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D INTRODUCAO

Os organismos da familia Daphniidae®, principalmente os pertencentes ao género Daphnia, sdo o maior
componente da comunidade zooplanctonica de agua doce em todo o mundo (Hebert, 1978b). Pelo facto de
apresentarem uma distribuicdo geografica ubiqua, representarem espécies chave em cadeias tréficas e
ocorrerem em todos os habitats de dgua doce, os dafnideos tornaram-se organismos-modelo importantes
em ecotoxicologia, genética ecolégica e gendémica (Benzie, 2005; Brede et al., 2006; Castro, 2007; Pereira,
2008). Estes microcrustaceos séo relativamente faceis de manter em laboratério e representam animais
experimentais ideais devido ao seu modo principal de reproducédo (partenogénese ciclica®) (Brede et al.,
2006). O seu ciclo de vida extremamente rapido e a possibilidade de isolar linhagens geneticamente
distintas durante varias geracdes permitem aos investigadores conduzir experiéncias e testar hipéteses em
ecologia e biologia evolutiva, que seriam logisticamente impossiveis de explorar em organismos mais

complexos.

Regra geral, estes organismos alternam entre dois tipos de reproducdo: assexuada (partenogénese, ver
acima) e sexuada (Hebert, 1978a). Na reproducao sexuada, as fémeas produzem ovos sexuados que sao
fertilizados pelo esperma dos machos, dando origem a um ou dois ovos de resisténcia por fémea (De
Meester et al., 2006). Aquando da ecdise (muda), a mée liberta esses ovos envoltos por uma estrutura
protectora (ephippiuma). As ephippia sdo resistentes a dessecacao, enzimas digestivas, e congelamento,
sendo cruciais para assegurar a sobrevivéncia das popula¢fes residentes. Normalmente estes ovos entram
em diapausa®, mas alguns desenvolvem-se imediatamente, dando origem a novas fémeas (Hebert, 1978a).
Durante a diapausa, estas estruturas de resisténcia podem afundar, flutuar ou serem transportadas pelo
vento para outras zonas do lago, ou sofrerem transporte passivo nas penas, pélos e estbmagos de
vertebrados. Este transporte passivo assegura o fluxo de genes entre populagcdes com um grau de
isolamento elevado, como é o caso da maioria dos sistemas Iénticos (charcos, lagos e albufeiras). Quando
as condicdes sao favoraveis, nomeadamente no final do Inverno (com o aumento da temperatura e da
duracdo do dia), da-se a ecloséo das ephippia a partir do banco de ovos viaveis existente no fundo dos
lagos e albufeiras. Este reservatorio de ovos representa um capital genético importante, ja que incorpora
ovos de resisténcia produzidos em anos e periodos distintos (Hairston, 1996). Cada ovo de resisténcia que
eclode origina um individuo (fémea) geneticamente Unico (i.e. uma nova linhagem clonal), uma vez que
resulta de reproducdo sexuada (Schwartz e Hebert, 1987; De Meester et al., 2006). A ocorréncia de
geracfes formadas por reproducdo sexuada e assexuada tem consequéncias para a sustentacdo da

diversidade genética e para a estrutura genética da populacédo (De Meester et al., 2006).

Os ovos de resisténcia de Daphnia tém tido especial importancia, sendo utilizados com sucesso na
reconstrucdo das alteragbes ocorridas na composi¢do de populacdes deste género durante periodos de
tempo evolutivamente relevantes (Hairston et al., 1999). No inicio da fase de crescimento de uma populagéo

(quando estas sao restabelecidas a partir do banco de ovos de resisténcia), € expectavel uma elevada

! Familia de crustaceos da ordem Cladocera, normalmente designados de “pulgas de agua”; este grupo de organismos
tipicamente possui uma carapaga cuticular bivalve que envolve o corpo mas ndo a cabeca, e utilizam o seu 2° par de
antenas como principal orgao de locomocéao.

2 Producdo de um organismo a partir de um ovo nao fertilizado (reprodugdo assexuada), em que uma fémea origina
descendéncia constituida apenas por fémeas sem contribuigcdo genética de um macho.

% Estrutura composta pelos ovos de resisténcia envoltos em varias membranas protectoras.

* Periodo de dorméncia no ciclo de vida de um organismo.
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diversidade genética; contudo existem diferentes factores que podem produzir um forte impacto na estrutura
genética da populacdo, como por exemplo a dominancia da reproducdo partenogenética na fase
subsequente (que causa um decréscimo na diversidade clonal) e a introgress&o® (que contribui para a
variagdo genética dentro das populacdes) (De Meester et al., 2006; Hembre e Megard, 2006). Este fluxo de
genes, via hibridacdo e retrocruzamentos, aliado a plasticidade fenotipica6 caracteristica dos dafnideos,
torna especialmente dificil a sua identificacdo, levando a que as suas relacbes filogenéticas e a sua
taxonomia sejam ainda bastante controversas (Schwenk et al., 2000; Billiones et al., 2004; Benzie, 2005;
Petrusek et al., 2008).

Durante a ultima década, os marcadores moleculares tém proporcionado uma nova base para delimitar
espécies e analisar linhagens cn’pticas7, 0 que tem levado a um progresso significativo na compreenséo da
diversidade dos clad6ceros (Forré et al., 2008). Dentre os cladéceros, os estudos genéticos em Daphnia
tém sido alvo de grande atencéo, apoiando-se em diferentes técnicas, tais como alozimas (Giessler, 1997;
Ringelberg et al., 2004), RAPD (Schwenk et al., 2001; Picado et al., 2007), RFLP (Reid et al., 2000; Billiones
et al., 2004; Skage et al., 2007), sequenciacdo de genes mitocondriais (Schwenk et al., 2000; Thielsch et al.,
2009), AFLP (Gili et al., 2004), e analise de microsatélites (Thielsch et al., 2009). Estes dultimos
(microsatélites) assumiram-se nos Ultimos anos como 0s marcadores por exceléncia em estudos de
dindmica populacional e na analise de interaccBes gendtipo-ambiente (Conner e Hartl, 2004). Os
microsatélites sao regides do genoma compostas por um nimero variavel de nucledtidos® repetidos (VNTRs
— variable number tandem repeats), existindo uma grande variagdo do numero de unidades repetidas entre
individuos (Griffiths et al., 1999; Conner e Hartl, 2004). Estas regides, que sdo componentes ubiquas de
genomas eucariéticos, servem de base a técnica de MSP-PCR® (microsatellite-primed polymerase chain
reaction), ou MS-PCR, ou ISSR (inter simple sequence repeats). Esta apresenta-se como uma técnica
simples, onde os primers10 utilizados imitam as regides referidas (microsatélites), ndo sendo por isso
necessario identificar a priori sequéncias especificas do genoma (Cristescu et al., 2006). Cada produto
resultante da amplificacdo vai derivar de uma regido do genoma entre duas destas sequéncias repetitivas,
desde que estas sejam suficientemente préximas para que a amplifica(;,é\o8 resulte. Estes produtos sdo
separados em géis de agarose submetidos a uma corrente eléctrica, e, na presenca de brometo de etidio,
séo visualizados sob luz ultravioleta (Karp e Edwards, 1997). A amplificacdo gera assim padrdes de bandas
individuais Unicos para cada organismo, funcionando como se fossem “impressdes digitais” (fingerprints) de
cada um (Alves et al., 2007).

Esta técnica tem demonstrado ser relativamente robusta e discriminatéria noutras espécies (Hering e
Nirenberg, 1995; Hantula e Muller, 1997; Bornet e Branchard, 2001; Alves et al., 2007). Diversos autores

® Fluxo de genes entre espécies via cruzamentos hibridos (cruzamento genético entre duas espécies diferentes) e
retrocruzamentos (cruzamento genético entre hibrido e espécie parental).
6 Capacidade de um organismo de alterar os seus caracteres fenotipicos, como a morfologia ou 0 comportamento.
Linhagens de individuos morfologicamente idénticos entre si, mas reprodutivamente isolados.
Componentes estruturais do ADN e ARN que constituem a unidade basica da sequéncia genética, aos quais se
atribuem letras (adenina — A, guanina — G, citosina — C, timina — T, uracilo — U).
° pCR (polymerase chain reaction) € um método de amplificagdo (criagdo de mdltiplas copias) de ADN, no qual as duas
cadeias de ADN se separam (fase de desnaturagdo), ligando-se a elas os primers (ver nota de rodapé seguinte) para a
regido do genoma em estudo (fase de annealing), os quais iniciam a sintese de uma nova cadeia de ADN a partir de
nucleétidos® fornecidos na reaccgao (fase de extensdo). Esta reaccao é catalisada pela enzima DNA polimerase.
10 Segmentos de acidos nucleicos complementares com a sequéncia de ADN em estudo, onde a enzima DNA
polimerase se vai ligar.
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observaram uma eficacia alta desta técnica na deteccao de variabilidade genética em outros invertebrados
(que néo dafnideos), demonstrando as potencialidades do seu emprego na andlise da variacdo entre
espécies, populacdes, e individuos (Reddy et al., 1999; Abbot, 2001; Grasela e Mclntosh, 2003; Schulz et
al., 2004, Lin et al., 2006; Vijayan et al., 2006).

O objectivo deste trabalho consistiu na aplicacéo da técnica de MSP-PCR a diferentes populacdes de um
dafnideo pouco estudado do ponto de vista molecular (Simocephalus vetulus), e na andlise da
reprodutibilidade e capacidade desta ferramenta molecular na diferenciacdo genética de individuos.

D MATERIAL E METODOS

Obtencdo e manutencdo dos organismos

A colheita dos organismos (Simocephalus vetulus) foi efectuada por arrasto obliquo na coluna de agua com
rede de plancton (malha variavel — 55 a 243 um) em trés locais diferentes: Lagoa de Melides (M), Lagoa de
Mira (LM) e Vala da Fervenca (VF). Estes trés locais representam trés populagdes distintas e, a partida,
geneticamente isoladas, apesar de ndo ser possivel descartar algum grau de conectividade entre LM e VF.

No laboratério, as fémeas ovigeras (contendo ovos assexuados) foram isoladas e individualizadas em
frascos de vidro contendo 100 ml de meio de cultura (dgua reconstituida, moderadamente dura - ver
abaixo). Aquando da libertacdo dos juvenis pela fémea, foi dado inicio a culturas de grupo independentes
contendo esses juvenis fundadores (ja nascidos em laboratdrio), evitando qualquer mistura de individuos de
diferentes maes no mesmo frasco. A descendéncia de cada fémea original foi manipulada como se tratasse
de uma linhagem clonal independente, & qual foi dado um cddigo Unico, consoante o local de origem (ex:
LM1, LM2, VF1, VF2, M1, M2...). Uma vez estabelecida a cultura de grupo fundadora (geragéo 0), as
fémeas originais foram descartadas. Esta geracdo reproduziu-se assexuadamente, tendo sido aproveitada
cada 32 ninhada para renovar ciclicamente as geragfes. As culturas dos diversos clones foram mantidas em

laboratério segundo condi¢des padronizadas, que abaixo se descrevem.

FIGURA 1: Alguns requisitos para o cultivo de Simocephalus vetulus: A) cultura de micro-alga verde (alimento para S.
vetulus); B) frascos de cultura de S. vetulus em sala com temperatura e fotoperiodo controlados; C) carregamento dos
produtos de PCR de cada individuo num gel de agarose.

Para a manutencdo das culturas foi usado um meio de cultura sintético (agua reconstituida),
moderadamente duro (EPA, 2002), que foi aditivado com um suplemento vitaminico, seguindo a receita de

Elendt e Bias (1990). Foi igualmente adicionado ao meio de cultura um aditivo organico constituido por um
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extracto da alga marinha Ascophyllum nodosum (Baird et al., 1989; ver Antunes, 2001). O alimento utilizado
na dieta dos individuos foi a alga verde Pseudokirchneriella subcapitata, cultivada em sistema de
crescimento continuo em laboratério (ver Antunes, 2001) (Figura 1A). A renovacdo do meio de cultura foi
feita de 2 em 2 dias, através da transferéncia dos organismos para recipientes contendo meio de cultura,
alimento e extracto frescos. As culturas foram armazenadas em camaras climaticas com temperatura

controlada (20+2°C) e sujeitas a um fotoperiodo de 16 h"“4:8 h¥““R° (Figura 1B).

Extracc¢éo e amplificagdo de ADN

O método utilizado para a extrac¢do de ADN foi descrito por Schwenk et al. (1998), tendo sofrido pequenas
adaptacdes ao longo do tempo (ver Schwenk et al. (2004) e Brede et al. (2006)). Sucintamente, o0s
individuos preservados em etanol foram transferidos para uma solucéo de lavagem (500 pl de tampao TEll)
a temperatura ambiente durante pelo menos 2 h de forma a remover o excesso de etanol, o qual poderia
comprometer a extraccdo de ADN. Apés a incubacgédo, cada individuo foi transferido para um tubo de
reaccdo contendo 72 pl de uma mistura de tampédo H3 e 20 pug de Proteinase K'?, e incubado a 40°C
durante pelo menos 6h. De forma a maximizar o processo de extrac¢do, foi adicionado um passo de
maceracdo prévia de cada organismo no tampao de extraccdo. ApOs a incubacgédo, foi realizada uma
centrifugacdo a 14000 rpm (rotagBes por minuto) durante alguns segundos. Para desactivar a Proteinase K,
as amostras foram sujeitas a um aquecimento a 90°C durante 12 min. Apds uma segunda centrifugacéo
rapida a 14000 rpm, as amostras foram armazenadas a 4°C ou congeladas (conforme a rapidez das

analises subsequentes) de modo a manter a integridade do ADN.

Cada reaccédo de MSP-PCR foi realizada num volume total de 24 pul contendo 2,0 mM MgCl,, 1X Tampao de
PCR, 0,2 mM de dNTP, 0,3 puM de primer e 1 unidade de Tagq ADN polimerase (Go Taq Flexi DNA
polymerase, PROMEGA). Os parametros do termociclador utilizados para a amplificagdo foram: um periodo
inicial de desnaturacdo a 95°C durante 120 s; 35 ciclos de 94°C durante 45 s, 50-57°C durante 45 s (a
temperatura de annealing13 foi ajustada conforme o primer utilizado em cada amplificacéo) e 72°C durante
90 s; a amplificacédo foi terminada com um passo de extensao final a 72°C durante 10 min. Os primers
utilizados para a discriminacao dos genétipos foram escolhidos apés a realizacdo de testes preliminares das
condi¢bes de PCR e reprodutibilidade de varios primers: os primers (GTG)s e (GACA), necessitaram de

uma temperatura de annealing de 50°C, enquanto que os primers (CAG)gs € (ACC)s amplificaram a 57°C.

Os produtos de PCR (ADN amplificado) foram visualizados num gel de agarose a 2 %, apds separacao por
electroforese (80 V) e imersdo do gel em brometo de etidio (0 qual se liga especificamente ao ADN e é
visivel sob luz UV) (Figura 1C). Foi utilizado um marcador de peso molecular comercial de 100 bp** (100-
1500 bp; Vivantis). As imagens (fotografias dos géis) foram capturadas e digitalizadas com um aparelho de

aquisicdo de imagem G:BOX HR (SynGene, USA), usando o software GeneSnap (SynGene®, USA).

110 mM Tris + 1 mM EDTA, pH 8,0 a 25°C
12 Enzima utilizada para inactivar as nucleases (enzimas capazes de quebrar as ligacdes entre nucledtidos, afectando a
integridade do ADN da amostra) presentes nas amostras

Ligacdo por complementaridade dos primers a cadeia de ADN; a temperatura neste passo da técnica de PCR
representa um passo vital (e que por isso requer afinagao prévia) no sucesso e qualidade da amplificagdo.
1 Base pair (em portugués, pares de bases), consiste em dois nucledtidos opostos e complementares da cadeia de
ADN ligados entre si por ligacdes de hidrogénio. Os pares de bases séo utilizados frequentemente como medida para o
tamanho de um fragmento de ADN.
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A andlise da variabilidade genética entre individuos realizou-se através da comparag¢do dos padrBes de
bandas obtidos. Estes padrdes foram convertidos numa matriz binaria (1 = presenca de banda; 0 = auséncia
de banda). A partir desta matriz inicial, foram construidas matrizes de similaridade usando o coeficiente de
Jaccard® (Culley, 2005), o que possibilitou a aplicacdo de uma analise de classificagdo donde resultaram
dendrogramas que reflectem a arquitectura genética das popula¢des amostradas. Os dendrogramas foram
construidos utilizando o método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean). Todas as

analises foram realizadas por computador através do programa GelCompar Il (Applied Maths).

Experiéncia 1 — Reprodutibilidade da técnica de MSP-PCR

Foi realizada a extraccdo de ADN em 9 individuos da populacdo da Lagoa de Melides (M), abrangendo 3
linhagens clonais hipotéticas (M13, M51 e M67). Cada linhagem clonal era representada por 3 organismos
diferentes (mas geneticamente iguais). Para cada organismo, foram realizadas 2 amplificacdes (usando
reagentes diferentes) com cada um dos primers acima indicados. Deste modo, foi possivel avaliar a
reprodutibilidade da técnica entre diferentes amplificagdes de ADN dos mesmos individuos, assim como
entre amplificacdes de individuos diferentes com 0 mesmo gendtipo (clones). Esta experiéncia teve como
objectivo estabelecer as bases para futuras aplicacdes da técnica de MSP-PCR enquanto ferramenta de
genotipagem, permitindo avaliar o nivel de variabilidade intrinseco da técnica propriamente dita.

Experiéncia 2 — Arquitectura genética de populacdes de laboratério

Foi realizada a extraccao de ADN a 18 individuos (de 18 linhagens clonais hipotéticas) de cada uma das
populagdes (M, LM e VF), de modo a testar a aplicabilidade da técnica e a sua capacidade para reconstruir
a arquitectura genética inter- e intra-populacdes. Para cada organismo, foram realizadas 2 amplificacfes
(usando reagentes diferentes) com cada primer, com o intuito de minimizar a incerteza no poder
discriminatério desta ferramenta. Nesta experiéncia, foram apenas utilizados os primers (GTG)s, (CAG)s e
(ACC)e, na medida em que o primer (GACA), revelou ser pouco fidvel e pouco informativo para esta espécie

de dafnideo (Experiéncia 1).

D RESULTADOS

Na Experiéncia 1, as amplificagbes de cada individuo da espécie Simocephalus vetulus da Lagoa de
Melides (M), realizadas em duplicado com diferentes reagentes (aqui referidas como PCR 1 e PCR 2),
revelaram padrBes de bandas (fingerprints) complexos. Apds separacao por electroforese dos fragmentos
amplificados com os primers (ACC)g, (CAG)s, (GTG)5 e (GACA),4, surgiram bandas entre os 400 bp e os
1500 bp (Figura 2). Analisando os padrdes de bandas obtidos na primeira e segunda amplificagdo (PCR 1 e
PCR 2), foi possivel observar que determinadas bandas ndo foram reprodutiveis entre amplificaces. Por
exemplo, os fragmentos com =700 bp do gendtipo M51, amplificados com os primer (GACA),, surgiram
apenas na primeira amplificacdo — PCR 1 (assinalado com uma seta, Figura 2). Do mesmo modo, pudemos
observar a existéncia de bandas reprodutiveis e ndo reprodutiveis entre individuos do mesmo clone. Por
exemplo, nas amplifica¢cdes de ADN dos clones com o gendtipo M13, utilizando o primer (GTG)s, € possivel

“n

15 .- .

Coeficiente de Jaccard: a/(a+b+c), em que “a” corresponde ao numero de bandas presentes comuns a ambos os
individuos (X e Y), “b” corresponde ao numero de bandas exclusivas do individuo Y e “c” ao numero de bandas
exclusivas do individuo X.
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observar o aparecimento de uma banda de =800 bp nos individuos 1, 2 e 3 na primeira amplificacdo (PCR

1) e apenas nos individuos 1 e 3 na segunda amplificacao (PCR 2) (Figura 2).
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FIGURA 2: Padrdo de bandas de amostras amplificadas com os primers (GACA), e (GTG)s. Como
referéncia dos tamanhos dos fragmentos, é apresentado um marcador de peso molecular (M — bandas
intervaladas em 100 bp, come¢ando em 1500 bp). Estédo representados grupos de trés individuos com o
mesmo genotipo (1, 2 e 3) de trés linhagens clonais hipoteticamente distintas (M13, M51 e M67), tendo as
amplificagdes sido feitas em duplicado (PCR 1 e PCR 2).

A partir dos padrbes de fingerprintingle, foi construido um dendrograma para os 3 genétipos da Lagoa de
Melides (M13, M51 e M67), utilizando os padrdes gerados pelos quatro primers em duas amplificacdes (as
segundas amplificac8es distinguem-se das primeiras pelo simbolo (‘) no cédigo da amostra). Na analise do
dendrograma, foi possivel distinguir dois grupos principais (divergindo em cerca de 60%), correspondendo
um aos individuos com o genétipo M13 e outro aos individuos com os genétipos M51 e M67 (Figura 3A).
Estes dois gendtipos separaram-se posteriormente em dois grupos independentes (divergindo em cerca de
40%). Contudo, ao nivel de similaridade a que foi possivel discriminar as linhagens clonais M51 e M67, os
individuos com o genétipo M13 foram divididos em dois grupos; estes correspondem as duas amplificacdes
realizadas com estas amostras, o que demonstra como esta técnica se encontra sujeita a grande
variabilidade entre reac¢Bes. Subindo o grau de similaridade, foi possivel observar que o0 mesmo ocorreu
com os individuos do gendtipo M51 (i.e. inconsisténcia entre amplificacdes). Nos individuos M67 observou-
se a prevaléncia de variabilidade entre individuos sobre a variabilidade entre amplificacdes, o que levou a
separacdo do individuo 3 num grupo diferente dos outros 2 individuos da mesma linhagem, de forma

consistente entre amplificagfes (Figura 3A).

De modo a ultrapassar a variabilidade existente entre amplificacdes, foi construido um dendrograma a partir

somente das bandas presentes em ambas as amplificagbes, excluindo assim da analise todas as bandas

16 ~ . " . « - Lo -
Padrdes de bandas exclusivos de cada gendtipo, funcionando como “impressées digitais moleculares” Unicas.
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que ndo apareceram de forma consistente em ambos os duplicados (Figura 3B). A semelhanca do
dendrograma anterior, formaram-se inicialmente dois grupos (divergindo em cerca de 50%), os quais
distinguem inequivocamente o genétipo M13 dos gendétipos M51 e M67. A um nivel de similaridade de 60%
- 70%, ja é possivel observar trés grupos, correspondendo aos 3 gendtipos hipotéticos estudados. Contudo,
apesar dos marcadores utilizados terem conseguido discriminar com sucesso 0s 3 genétipos em estudo,
ficou ainda evidente a variabilidade da técnica entre individuos (mais notéria em M67; Figura 3B). Esta
variabilidade esta associada a quantidade e qualidade do ADN extraido de cada exemplar e tera de ser tida
em conta no futuro, ajustando o nivel de corte. No caso de S. vetulus, e para este conjunto de primers em
particular, sob as condi¢cdes experimentais descritas, o nivel de corte de 70% de similaridade parece
adequado para a discriminagdo de genotipos, desde que se tenha o cuidado de minimizar a variagao entre
amplificacBes (contabilizando apenas as bandas amplificadas de forma consistente). Deste modo,
individuos que divirjam em mais do que 30% poderdo ser considerados individuos geneticamente
diferentes, ao passo que individuos com similaridade superior a 70% n&o poderdo ser considerados

geneticamente diferentes.
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FIGURA 3: Dendrogramas dos padrées de fingerprinting de 3 individuos de 3 genétipos hipotéticos (M67,
M51, e M13) da Lagoa de Melides, utilizando os primers (CAG)s, (ACC)s, (GACA), e (GTG)s: A)
contabilizando ambas as amplificagfes para cada individuo; B) contabilizando apenas as bandas que
apareceram de forma consistente em ambas as amplificacdes (ver texto). A area cinzenta representa o nivel
de corte (em termos de similaridade) satisfatério para discriminar as 3 linhagens clonais.
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Na Experiéncia 2, de forma a reduzir a incerteza criada pela grande variabilidade observada entre
amplificagbes da mesma amostra, repetiu-se a abordagem conservadora utilizada na Experiéncia 1,
considerando para efeitos da analise de classificacdo apenas as bandas amplificadas de forma consistente
para cada amostra. Analisando a arquitectura ou estrutura genética das populagées de laboratério, foram
visiveis trés grupos bem distintos, que corresponderam, grosso modo, as trés populagdes. Um pequeno
grupo de genétipos da Lagoa de Mira (LM) apresentou uma maior similaridade com os genoétipos da Lagoa
de Melides (M), tendo ficado incluido no mesmo grupo (grupo do meio da Figura 4). Esta constituiu a Gnica
falha na resolucdo dos marcadores moleculares utilizados em termos de discriminagéo entre populagées, na
medida em que ndo é expectavel haver fluxo genético entre populacdes tdo distantes. De forma a analisar a
arquitectura e diversidade genética dos trés locais amostrados, foram construidos dendrogramas para cada

populagédo individual (Figura 5).
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FIGURA 4. Dendrograma dos padrfes de fingerprinting de diferentes individuos da Lagoa de Melides (M),
Lagoa de Mira (LM) e Vala da Fervenca (VF), utilizando os primers (CAG)s, (ACC)¢ € (GTG)s.

O dendrograma para a populacdo da Lagoa de Melides (M — Figura 5A) apresentou uma arquitectura
genética mais complexa que a apresentada nos dendrogramas das populacdes da Lagoa de Mira (LM —
Figura 5B) e da Vala da Fervenca (VF — Figura 5C). Os marcadores seleccionados resultaram em perfis
com graus de similaridade grande entre diferentes individuos amostrados nesta populacdo (M), tendo sido
possivel distinguir 3 grupos (divergindo acima de 40%), que se decompuseram progressivamente em Varios
grupos muito préoximos (Figura 5A). Dado que existe um grau de incerteza associado a técnica propriamente
dita, definiram-se varios niveis de corte, em termos de similaridade. Deste modo, foi decomposta a
arquitectura genética em cada populacédo, assumindo genotipos hipotéticos para cada nivel de similaridade

considerado (40%-90%), cujos valores se apresentam na Tabela I. A arquitectura genética mais complexa
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da populacdo da Lagoa de Melides (M) levou a uma menor capacidade na diferenciacdo de genotipos,
como consequéncia de uma elevada similaridade entre individuos e reduzida variabilidade genética nesta
populacdo. Em contraste, as popula¢des da Lagoa de Mira (LM) e Vala da Fervenca (VF) revelaram maior

dissimilaridade entre os individuos, logo maior variabilidade genética.
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FIGURA 5: Dendrograma dos padrdes de fingerprinting de 18 individuos de 3 populacdes diferentes, utilizando os
primers (CAG)s, (ACC)s e (GTG)s: A) Lagoa de Melides; B) Lagoa de Mira; C) Vala da Fervenca.
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Considerando o nivel de corte (70%) definido na  TABELA I: Namero de gendtipos hipotéticos obtidos a dife-

A : : rentes niveis de corte de similaridade, para as trés popula-
experiéncia anterior (que permite abarcar alguma ooes amostradas (M — Lagoa de Melides: LM — Lagoa de

variabilidade intrinseca da técnica usada), foi Mira; VF - Va-la da Fervenca; n = 18 em cada populagéo).

possivel fazer uma andlise comparativa das 3 % Similaridade M LM VF
populaces. Assim, a populacdo LM foi a mais 40 1

diversificada com 18 gendtipos distintos em 18 50 2 9
possiveis, sendo seguida por VF com 15 gendtipos 60 3 14

diferentes em 18 possiveis. Na populagdo M, 70 8 18 15
apenas foi possivel distinguir 8 genétipos em 18 80 11 18 18
individuos para o nivel de corte predefinido. 90 16 18 18

D DISCUSSAO

Os dendrogramas construidos neste estudo revelaram uma grande variabilidade associada a amplificacéo
(dissimilaridade acentuada entre amplificacfes diferentes do mesmo individuo), assim como alguma
variabilidade entre individuos (dissimilaridade entre individuos com o mesmo genétipo, consistentes entre
amplificagBes). Estas evidéncias corroboram trabalhos anteriores que mostravam a elevada sensibilidade
desta técnica a variacdes nas condi¢bes de reacgdo (Weising et al., 1995). Efectivamente, a Experiéncia 1
sugere que a variabilidade associada a amplificacdo é maior do que a variabilidade entre individuos da
mesma linhagem. De forma semelhante ao que acontece noutras técnicas, diversos factores da
amplificacéo (por exemplo, a concentracao de primer e a temperatura de annealing) influenciam de forma
consideravel a qualidade dos padres de bandas obtidos com a técnica de MSP-PCR (Roux, 1995; Weising
et al., 1995). Pequenas variacdes nestes factores podem levar ao aparecimento de bandas ambiguas (ora
sdo amplificadas, ora ndo o sao), criando dificuldades na analise dos padrdes de fingerprinting e na
discriminagdo de gendtipos baseada nas diferencas entre esses mesmos padrées. Uma forma de contornar
a variabilidade associada a amplificacéo é considerar apenas as bandas que surgem de forma consistente
entre amplificag6es de ADN do mesmo individuo. Esta abordagem enfatiza a preocupacéo e importancia de
uma optimizacdo prévia da técnica e da obtencdo de pelo menos duas amplificacGes (i.e. reaccGes em
duplicado) com sucesso para cada individuo. A optimizacdo prévia da temperatura de annealing e o
desenho dos primers adquirem particular relevo na prevencédo de alguns artefactos associados a técnica de
PCR (Weising et al., 1995; Roux, 2002). Devido a esta variabilidade intrinseca a técnica, surge a
necessidade de serem tomadas algumas medidas de forma a maximizar o nivel de confianca na
diferenciacé@o de gendtipos a partir dos dendrogramas construidos. Uma dessas formas foi a utilizada neste
estudo, que passou por uma abordagem conservadora, quer na seleccdo das bandas a analisar, quer na
determinacéo do nivel de corte de similaridade.

A aplicacdo da técnica as 3 populagBes distintas (Lagoa de Melides — M, Lagoa de Mira — LM e Vala da
Fervenca — VF) revelou diferenciacdo genética entre as trés populagbes amostradas, mesmo entre as
populagbes com algum grau de conectividade (LM e VF). Esta diferenciagdo vai de encontro a hipétese
apresentada por De Meester et al. (2002), a qual sugere que diversos factores cumulativos (como a
influéncia dos genodtipos fundadores, o rapido crescimento populacional, a adaptacdo local e a

monopolizacdo dos recursos) levam a uma reducdo dos niveis de fluxo de genes entre as populacdes,
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acentuando a sua diferenciacdo genética. Esta hipétese da monopolizagdo tem subjacente um mecanismo
de resisténcia a entrada de novos genotipos (ndo adaptados) por parte dos genotipos residentes (adaptados
aquele habitat especifico, e reflexo do pool genético fundador). Esta teoria reforca a ideia de que os lagos
de agua doce se comportam como ilhas do ponto de vista de isolamento genético das populacdes de
dafnideos que ai habitam.

Na analise dos dendrogramas construidos de forma independente para cada populagdo, e considerando o
nivel de corte de 70% de similaridade, foi possivel distinguir 8, 15 e 18 gendtipos (em 18 possiveis) das
populagbes M, VF e LM, respectivamente. Embora a populacdo da Lagoa de Melides (M) apresente um
menor nimero de gendtipos, indicando uma menor variabilidade genética, nas populacbes VF e LM o
namero de genotipos distinguido revela uma forte diversidade clonal. Tendo em conta que as populacdes
amostradas sado populacdes predominantemente partenogenéticas (considerando a altura do ano em que 0s
organismos foram capturados e o facto de em nenhum exemplar capturado se ter observado a presenca de
ovos sexuados), este grau de diversidade genética em cada populagdo revela uma importancia acentuada
da fase sexuada e do banco de ovos de resisténcia na dindmica populacional (Thielsch et al., 2009). Como
tal, parece haver um reduzido efeito da seleccdo clonal (De Meester et al., 2006; Hembre e Megard, 2006)
na diversidade genética. Contudo, as populagbes foram amostradas a meio da época de crescimento,
guando h& ainda uma grande contribuicdo do banco de ovos de resisténcia. Adicionalmente, deve referir-se
que o numero de exemplares analisados nas 3 populagées foi muito reduzido (apenas 18 individuos por
populagdo), sendo que ainda assim o elevado grau de diversidade genética observado corrobora as

observacgfes em outras populacdes de dafnideos (Thielsch et al., 2009).

Os nossos dados demonstram assim a utilidade da técnica de MSP-PCR na diferenciagdo de linhagens
clonais cultivadas em laboratério. Embora outros métodos tenham vindo a ser desenvolvidos ao longo do
tempo, a técnica de MSP-PCR apresenta vantagens do ponto de vista logistico e financeiro. Diversos
autores demonstraram ja a sua capacidade de deteccdo de polimorfismos genéticos em taxa eucaridticos
(Reddy et al., 1999; Abbot, 2001) e testaram a sua sensibilidade em comparacdo com outras técnicas ja
desenvolvidas (Czembor e Arseniuk, 1999; Meng e Chen, 2001; De Leo6n e Jones, 2004). Neste trabalho
foram utilizados diversos primers, tendo sido escolhidos os trés mais informativos para a diferenciacdo de
genotipos nesta espécie de dafnideos. O aumento do nimero de marcadores em estudos futuros permitira
obter mais informacao e maior poder discriminatério; todavia, sera necessario estabelecer um compromisso
entre o nimero de marcadores e a informag&o que eles proporcionam, uma vez que a andlise de um grande

ndmero de primers torna a técnica mais morosa e dispendiosa.

D APLICACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O desenvolvimento de ferramentas moleculares nos dltimos anos tem sido crucial para a compreensao da
arquitectura genética de populacdes naturais e para o esclarecimento da identidade taxondémica e relacfes
filogenéticas entre organismos de todos os grupos taxonémicos. Esta revolugcdo molecular tem rompido
alguns paradigmas, ao mesmo tempo que tem permitido explorar padrées outrora escondidos. No caso
concreto da genética populacional, na qual se enquadra o presente estudo, o uso de marcadores genéticos
tem permitido explorar padr6es e processos de diferenciacdo genética inter-populacional e intra-

populacional (Conner e Hartl, 2004). A sua utilizacdo tem tido importantes implicac6es tanto em ecologia
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como em biologia evolutiva, uma vez que promove 0 incremento do grau de resolucdo do nosso
conhecimento sobre a composicdo genética e a rapidez das alteragbes da sub-estrutura populacional
(Balloux e Lugon-Moulin, 2002). Neste tipo de estudos, a aplicacdo destas ferramentas adquire especial
importancia em duas situagfes complementares: i) na andlise da estrutura populacional, em amostras de
campo; ii) na diferenciacéo de linhagens de organismos mantidos em laboratério. Nesta Gltima perspectiva,
foi aqui utilizada a técnica de MSP-PCR em populac¢des laboratoriais de animais que alternam reproducao
sexuada e assexuada, mas perspectivando-se a sua utilizacdo na analise genética de outras populagdes
naturais. Esta e outras técnicas permitem aferir a diversidade genética e os processos ecolégicos
subjacentes a partir das “impressdes digitais moleculares”, Unicas de cada individuo/genétipo, explorando

uma escala mais fina do que os estudos de ecologia classicos.
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