-sized bees (Centris sp and Xylocopa sp) but also by the small honey bee Apis
mellifera, that might promote self-fertilization due to its visiting behavior (Borges et al.,
2008). This level of gene flow seems to be much lower than for many other tropical
species, who have reached a much lower Ggsr value for nuclear genes (mean Ggy of 0.1;
Loveless et al., 1992). The level of cytoplasmic Ggsr in C. echinata is nevertheless rather
similar to the ones observed in other tropical species (Collevatti et al., 2003; Dutech et
al., 2003), which indicates that it differs mainly for pollen flow, which thus seems to be
rather low in C. echinata, as compared to other species. Further field observation and
experiments (e.g. paternity analyses) are needed to confirm this pattern of Caesalpinia
echinata’s life history.

3) Impact of life cycle on the genetic differentiation among populations.

Tree longevity is important for the persistence of genetic diversity, especially in
fragmented habitats (Hamrick, 2004). Our study indicated that longer life span
decreased genetic differentiation for both nuclear and cytoplasmic markers as fewer
generations are passed through time (Figure 3). Mean Ggt values decreased with life
span, for both nuclear and cytoplasmic markers. The values that were nearly consistent
with experimental data were obtained with simulations for 300-year life span (nuclear
Gst = 0.63, cytoplasmic Gst = 0.87), a value that is realistic for C. echinata (H.C. Lima,
personal communication), although we cannot discard a life span of 120 years that was

not significantly divergent from 300-year plants.
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4) Impact of recent deforestation, predictions for the future.

The fourth set of simulations intended to predict the future of C. echinata’s
natural populations in the Atlantic Rainforest. While this species is naturally isolated on
seasonally dry forests (Pennington et al., 2004), its level of fragmentation has strongly
increased because of deforestation due to anthropogenic action (Myers et al., 2000). Our
simulation predictions indicate that both nuclear and cytoplasmic genetic differentiation
would increase if seed and pollen dispersal were completely stopped as a result of this
recent fragmentation. Cytoplasmic Ggsr reached almost the maximum value after 10 000
years of simulation without gene flow.

Conclusion

Simulations helped us to infer some important ecological issues of C. echinata
plant communities in Brazil, such as allogamous breeding system, moderate gene flow
and long life span. Although much ecological and reproductive investigation is still
needed to clarify some points, C. echinata’s natural populations have already reached a
level of nuclear and cytoplasmic genetic differentiation so high that could hardly be
diminished. Nevertheless, it becomes crucial to slowdown the actual genetic
differentiation maintaining as much genetic diversity as possible. One method to
improve genetic diversity among populations is the transfer of individuals between
populations but it requires the knowledge of local adaptation process in order to avoid
outbreeding depression (Ramp et al., 2006; Raabova et al., 2007). This methodology
should be addressed with caution on C. echinata’s natural populations since trees from
different populations are genetically very divergent from each other, except populations
from very near locations (Cardoso et al., 1998; Cardoso et al., 2005; Lira et al. 2003).

The METAPOP predictions indicate a tendency to higher genetic isolation with time
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leading to ecological drift and maybe even speciation in longer time ranges (Lavin et al.,
2004). It might also be necessary to do some ex situ conservation measures, such as
seed banking and vegetative propagation of key genotypes, as a complement to in situ
conservation of the species (Rajora and Mosseler, 2001; Castifieiras et al., 2007; Yao et

al., 2007).
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7. Captions:

Figure 1: Simulation of the effect of mating system with five different selfing rates on genetic
differentiation among populations based on C. echinata modeling. Gsr values were recorded
after 20 000 years of simulation and 20 replicates were used to calculate means and deviations
plotted on graphics.

a) Mean nuclear Gsr values for five selfing rates tested by the simulations. b) Mean

cytoplasmic Ggr values for five selfing rates.

Figure 2: Simulations based on C. echinata model of the impact of fragmentation represented
by five different pollen and seed dispersal rates on inter-population genetic differentiation.
Nuclear (black columns) and cytoplasmic (white columns) mean Ggt values for the different
gene flows tested of 20 replicates after 20 000 years of simulation. Errors bars represent

standard deviations.

Figure 3: Simulation indicating the influence of different life spans on inter-population
genetic differentiation based on C. echinata modeling. Black columns representing mean
nnuclear Ggr values and white columns represent mean cytoplasmic Ggr values calculated

using 20 replicates after 20 000 years of simulation. Errors bars represent standard deviations.

Figure 4: Simulations obtained with C. echinata metapopulation model from present to
20 000 years ahead for future predictions of its natural populations. Mean Ggr values were
calculated every 5 000 years of simulation for nuclear genes (black columns) and cytoplasmic

genes (white columns) using 20 replicates. Errors bars represent standard deviations.
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Anexo Il

Exemplo de matrizes de dispersdo do pdlen e da semente usadas no METAPOP para
simulacdes com dispersio de 10°/10™. Cada coluna corresponde a uma deme e as linhas
mostram as possiveis combinagdes de dispersdo entre as demes. Seguindo o modelo
“Stepping Stone”, ocorre troca apenas entre as populacdes mais proximas. E dentro da
populacdo principal ndo ha limite de troca de pdlen e sementes, sendo o valor de dispersao
definido como 1.

a) Matriz de dispersdo do pélen de 107,

Deme 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 0,001 | O 0 0 0 0 0 0 0

0,001 |1 0,001 [ O 0 0 0 0 0 0

0 0,001 | 1 0,001 {0 0 0 0 0 0

0 0 0,001 |1 0,001 |0 0 0 0 0

0 0 0 0,001 |1 0,001 {0 0 0 0

0 0 0 0 0,001 |1 0,001 |0 0 0

0 0 0 0 0 0,001 |1 0,001 |0 0

0 0 0 0 0 0 0,001 |1 0,001 |0

0 0 0 0 0 0 0 0,001 | 1 0,001

0 0 0 0 0 0 0 0 0,001 |1

b) Matriz de dispersdo da semente de 10,
Deme |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 0,0001 | O 0 0 0 0 0 0 0
0,0001 | 1 0,0001 | O 0 0 0 0 0 0
0 0,0001 | 1 0,0001 10 0 0 0 0 0
0 0 0,0001 | 1 0,0001 | O 0 0 0 0
0 0 0 0,0001 | 1 0,0001 1 0 0 0 0
0 0 0 0 0,0001 | 1 0,0001 | O 0 0
0 0 0 0 0 0,0001 | 1 0,0001 ] 0 0
0 0 0 0 0 0 0,0001 | 1 0,0001 | O
0 0 0 0 0 0 0 0,0001 | 1 0,0001
0 0 0 0 0 0 0 0 0,0001 | 1
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Abstract

Mangroves are typical plant formations submitted to variations of salinity and nutrient input.
Laguncularia racemosa occurs among contrasted habitats, on riverside (RS) or near salt
marshes (SM), where plants present remarkable morphological differences. In plants,
epigenetic modifications, which might be under natural selection, may occur in response to
stress. To investigate the genetic and epigenetic contribution to the phenotypic differences
observed among two natural populations of L. racemosa, we used AFLP and MSAP. SM
population was hypomethylated and less polymorphic than RS population. Three statistical
treatments were used to analyze genetic and epigenetic differentiation between these
populations: frequency-based (Gst), multivariate (fst) and Bayesian analysis (Fsr). All
methods resulted on higher epigenetic than genetic divergence. Co-Inertia analysis explored
jointly the genetic and epigenetic structure, showing a tendency of a common epigenetic
profile on SM population, which might be a result from the stressful habitat selection
occurring independently of their genetic profile.

Keywords: White mangrove, epigenetics, salinity stress, plant development, cytosine

methylation, phenotype, natural selection
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Introduction

Mangroves are ecosystems occurring on tropical and subtropical coastlines, which are
submitted to daily variations of water salinity and sea level oscillations (Saenger 2003; Barth
et al. 2006). Mangrove species tolerates a wide range of environmental conditions and can
thus present divergent structural and morphological characteristics in different geographic
zones (Schaeffer-Novelli et al. 1990). Most species living in these areas have developed
specialized characteristics such as vivipary, salt exclusion and aerial roots to survive in
extreme environmental conditions (Tomlinson 1986; Shi ef al. 2005). In general, in regions
with suitable topography allows large tidal ranges and abundant inputs of fresh water, rainfall,
nutrients and sediments mangroves have better development, reaching their maximum
development: over 40 meters high; (Schaeffer-Novelli et al. 1990). On the other hand,
mangroves adaptations allow them to colonize even habitats with limiting factors, like
periodic drought, hurricanes, and hyper-saline soils also called salt marshes. Although
adapted to saline environments, in such extreme salt stress conditions, mangroves have
abnormal development, reaching only 1.5 to 3 meters high; with shrub-like plant
physiognomy (Schaeffer-Novelli ez al. 1990). The growth and development reduction on salt-
marsh mangroves can be explained by cellular and biochemical processes modifications
caused by high salinity, such as protein synthesis and photosynthesis (Parida & Das 2004,
Parida et al. 2004). These modifications can happen even on well-adapted halophyte species
that are known to be positively influenced by low to moderate salinity levels (Ball 2002).
Laguncularia racemosa (L.) Gaertn. f. (Family: Combretaceae), also known as white
mangrove, is a west-mangrove species, broadly found in Atlantic Ocean mangroves
(Tomlinson, 1986). This species occurs abundantly in Brazil, either close to river basins or
near salt marshes, suggesting that individuals from each site might be under divergent

selective pressures caused by different salinity levels. L. racemosa individuals located on both
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mangrove formations happen to be morphologically different concerning height and branch
ramifications as postulated by Schaeffer-Novelli ez al. (1990). Riverside (RS) plants are 10
meters high, having tree-like structure, with branches on the canopy. On the other hand, plants
near salt marsh (SM) are shrub-like, reaching only 2 meters high with several basal stems.
Epigenetic changes can alter phenotypes, both morphological and molecular traits, without
changing nucleotide sequence on coding or promoter regions of a gene (Jablonka & Lamb
1998). Moreover, they are responsible for some heritable differences among individuals
(Rapp & Wendel 2005). There are evidences that the regulation of gene expression and
chromatin structure, as well as the maintenance of genome stability against the proliferation
of transposable elements, are controlled by epigenetic changes such as DNA methylation that
can be maintained among generations in plants (Bender 2000; Gehring & Henikoff 2007).
There is also strong evidence that methylation of CpG dinucleotides is crucial for several
plant developmental processes (Lee & Chen 2001; Hao et al. 2004; Huettel et al. 2006; Zhang
et al. 2006). Therefore, natural selection could act on many traits modulated by epigenetics,
without DNA sequence changes (Rapp & Wendel 2005). Although epigenetics mechanisms
controlling DNA methylation on coding and promoter regions of genes and their effects on
phenotypes have been investigated at some extent (Zhang 2008), their consequences on the
evolution of natural plant populations is currently underexplored (Kalisz & Purugganan 2004;
Lukens & Zhan 2007; Bossdorf et al. 2008).

Based on Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP; Vos et al. 1995), the Methyl-
Sensitive Amplified Polymorphism (MSAP) technique provides informative epigenetic data
(Xiong et al. 1999). The combination of AFLP and MSAP systems using two isoschizomer
frequent-cutter enzymes (Mspl and Hpall), which recognize the same restriction site but have
different DNA methylation sensitivities, allows the identification of methylation

polymorphisms (Cervera et al. 2002; Schones & Zhao 2008, Schellenbaum er al. 2008). Most
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studies evaluating changes on cytosine methylation addressed inheritance of methylation
patterns and polymorphisms among ecotypes or strains of crop and/or polyploid species (Hao
et al. 2004; Jaligot et al. 2004; Salmon et al. 2005; Takata et al. 2005; Keyte et al. 2006; Zhao
et al. 2007), but the potential to analyze epigenetic population structure and its correlation
with natural phenotypic variation using MSAP methodology is still unexplored.

RS and SM populations thus provide an interesting framework to assess the genetic as well as
epigenetic structure of natural populations, using AFLP and MSAP methodologies
respectively, aiming to understand their contribution on phenotypic differences between
individuals from these natural populations. This study is one of the first assessing the
epigenetic diversity and structure of natural populations and brings fresh evidence that DNA

methylation alterations are crucial for population sustenance in stressful habitats.

Materials and Methods

Plant Material

Two populations of Laguncularia racemosa, located in Sepetiba Bay’s mangrove ecosystem —
Rio de Janeiro Brazil (23°00°S-23°05’S and 43°30°W-43°35"W), were analyzed. The first
population is located on the river basin (called riverside or RS) and individuals have a tree-
like appearance. The other population occurs near a salt marsh (called SM) and individuals
are abnormally developed, with a shrub-like appearance. Individuals from both populations
are one or two hundreds of meters apart, separated by a Rhizophora mangle forest, typical on
mangroves. The area analyzed had near 16 hectares limited by the salt marsh at one side and
Piracdo river at the other side. Young and undamaged leaves from 17 randomly chosen adult
trees were sampled from each population and immediately conditioned on silica gel for

posterior genetic analysis.
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DNA extraction

DNA extraction was carried based on Cardoso et al. (1998) with modifications, including a
scale down process using S0mg of dried leaves. PVP 40 000 was used to improve DNA
quality. DNA was ressuspended in 100ul of sterile water. Quantification of DNA was

estimated on 1% agarose gels.

AFLP and MSAP analysis
AFLP and MSAP methodologies were based on Vos ef al. (1995) and Xiong et al. (1999),

respectively. Samples were submitted to EcoRI digestion using 1pg of genomic DNA and
10U of enzyme (Promega®) with 1X buffer H in a final volume of 200ul. Digested DNA was
precipitated with 0.1vol of 3M sodium acetate and 2.5vol of 100% ethanol and afterwards
washed on 70% ethanol. Half of EcoRI-digested DNA was used on each isoschizomers
enzymes digestion with SU of Mspl in 1X Multicore buffer (Promega®) or 5U of Hpall
(PromegaR) in 1X Buffer B (PromegaR) in a final volume of 50ul. Incubations were all
performed at 37°C for 6 hours and enzymes were afterwards denatured at 65°C for 20
minutes. Adapter ligation was performed with 20ul of digested DNA, 1X T4 DNA ligase
buffer (Promega®), 1U T4 DNA ligase enzyme (Promega®), 5pmol of each EcoRI adapter
(Vos et al. 1995) and 50pmol of each Mspl/Hpall adapters (Xiong et al. 1999) in a 30ul
reaction for 3 hours at 20°C.

Pre-amplification was conducted on a 20ul reaction using 2ul of ligated and digested DNA,
1X PCR buffer, 0.4mM dNTPs, 30ng of EcoRI and Mspl/Hpall basic primers (Table 1) and
2U Taq polymerase (Ludwig Biotecnologia Ltda). The reactions were carried out on 25 cycles
of 94°C 1 minute, 56°C 1 minute and 72°C 2 minutes with a 10-minutes final extension. Pre-
amplification products were diluted 20 times and Sul was used on the selective amplifications.
These 20ul reactions contained 30ng of each selective primer EcoRI and Mspl/Hpall (Table

1), 0.2mM dNTPs, 1X PCR buffer and 2U Taq polymerase (Ludwig Biotecnologia Ltda). The
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touchdown program performed was: 94°C 30 seconds, 65°C 30 seconds and 72°C 1 minute
decreasing 0.7°C of the annealing temperature per cycle during 12 cycles and then 24 cycles
of 94°C 30 seconds, 56°C 1 minute and 72°C 2 minutes with final extension of 5 minutes
length. The final amplification products were separated by electrophoresis for 2:30 hours at
60W on a 4% denaturing polyacrylamide gel with 7.5M urea. Gels were stained with a 0.1%
silver nitrate solution plus 0.5% formaldehyde for 30 minutes after gel fixation on 10% acetic
acid solution for 20 minutes. Staining development used a 6% sodium carbonate solution with
0.5% formaldehyde and 2ug of sodium thiosulphate for 3 minutes and reaction was stopped

with 10% acetic acid solution. Silver-stained gels were photo-documented for further scoring.

Data analysis

The 34 samples were scored for presence or absence of AFLP and MSAP fragments.
Polymorphic bands from EcoRI/Mspl were used to assess the genetic structure of L. racemosa
populations, while polymorphic EcoRI/Hpall profiles informed about the epigenetic structure.
Both digests analyzed on the same sample showed the level of methylation on L. racemosa
genome. Presence of fragments on both EcoRI/Mspl and EcoRI/Hpall digests indicated a
non-methylated site, while methylated sites of both strand internal cytosines were
characterized by the presence of EcoRI/Mspl fragments absent on EcoRI/Hpall profiles
(Peraza-Echeverria et al. 2001, Salmon et al., 2008). Loci where the opposite profile was
found, fragment present on EcoRI/Hpall but absent on EcoRI/Mspl digestion, were excluded
from analysis, since they represent hemimethylation of the external cytosine that are rare and
generally not inheritable between generations (Salmon et al., 2008). Methylated loci fixed
within population, i.e. all samples from one population had the same fragment present on
EcoR1/Mspl profile but absent on EcoRI/Hpall profile, as well as polymorphic methylated

loci were counted. Both methylated and non-methylated loci were considered polymorphic
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when at least one sample had a different pattern of presence or absence of fragments from the
rest of the same population.

Dealing with dominant markers, heterozygosis is not obtained directly. In order to estimate
population genetic structure, deviation from Hardy-Weinberg equilibrium thus has to be
either: (i) assumed as null, (ii) bypassed, or (iii) assessed by other means (Bonin et al. 2007;
Parisod & Christin 2008). Here, these three possibilities have been explored and compared to
provide robust estimates of the genetic and epigenetic structure of L. racemosa populations
using AFLP and MSAP respectively.

First, genetic diversity (H,op) was assessed by Shannon diversity index calculated based on
the frequency of each band out of the 17 individuals for AFLP and MSAP systems. As
recommended by Bussell (1999), log2 (0) was replaced by O for fixed absent bands.
Significant differences of Shannon index among populations for both EcoRl/Mspl and
EcoRI/Hpall profiles have been assessed by Kruskal-Wallis rank sum test, which calculates
the significant differences between data from the same loci. Significance of the tests was
adjusted with Bonferroni correction (Rice 1989). Assuming that populations are on Hardy-
Weinberg equilibrium, genetic and epigenetic structure was computed for each AFLP and
MSAP loci as Ggp = (Hior - Hpop) / Hior (Bussell 1999).

Second, individual profiles were also investigated by multivariate analyses because it is a
band-based approach that does not assume Hardy-Weinberg equilibrium. Principal
Component Analysis (PCA) on inter-profile covariance matrix followed by Between-group
Eigen Analysis (BPCA, see details in Parisod & Christin 2008) was computed on AFLP and
MSAP data using ADE-4 (Thioulouse et al. 1996). BPCA (i.e. PCA among groups based on
the PCA among individuals) divides the variance into within- and between-group components
and, given that it is a Euclidian approach, can be considered as analogous to F-statistics

(called Byp). The statistical significance was assessed by the Romesburg randomization test
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(9999 permutations). In addition, multivariate analyses allow for the joint analysis of genetic
and epigenetic structure through statistical procedures maximizing and testing the common
variance of different datasets. Here, the symmetrical Co-Inertia Analysis was used to
investigate the association between AFLP and MSAP profiles by projecting the PCA scores
of individuals into a new subspace maximizing their covariance. Unlike the related Canonical
Correspondence Analysis, Co-Inertia analysis does not rely on linear regressions and thus can
be safely used for any number of variables to be related (Dolédec & Chessel 1994).
Significance of this association has been tested in ADE-4 by a procedure in which rows of
AFLP and MSAP tables were randomly permuted 9999 times.

Third, Bayesian statistical procedures have been used to investigate population genetic
structure with dominant markers by estimating the deviation from Hardy-Weinberg
equilibrium (Holsinger et al. 2002). Indeed, Bayesian estimates of genetic structure
incorporate the uncertainty about Fst and Fs by Monte-Carlo Markov Chain (MCMC). After
MCMC was run for 250,000 times to ensure convergence of the chain to its stationary
distribution and discarding the first 50,000 simulations, estimates every five steps were
retained to provide a full description of the genetic structure. Here, preliminary simulations
(not shown) suggested that the full model (Fst and Fis # 0) should be used because it fitted
the data well and incorporated the lowest complexity (DIC = 117 and 247, for AFLP and
MSAP data, respectively; see Holsinger et al. 2002 for details). Although the f-free model and
f = 0 model were relatively close, the full model was assumed as the most suitable because L.
racemosa is self-fertile (Landry and Rathcke 2007). Thus, the most likely Fst and Fis were
estimated with their variance and reliable 95% credible intervals, using Hickory v1.1 software

(Holsinger et al. 2002).
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Results

Methylation patterns and polymorphisms

Four selective primer-pair combinations (Table 1) provided 97 reliable loci among the 34
samples. Riverside (RS) population had 39 methylated loci, i.e. band present on EcoRI/Mspl
digests and absent on EcoRI/Hpall digests on at least one sample, while salt marsh (SM)
population had only 20 methylated loci, accounting for 40.2% and 20.6% of all analyzed loci
(Table 2). Level of polymorphism was higher on RS than SM population. On RS, 84.6% of
methylated loci were polymorphic but six loci were fixed on their methylated state for all
samples from this population (Table 2). Almost half of SM methylated loci (55%) were
polymorphic leaving to nine loci fixed on this population (Table 2). AFLP markers showed 15
polymorphic loci (15.5%) on RS and only 10 (10.3%) on SM population. By the other hand,

MSAP markers showed 37 polymorphic loci (38.1%) on RS and 13 (13.4%) on SM.

Genetic estimates (AFLP)

Three methods were used to calculate the genetic differentiation among RS and SM
populations of L. racemosa. AFLP data had within-population Shannon diversity index =
0.048 and 0.035 for RS and SM populations, respectively (Table 3). Kruskal-Wallis rank sum
test showed no significant difference between these indexes (p = 29.2). Population genetic
structure was calculated by three different statistical methods; the first based on Hardy-
Weinberg equilibrium assumptions, the second on multivariate analysis and the third on
Bayesian analysis: Gst=0.111, fst = 0.148 (p<0.001) and Fsy=0.119 (SD = 0.034; 95%

credible interval: 0.055 - 0.186), respectively (Table 3).

Epigenetic estimates (MSAP)
On MSAP data, the Shannon index of diversity was 0.101 and 0.043 for RS and SM

populations, respectively, and was significantly different after Bonferroni correction (p <
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0.025) (Table 3). These values were also significantly higher than AFLP indexes calculated
for RS (p < 0.001) and SM (p < 0.01) populations. The three methods used to calculate
epigenetic population structure had more expressive values than the genetic ones obtained
with AFLP data, although only significantly divergent on multivariate analysis results. The
epigenetic indexes was: Gst = 0.254, fst = 0.212 (p<0.001) and Fsr=0.160 (SD = 0.026;

95% credible interval: 0.110 - 0.210) (Table 3).

Genetic versus epigenetic population structure

The PCA analysis on covariance matrix of AFLP data summarized 40.2% of the total inertia
on the two first principal components (Figure 1a), and 35.7% of the MSAP data (Figure 1b).
In both genetic (AFLP) and epigenetic (MSAP) PCA subspaces, individuals from RS and SM
populations are clustered on two distinct groups along the first axis. This differentiation is
more evident at the epigenetic level than at the genetic level, where similar MSAP profiles
corresponds to samples collected on the same population.

The two first axis of the Co-Inertia analysis explained 74.4% of the genetic co-variation
between AFLP and MSAP datasets and this association was significantly different than
expected at random (p < 0.001). In the Co-Inertia subspace (Figure 1c), three individuals from
RS population and three from SM population showed similar genetic (AFLP) profiles, but
rather divergent epigenetic (MSAP) profiles. These epigenetic profiles points toward opposite

directions clearly occupying positions near the other individuals from the same population.

Discussion

Individuals that have distinct physiographic patterns growing in two nearby populations of
Laguncularia racemosa under different salinity conditions were investigated by AFLP and

MSAP analysis. Environmental fluctuations, like that occurring in mangrove ecosystems,
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could increase the functional plasticity due to genetic or epigenetic modifications (Rapp and
Wendel 2005; Salmon et al. 2005). Epigenetic variation can generate novel and heritable
phenotypic variation in response to environmental or genetic perturbations (Pavet et al. 2006;
Gehring & Henikoff 2007; Lukens & Zhan 2007). There is strong evidence that methylation
of CG dinucleotides and, to a lesser extent, non-CG sites like CNG and CNN sequences
(where N is a A, T or C) are crucial for several plant developmental processes (Lee & Chen
2001; Hao et al. 2004; Huettel et al. 2006; Zhang et al. 2006), such as gene imprinting during
seed development (Huh et al. 2008), vernalization (Finnegan et al. 2000; Habu et al. 2001)
and the response to biotic and abiotic stresses (Madlung & Comai 2004).

The proportion of methylated loci investigated on L. racemosa RS population (40.2%) was
similar than of Brassica oleracea ecotypes, 30-41% (Salmon et al. 2008), Gossypum
hirsutum, 32% (Keyte et al. 2006) and Arabidopsis thaliana, 35-43% (Cervera et al. 2002).
On the other hand, SM individuals had rather fewer methylated loci accounting to only 20.6%
of total loci investigated, indicating a possible hypomethylation on plants located near the salt
marsh. The process of active DNA demethylation occurring on plants is intrinsically
associated with biotic or abiotic stresses and affecting also basic genomic functions (Pavet et
al. 2006). And, in result, the expression of many plant development genes, such as
FLOWERING LOCUS WA (FWA), SUPERMAN (SUP), AGAMOUS (AG) and Linaria
vulgaris homologue of cycloidea (Lcyc) can be affected (Habu et al. 2001). In Nicotiana
tabaccum, the expression of an enzyme that has demethylation activity was increased on
aluminium, salt and cold treated-leaves as a result of epigenetic control based on cytosine
methylation (Choi et al. 2007).

While the Shannon genetic diversity indexes based on AFLP data were similar for both RS
and SM populations with no significant difference, the epigenetic diversity indexes based on

MSAP data were significantly higher on RS population (Table 3). More importantly, genetic
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versus epigenetic diversity indexes of both populations were significantly different, indicating
a truly divergent structure obtained by genetic and epigenetic components of L. racemosa
genome. This is an important indication that both components have independent evolutionary
histories being differently affected by natural selection caused probably by environmental
fluctuations and salt stress. While SM plants occurs on a not favorable saline habitat, RS
population is located on a more variable habitat, typical of mangrove forests, daily submitted
to salt water and nutrient input limitations. These different conditions could have lead SM
population to a smaller MSAP-Shannon index as a consequence of an increased number of
fixed methylated loci resulted by selection whereas RS maintained high MSAP-Shannon
index due to more variable habitat.

Three statistical methods used to investigate the population genetic and epigenetic structure of
L. racemosa showed congruent estimates (Table 3). All approaches indicated that genetic
differentiation among populations was less structured than epigenetic one. The stronger
divergence between AFLP and MSAP data was observed with Gsrindex, which assumes that
populations are on Hardy-Weinberg equilibrium. Although this could be true, other statistical
analyses that ignore or calculate the deviation from Hardy-Weinberg equilibrium were also
assessed using the multivariate and the Bayesian approach respectively, confirming the higher
differentiation of the epigenetic component between populations. Since these results are not
likely to be explained by stochastic processes such as genetic drift, they suggest that
epigenetic modifications arise in L. racemosa in response to habitat variation.

The PCA projections of AFLP and MSAP profiles (Figure 1a and 1b) as well as the joint
analysis of them by Co-Inertia (Figure 1¢) support the higher differentiation of the epigenetic
component between RS and SM populations. AFLP data show that plants from different
populations present slightly differentiated genotypes. However, MSAP variation was highly

contrasted, with convergent epigenetic profiles in the SM population. It was observed that SM
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individuals had a propensity to converge into a common point represented by the arrow’s
directions on figure 1c, what may justify the lower MSAP-Shannon index for SM population.
Interestingly, the Co-Inertia analysis had three individuals from each population with very
similar genetic profile what could represent plants that recently dispersed from one population
to the other. Nevertheless, the six individuals showed highly contrasted epigenetic profile, but
correlated to the other samples from the same population. This corroborates the hypothesis
that environmental conditions are playing a key role on epigenetic modifications of L.
racemosa individuals. Even individuals with analogous genotypes collected on each
population, and probably closely related, have divergent epigenetic profiles that are more
related to the populations which they naturally belonged. This could represent further
evidence that some methylation profiles are better adapted to the stressful environmental
conditions of salt marsh areas. Moreover, the epigenetic modifications have probably strong
influence on phenotypes of these natural populations since divergent epigenetic profiles were
found on plants genetically similar but that occurred on different populations.

The direct or indirect relation between epigenetic changes and phenotypic variation may
respond to selection, even when unlinked to genetic variation (Lukens & Zhan 2007).
Epigenetic changes are heritable and reversible, but unlikely genetic variation they may
represent convenient genomic alteration to explore variable environment and new adaptive
landscapes. The phenotypic variation between natural populations of L. racemosa is probably
governed by epigenetic factors without significant genetic changes, which deserves further

investigations to uncover the genes controlled by these cytosine methylation changes.
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Figure Legends

Figure 1: Multivariate analysis of the genetic and epigenetic components of riverside (1) and
salt marsh (2) populations of Laguncularia racemosa: a) Principal Component Analysis
(PCA) on covariance matrix for genetic profiles (AFLP); b) PCA on covariance matrix for
epigenetic profiles (MSAP); c¢) Co-Inertia Analysis maximizing the covariance of PCA shown
in (a) and (b), and testing for the significance of this association with 9999 permutations.
Circles correspond to the projection of genetic (AFLP) profiles and arrow heads indicates the
projection of epigenetic (MSAP) profiles. F1 and F2 values show the contribution of two
principal components summarizing the total variance of each dataset. B¢, was calculated with
Between EigenAnalysis (BPCA) for both genetic and epigenetic profiles and tested with 9999

permutations.
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Table 1: AFLP and MSAP primer sequences.

Enzyme Pre-amplification Selective amplification

E+AG
5’-GACTGCGTACCAATTC-3’
EcoRI E+AC
(Vos et al. 2005)
E+AAC

5’-ATCATGAGTCCTGCTCGG-3° HM+TCAA
Mspl/Hpall
(Xiong et al. 1999) HM+AAT

Table 2: Polymorphic and monomorphic methylated loci obtained comparing AFLP and
MSAP profiles, polymorphic AFLP loci and polymorphic MSAP loci observed within 97 loci
on samples of two L. racemosa natural populations (RS and SM). Loci with presence of
AFLP fragment but absence of MSAP fragment were considered methylated. Loci with

fragment difference on more than one sample were considered polymorphic.

Methylated loci Polymorphic Polymorphic
Population
Polymorphic ~ Fixed Total AFLP MSAP
RS 33 6 39 (40.2%) 15 37
SM 11 9 20 (20.6%) 10 13
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Table 3: Within- and among-population diversity estimates for Laguncularia racemosa using
genetic (AFLP) and epigenetic (MSAP) data. Values with different uppercase letters are
significantly different.

Ggsr — frequency-based estimate from Shannon diversity index.

Psr — band-based estimate from BPCA (multivariate analysis).

Fqr — F-estimate from Bayesian analysis.

Shannon

Data Population  diversity ~ Ggr Bst Fgr
RS 0.048 *

AFLP 0.111 0.148 0.119
SM 0.035°
RS 0.101°

MSAP 0.254 0.212 0.160
SM 0.043*
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Resumo

Os niveis de variabilidade genética populacionais podem ser determinados por marcadores moleculares,
como RAPD e AFLP usados em estudos de fingerprinting, ou microssatélites, que sao bastante utilizados
em estudos de estrutura genética populacional, respondendo a questdes ecologicas essenciais para a ado-
¢do de medidas conservacionistas. Atualmente sdo conhecidos microssatélites de regides codificantes do
genoma (SSR-EST), que tém como vantagem a transferabilidade entre espécies proximas em contraste aos
microssatélites de regides anonimas. Esta revisdo visa divulgar esta nova modalidade de microssatélites,
os SSR-ESTs, que estdo sendo cada vez mais utilizados como ferramenta molecular eficiente para estudos
populacionais com enfoque em conservagao.

Palavras-chaves: SSR, marcadores moleculares, genética de populagdes

Use of microsatellite markers in conservation biology studies

Abstract

The levels of genetic population variability can be determined by molecular markers, as RAPD and AFLP in
fingerprinting studies, or microsatellites, that are used in studies of population genetic structure, answering
ecological questions that are essential for the adoption of conservation measures. Nowadays coding region
microsatellites were discovered (SSR-EST), and they have the advantage of transferability between related
species in contrast to the microsatellites of anonymous regions. This review aims the spreading of this new
modality of microsatellites, SSR-ESTs, which are being more and more used as an efficient molecular tool
for population studies with approach on conservation.

Key-words: SSR, molecular markers, population genetics

Introducio aos microssatélites diversidade genética, que ¢ a base desta hierarquia.
Ela geralmente ¢ observada ao nivel de espécie,

Dentre os diferentes niveis hierarquicos de biodi-  dentro de uma mesma populacdo ou entre diferen-
versidade, uma importancia especial tem sido dadoa  tes populagdes. A diversidade genética tem papel
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importante na conservagdo de espécies ameagadas
e na manutengdo de suas populagdes ao longo do
tempo, pois espécies com baixa variagdo genética
tém geralmente uma reducgao na habilidade de sobre-
viver a mudangas ambientais durante o seu processo
evolutivo (Frankham, 1995)

As populagdes naturais possuem em geral altos ni-
veis de variabilidade genética intrapopulacional, que
¢ introduzida continuamente por mutagao, migragao
ou fluxo génico (Morand et al., 2002), com excec¢do
das espécies que tém reproducdo preferencial por
endogamia, o que contribui bastante para a diminui-
¢ao0 da variabilidade genética em suas populacdes.
Varios estudos ja comprovaram que o fluxo génico
em florestas tropicais pode alcangar longas distancias,
sendo importante na manutenc¢ao da variabilidade
genética (White et al., 2002; Chase et al., 1996), que
¢ fundamental para a manutengao e sobrevivéncia da
espécie e de suas populagdes, as ameacas causadas
principalmente pelo homem (Heuertz et al., 2001).

Tradicionalmente, a diversidade dentro de uma
espécie era medida apenas pelas diferengas morfo-
logicas, mas atualmente os métodos de detecgao,
baseados em dados moleculares, vém sendo utiliza-
dos e considerados como vantajosos sobre os méto-
dos antigos devido ao maior nimero de caracteres
estudados (Ferreira & Grattapaglia, 1998; Karp et
al., 1996).

Uma das técnicas mais importantes desenvolvida
para estudos de marcadores moleculares ¢ o PCR
(Polymerase Chain Reaction — Reagdo de Polimerase
em Cadeia) que consiste numa reagdo em cadeia por
acdo da enzima DNA polimerase que copia fragmen-
tos de DNA, desde que exposta a uma fita de DNA-
molde, desoxirribonucleotideos e oligonucleotideos
usados como iniciadores pela enzima polimerasica.
O PCR foi inventado em 1983 por Kary Mullis, com
base no seu conhecimento sobre seqiienciamento e
oligonucleotideos e, em 1987, junto com o matema-
tico Fred Faloona foi possivel provar que o PCR era
verossimil e bastante eficiente, marcando o inicio da
era genomica (Mullis & Faloona, 1987).

Dentre os seis principais marcadores moleculares,
trés nao se utilizam do PCR - isoenzimas, RFLP
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(Restricted Fragment Length Polymorphism — Poli-
morfismo por Tamanho de Fragmento de Restrigdo) e
minissatélites — e por isso possuem limitagdes quanto
ao numero de individuos analisados por estudo,
principalmente por causa da grande quantidade de
material genético necessario e do excessivo trabalho
laboratorial com resultados demorados e custosos
(Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Por outro lado, os outros trés sdo baseados em
PCR — RAPD (Random Amplified DNA — DNA
Amplificado ao Acaso), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism — Polimorfismo por Tamanho
de Fragmento Amplificado) e microssatélites — e
permitem a obten¢@o do resultado mais rapidamen-
te, além de possibilitar estudos populacionais com
grande numero de individuos e também outros tipos
de estudo como de genética humana, forenses, de
biologia evolutiva e de biologia do desenvolvimento,
devido a sensibilidade, velocidade e versatilidade do
PCR (Ferreira & Grattapaglia, 1998; White et al.,
1989; Williams et al., 1990).

Marcadores dominantes como RAPD e AFLP sdo
usados para fazer analises de fingerprinting em dife-
rentes organismos, inclusive plantas como Eucalyptus
(Kirst et al., 2005), Caesalpinia echinata (Cardoso
et al., 1998; Cardoso et al., 2005), Euterpe edulis
(Cardoso et al., 2000), Veronica alpina (Albach et
al., 2006), Viola sp. (Eckstein et al., 2006), Cedrus
atlantica (Renau-Morata et al., 2005), Croton ala-
bamensis (Van EE et al., 2006), com o objetivo de
avaliar a variagdo genética e a estruturacio popula-
cional. Estas ferramentas sdo bastante eficientes em
estudos com espécies selvagens, pois nao necessitam
de conhecimento prévio de seqiiéncia de DNA e
permitem a analise de uma grande quantidade de in-
dividuos. Além disso, sdo técnicas com baixos custos
de desenvolvimento e operacional e que necessitam
de pouca quantidade de DNA. Porém, uma desvan-
tagem dessas técnicas ¢ de nao possuirem defini¢ao
suficiente para estudos de parentesco ou mapeamento
genético, por ndo possibilitarem a visualizagdo dos
alelos por locus, ou seja, a determinacao de hetero-
zigotos e homozigotos.

Os microssatélites ou SSR (Simple Sequence
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Repeats — Repeticdes Simples de Seqiiéncia) sdo
repeticdes em tandem de 1 a 6 nucleotideos, en-
contrados em todos os procariotos e eucariotos
estudados até o momento (Zane et al., 2002). Os
microssatélites foram encontrados no genoma de
eucariotos no final da década de 80 (Tautz, 1989) e
logo os pesquisadores perceberam os altos niveis de
polimorfismo deste marcador, comprovando que se
tratava de uma nova ferramenta molecular bastante
eficiente, com pelo menos o dobro de informacao
obtida duas vezes mais rapidamente do que outros
marcadores (Weber, 1990).

Um dos trabalhos mais significativos da época,
provou a hipervariabilidade destes marcadores
em Drosophila melanogaster e em baleias e a sua
hereditariedade no homem (Tautz, 1989). Ja na dé-
cada de 90, trabalhos encontraram estes marcadores
moleculares no genoma de plantas ocorrendo com
freqiiéncia similar a encontrada no genoma de ver-
tebrados (Akkaya et al., 1992). Atualmente, sabemos
que existem microssatélites tanto no genoma nuclear
das plantas (Condit & Hubbell, 1991; Wang et al.,
1994) como no genoma de cloroplastos (Powel et
al., 1995).

A taxa de mutagdo do genoma de cloroplasto ¢
baixa, o que era uma barreira para sua utilizagdo em
estudos populacionais até serem descobertos micros-
satélites de repeticdes mononucleotidicas ao longo
deste genoma (Provan ef al., 2001). Acredita-se que
os marcadores microssatélites de cloroplasto sejam
uma 6tima ferramenta em estudos de fluxo génico e
padrdes de cruzamento (Provan et al., 2001; Provan,
2000; Vendramin et al., 2000). Além de estudos de
avaliagdo da estrutura genética de populagdes ve-
getais e modo de heranca do cloroplasto (Weising
& Gardner, 1999) em gimnospermas Picea abies K
(Vendramin et al., 2000), Abies sp (Clark et al., 2000;
Vendramin et al., 1999) e em angiospermas Silene
paradoxa L (Mengoni et al., 2001), Fraxinus sp
(Morand-Prieur et al., 2002) e Caesalpinia echinata
(Lira et al., 2003).

Os marcadores microssatélites tornaram-se extre-
mamente difundidos na biologia, apesar do alto custo
de desenvolvimento, sendo atualmente utilizados em
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um grande nimero de estudos para investigar a estru-
tura genética de populagdes, respondendo a perguntas
especificas nas areas da biologia evolutiva e da biolo-
gia da conservagao (Balloux & Lugon-Moulin, 2002).
Isto se da devido a trés caracteristicas presentes nos
microssatélites: (1) a neutralidade, pois represen-
tam o genoma inteiro; (2) a abundancia com ampla
distribuicao pelo genoma; e (3) o alto polimorfismo
encontrado mesmo em populagdes que passaram
por eventos como gargalos ou em populacdes que
possuem baixo polimorfismo detectado por outros
marcadores (Maudet et al., 2002).

Microssatélites sao marcadores codominantes, ou
seja, podem ser observados ambos os alelos presentes
no mesmo Jocus, possibilitando a sua aplicagdo em
estudos genéticos e ecoldgicos através da detecgao da
estrutura genética de populagdes isoladas e fragmen-
tadas, possibilitando analises do sistema reprodutivo
de plantas e animais e suas conseqiiéncias como
porcentagem de heterozigosidade nas populagdes
(Morand et al., 2002; Collevatti et al., 2001; Heu-
ertz et al., 2001; White et al., 1999). Através dos
oligonucleotideos complementares as seqiiéncias
flanqueadoras das repeti¢des dos microssatélites, sdo
obtidos produtos de tamanhos variados corresponden-
do as expansdes e/ou contragoes da regido repetitiva
(Provan et al., 2001).

A maior limitagdo ao uso de marcadores micros-
satélites € o grande trabalho necessario para o desen-
volvimento e isolamento dos /oci que contém estes
marcadores (Zane et al., 2002), principalmente para
plantas, cujo nimero de repeti¢cdes de dinucleotideos
¢ 10 vezes menor do que nos primatas. Para contornar
esta situacao foram desenvolvidos diferentes métodos
de enriquecimento de bibliotecas genomicas (White
& Powell, 1997; Edwards et al., 1996; Ostrander et
al.,1992). Zane et al. (2002) indicam diferentes tipos
de isolamento de microssatélites, porém todos sdo
bastante custosos, o que gera um empecilho para se
trabalhar com estes marcadores moleculares. Apds
seu isolamento, faz-se necessario tornar os iniciadores
desenvolvidos para a amplificacdo via PCR dos loci
microssatélites funcionais através da otimizacao das
condigdes ideais do proprio PCR. Este segundo passo
pode tornar-se tdo problematico quanto o primeiro
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Tabela 1. Ferramentas para busca de microssatélites em bancos de dados de ESTs. Adaptado de

Varshney et al. (2005).

Table 1. Tools for microsatellite research in EST’s databases. Adapted from Varshney et al.

(2005).

Programa

MicroSAtellite (MISA)
SSRFinder

BuildSSR

SSR Identification Tool (SSRIT)
Tandem Repeat Finder (TRF)
Tandem Repeat Occurrence Locator (TROLL)
CUGIssr

Sputnik

Modified Sputnik

Modified Sputnik II
SSRSEARCH

Ref.

passo de isolamento, em termos de dinheiro e tempo
gasto (Squirrell et al., 2003).

Com o estabelecimento de bancos de dados de
seqiiéncias expressas do genoma (EST — Expressed
Sequence Tags — Partes de Seqiiéncias Expressas ),
uma nova modalidade de microssatélites foi des-
coberta, os microssatélites génicos ou EST-SSR. O
desenvolvimento destes marcadores € relativamente
facil e tem baixo custo porque sdo utilizadas seqii-
éncias disponibilizadas na internet e programas de
computador distribuidos gratuitamente para isolar o
microssatélite génico e desenhar os oligonucleotideos
iniciadores do PCR (Varshney et al., 2005). As prin-
cipais vantagens desta técnica segundo Woodhead
et al. (2005) sdo: 1) regides codificantes possuem
menor taxa de muta¢do o que diminuiria a ocor-
réncia de alelos nulos e ainda permitiria uma maior
transferabilidade destes marcadores entre espécies;
2) o baixo nivel de mutagao resultaria também em
menor homoplasia; 3) alguns trabalhos com espécies
cultivadas obtiveram fragmentos mais limpos com
bandas melhor definidas do que aquelas obtidas com
os microssatélites gendmicos.

Microssatélites em regioes nao-codificantes e
codificantes

O método tradicional para o desenvolvimento
de marcadores microssatélites envolve a criagao de
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http://pgrc.ipk-gatersleben.de/misa/; Thiel et al. (2003)
Gao et al. (2003)

Rungis et al. (2004)

Kantety et al. (2002)

Benson (1999)

Castelo et al. (2002)
http://www.genome.clemson.edu/projects/ssr/
http://abajian.net/sputnik/index.html

Morgante ef al. (2002)
http://wheat.pw.usda.gov/ITMI/EST-SSR/LaRota/
ftp://ftp.gramene.org/pub/gramene/software/scripts/ssr.pl

bibliotecas gendmicas de inserto pequeno, a posterior
hibridiza¢do com oligonucleotideos repetidos em
tandem e o seqiienciamento de clones candidatos,
tornando assim o processo lento, trabalhoso e caro
(Thiel et al., 2003).

EST (Expressed Sequence Tags — Partes de Sequ-
éncias Expressas) sdo porgdes seqiienciadas de cDNA
(DNA complementar), que sdo copias do mRNA
(RNA mensageiro). Por isso, eles representam parte
da porcao transcrita do genoma em certas condigdes
e s3o bastante conservados entre espécies proximas
(Poncet et al., 2006). O aumento no numero de banco
de dados de ESTs disponiveis permitiu a busca de
microssatélites derivados de ESTs (SSR-EST), di-
minuindo assim o tempo e dinheiro necessarios para
o seu isolamento (Thiel et al., 2003).

O Instituto TIGR (The Institute for Genomic
Research — www.tigr.org) possui um banco de dados
de ESTs com 232 espécies de plantas, dentre elas
estdo 10 coniferas, 150 dicotiledoneas e 41 mono-
cotiledoneas. A grande maioria destas espécies ¢ de
importancia econdmica, e por isso ¢ dificil encontrar
seqiiéncias de espécies selvagens que nao sao culti-
vadas ou ndo tém interesse econdmico cujo estudo
visa apenas a sua conservagao.

Para a identificacdo dos microssatélites derivados
de ESTs, alguns programas foram criados na lingua-
gem Pearl como o MISA (MIcroSAtellite) que € um
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Tabela 2. Resumo de algumas questdes ecologicas que podem ser respondidas com marcadores
genéticos neutros, separados por tipo de dados necessario. Adaptado de Selkoe & Toonen (2006).
Table 2. Summary of some ecological questions that can be answered with neutral genetic mark-
ers, separated for the type of data necessary. Adapted from Selkoe & Toonen (2006).

Necessita de dados de frequéncia alélica multi-locus*
De qual populagao estes individuos se originaram?

Quantas populagdes existem?

Necessita de dados de microssatélites ou alto polimorfismo de sequéncia**
Esta populacao se expandiu ou se contraiu nos ultimos anos?
As populagdes sao diferentes em tamanho no passado e no presente?

Necessita de identificacdo genotipica multi-locus™**

Qual a relacdo genética entre os individuos?
Quais individuos migraram?
Quais individuos sao clones?

Pode ser feito com diferentes marcadores moleculares™**
Qual a distancia de dispersao média dos descendentes (ou gametas)?
Quais sao as relagdes fonte-sumidoro entre as populagoes?
Como condic¢des do meio-ambiente causam impacto na estrutura populacional e migra ¢ao?
Qual a dinamica de extingao e recolonizagdo da metapopulagao?
A estrutura populacional ou sua conectividade mudou nos ultimos anos?

*Estas analises podem necessitar de >10 microssatélites — o nimero esta inversamente correlacionado com o grau de diferenciagdo
genética entre as populacdes. Espécies com baixa taxa de migragao e/ou populagdes pequenas necessitam de menos /oci.

**Usando >1 locus diminuira substancialmente erro amostral interlocus.

***Geralmente necessita de microssatélites, mas também ¢ possivel com AFLP e RAPD

modulo de busca com varias caracteristicas Uteis para
o controle de qualidade das seqiiéncias de ESTs e para
o desenvolvimento de iniciadores que amplificardo
os loci contendo microssatélites (Varshney et al.,
2005). Na Tabela 1 estdo algumas destas ferramentas
de busca.

A avaliacdo de germoplasmas usando micros-
satélites derivados de ESTs pode aumentar o poder
dos marcadores moleculares permitindo examinar a
diversidade funcional em plantas fenotipicamente
bem caracterizadas, pois expansdes e contragdes
das repetigoes destes SSR-ESTs de genes de fungdo
conhecida podem ser relacionadas com variagdo
fenotipica ou, melhor ainda, com fungao biologica
(Eujayl et al., 2002).

Com relagdo as plantas, os microssatélites isola-
dos a partir de seqiiéncias ESTs estdao sendo bastante
utilizados em espécies cultivadas como trigo, cevada,
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café, laranja, améndoa e girassol (Gao et al., 2004;
Thiel et al., 2003; Poncet et al., 2006; Chen et al.,
20006; Xie et al., 2006; Pashley et al., 2006).

Uma das grandes vantagens destes marcadores
provenientes de regides expressas do genoma ¢ a
transferabilidade entre espécies relacionadas em
contraste aos microssatélites de regides anonimas,
refletindo a natureza conservadora das regides codifi-
cantes quando comparada as regides nao-codificantes
(Varshney et al., 2005b). A posicdo dos micros-
satélites génicos com relacdao a regido codificante
resulta em diferentes niveis de polimorfismo, onde
as regioes 3’UTR (Untranslated Regions — Regides
Nao-Traduzidas) sdo mais polimorficas no nivel de
cultivares, as regides 5’UTR sdo mais polimorficas
entre cultivares e espécies, e a seqiiéncia codificante
do gene ¢ mais polimdrfica entre espécies e géneros
(Varshney et al., 2005).
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Figura 1. Numero de artigos referente a pesquisa realizada pela ferramenta Web of Science do site ISI Web
of Knowledge [v3.0] (http://isiknowledge.com) utilizando como palavras-chaves conservagao (conservation)

e DNA.

Figure 1: The number of articles resulting from the research made by the tool search Web of Science of the
site ISI Web of Knowledge [v3.0] (http://isiknowledge.com) using the keywords conservation and DNA.

Aplicagdes dos microssatélites para conservacao

Segundo Liu & Cordes (2004), os marcadores
moleculares AFLP e microssatélites estdo ainda
em fase exponencial de crescimento com relagao
ao numero de trabalhos publicados utilizando estas
ferramentas e por isso eles parecem ser os principais
atores na revolugdo genomica.

Devido a alta variabilidade dos microssatélites e
a possibilidade de se obter marcadores mendelianos
multi-alélicos, eles sdo especialmente Uteis para
inferir eventos demograficos recentes, inclusive
deteccdo de impactos induzidos pelas comunidades
humanas nas populacdes (Pearse & Crandall, 2004).
Os microssatélites emergiram como uma das opgoes
mais populares para estudos genéticos com questdes
ecoldgicas, em parte porque eles possuem potencial
para determinar estimativas de migragdo, tém poder
para distinguir relativamente altas taxas de migragao
para panmixia, € podem estimar a rela¢ao de paren-
tesco entre os individuos (Selkoe & Toonen, 20006).

Os principais marcadores moleculares citados
na introdugdo, que sdo considerados marcadores
neutros, podem ser utilizados em diferentes tipos de
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estudos ecologicos com o objetivo de responder a
perguntas importantes sobre a biologia da espécie e
suas populacdes. Na Tabela 2, temos algumas destas
questdes ecologicas ¢ o tipo de dados moleculares
que sao necessarios para respondé-las.

Dentre as principais aplicagdes dos microssaté-
lites estdo mapeamento genético, identificagdo indi-
vidual por DNA e estudos de parentesco, filogenia,
genética de populagdes e genética da conservacdo,
epidemiologia e patologia molecular, mapeamento
de QTLs (Quantitative Trait Loci — Loci de Tragos
Quantitativos), e sele¢do assistida por marcador
(Chistiakov et al., 2006).

Os microssatélites vém sendo muito utilizados
para responder varias perguntas relacionadas a ge-
nética de populagdes, como analises de fluxo génico,
paternidade e estruturagdo populacional, que resul-
tam em dados sobre a distribui¢do da variabilidade
genética entre ¢ dentro de populagdes naturais, que
sdo essenciais para a ado¢ao de medidas de conser-
vacao tanto ex situ quanto in situ (Oliveira et al.,
2006).

A obten¢ao de dados sobre a variabilidade gené-
tica permite um melhor entendimento de processos
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Figura 2. Numero de artigos referente a pesquisa realizada pela ferramenta Web of Science do site ISI Web
of Knowledge [v3.0] (http://isiknowledge.com) utilizando como palavras-chaves DNA, microssatélites
(microsatellite), AFLP, RAPD, RFLP, isoenzimas (isozyme), minissatélites (minisatellite), juntamente com

a palavra conservacao (conservation).

Figure 2. The number of articles resulting from the research made by the tool search Web of Science of
the site ISI Web of Knowledge [v3.0] (http://isiknowledge.com) using the keywords DNA, microsatellite,
AFLP, RAPD, RFLP, isozyme, minisatellite, all with the word conservation.

populacionais como dispersdo e migragao, historia
demogréfica de populagdes como gargalos e efeito
fundador, detecgao de hibridos entre espécies, fluxo
génico e deriva génica, filogeografia, ecologia de
paisagem como distribui¢do, movimentos e dispersao
dos animais, e ecotoxicologia (deYoung & Honeycutt,
2005).

Publicacdes atuais sobre conservacao

O ntimero de publicacdes utilizando ferramentas
moleculares em estudos de conservacgédo é cada vez
maior, de apenas 13 artigos em 1990 aumentou para
710 artigos em 2006. Na figura 1, o grafico com a evo-
lug¢do do numero de artigos publicados bianualmente
nos ultimos 16 anos mostra trés saltos significativos
quanto ao numero de publicagdes utilizando o DNA
como ferramenta: de 1990 para 1992, com a diferenca
de 276 artigos; de 1996 para 1998, com diferenca de
106 artigos; e de 2002 para 2004, com diferenga de
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178 artigos. Uma possivel explicagdo para este rapi-
do incremento na quantidade de artigos publicados
por ano, ¢ a implementacdo e o desenvolvimento de
novas técnicas que, além de aumentarem a eficiéncia
dos procedimentos, tornaram-se capazes de reduzir
seus custos.

De todas estas publicagdes com DNA, as mais
significativas com relagdo a conservagdo utilizam
microssatélites como ferramenta. E os trés principais
marcadores moleculares baseados em PCR, RAPD,
AFLP e os proprios microssatélites, sdo os mais re-
presentativos, enquanto que os outros marcadores,
RFLP, isoenzimas ¢ minissatélites, t€ém menor difusao
para este tipo de estudo.

A Figura 2 mostra a tendéncia de uma expansao na
utilizagdo dos marcadores microssatélites em estudos
de conservacgdo, seguidos de forma menos expressiva
pelos marcadores AFLP e RAPD. Além disso, pode
ser ainda observado o uso cada vez menor dos mar-
cadores RFLP, isoenzimas € minissatélites, devido as
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suas duas maiores desvantagens: grande quantidade
de material necessario e trabalho laboratorial intenso
€ custoso.

Conclusao

Os microssatélites sdo ferramentas bastante
robustas e importantes para estudos genéticos de
diversidade visando a conservagao das espécies
(Selkoe & Toonen, 2006). Um dos limitantes de
uso desta ferramenta € justamente o isolamento dos
marcadores microssatélites a partir de DNA gendmico
em bibliotecas enriquecidas com repeti¢des de di ou
trinucleotideos (Squirrel et al., 2003).

Com o surgimento de bancos de dados de ESTs,
que sdo seqiiéncias codificantes do genoma, € com o
constante aumento no niimero de espécies estudadas
e seqiiéncias depositadas, foi possivel obter microssa-
télites presentes nestas regioes do genoma através de
uma busca relativamente simples dentro dos bancos
de dados. Muitos programas ja foram desenvolvidos
com o objetivo de facilitar o isolamento destes mar-
cadores (Varshney et al., 2005).

Atualmente a maioria das publicacdes utilizan-
do-se desta ferramenta visa 0 mapeamento genético
e o estudo da diversidade funcional de espécies
cultivadas ou com importancia econémica, sendo os
microssatélites de regides anonimas 0os mais impor-
tantes em estudos de fingerprinting e identificagdo
parietal (Varshney et al., 2005). No entanto, os
SSR-ESTs representam uma ferramenta adicional
para geneticistas populacionais de plantas ou ecolo-
gistas moleculares, pois trabalhos examinando a sua
transferabilidade entre espécies e os resultados com
populagdes naturais indicam que estes marcadores
sd30 muito mais estaveis e faceis de amplificar do que
os microssatélites de regides andnimas do genoma
(Woodhead et al., 2005; Ellis et al., 2006).

Um limitante dos microssatélites génicos seria
justamente a possivel selecao que este marcador so-
freria, mas Woodhead et al. (2005) perceberam que a
diferenciagdo genética ndo estava sendo afetada pela
selecdo, pois os valores de Fst — definido por Pearse
& Crandall (2004) como o parametro padrao usado
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para descrever o nivel de diferenciacdo entre sub-
populagdes — baseados em SSR-EST, SSR gendémico
e AFLP foram parecidos. Aparentemente, portanto,
os microssatélites derivados de ESTs parecem ser
geralmente neutros podendo ser usados em estudos
de efeito demografico sobre o nivel de variacao ge-
nética, muito comuns em estudos de conservagao de
espécies (Ellis et al., 2006).
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