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INTRODUÇÃO:

Ilhas são laboratórios naturais para o estudo do processo de especiação, graças ao isolamento

reprodutivo gerado pela barreira oceânica (Cox & Moore, 2009). Neste projeto, selecionamos a ilha de

Alcatrazes, localizada na região Neotropical, litoral Norte de São Paulo, para estudar os efeitos da

interrupção do fluxo gênico no processo de formação de novas espécies. Esta ilha é recoberta por

vegetação típica de mata atlântica e campos rupestres, e é considerada um refúgio de vida selvagem

que abriga grande diversidade biológica, incluindo numerosas espécies endêmicas, o que reforça a

necessidade de estudos para sua proteção (ICMBio, 2017).

Entre os grupos de plantas presentes em Alcatrazes, há diversas espécies de Bromeliaceae. A

família Bromeliaceae é uma das famílias de angiospermas nativas da região Neotropical mais ricas em

espécies (Givnish et al., 2011). Além da diversidade taxonômica, as bromélias apresentam grande

importância ecológica: a sobrevivência de diversos organismos só é possível graças ao microambiente

formado pelo acúmulo de água entre as folhas dispostas em roseta das bromélias (Dias et al., 2014),

como a Perereca-de-Alcatrazes (Scinax alcatraz), anfíbio ameaçado de extinção, que depende dessas

plantas para se reproduzir (Lisboa et al., 2021). O gênero Vriesea Lindl., é um dos mais biodiversos

entre as bromélias, contando com 222 espécies (Gouda et al., 2023). É um gênero endêmico e

bastante característico do Cerrado e da Mata Atlântica, biomas brasileiros considerados hotspots sob

grande ameaça (Kessous et al., 2019). Neste projeto, estudamos duas espécies de Vriesea

encontradas em Alcatrazes: Vriesea cf. tijucana e Vriesea procera.

Obtivemos sucesso na transferência de marcadores moleculares de DNA microssatélites, ou

SSRs (simple sequence repeats) de outras espécies de Bromeliaceae para as duas espécies que

estudamos. As altas taxas de polimorfismo, ampla distribuição no genoma, herdabilidade e
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codominância tornam os marcadores SSR muito informativos em diversos tipos de estudos genéticos

(Parida et al., 2009). Uma das limitações dos SSRs, no entanto, é o fato de não terem sido

desenvolvidos marcadores para muitas espécies conhecidas, o que torna importantes trabalhos de

transferência heteróloga, como este. A partir dos SSR, observamos que a diversidade genética em

ambas as espécies é bastante baixa. A partir desses resultados, optamos por uma segunda análise,

utilizando o sequenciamento por RAD-seq, uma ferramenta que permite uma visão mais ampla do

genoma do que o SSR, para obtermos com maior robustez as estatísticas sobre a diversidade

genética. A segunda análise corroborou a baixa diversidade genética nas populações estudadas.

Este projeto de Iniciação Científica é vinculado ao projeto “Ecologia e Evolução de plantas em

ambientes insulares: um estudo sobre a origem da Flora da Ilha de Alcatrazes” do Professor Fábio

Pinheiro, financiado pela Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo, contando com a

colaboração da Profa. Clarisse Palma, orientadora deste estudo. Objetivamos otimizar um conjunto de

loci para estudos da diversidade e estrutura genética populacional dessas espécies, para as quais

ainda não há marcadores genéticos específicos. O estudo da estrutura e diversidade genética de

plantas pertencentes a um gênero tão rico em espécies e interações ecológicas, em um contexto de

isolamento geográfico, nos permite analisar e disponibilizar dados acerca da grande biodiversidade em

regiões fragmentadas neotropicais, lançando luz sobre a necessidade do estabelecimento de medidas

de conservação em locais como Alcatrazes, que abriga 835 taxa, sendo muitos deles endêmicos e

ameaçados (Hoff et al., 2022).

METODOLOGIA:

Coleta dos indivíduos e extração do DNA
Foram coletados 20 indivíduos de cada espécie selecionada, Vriesea cf. tijucana e Vriesea

procera, os quais foram mantidos sob condições controladas na casa de vegetação do Instituto de

Biologia da Unicamp. Para a extração do DNA genômico total, utilizamos o método CTAB, de acordo

com o protocolo de Tel-Zur et al. (1999).

Reação de amplificação em cadeia (PCR)
Oito amostras de cada espécie foram submetidas aos testes de amplificação por PCR. Com

base em trabalhos previamente publicados de desenvolvimento de marcadores SSR no gênero

Vriesea (Palma-Silva et al. 2007; Neri et al. 2014, Cacossi et al. 2019), e que tenham obtido sucesso

na amplificação heteróloga, foram selecionados 26 loci. As reações de PCR foram efetuadas em tubos

contendo uma solução de 12 μL cada, constituída por 2 μL de DNA genômico, 5x GoTaq Master Mix

(Promega Corporation), 5 pmol forward primer, 10 pmol reverse primer e 1 pmol universal M13

universal primers (FAM). Utilizamos o equipamento Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems),

aplicando-se um programa “touchdown”, conforme protocolo descrito por Palma-Silva (2007).

Genotipagem
Os fragmentos amplificados foram genotipados pelo equipamento ABI 3500 DNA Analyzer

Sequencer (Applied Biosystem) e a escala de tamanho de fragmento GeneScan 500 LIZ (Applied
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Biosystem). Para a análise do tamanho dos loci e visualização de possível polimorfismo, foi utilizado o

programa Geneious 10.2.6 (Dotmatics, Bishop's Stortford, Reino Unido), realizando inspeção manual.

Análise de dados (SSR)
Estatísticas sumárias de diversidade foram calculadas através do programa R v4.1.0 (R Core

Team, 2021), utilizando o pacote diveRsity (Keenan et. al, 2013). Foram calculados o número de alelos

por locus (A), riqueza alélica de cada locus (AR), heterozigosidade esperada (HE) e observada (HO), e

o coeficiente de endocruzamento (FIS).

Sequenciamento por RAD-seq
Buscando uma visão mais ampla do genoma, o DNA genômico de cinco indivíduos de Vriesea

cf. tijucana foi extraído e enviado para a empresa Floragenex Inc. (Eugene, Oregon, EUA), para a

preparação de biblioteca e sequenciamento dos marcadores tipo RAD, com uso da enzima de restrição

SbfI e barcodes específicos para cada amostra. A amplificação e sequenciamento de extremidade

única (150 pb) foram realizados em faixa única da plataforma Illumina HiSeq 2000. Então, foi realizada

uma limpeza dos dados usando o programa iPyrad v.0.7.30 (Eaton, 2014), eliminando os barcodes e

adaptadores adicionados durante o sequenciamento no Illumina, bem como reads considerados de

baixa qualidade (Q < 20). Em seguida, foi realizado o SNP calling, também pelo iPyrad v.0.7.30 (Eaton,

2014). Nessa etapa, os fragmentos são alinhados e agrupados, no intuito de identificar SNPs entre as

variações presentes nos fragmentos. Um script de Python customizado foi utilizado para selecionar um

SNP ao acaso para cada locus para análises que exigem SNPs não ligados. O software VCFTOOLS

v.0.1.17 (Danecek et al., 2011) foi utilizado para buscar apenas loci que sejam bialélicos (uma vez que

SNPs multialélicos podem representar vieses de sequenciamento) e filtrar os dados de modo que a

porcentagem de dados faltantes não ultrapassasse 30%.

Análise de dados (RAD-seq)
O pacote “diveRsity”, do programa R, foi utilizado para obter índices de diversidade como:

número de alelos observados por locus (A), heterozigosidade esperada (HE), heterozigosidade

observada (HO), e estatísticas F de Wright, como coeficiente de endogamia (FIS), coeficiente de

diferenciação populacional (FST), e desvio do Equilíbrio de Hardy-Weinberg.

RESULTADOS E DISCUSSÃO:

Vriesea procera

A análise de genotipagem evidenciou a transferência de 13 entre os 19 loci testados, sendo

todos monomórficos. Estes resultados sugerem que os indivíduos dessa população são

geneticamente idênticos para os marcadores testados, o que é esperado devido ao pequeno tamanho

populacional desta espécie na ilha e também à baixa diversidade genética intrapopulacional, comum

neste gênero. A ausência de polimorfismo impede estudos futuros sobre a diversidade genética na

espécie, no entanto, trata-se de um resultado informativo acerca da população coletada.

Vriesea cf. tijucana
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Verificou-se a transferência de 19 entre os 28 loci testados. Foi observado polimorfismo em

sete desses loci, desta forma, prosseguimos com as análises da estrutura populacional desta espécie.

Analisando cinco entre esses loci polimórficos (tabela 1), observamos uma baixa heterozigosidade (Ho

≤ 0,750) e um baixo coeficiente de endogamia (FIS próximo a zero). Apesar da elevada taxa de

fecundação cruzada (evidenciada pelos baixos valores de FST), observamos um polimorfismo menor

do que o esperado, considerando o elevado tamanho populacional desta espécie na na ilha.

Tabela 1: Análise da diversidade genética da população de Vriesea cf. tijucana. Número de alelos por locus (A),
Heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho), Coeficiente de endogamia (FIS) e Número de indivíduos (N).

A HE HO FIS N

VGA06 2 0,500 0,330 0,333 6

VGB06 4 0,560 0,750 -0,333 8

VGC01 5 0,750 0,750 0 8

VS10 2 0,500 0,500 0 8

VS19 2 0,300 0,380 -0,231 8

O estudo com RAD-seq foi realizado em cinco indivíduos de Vriesea cf. tijucana. Obtivemos

informações de 18.150 loci, uma cobertura de genoma bem mais significativa que os 28 loci de SSR

anteriormente testados, no entanto, os resultados obtidos foram semelhantes (tabela 2).

Tabela 2: Análise da diversidade genética da população de Vriesea cf. tijucana a partir do sequenciamento RAD.
Heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho), Coeficiente de endogamia (FIS).

HE HO FIS

0.342 0.262 0,234

Ao contrário de Vriesea procera, essas plantas não são clones e podemos observar que há

variação genética. O coeficiente de endogamia não apresenta um valor elevado, indicando que há

fecundação cruzada, ainda que a endogamia seja um pouco mais elevada do que a que esperávamos

para uma população tão grande quanto a que encontramos em Alcatrazes.

Os índices de heterozigosidade e endogamia foram semelhantes nos dois tipos de análise,

tanto por SSR quanto por RAD, o que também não era esperado, devido à diferença na cobertura

genômica que temos em cada análise. O RAD-seq fornece uma amostragem mais ampla do genoma,

enquanto os SSR são mais limitados em tamanho e distribuição. Conforme mencionado anteriormente,

o número de loci amostrados também é bastante discrepante nas duas análises (neste estudo, 18150

por RAD e 28 por SSR). Além disso, o RAD-seq detecta variações de nucleotídeos únicos (SNPs),

enquanto os microssatélites detectam variações de tamanho dos alelos, isto é, o RAD-seq fornece

uma análise mais detalhada, capaz de detectar variações mais sutis que o SSR. Mesmo com todas

essas diferenças entre os métodos, os valores de diversidade obtidos foram bastante semelhantes, o
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que indica que não são as regiões de microssatélites que são pouco variáveis na espécie, e sim que o

genoma como um todo apresenta um grau de variação mais baixo que o esperado.

CONCLUSÕES:

O trabalho cumpriu com os objetivos propostos, verificando a transferência de marcadores do

tipo microssatélites de outras espécies para as espécies de Vriesea aqui estudadas, o que é relevante

pelo fato de não existirem marcadores desenvolvidos para elas, especificamente. Os loci otimizados

permitiram análises relevantes de genética de populações. A partir desse trabalho, observamos

estatísticas preocupantes em relação à diversidade dessas espécies, em especial de Vriesea procera,

cuja população em Alcatrazes é constituída por clones, o que alerta para a necessidade de medidas de

conservação na ilha, uma vez que perturbações no equilíbrio dessa população podem ser fatais para

todos os indivíduos na ausência de variações genéticas.
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