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RESUMO

Variacao epigenética tecido especifica em diferentes populagfes da lagartixa

invasora (Hemidactylus mabouia) no Brasil

Marcus Paulo Marques Pereira

Orientadora: Lilian Gimenes Giugliano

Resumo da Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pds-graduacéo
em Zoologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade de Brasilia, como parte

dos requisitos necessarios a obtencédo do Titulo de Mestre em Zoologia.

A importancia da epigenética para a evolucao e a ecologia vem sendo cada vez
mais discutida. A metilacdo do DNA é o mecanismo mais estudado e esta
correlacionado com plasticidade fenotipica, que é um dos fatores que podem contribuir
com o sucesso de uma invasao biolégica. Estudos vem mostrando que a metilacao
do DNA pode ter um papel importante em invasées, mas ainda relativamente pouco
explorada em vertebrados. Utilizando o método de MSAP (methylation-amplified
fragments polymorphism), foi levantada a metilacdo do DNA da lagartixa invasora
(Hemidactylus mabouia) em populacbes de duas cidades brasileiras (Brasilia e
Salvador) com historico de invasdo distintos. Levando em conta as diferengas
teciduais, a metilacdo foi avaliada em trés tecidos distintos (cérebro, masculo e
figado). Brasilia, cuja invasdo € mais recente, apresentou maior diversidade que
Salvador para todos os tecidos; esse resultado € similar a outros estudos que mostram
um aumento da variacdo como uma assinatura no processo de invasdo. A
diferenciacdo epigenética entre as populacdes foi maior do que a diferenciagédo
genética e mudou de acordo com o tecido. Além disso a distancia genética sé explicou

parte da distancia epigenética. Isso indica uma independéncia da metilacédo e a

vii



atuacdo de possives fatores ambientais. Por fim, os resultados mostram que
populacdes de uma lagartixa invasora apresentam perfis epigenéticos distintos, sendo

essa diferenca especifica dependendo do tecido.

Palavras-chave: Hemidactylus mabouia, invaséo biolégica, epigenética, metilacdo do
DNA, tecidos, MSAP

Brasilia
04/2022
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ABSTRACT

Variacao epigenética tecido especifica em diferentes populagfes da lagartixa

invasora (Hemidactylus mabouia) no Brasil

Marcus Paulo Marques Pereira

Orientadora: Lilian Gimenes Giugliano

Abstract da Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Programa de Pdés-graduacéo
em Zoologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade de Brasilia, como parte

dos requisitos necessarios a obtencédo do Titulo de Mestre em Zoologia.

The relevance of epigenetics in evolution and ecology has been increasingly
discussed. DNA methylation is the most studied mechanism and it's correlated to
phenotypic plasticity, which is one of the factors that can contribute to a successful
biological invasion. Studies have shown that DNA methylation may play an important
role in invasions, but it still relatively unexplored in vertebrates. Using MSAP
(methylation-amplified fragments polymorphism) method, we analyzed DNA
methylation of the invasive house gecko (Hemidactylus mabouia) from two Brazilian
populations (Brasilia e Salvador) with different invasions histories. Taking into account
the tissues differences, the methylation was screened in three distinct tissues (brain,
muscle and liver). In Brasilia population, whose invasion was more recent, showed
greater epigenetic diversity than Salvador population for all tissues; this result is similar
to other studies where an increased epigenetic variation is a signature in the invasion
process. The epigenetic differentiation between populations was greater than the
genetic differentiation and changed according to tissue. Furthermore, the genetic
distance only explained part of the epigenetic distance. This indicates an

independence of the methylation and the influence of possible environmental factors.



Furthermore, the results shows that populations of the invasive gecko have different

epigenetics profiles with tissue specificity.

Key-words: Hemidactylus mabouia, biological invasion, epigenetics, DNA methylation,

tissues, MSAP

Brasilia
04/2022



INTRODUCAO GERAL

o Hemidactylus mabouia

A lagartixa de parede, Hemidactylus mabouia (Moreau de Jonnes, 1818), € um
geconideo invasor originario da regido biogeogréafica zambeziana da Africa (Agarwal
et al., 2021; Carranza & Arnold, 2006) presente tanto em ambientes naturais quanto
em habitacbes humanas, principalmente nas areas invadidas (Kluge, 1969; Vanzolini
et al., 1980). A linhagem invasora (Hemidactylus mabouia ss) seria apenas uma entre
pelo menos 20 espécies do complexo H. mabouia que surgiu durante o Mioceno e a
Unica que evolui tragos para se para se tornar invasora (Agarwal et al., 2021). E uma
espécie de habitos noturnos e dieta generalista, alimentando-se de diversos grupos
de artropodes (Albuquergue et al., 2013; Rocha et al., 2002; Rocha & Anjos, 2007);
sendo que a composicao principal pode variar entre ambientes naturais (ex: ortopteros
e aranhas) e antropicos (ex: dipteros e himendpteros) devido a disponibilidade
(Luciano Alves dos Anjos & Rocha, 2008; Rocha & Anjos, 2007).

Majoritariamente tropical, hoje a espécie esta amplamente distribuida na Africa,
América do Sul, Caribe e Flérida-EUA (Agarwal et al., 2021; Carranza & Arnold, 2006;
Weterings & Vetter, 2018). Ja existem registros da sua presenca em outras partes dos
Estados Unidos, Europa, sudeste asiatico e norte da Australia (Weterings & Vetter,
2018), sendo os dois ultimos previstos como potenciais areas de invasao nas
condicBes ambientais atuais (Rédder et al., 2008; Weterings & Vetter, 2018). Mesmo
com essa abrangéncia e continuada expansao, H. mabouia possui uma capacidade
natural de disperséo limitada a pequenas escalas (Kristen Harfmann Short & Petren,
2011), tendo sua dispersdo auxiliada pelo homem para que a espécie continue sua
expansao terrestre em maiores escalas ap0s a introducgéo (Kristen H. Short & Petren,
2011). Sobre sua introducédo nas Américas, ha muito tempo acredita-se que tenha
ocorrido de forma recente junto com o trafico negreiro (Vanzolini, 1968), sendo que
uma chegada natural e mais antiga também ja foi defendida baseada em
caracteristicas morfoldgicas (Kluge, 1969). Porém, estudos mais recentes mostrando
uma baixissima variacdo genética ao longo da sua ampla distribuicdo (Carranza &

Arnold, 2006) e uma correlacdo com o fluxo de embarque e desembarque de navios



negreiros (Agarwal et al., 2021; Guimardes, 2019) suportam a hipotese de uma
chegada rapida e recente mediada pelo ser humano. No Brasil, a espécie esta
presente em diversas areas urbanas do pais, mas também j& ha registros em areas
naturais (Anjos & Rocha, 2008; Telles et al., 2015), existindo dois agrupamentos
genéticos regionais, sem diferenca significativa na diversidade genética entre locais
de introducao primaria e secundaria (F. P. Pontes, 2017).

Ao longo do seu processo de invaséo, a lagartixa de parede tem encontrado
diferentes lagartos como competidores nas regifes onde é introduzido (Rédder et al.,
2008). Na Florida, o congénere Hemidactylus garnotii, que havia sido introduzido na
regido ha mais tempo, foi rapidamente deslocado com a chegada de H. mabouia
(Kristen Harfmann Short & Petren, 2012). O mesmo acontece em Curacgao, onde a
espécie nativa Phyllodactylus martini teve sua presenca reduzida em construcdes
onde costumava ser abundante para dar lugar a H. mabouia (Hughes et al., 2015) por
exclusdo competitiva e ocasionalmente predacdo (Dornburg et al., 2016). Porém,
também ha ocorréncia da presenca de Hemidactylus mabouia em simpatria com
outros lagartos sem que efeitos negativos observados em Barbados (Williams et al.,
2016) e no Brasil (Sousa et al., 2017; Winck et al., 2017).

Espécies invasoras enfrentam diversos desafios desde o transporte até o
estabelecimento. Agarwal et al. (2021) levanta explicacdes para 0 sucesso na invasao
que envolvem a capacidade do H. mabouia de aproveitar das condi¢cbes de
temperatura em micro habitats urbanos, o que ja € discutido para outras espécies
invasoras (Cadotte et al., 2017; Gaertner et al., 2017). Outro ponto seria a capacidade

da espécie de mudar sua biologia termal (Agarwal et al., 2021).

o Mecanismos epigenéticos

O conceito de epigenética foi mudando ao longo dos anos desde que surgiu no
campo da biologia do desenvolvimento e usado de diferentes maneiras (Bird, 2007),
sendo mais recentemente definida como o estudo de alteracbes herdaveis na
expressao génica que néo envolvem alteracéo na sequéncia de DNA (Bossdorf et al.,
2008; E. J. Richards, 2006). Conhecemos hoje diferente mecanismos epigenéticos

responsaveis pelas alteracbes na expressdo génica, como: a metilagdo



do DNA, modificacdes poés-traducionais em histonas, além da acdo de RNAs nao
codantes (Bossdorf et al., 2008; Duncan et al., 2014).

A metilacdo do DNA é uma modificacdo comum em eucariotos, e envolve a
modificacdo de uma base de DNA, mais frequentemente a quinta posicdo de uma
citosina (5mC) em um par dinucleotideo CpG, com a adicdo de um grupo metil
afetando o enrolamento de DNA em torno de histonas e alterando o potencial ligacéo
de fatores transcricionais (Duncan et al., 2014; Jones, 2012; E. J. Richards, 2006). Os
mecanismos responsaveis pela adicdo, manutencdo e remoc¢do da metilacdo séo
fundamentais para a funcao, sendo as enzimas responsaveis pela inclusdo de novas
metilacdes e da propagacéo clonal conhecidas (Jones, 2012; E. J. Richards, 2006). A
func@o mais conhecida da metilagdo € a diminui¢do da atividade génica quando ela
acontece na regiao promotora, mas pode exercer outras funcao ocorrendo em outras
areas do genoma (Jones, 2012).

Existe uma especificidade tecidual do conteudo e padrdo de 5mC em
vertebrados (Bogdanovi¢ et al., 2012; Bogdanovi¢ & Veenstra, 2009; Ehrlich et al.,
1982; Gama-Sosa et al., 1983; Zhou et al., 2017). O perfil de metilagdo encontrado no
DNA de varias células sao diferentes durante o desenvolvimento, sendo indicativas
da diferenciacéo celular (Bogdanovic¢ et al., 2012; Bogdanovi¢ & Veenstra, 2009; Zhou
et al., 2017). No entanto, o nivel de 5mC no DNA pode variar em relacéo a atividade
funcional da célula (Bogdanovic¢ et al., 2012; Bogdanovi¢ & Veenstra, 2009). O nivel
de metilacdo em animais varia entre as espécies, mantendo um padrao taxonémico
(Vanyushin et al., 1970, 1973). A metilacdo do DNA em vertebrados ocorre por todo o
genoma, enquanto que em invertebrados ele € mais restrito em algumas regides
(Tweedie et al., 1997). Dentro dos vertebrados existe maior variagdo dentro de
determinadas espécies (Vanyushin et al., 1970), sendo que em peixes e anfibios sao
cerca de duas vezes mais metilados que os dos outros grupos de vertebrados (Jabbari
et al., 1997). O nivel de metilacdo nos répteis € bastante variavel, com valores
proximos tanto a peixes quanto a mamiferos (Jabbari et al., 1997; Varriale & Bernardi,
2006). Dentre os répteis, a ordem Squamata é a que apresenta a maior variagao,
sendo que crocodilos e tartarugas possuem genoma menos metilados mesmo tendo
tamanho maior (Varriale & Bernardi, 2006).

A metilacdo do DNA néo estéa ligada apenas ao genoma e ao desenvolvimento,
ja sabemos hoje que ela é influenciada por fatores ambientais durante a vida dos

individuos (Verhoeven et al., 2016). Além disso, essas mudancas podem ser herdadas
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pelas proximas geracdes (E. J. Richards, 2006). O quanto essas mudancas Sao
transmitidas e estaveis ainda é incerto, sabe-se que em mamiferos como humanos e
camundongos ha uma reprogramacéo da metilagcdo nos estagios iniciais de formacao
(Anastasiadi et al., 2021; Perez & Lehner, 2019). Porém, em outros vertebrados como
peixe-zebra e sapos essa reprogramacao € mais restrita (Anastasiadi et al., 2021,
Skvortsova et al., 2018).

o Metilacdo do DNA e ecologia

O fato das marcacdes epigenéticas poderem ser afetadas pelo ambiente
e serem herdaveis, levanta a questéo sobre sua importancia em estudos ecolégicos e
evolutivos (Bossdorf et al., 2008; Hawes, Fidler, et al., 2018; C. L. Richards, Bossdorf,
& Verhoeven, 2010; Varriale, 2014). Bossdorf et al. (2008) discutem porque ecélogos
devem se interessar por estudar a variagdo e a heranca epigenética: (1) processos
epigenéticos poderiam explicar algumas das variagdes fenotipicas hereditérias
observadas em populac8es naturais que ndo podem ser explicadas por diferencas na
sequéncia de DNA, (2) o estudo da epigenética fornecera insights sobre os

mecanismos que permitem que 0s organismos respondam ao ambiente (Fig. ).
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Figura I: Relacdes e efeitos da variacdo genética (linhas pretas) e epigenética (linhas
cinzas). Traduzido de Bossdorf et al. (2008).

A primeira etapa no estudo da epigenética em popula¢des naturais é conhecer
como suas marcacOes estdo distribuidas, além de sua variacdo e estrutura dentro e
entre diferentes popula¢cdes. Richards (2006) dividiu a variacdo epigenética em trés
tipos, de acordo com sua relacdo com a variacdo genética: obrigatéria, facilitada e
pura. A primeira refere-se a uma variacdo dependente da variagdo genética, existindo
uma correlacao direta entre genoétipo e epigendtipo. A variacao facilitada ocorre de
forma semi-independente onde o epigendtipo varia de maneira probabilistica, mas
apenas em contextos genétipos especificos. JA a pura mostra uma variacdo
epigenética completamente independente da variacédo genética (E. J. Richards, 2006,
2008). A duas ultimas podem apresentar um padrao de segregacdo ndo-mendeliana
e serem afetadas tanto pela condicbes ambientais quanto pela estocasticidade,
podendo assim explicar variacdes fenotipicas ndo explicaveis apenas pela variacéo
na sequéncia do DNA (Foust et al., 2015; C. L. Richards, Bossdorf, & Verhoeven,
2010).

Apoés o trabalho de Bossdorf et al. (2008), estudos em epigenética ecolbgica

comecaram a surgir, principalmente com o uso da técnica de ‘Methylation sensitive



amplified polymorphism’ (MSAP ou MS-AFLP), uma variacdo do AFLP genético. Por
ser uma forma barata e eficiente de levantar variagdo na metilacdo do DNA em
multiplos loci, vem sendo usada para detectar variacdo epigenética em populacdes
naturais (Schrey et al., 2013). Porém, a técnica tem suas limitacbes por ser um
marcador dominante e mantendo os loci anénimos, ndo permitindo a ligacdo com a
funcdo dos mesmos no contexto do estudo (Schrey et al., 2013). Mais recentemente,
técnicas utilizando sequenciamento com bissulfito vem surgindo. Elas permitam uma
maior resolucdo, produzindo resultados para nucleotideos individualmente. Esses
novos protocolos procuram sequenciar apenas trechos do DNA, permitindo o
barateamento da técnica e sua aplicacdo em animais ndo modelos (Paun et al., 2019;
Robertson & Richards, 2015; Van Gurp et al., 2016).

o Objetivo

Levando em conta 0 sucesso na invavao de Hemidactylus mabouia, a lagartixa
se torna um bom modelo de estudos para espécies invasoras. O objetivo dessa
dissertacdo € comecar a entender o possivel papel de mecanismos epigenéticos em
populacfes naturais da espécie. A proposta € analisar a variacdo da metilacdo do
DNA em amostras de duas cidades brasileiras, Salvador e Brasilia, com tempos de
invasdo distintos, também levando em conta as diferencas teciduais. Espera-se
encontrar uma alta variacao epigenética, além de uma diferenca entre as cidades,
com Brasilia apresentando maior valor por ser um ponto mais recente. Além disso,

cada tecido deve refletir de forma diferente essas diferengas populacionais.
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INTRODUCAO

Espécies invasoras chamam atencao pelo impactos que pode causar, mas o
processo que levam ao sucesso ou ndo de uma invasao nos permitem o estudo de
evolucao rapida e adaptacéo (Bock et al., 2015). Um dos principais pontos que muitas
espécies enfrentam € o da baixa diversidade genética, podendo ser contornado, por
exemplo, por multiplas introducdes (Bock et al., 2015; Estoup et al., 2016). A presenca
de diversidade genética é essencial para a adaptacdo de uma populacéo frente ao
ambiente, dessa forma, 0 sucesso na invasdo e o estabelecimento de espécies
invasoras que sofrem gargalos populacionais cria um paradoxo genético (Estoup et
al., 2016). Fatores moleculares como hibridizacao ou poliploidia no caso de plantas,
podem contribuir para mitigar a diminuicdo da variabilidade genética, bem como
mutacdes ao longo do tempo (Bock et al., 2015). Outro fator molecular que pode nos
ajudar a entender o sucesso de espécies invasoras sao 0S mecanismos epigenéticos,
gue recentemente vem ganhando especial atengao (Hawes, Fidler, et al., 2018; Marin
et al., 2020).

A epigenética se refere a alteracdes herdaveis na expressao génica que nao
envolvem alteracdo na sequéncia de DNA (Bossdorf et al., 2008; E. J. Richards, 2006).

A mais conhecida é a metilagdo do DNA que consiste na ligacdo de um grupo metil



em suas bases nitrogenadas, mais comumente a citosina (Jones, 2012). Ela € uma
alteracéo herdavel, presente em diversos organismos, mas cujo padréo e funcao pode
variar de acordo com o taxon (Zemach et al., 2010). Ainda, a metilacdo do DNA pode
ser influenciada diretamente pelo ambiente (C. L. Richards, Bossdorf, & Verhoeven,
2010; E. J. Richards, 2006). Compreender a variacao epigenética pode ser essencial
para entender processos ecoldgicos e evolutivos, incluindo invasdes bioldgicas
(Bossdorf et al.,, 2008; Verhoeven et al., 2016). Mecanismos epigenéticos podem
contribuir para a variagao fenotipica presente numa populacéo para além do genotipo:
uma variacdo epigenética parcial ou completamente independente da variacédo
genética permite um que mesmo gendtipo possa resultar em diferentes fenétipos (C.
L. Richards, Bossdorf, & Verhoeven, 2010; E. J. Richards, 2006). Além disso, a
epigenética pode nos ajudar a entender como organismos reagem ao ambiente
(Bossdorf et al., 2008; E. J. Richards, 2008). Essa capacidade de mediar a relacéo
genadtipo x ambiente x fendtipo, a coloca como central para entender a plasticidade
fenotipica (Duncan et al., 2014; C. L. Richards, Bossdorf, & Pigliucci, 2010).

No caso especial das invasdes, a metilagdo do DNA pode desempenhar um
papel fundamental no sucesso da invaséo ja que as populacdes costumam enfrentar
justamente uma reducdo na variagao genética no momento em gque a sua manutencao
depende de se adaptar a novos ambientes. Um dos principais desafios € diferenciar o
papel relativo da variacdo genética e epigenética, especialmente em espécies com
reproducdo sexuada. Ja ha estudos em diferentes espécies, porém a maioria ocorreu
em plantas (Hawes, Fidler, et al., 2018; Marin et al., 2020), onde a facilidade de
manipulacdo experimental e a utilizacdo de espécies clonais ja permitem observar os
diferentes papéis que a metilagdo do DNA possui no processo de invasdo, como a
geracdao de variacao fenotipica (Mounger et al., 2021). Trabalhos em animais sao mais
raros comparados a plantas. Em diferentes invertebrados marinhos, foi observada
diferenciacdo epigenética entre populacdes, com a hipometilacdo na populacdo
invasora como caracteristica (Ardura et al., 2017; Hawes et al., 2019). A metilacdo do
DNA ainda se mostrou como forma de resposta rapida a mudancgas no ambiente como
na temperatura e salinidade (Ardura et al., 2018; Hawes, Tremblay, et al., 2018; Huang
et al., 2017), com mudancas significativas em genes chaves para elas (Pu & Zhan,
2017). Ja em vertebrados, a variacdo epigenética foi apontada como possivel
compensacgao para a baixa variagdo genética em diferentes introdugbes de Passer

domesticus (Schrey et al., 2012). Em populacdes de P. domesticus do Quénia,
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também foi encontrada uma correlagcdo negativa entre a diversidade genética e
epigenética (Liebl et al., 2013). A diversidade epigenética aumentava ao longo da area
de expansao enquanto a diversidade genética diminuia (Liebl et al., 2013). Na mesma
area, foi visto que a metilacdo do DNA esté associada a expressao de gene do sistema
imune (Kilvitis et al., 2019). Um estudo feito com populacdes na Australia ndo achou
a mesma correlacdo que os trabalhos anteriores, apontando a recuperacdo da
diversidade genética como provavel motivo (Sheldon et al., 2018).

A lagartixa de parede (Hemidactylus mabouia) € uma espécie invasora com
distribuicdo ampla, bem como outras congéneres. O género Hemidactylus possui pelo
menos 5 espécies com distribuicdo global, muitas vezes adaptando-se a ambientes
antropizados como a propria H. mabouia (Carranza & Arnold, 2006; Weterings &
Vetter, 2018). Hoje a espécie esta amplamente distribuida na Africa, América do Sul ,
Caribe e no sudeste dos EUA (Carranza & Arnold, 2006; Weterings & Vetter, 2018).
Nas Américas, sua chegada teria sido no periodo colonial por meio do trafico negreiro
(Agarwal et al., 2021; Guimaraes, 2019). No Brasil, ela esta presente em diferentes
regibes em areas urbanas, mas também hé registro em areas naturais (Luciano Alves
dos Anjos & Rocha, 2008; F. P. Pontes, 2017). Esse sucesso em invadir e se adaptar
em grande parte do mundo faz com que a espécie seja 6tima modelo para os estudos
de invasdes bioldgicas (Agarwal et al., 2021).

Dessa forma, o presente trabalho se propfe a estudar a variagdo epigenética
em populacdes naturais de H. mabouia. Usando a técnica do MSAP, uma ferramenta
barata e aplicavel para animais ndo-modelos, e dados de variagcdo genética ja
levantados anteriormente, os objetivos do estudo s&o: (1) levantar a variacao
epigenética em duas populacdes com histoéricos de invasédo distintos, (2) comparar o
padrdo de variacao em diferentes tecidos de origem embrionario distintas e (3) avaliar

como a variacao genética e epigenética se correlacionam.



MATERIAL E METODOS

o Amostras e extracdo do DNA

Foram analisados ao todo 43 individuos de Hemidactylus mabouia, coletados
em areas urbanas de duas cidades diferentes: Brasilia — DF (n = 21) e Salvador — BA
(n = 22). A ultima foi uma das primeiras cidades do Brasil e porto de entrada para
navios negreiros vindos da Africa, enquanto a primeira foi criada ha menos de 70 anos.
As coletas foram feitas anteriormente, entre 2014 e 2016, por integrantes grupo de
pesquisa do Laboratério de Genética e Biodiversidade do Instituto de Biologia,
Universidade de Brasilia. Como a metilacdo pode mudar ao longo do
desenvolvimento, apenas individuos considerados adultos (> 5 cm; L. A. Anjos and
Rocha, 2008) foram usados.

Para considerar a variacao tecidual, as amostras de DNA foram extraidas de
trés tecidos diferentes para todos os individuos: cérebro, musculo e figado; sendo
cada um de origem embrionéria diferente (Edgar et al., 2013). A extracdo do DNA foi
feita usando o kit de extragcdo comercial Wizard Genomic DNA Purification, com uma
concentracéo final de 100 ng/uL.

A utilizacéo das lagartixas e os procedimentos foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso Animal da Universidade de Brasilia (CEUA, UnBDoc no 46108/2014).
Todas as amostras estdo depositadas na colecdo do Laboratério de Anatomia

Comparativa dos Vertebrados (LACV) da Universidade de Brasilia.

o MSAP

A analise da metilagdo do DNA foi feita por meio da técnica MSAP (Methylation
sensitive amplified polymorphism) que € uma alteracéo da técnica de AFLP na qual
se utiliza enzimas de restrigdo isosquizdmeras Mspl e Hpall, no lugar da Msel (Reyna-
Lépez et al., 1997). Ambas as enzimas tem o mesmo sitio de clivagem 5'-CCGG-3’,
porém possuem sensibilidades diferentes em caso de metilagdo nas citosinas,

fazendo com que diferentes perfis de metilacdo sejam observados (Tabela 1),
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podendo ser ndo metilado (Tipo I), metilados (Tipo Il e Ill) e n&o informativo (Tipo V).
O protocolo usado foi baseado no de Schulz, Eckstein e Durka (2013).

Para cada individuo, aproximadamente 500 ng de DNA extraido foi digerido a
37 °C/12 h e 90 °C/20 min, em reac¢Oes paralelas com 0,3 U de EcoRlI junto de 1,2 U
de Hpall ou 0,6 de U Mspl num volume final 15 pl complementados por 3 pl de 10x
Buffer Tango e agua milli-Q. Foram entédo ligados adaptadores (Tab. 2) a 127 ng do
DNA digerido com 0,8 U de T4 ligase num volume total de 10 pl, sendo 0,06 uM de
EcoRI e 0,3 uM Hpall/Mspl. A reacéo foi feita a 22 °C/1 h e 70 °C/5 min.

Foram realizadas PCRs pré-seletivas para amplificar apenas os fragmentos
onde houve ligacdo dos adaptadores. As reacfes foram feitas num volume total de
contendo 20 pl, contendo 8 pl do resultado da ligagdo em diluicdo 1:2; 1,25 U de Taq
polimerase (Go Taq G2 Hotstart, Promega) e 4 ul de tampéo da Taq; 37,5 nM de
MgCI2 e 0,15 uM de dNTP; e 0,5 uM dos primers EcoRI+A e Hpall/Mspl (Tab. 2). As
reacoes foram feitas da seguinte forma: 94 °C por 2 min; 30 ciclos de 94 °C por 20 s,
56 °C por 30 s e 72 °C por 2 min; seguidos de 60 °C por 30 min.

Os resultados das PCRs pré-seletivas foram diluidos em 1:5 para realizacdo de
trés PCRs seletivas para cada amostra. Trés diferentes primers EcoRI, com
marcacfes fluorescentes, foram wusados em combinacdo com o primer
Hpa/Msp+TCCA em reag0Oes paralelas (Tab. 2). As amplificacdes foram feitas em 2,5
pl de DNA pré-amplificado diluido em 1:5 em volumes totais de 10 pul com 1 U de Taq
polimerase (Go Taq G2 Hotstart, Promega) e 2 ul de tampao da Taq; 37,5 nM de
MgCI2 e 0,2 uM de dNTP; e 0,25 uM de ambos os primers. As reacdes foram feitas
da seguinte maneira: 94 °C por 2 min; 10 ciclos de 94 °C por 20 s, 66 °C por 30 s e 72
°C por 2 min; seguidos de 20 ciclos de 94 °C por 20 s, 56 °C 30 s e 72 °C por 2 min;
finalizando com 60 °C por 30 min.

Os produtos da PCR foram enviados a EMBRAPA Recursos Genéticos e
Biotecnologia para leitura dos fragmentos usando o sequenciador automatico ABI
3730.

o Andlise dos dados

Foi utilizado o PeakScanner v1.0 (Applied Biosystems) para identificagao e

selecdo dos fragmentos que tinham sinal minimo de 50rfu e tamanho entre 100 e
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500pb. Em seguida a analise foi realizada no R v3.6.0 (R Core Team, 2019), dentro
da IDE RStudio v1.4.1717 (RStudio Team, 2021). O pacote RawGeno 2.0-2 (Arrigo et
al., 2012) foi usado para definir as bandas e criar a matriz binéria para presenca e
auséncia das mesmas. A matriz foi transformada de acordo com o Mixed Scoring 1
(Schulz et al., 2013), que consiste na utilizacdo de dois conjuntos de marcadores
chamados subepiloci. Nos subepiloci metilados (m-subepiloci), os tipos Il e Il sdo
marcados como 1 enquanto os tipos | e IV como 0. Nos subepiloci ndo-metilados (u-
subepiloci), o tipo | € marcado como 1 enquanto os outros como 0. Os Mixed Scoring,
como propostos por Schulz et al. (2013), ddo a possibilidade de diminuir a
desvantagens de se analisar apenas fragmentos metilados ou ndo metilados,
extraindo o maximo de informagéo possivel. A escolha do Mixed Scoring 1 evita a
possivel ambiguidade entre os tipos Il e Il (FulneCek & Kovarik, 2014), além da
metilacdo predominante em vertebrados ser na sequéncia CG (FulneCek & Kovarik,
2014; Zemach et al., 2010).

A matriz foi analisada usando o script do R “MSAP_calc” (Schulz et al., 2013)
para parametros descritivos e indice de Shannon. Foram calculados o indice de
diversidade de haplétipo e a distancia epigenética par-a-par entre 0s grupos usando
o programa GenALEx v6.5 (Peakall & Smouse, 2012). A diferenciacdo e a estrutura
dos grupos foram analisadas por meio de AMOVA (Analise de Variancia Molecular) e
a variacao epigenética entre os grupos por meio de PCoA (Analise dos Coordenadas
Principal), também usando o GenALEX.

Os dados genéticos de microssatélite foram retirados de trabalho anterior do
laboratério (Pontes, 2017). Foram obtidos os dados brutos e utilizados os mesmos
individuos da analise epigenética. AMOVA e PCoA foram refeitas apenas para os
individuos aqui amostrados. Também foram feitos, dentro do GenALEXx, testes de

Mantel no nivel de individuo a partir das matrizes de distancia genética e epigenética.
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RESULTADOS

Apés a remocao dos individuos que ndo obtiveram sinal de qualidade e
consistente no MSAP o numero amostral ficou para Brasilia: 18 amostras de cérebro,
17 de figado e 18 de musculo; ja para Salvador: 21 amostras de cérebro, 17 de figado
e 17 de musculo. Ao todo foram encontrados 785 fragmentos entre todos 0s grupos,

somando as trés combinacgdes de primers.

o Variacdo epigenética

A analise do MSAP, por meio do ‘Mixed Scoring 1’, resultou em 1508 epiloci
divididos em 785 m-subepiloci e 723 n-subepiloci. Considerando o conjunto total de
epiloci, o nivel de polimorfismo variou de 51-90%, enquanto que para os subepiloci
metilados e ndo-metilados a variacao ficou entre 65-97% e 35-83%, respectivamente
(Tabela 3). Em ambas as popula¢des o musculo foi 0 que apresentou o maior indice
de polimorfismo para todos os conjuntos de marcadores analisados. Para todos os
tecidos, Brasilia apresentou maior polimorfismo do que Salvador, sendo que figado
apresentou a maior diferenca no valor do indice de diversidade entre as localidades.

Tanto no geral quanto nos subepiloci, 0 grupo de Brasilia apresentou maior
indice de diversidade de Shannon (l) e diversidade de hapl6tipo (h) em relacédo a
Salvador quando comparado cada um dos tecidos (Tabela 3). Assim como no nivel
de polimorfismo, o musculo apresentou os maiores indices de diversidade seguido por
cérebro. Figado foi o tecido que apresentou maior diferengca nos indices de
diversidade entre as duas populacdes, principalmente no subepiloci ndo metilados.
Nao foram encontrados marcadores exclusivos no conjunto m-subepiloci. Nos u-
subepiloci, Brasilia apresentou maior nimero de marcadores exclusivos do que
Salvador para todos os tecidos, sendo mais que o dobro e o triplo no figado e cérebro,

respectivamente, e cinco vezes mais no musculo.
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o Diferenciacéo tecidual

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) apresentou diferenciacédo
epigenética entre os tecidos de uma mesma populacéo para Brasilia (Pt = 0,067; p
< 0,0001) e Salvador (®pt = 0,105; p < 0,0001) (Tabela 4). Em ambos os casos, a
maior parte da variacao foi dentro dos tecidos do que entre eles. Quando analisados
separadamente, os subepiloci também apresentaram diferenciacdo entre os tecidos
para as duas populacdes, sendo que o u-subepiloci diferenciou mais os tecidos do
gue o m-subepiloci (Tabela 4).

Os resultados de diversidade e diferenciacdo epigenética descritos acima,
podem ser observados pela Andlise do Componentes Principais. Os tecidos
apresentam grande sobreposi¢cdo e pouco agrupamento definido nos individuos de
Brasilia (Fig. 1), enquanto que em Salvador a variacao entre os individuos € baixa no
figado e nos outros tecidos € possivel a formacdo de dois grupos (Fig. 2). Essa
distribuicdo é possivel de ser vista quando analisados os subepiloci juntos ou

individualmente.

o Diferenciagéo populacional

Foi encontrada diferenciacdo epigenética entre Brasilia e Salvador para todos
os tecidos analisados (Tabela 5), tendo figado (®et = 0,258; p < 0,0001) encontrado
mais que o dobro que cérebro (et = 0,150; p <0,0001) e musculo (®pr =0,117; p <
0,0001). A analise para cada um dos subepiloci também encontrou diferenciacéo entre
as populacdes para todos os tecidos, sendo que os m-subepiloci foi menor e u-
subepiloci maior. Novamente, figado foi o tecido que encontrou a maior diferenciacéo
entre as populacoes.

A diferenciacdo entre populacdes considerando a totalidade dos epiloci
encontrada no cérebro pode ser observada pela separacdo entre as populacdes
principalmente no eixo 1 que corresponde 21,6% da variacdo total (Fig. 3A). Esse
mesmo padrdo pode ser observado quando os dois subepiloci sdo analisados
separadamente sendo que no caso dos m-subepiloci 0 eixo 1 corresponde a 18,09%

da variacao (Fig. 3B) e nos u-subepiloci a 28,08% da variagéao (Fig. 3C). Quanto a
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variacdo intra-populacional, Brasilia apresenta maior variacdo que pode ser
observada principalmente no eixo 1 nos trés conjuntos de dados. No eixo 2 se destaca
a variacao intra-populacional de Salvador em todos os conjuntos de dados analisados.

O figado, onde encontramos a maior diferenciacdo epigenética e maiores
indices de diversidade, foi o tecido no qual a PCoA demonstrou mais claramente esses
resultados. Foi o tecido no qual os dois primeiros eixos apresentaram a maior
representacdo da variacdo. Para todos os grupos de marcadores € possivel ver a
separacao das populacdes no primeiro eixo (Fig. 4). Salvador possui um agrupamento
bem definido com pouca diferenciacao intrapopulacional, enquanto em Brasilia eles
estdo mais dispersos com a diferenciacdo entre os individuos representados
principalmente no primeiro eixo, mas também no segundo.

Ja musculo, que apresentou os maiores indices de diversidade, as populacfes
se separaram no eixo 1, enquanto que a variacao intrapopulacional ficou tanto no
primeiro como no segundo eixo (Fig. 5). Em Salvador ha a formacdo de dois
agrupamentos que se separam nos dois eixos principais em todos 0s conjuntos (eixo
1: 19,43-34,57%); eixo 2: 11,49-22,21%): um mais agrupado e separado de Brasilia e
outro menor, porém mais disperso se sobrepondo a outra populacdo. Em Brasilia, a
maior diversidade epigenética do musculo € melhor distribuida, mas também é
possivel ver separacdo intrapopulacional no segundo eixo, principalmente quando

analisado apenas o u-subepiloci (Fig. 5C).

o Variacao, diferenciacdo e correlacdo genética

A diversidade genética de Salvador e Brasilia foram similares tanto para o indice
de Shannon (I = 1,354 + 0,091; | = 1,311 + 0,152; respectivamente) quanto para
heterozigosidade esperada (He: 0,647 + 0,034; He: 0,638 = 0,059). Foi encontrada
diferenciacéo significativa entre a populagdes (®rt = 0,178, p < 0,001), porém a maior
parte da variacdo foi entre individuos (82,18%) e n&o entre populagbes (17,82%). A
distancia epigenética dos trés tecidos foi positivamente correlacionada com a distancia
genética a nivel de individuo, considerando ambas as populacdes (Tabela 6).
Analisando apenas Salvador, o cérebro apresentou correlacdo negativa, enquanto
que o figado apresentou correlacdo positiva para os marcadores metilados e mistos.

Ja o musculo apresentou correlagéo positiva significativa apenas para 0s conjuntos
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de marcadores metilados. Para os individuos de Brasilia ndo foi encontrado correlacao

estatisticamente significativa para nenhum tecido com nenhum conjunto de marcador.
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DISCUSSAO

No presente trabalho foi analisada a variacdo epigenética da lagartixa de
parede, um geconideo urbano invasor comum, a partir de amostras de duas cidades
do Brasil com diferentes tempos de invaséo e grupos genéticos. Além disso, levando
em conta as diferencas epigenéticas teciduais, foram analisados materiais do cérebro,
musculo e figado. Os resultados mostraram uma diferenciacéo tanto nas populacdes
guantos nos tecidos. Como esperado, esse padrao pode ser explicado parcialmente,
mas néo todo, pela variacado genética. Ao se utilizar o ‘Mixed Scoring 1’, foi possivel

avaliar se essas diferencas estavam mais associadas a metilacdo ou a ndo-metilacao.

o Correlacéo genética

As duas populacdes amostradas pertencem a grupos genéticos diferentes (F.
P. Pontes, 2017), e sabendo que variacdo genética influencia na variacao epigenética
(E. J. Richards, 2006, 2008) foram reutilizados dados ja levantados anteriormente para
os individuos aqui estudados. A variacdo para Salvador e Brasilia ja mostrada por
Pontes (2017), e aqui reanalisados, confirmam a diferenciacéo genética entre as duas
populacdes. Aqui, foi observado que a diferenciacédo epigenética foi maior do que a
genética. Quando comparados o polimorfismo e indice de Shannon, a variacao
genética foi maior do que a variacdo epigenética para todos os tecidos, ainda assim,
os marcadores usados foram diferentes. Enquanto que a variacao genética foi similar
para as duas populagfes, a variacdo epigenética foi maior em Brasilia em relacéo a
Salvador. Uma maior variagdo epigenética ja foi reportada na expanséo de outras
espécies invasoras, sendo colocada como uma fonte adicional de variacdo e
plasticidade fenotipica (Chwedorzewska & Bednarek, 2012; Liebl et al., 2013; Schrey
et al., 2012). Uma possivel explicacdo é a influéncia de fatores ambientais atuando
e/ou epimutacbes estocasticas. Isso é reforcado pelos resultados de correlacdo
significativas entre a distancias genética e epigenética apenas em Salvador. Além
disso, cada tecido respondeu de maneira diferente. Por exemplo, cérebro apresentou

uma correlacéo negativa para os individuos de Salvador, enquanto que os outros dois
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apresentaram correlacéo positiva para subepiloci metilados. Isso corrobora o fato de
gue variacao genética consegue explicar parte, mas nao toda a variacao epigenética
(E. J. Richards, 2006).

o Andlise tecidual

Enquanto que todas as ceélulas do corpo apresentam o mesmo material
genético, o padrao epigenético € diferente entre tecidos estando relacionado com a
diferenciagao celular. Dessa forma, assim como esperado e visto em outros estudos
em populac¢des naturais usando o mesmo método (Massicotte et al., 2011; Moran &
Pérez-Figueroa, 2011; Yang et al., 2018), os resultados mostraram que os trés tecidos
aqui estudados: cérebro, musculo e figado exibiram diferentes niveis de diversidade,
sendo musculo o mais diverso nas duas populacdes amostradas. Em Brasilia, o
segundo tecido mais diverso foi figado e o ultimo cérebro, j& em Salvador foi o inverso.
A diferenciagao tecidual foi mostrada pela AMOVA, sendo maior quando analisada
apenas os marcadores ndo-metilados e menor quando apenas os metilados. Esse
resultado por se dar pelo fato de que a metilacdo € comumente associada com um
fator de repressdo da transcricdo (Jones, 2012), dessa forma os tecidos se
assemelhariam mais nos locus onde genes ndo necessarios paras suas fungdes sao
reprimidos e menos onde genes relacionados as suas fun¢des estao ativados.

A maior parte dos estudos em epigenética populacional usa apenas um tecido
para analise, na maioria das vezes o sangue € utilizado por ndo precisar eutanasiar o
animal (Husby, 2020). Porém, o padrdo encontrado no sangue pode nao refletir o de
outros tecidos ao se analisar loci de significancia funcional (Husby, 2020). O muasculo,
por exemplo, ja usado em outros estudos com vertebrados (Liu et al., 2012; Massicotte
et al., 2011; Massicotte & Angers, 2012; Riyahi et al., 2017; Yang et al., 2018), foi o
gue teve maior indices de diversidade e capturou a maior variacéo individual, mas em
contrapartida teve o menor indice de diferenciacdo populacional. Uma alta variagao
individual também foi encontrada em peixes clonais (Massicotte et al., 2011,
Massicotte & Angers, 2012), morcegos (Liu et al., 2012) e aves (Riyahi et al., 2017);
bem como diferenciacdes populacionais e de subespécie. O cérebro, que aqui obteve
diversidade proxima ao musculo quando olhando os m-subepiloci, teve nivel de

diversidade igual ao figado em trutas, também diferenciando estagios diferentes de
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maturacdo (Moran & Pérez-Figueroa, 2011). Em Podarcis muralis, outro lagarto
invasor, baixas temperaturas de incubacao levam a uma hipometilacdo no cérebro
junto com outras deficiéncias no desenvolvimento (Paredes et al., 2016).

Em contrapartida, analisando apenas o figado veriamos que uma diferenca
maior nos indices de diversidade entre as duas cidades e uma maior diferenciacéo.
No trabalho de Moran & Pérez-Figueroa (2011), ndo foi encontrada diferenciacéo
epigenética populacional nem por periodo de maturagdo significativa em trutas
similares geneticamente, enquanto que no lagopode-escocés, ndo sO houve
diferenciacéo populacional como foram encontrados epiloci especificos associadas a
carga parasitaria (Wenzel & Piertney, 2014). Ja em espécies invasoras, a variacao
epigenética no figado foi relacionada a expresséo de gene do sistema imune em uma
espécie em expanséo de pardal e metilacdo diferencial em genes ligados a adaptacéo
em populagdes de Anolis sagrei recém introduzidas (Juntao Hu et al., 2019). Em Anolis
cristatellus, foi observado que a diferenciacdo epigenética estd relacionada a
isolamento ambiental independente da estrutura genética (Wogan et al., 2020).

Dessa forma, vemos que os trés tecidos aqui usados ja foram utilizados em
outros estudos em diferentes animais em diferentes contextos. Todos conseguiram
diferenciar populacdes e/ou estarem relacionados a questdes ecoldgicas distintas. Os
resultados aqui confirmam que a variacao epigenética, ao contrario da genética, ndo
€ uniforme em todas as linhagens celulares. Uma abordagem que nao leva em conta
mais de um tecido poderia ter compreensdo e interpretacdo limitada da variacao
epigenética (Husby, 2020). Além disso, dependendo da pergunta a ser procurada, o

tecido a ser amostrado pode ter importancia fundamental para as respostas.

o Analise populacional

As duas populacdes estudadas apresentaram diferentes niveis de diversidade
e estruturacdo epigenética, sendo que essa diferenca variou de acordo com o tecido
analisado. Diferencas epigenéticas entre populacdes ja foram observadas em
diferentes espécies invasoras, associando o seu papel no sucesso das mesmas. A
maior parte dos estudos vem de plantas (Mounger et al., 2021); mas também existe
em invertebrados (Ardura et al., 2017, 2018; Hawes et al., 2019; Huang et al., 2017) e
vertebrados (Alonso et al., 2015; J. Hu & Barrett, 2017; Kilvitis et al., 2019; Liebl et al.,
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2013; Schrey et al.,, 2012; Sheldon et al., 2018). Nos ultimos anos, vem sendo
discutido que a metilacdo do DNA pode exercer um papel no sucesso de espécies
invasoras (Hawes, Fidler, et al., 2018; Marin et al., 2020). Uma maior diversidade
epigenética pode contribuir para a variagao fenotipica e, em casos de popula¢cdes com
baixa ou nenhuma diversidade genética, servir de mecanismo de plasticidade num
modelo de ‘gendtipo de propdsito geral’ (Massicotte & Angers, 2012). Por ser
influenciada pelo ambiente, a variacao epigenética pode ser uma resposta aos fatores
de estresse que uma espécie invasora passa durante o processo de invasao.

No atual estudo, para todos os tecidos, o grupo de Brasilia apresentou uma
maior variacdo epigenética do que Salvador. Como ja visto, a distancia genética
explicou parte da distancia epigenética diferentemente para cada tecido em Salvador
e para as duas cidades juntas. Esse resultado mostra que apesar da influéncia
genética, a variacdo epigenética, principalmente em Brasilia, possui uma
independéncia. O resto da variacdo pode ser explicada tanto por epimutacdes
estocéasticas que ocorreram nas duas populagfes, quanto pela influéncia ambiental
de diferencas entre as duas cidades (C. L. Richards, Bossdorf, & Verhoeven, 2010; E.
J. Richards, 2006). A maior variagao epigenética no grupo de invasdo mais recente se
junta a outros trabalhos e reforca essa caracteristica como uma assinatura para
populacdes invasoras (Ardura et al., 2017; Chwedorzewska & Bednarek, 2012; Liebl
et al., 2013; Schrey et al., 2016). A alta variacao epigenética pode estar agindo como
uma fonte de variacao e plasticidade, além de um mecanismo de resposta aos fatores
ambientais enfrentados pelas lagartixas.

Assim como na diferenciacdo entre os tecidos, o subconjunto de marcadores
nao-metilados separou melhor as populagcbes do que o subconjunto dos metilados
para os trés tecidos. Isso significa que as populacbes se parecem mais pelos loci
metilados em comum e se distinguem mais nos loci onde a metilagdo esta ausente.
Novamente, esse fator pode estar relacionado com um desmetilacdo em Brasilia
associada a um aumento na transcricdo ou metilacdo em Salvador associada a
repressdo causada por pressdes ambientais distintas (Ardura et al., 2018; Hawes,
Tremblay, et al., 2018; Pu & Zhan, 2017).

A epigenética em pesquisas populacionais e ecoldgicas é relativamente recente
como uma area de estudo, que vem crescendo nos ultimos anos com o surgimento
de novas metodologias (Bossdorf et al., 2008; Verhoeven et al., 2016). Tendo como

fonte de variacdo tanto a sequéncia genética quanto fatores ecoldgicos, a capacidade
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de mecanismos epigenéticos afetarem a expressédo génica nos possibilita entender
mais a relacéo entre genotipo, fenotipo e ambiente. Bossdorf et al. (2008) colocam
quatro questbes fundamentais para a epigenética ecoldgica, sendo a primeira
respondida nesse trabalho para a lagartixa de parede: qual a extensao e a estrutura
da variacdo epigenética em populacdes naturais. Ainda foi possivel explorar essa
pergunta para diferentes tecidos, questdo normalmente negligenciada por questdes

praticas.

o Conclusao e perspectivas futuras

Com crescente entendimento e utilizacdo de mecanismos epigenéticos para
responder perguntas associadas a ecologia e evolucdo, saber o quanto a variacao
epigenética estd presente e distribuidas é essencial para entender questdes mais
complexas. A area de biologia da invasao € uma que desperta especial atencéo pelo
fato de espécies invasoras possibilitarem observar processos de adaptacdo e
resposta ao ambiente relativamente rapidos. Aqui, foi demostrado que a lagartixa de
parede, um geconideo com populacfes invasoras amplamente distribuidas, possui
uma alta variagdo epigenética com padrdo diferente para cidades com tempo de
invasao diferentes no Brasil. Esse resultado corrobora a literatura crescente de que a
epigenética vem sendo associada ao sucesso da invasdo. O fato de a distancia
genética explicar apenas parte variacdo na metilacdo do DNA, reforca a atuacdo de
fatores ambientais sobre a variacdo epigenética. Ainda foi possivel constatar que
essas diferencas sdo tecido-especificas. Pouco explorada, a variagédo tecidual pode
estar relacionada a funcdo de cada tipo celular e a forma como eles respondem em
cada populacéo. A inclusdo de mais populacfes ja amostradas e a utilizacdo de dados
ambientais permitira que a influéncia do tempo de invasdo e caracteristicas
ecologicas. Além disso, o posterior uso de novas técnicas de sequenciamento

possibilitara que mudancas em genes de interesse funcional sejam descobertas.
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TABELAS

Tabela 1: Diferentes tipos de resultado de acordo com a sensibilidade das enzimas.
(+) e (-) representam a presenca e auséncia de fragmentos, respectivamente (Schulz
et al., 2013).

HPA MSP Metilagdo

Tipo | + + N&o metilado

. Metilagédo ou hemi-metilagéo das citosinas
Tipo Il - +

internas
Tipo 1l + - Hemi-metilac&o da citosina externa
Tipo IV - - Hipermetilacdo ou mutacao

Tabela 2: Lista dos adaptadores e primers utilizados (Schulz et al., 2013).

Primers Sequéncia (5’-3’)
Adaptadores

HPA/MSP GATCATGAGTCCTGCT
HPA/MSP CGAGCAGGACTCATGA
EcoRI CTCGTAGACTGCGTACC
EcoRl AATTGGTACGCAGTCAC

Pré-seletivos

EcoRI+A GACTGCGTACCAATTCA
HPA/MSP ATCATGAGTCCTGCTCGG
Seletivos

HPA/MSP+TCCA ATCATGAGTCCTGCTCGGTCCA
EcoRI+AAC (FAM) GACTGCGTACCAATTCAAC
EcoRI+ACA (HEX) GACTGCGTACCAATTCACA
EcoRI+AAG (NED) GACTGCGTACCAATTCAAG
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Tabela 3: Nivel de polimorfismo (P%), indice de diversidade de Shannon (I) e de hapl6tipo (h), e loci exclusivos (Excl.).

Geral m-subepiloci u- subepiloci
P% I h P% | h P% I h Excl.
Brasilia
CER 80,84 0,59 0,272 94,01 0,74 0,346 66,53 0,43 0,190 11
FIG 82,96 0,62 0,287 92,61 0,72 0,340 72,48 0,50 0,229 28
MUS 90,58 0,69 0,319 97,20 0,77 0,362 83,4 0,60 0,274 45
Salvador
CER 71,75 0,50 0,226 88,41 0,64 0,293 53,67 0,34 0,155 3
FIG 51,06 0,34 0,155 65,48 0,45 0,206 35,41 0,22 0,099 12
MUS 75,99 0,52 0,235 91,08 0,66 0,306 59,61 0,36 0,157 9
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Tabela 4: Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) entre os trés tecidos para cada
umas das populagdes. Valores com *’ representam p<0,05.

Geral m-subepiloci u-subepiloci
Var Opt Var OpT Var Opt
Brasilia
Entre tecidos  6,71% 0,067* 5,98% 0,060* 7,88% 0,079*
Dentre tecidos  93,29% 94,02% 92,12%
Salvador
Entre tecidos 10,47% 0,105*  9,30% 0,093* 12,83 0,128*
Dentre tecidos 89,53% 90,70% 87,17

Tabela 5: Analise de Variancia Molecular (AMOVA) entre as duas populacdes para
cada um dos tecidos. Valores com *’ representam p<0,05.

Geral m-subepiloci u- subepiloci
Var Opt Var Opt Var Opt
Cérebro
Entre populagbes 14,95% 0,150* 12,19% 0,122* 20,02% 0,200*
Dentre populacbes 85,05% 87,81% 79,98%
Figado
Entre populagdes 25,77% 0,258* 20,92% 0,209* 33,19% 0,332*
Dentre populagcbes 74,23% 79,08% 66,81%
Musculo
Entre populagbes 11,73% 0,117*  9,23% 0,092* 15,63% 0,156*
Dentre populagbes 88,27% 90,77% 84,37%
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Tabela 6: Valores de 7’ do teste de Mantel para a correlagédo entre a distancia genética e epigenética. Valores com “’ representam
p<0,05.

Todos BSB SSA
Geral m-subepiloci  u-subepiloci Geral m-subepiloci  u-subepiloci Geral m-subepiloci  u-subepiloci
CER 0,222* 0,216* 0,196* 0,050 0,165 -0,055 -0,255* -0,270* -0,189*
FIG 0,406* 0,408* 0,334* 0,007 -0,016 0,038 0,306* 0,460* 0,064
MUS 0,238* 0,236* 0,215* 0,141 0,037 0,100 0,218 0,294* 0,259
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Figura 1: Analise dos Componentes Principais entre os trés tecidos para os individuos
de Brasilia de acordo com (a) todos os conjuntos de marcadores, (b) m-subepiloci e
(c) u-subepiloci.
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Figura 2: Analise dos Componentes Principais entre os trés tecidos para os individuos
de Salvador de acordo com (a) todos os conjuntos de marcadores, (b) m-subepiloci e
(c) u-subepiloci.
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Figura 3: Andlise dos Componentes Principais entre as populacdes de Brasilia e
Salvador utilizando o cérebro de acordo com (a) todos os conjuntos de marcadores,
(b) m-subepiloci e (c) u-subepiloci.
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Figura 4. Andlise dos Componentes Principais entre as populacdes de Brasilia e
Salvador utilizando o figado de acordo com (a) todos os conjuntos de marcadores,

(b) m-subepiloci e (c) u-subepiloci.
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Figura 5: Andlise dos Componentes Principais entre as populacdes de Brasilia e
Salvador utilizando o musculo de acordo com (@) todos os conjuntos de marcadores,
(b) m-subepiloci e (c) u-subepiloci.
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