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Lista de Abreviaturas

cDNA — DNA complementar

cox2 - gene que codificam a subunidade 2 da enzima citocromo oxidase

cox3 - gene que codificam a subunidade 3 da enzima citocromo oxidase

HE - endonuclease de “homing”

HEG- gene que codifica a endonuclease de “homing”

IGS - seqiiéncia interna guia

ITS - Espagador interno transcrito

LSU rDNA - gene nuclear que codifica o rRNA da subunidade GRANDE do ribossome
MP- Maxima Parciménia

mRNA — RNA mensageiro

MYV — Maxima Verossimilhanga

NJ — “neighbor joining”

Nt - nucleotideo

OREF - quadro aberto de leitura

Pb — Pares de bases

PSA - Porphyra spiralis var. amplifolia

RAPD - analise de DNA polimorfico amplificado ao acaso

rbcL - gene que codifica a subunidade grande da enzima ribulose-1, 5-bisfosfato
carboxilase-oxigenase

rbeS - gene que codifica a subunidade pequena da enzima ribulose-1, 5-bisfosfato
carboxilase-oxigenase

rDNA — gene que codifica o RNA ribossémico

RFLP - analise de fragmentos de restrigao de tamanhos polimorfico

rRNA — RNA ribossémico

Rubisco - enzima ribulose-1, 5-bisfosfato carboxilase-oxigenase

SSU rDNA - gene nuclear que codifica o RNA da subunidade pequena do ribossomo
tRNA—- RNA transportador



Capitulo 1

Introducao Geral




Introduc¢io

As algas vermelhas, filo Rhodophyta, sdo tradicionalmente
classificadas numa classe Rhodophyceae, que € dividida em duas
subclasses: Florideophycidae e Bangiophycidae (Gabrielson ef al.
1985). A subclasse Florideophycidae compreende 99% dos géneros
das algas vermelhas existentes atualmente, é monofilética, inclui as
algas morfologicamente mais complexas, e € um grupo derivado que
se diferenciou a partir das algas da subclasse Bangiophycidae (Ragan
et al. 1994, Freshwater et al. 1994). A subclasse Bangiophycidae
compreende os géneros restantes, € considerada parafilética
(Freshwater er al. 1994, Ragan er al. 1994, Oliveira & Bhattacharya
2000, Mualler er al. 2001b), inclui as algas morfologicamente mais
simples e alguns géneros desse grupo deram origem aos plastos de
outros grupos de algas por endossimbiose secundaria (Bhattacharya &
Medlin 1995, Oliveira & Bhattacharya 2000).

Recentemente, Saunders & Hommersand (2004) utilizaram
informagdes sobre filogenia, diversidade e registro féssil das algas
vermelhas para revisar a taxonomia do grupo.

Cyanidiophyta

Bangiophyceae \

Bangiales

Florideophyceae
Compsopogonophyceae
Compsopogonales

Erythropeltidales hodophyta
Rhodochaetales Sho P

Rhodellophyceae
“Porphyridiales 17
Rhodellophyceae

Stylonematales

Rhodellophyceae )
Porphyridiales

Fig.1.1. Representag@o esquematica da nova classificago para Rhodophyta proposta
por Saunders & Hommersand (2004).




Assim, propuseram a divisdo do grupo nos filos Cyanidiophyta e
Rhodophyta, sendo a tltima subdividida nos subfilos Rhodellophytina
(classe Rhodellophyceae), Metarhodophytina (classe
Compsopogonophyceae) e Eurhodophytina, sendo que este ultimo
inclui as classes Bangiophyceae e Florideophyceae. A nova classe
Bangiophyceae inclui apenas a ordem Bangiales (Fig 1.1). Neste
trabalho, serd adotada a nova classificagdo proposta por Saunders &
Hommersand (2004).

A ordem Bangiales forma um agrupamento monofilético (Ragan
et al. 1994, Oliveira et al. 1995, Oliveira & Bhattacharya 2000, Miiller
et al. 2001b) que inclui os géneros Bangia Lyngbye (Lyngbye 1819) ¢
Porphyra C. Agardh (Agardth 1824). Recentemente, trés novos
géneros filamentosos foram estabelecidos para a ordem:

Pseudobangia kaycoleia K. M. Miiller & Sheath (Miiller er a/. 2005),
Dione arcuata W.A. Nelson e Minerva aenigmata W.A. Nelson
(Nelson et al. 2005).

Os géneros da ordem Bangiales apresentam um histérico de vida
heteromorfico e bifésico, no qual a fase gametofitica (n) é
macroscopica ¢ transitoria e a fase esporofitica (2n) é filamentosa e
perene. Possuem conexdes citoplasméticas entre as células (“pit
connections”) na fase esporofitica, caracteristica também
compartilhada com as algas da classe Florideophyceae (Bold &
Wynne 1985). Os géneros Bangia e Porphyra foram definidos
baseados na morfologia da fase gametofitica, onde o talo de Bangia é
parenquimatoso cilindrico e o talo de Porphyra ¢ parenquimatoso
laminar (Figura 1.2).

Figura 1.2. Talo gametofitico de: a — Bangia atropurpurea, b — Porphyra spiralis
var. amplifolia



A fase esporofitica, também chamada de conchocelis (Fig 1.3), é
constituida de filamentos microscopicos que vivem endoliticamente
em conchas calcarias de bivalves (Bold & Wynne 1985).

Figura 1.3, Cultura in vitro de Porphyra sp. na fase conchocelis. Foto: Tracy Farr
(www.niwascience.co.nz)

O género Bangia ocorre em ambiente marinho na regido entre-
marés € também em ambiente de agua doce (Sheath & Cole 1984,
Muller et al. 1998). O género Porphyra ocorre em ambiente marinho e
estuarino na regido entre-marés, € também pode ser encontrado no
sub-litoral (Bold & Wynne 1985, Miura 1998).

Tradicionalmente, o género Bangia é separado em duas espécies:
Bangia fuscopurpurea (Dillwyn) Lyngbye e Bangia atropurpurea
(Roth) C. Agardh. A primeira abrange as populagdes marinhas e a
ultima abrange as populagdes de dgua doce. Essa classificagéo foi
corroborada por diferengas nos caracteres morfoldgicos, estudos de
cariétipo e analises moleculares (Miiller et al. 1998, 2003). Em uma
revisdo para género Porphyra, Yoshida et al. (1997) catalogaram 133
espécies. Atualmente esse nimero ja se alterou, pois novas espécies
foram descritas (Nelson et al. 2001, Coll & Oliveira 2001, Neefus er
al. 2002, Lindstrom & Fredericq 2003) e outras foram colocadas em
sinonimia (Broom ez al. 2002).

A taxonomia do género Porphyra é problematica e isso ocorre
devido a alguns fatores: trata-se de um género com um grande nimero
de espécies amplamente distribuidas ocorrendo em regides
temperadas, tropicais e subtropicais (Yoshida et al. 1997); apresenta
uma morfologia simples com poucos caracteres para a discriminagdo
de espécies; algumas espécies podem apresentar plasticidade



fenotipica de acordo com fatores ambientais e algumas espécies
podem ser cripticas (Stiller & Waaland 1993). Outro problema € a sua
relagdo com o género Bangia. Stiller & Waaland (1993) levantaram a
hipétese de Bangia e Porphyra ndo serem géneros monofiléticos, o
que foi corroborado posteriormente com analises moleculares
(Oliveira 1993, Oliveira ef al. 1995, Miiller et al. 1998, Oliveira &
Bhattacharya 2000, Miiller ef al. 2001a, Milstein 2002 & capitulo 2).

Além disso, o registro fossil dos dois géneros € muito antigo.
Foram reportados fosseis datando de 425 milhdes de anos semelhantes
a fase conchocelis de Porphyra (Campbell 1980), e fosseis datando
aproximadamente de 570 milhdes de anos de talo foliaceo, com
células cruciadas em tétrade, indistinguiveis de um carposporangio de
um talo de Porphyra atual (Xiao ef al. 1998). Foi descrito também,
um fossil datando entre 750 a 1.250 bilhdes de anos, muito semelhante
a gametofitos de Bangia com células rizoidais similares as de
Porphyra (Butterfield ef al. 1990). Com uma longa historia evolutiva
e uma morfologia simples, a convergéncia evolutiva das
caracteristicas morfologicas das espécies de Porphyra pode mascarar
uma grande divergéncia genética (Stiller & Waaland 1993).

Algumas espécies do género Porphyra, conhecidas pelo nome
japonés “nori”, sdo cultivadas em redes no mar, processadas e
vendidas como alimento humano (Mumford & Miura 1988). A
industria de aqiicultura de “nori” na Asia fatura anualmente 1.2
bilhdes de ddlares (FAO 2003). Nos ultimos 50 anos, a produgdo de
Porphyra aumentou consideravelmente devido ao desenvolvimento de
sistemas de redes de fibra sintética flutuante, e a habilidade de semear
as redes com esporos de conchocelis selecionadas, cultivadas em meio
de cultura (Miura & Aruga 1987).

A 1mprecisio na taxonomia do grupo pode causar sérias
implicagdes em relagdo ao cultivo de Porphyra. E importante que
estas algas sejam identificadas corretamente, pois cada uma delas
apresenta caracteristicas diferentes tanto durante o crescimento, como
apos ser processada em “nori” para o consumo humano (Noda &
Iwata 1983).

O género Porphyra ocorre em vérios pontos da costa litoranea do
Brasil, sendo mais comum nas regides Sul e Sudeste (Oliveira 1977).
Oliveira & Coll (1975) fizeram uma revisio taxondmica do género
para o litoral brasileiro, e descreveram duas espécies de Porphyra com
duas variedades cada: Porphyra acanthophora Oliveira & Coll var.



acanthophora e Porphyra acanthophora var. brasiliensis Oliveira &
Coll; Porphyra spiralis Oliveira & Coll var. spiralis € Porphyra
spiralis var. amplifolia Oliveira & Coll. As espécies Porphyra
vulgaris C. Agardh, Porphyra laciniata (Lightfoot) C. Agardh var.
umbilicata C. Agardh, Porphyra roseana Howe e Porphyra
atropurpurea (Olivi) De Toni haviam sido descritas para a costa
brasileira, porém nunca mais foram encontradas na regido. Portanto,
Oliveira & Coll (1975) consideraram incerta a sua ocorréncia no
Brasil.

Porphyra leucosticta Thuret in Le Jolis, Porphyra pujalsii Coll &
Oliveira e Porphyra rizzinii Coll & Oliveira, descritas por Coll &
Oliverra (1976) para o Uruguai, foram encontradas posteriormente no
litoral brasileiro, ocorrendo nas aguas frias de ressurgéncia de Cabo
Frio, Rio de janeiro (Yoneshigue 1985). Porphyra drewiana Coll &
Oliveira foi descnta por Coll & Oliveira (2001) ocorrendo na costa
sudeste do Brasil.

Marcadores Moleculares
Devido aos poucos caracteres morfologicos, reprodutivos e ecologicos
disponiveis para analises filogenéticas da ordem Bangiales, técnicas
de biologia molecular vém sendo amplamente utilizadas e diferentes
marcadores moleculares vém sendo testados. Analise de isozimas,
analise de fragmentos de restrigdo de tamanhos polimoérficos
(“restriction fragment length polymorphisms™ — RFLP), e analise de
DNA polimérfico amplificado ao acaso (“random amplified
polymorphic DNA” — RAPD) entre outras técnicas, tem sido
empregadas desde a Gltima década, em uma tentativa de esclarecer a
diversidade genética, identificagdo de espécies e filogenia dentro da
ordem Bangiales. Como o seqiienciamento de DNA teve seu custo
reduzido e tornou-se uma técnica de rotina nos laboratorios, é
atualmente um dos métodos mais usados para esses tipos de analises.
O gene nuclear que codifica o rRNA da subunidade pequena do
ribossomo (“small subunit rRNA gene” - SSU rDNA), conhecido
também como 18S, € um marcador molecular bastante utilizado para
analises filogenéticas. A estrutura secundaria conservada do gene
auxilia no alinhamento das seqiéncias de diferentes organismos; as
regidoes conservadas e semi-conservadas sdo utilizadas como sitios
informativos em analises filogenéticas de alta hierarquia taxondmica;



e as regides variaveis auxiliam na identificagéo de diferentes espécies
dentro da ordem Bangiales (Oliveira et al. 1995, Miiller ez a/. 1998,
2003, Broom et al. 1999, Kunimoto et al. 1999a, Nelson et al. 2001,
Klein et al. 2003, Milstein 2002, Klein er al. 2003). Os genes que
codificam os rRNA (SSU, 5.8S e “large subunit™ - LSU) ocorrem nos
eucariotos em unidades de transcrigdo, que sdo repetidas em “tandem”
(Fig. 1.4), separadas por espagadores que podem ser transcritos
(“external transcribed spacer” — ETS) ou ndo (“Intergenic spacer”-
IGS).

Os genes que codifcam os rRNA, por sua vez, sdo separados
pelos espagadores internos transcritos (“internal transcribed spacers”™ -
ITS-1 e ITS-2) que apés a transcrigdo sdo excisados do rRNA maduro.
Devido a menor pressdo seletiva (regido ndo codificante), os ITSs
evoluem mais rapido do que os genes que os flanqueiam ¢ sio
freqientemente utilizados em Bangiales para comparagio intra-
especifica (Kunimoto et a/. 1999b, 2003) e para o reconhecimento de
espécies (Broom et al. 2002, Niwa et al. 2005). '

i T ITS2 A

Figura 1.4. Esquema do arranjo ribossdmico em “tandem” (ndo esta em escala de
tamanho). _IGS- espagador intergénico; ETS- espagador externo transcrito; ITS-
espagador interno transcrito; SSU- SSU rDNA; 5.8S- 5.8S rDNA; LSU- LSU rDNA.

Diversos isolados de Bangia e Porphyra apresentam introns do
grupo I (detalhes no préximo item) inseridos no gene nuclear SSU
TDNA (Stiller & Waaland 1993, Oliveira & Ragan 1994, Oliveira et
al. 1995, Miiller et al. 1998, 2001a, Kunimoto et al. 1999a, Broom et
al. 2002, Milstein 2002). Como os introns do grupo I apresentam um
nucleo catalitico com algumas seqiiéncias conservadas (isto &,
possiveis de serem alinhadas entre si), foram utilizados como
marcadores moleculares para analises filogenéticas de Bangia e
Porphyra (Miiller et al. 2001a), para discriminaggo de espécies de
Porphyra (Broom et al. 2002, Milstein 2002), e para identificagdo de



linhagens de Porphyra (Oliveira & Ragan 1994, Kunimoto et al.
1999b, Kunimoto et al. 2003).

Enquanto que nas algas verdes e plantas terrestres o gene que
codifica a subunidade grande (rbcL) da enzima ribulose-1, 5-
bisfosfato carboxilase-oxigenase (Rubisco) esta localizado no
cloroplasto e o gene que codifica a subunidade pequena (rbcS) da
enzima Rubisco esta localizado no nucleo, nas algas vermelhas e nas
algas pardas ambos os genes (rbcL e rbeS) estdao no cloroplasto
(Fujiwara et al. 1993, Bhattacharya & Medlin 1995). Os dois genes
sdo separados por uma pequena regido espagadora (espagador rbcL-
S), que ¢ empregada em analises de isolados de diferentes regides
biogeograficas ¢ em reconstrugdes filogenéticas entre e dentro de
espeécies de algas, devido a alta variabilidade nessa regido (Maggs et
al. 1992, Goff et al. 1994, Zuccarello & West 1997). Na ordem
Bangiales, o gene rbcl e o espagador rbcL-S tém sido utilizados para
filogenia, identificagdo de espécies e biogeografia (Miiller et al. 1998,
Neefus er al. 2000, Teasdale ef al. 2000, Teasdale et al. 2002, Klein et
al. 2003, Lindstrom & Fredericq 2003, Niwa et al. 2005).

Em estudos populacionais de animais, os marcadores
mitocondriais como, por exemplo, a regido controle da mitocdndria, €
bastante utilizada (Avise 1994). No entanto, a taxa de variagdo do
DNA mitocondrial em Rhodophyta € pouco conhecida no nivel
populacional (Zuccarello ef al. 1999). Baseados em dados do genoma
mitocondrial de algumas algas vermelhas, Zuccarello et al. (1999)
propuseram a utilizagdo do espagador dos genes que codificam a
subunidade 2 (cox2) e 3 (cox3) da enzima citocromo oxidase como
marcador mitocondrial para populagdes de Rhodophyta. O espagador
cox2-3 tem sido utilizado e reproduzido com sucesso em analises
populacionais de diferentes espécies de Rhodophyta (Marston &
Bohnsack 2002, Zuccarello & West 2002, Chiasson et a/. 2003, Cohen
et al. 2004).

Introns

Muitos genes eucaridticos sao interrompidos por seqii€éncias de DNA
conhecidas como introns. A transcrigdo desses genes interrompidos
gera um pré-RNA que inclui o intron e os exons flanqueadores
(sequiéncias codificantes no RNA maduro). A excisdo (remogao) dos
introns e a ligagéo dos exons ocorrem por um processo conhecido



como RNA “splicing” ou processamento do intron. Os introns t€ém que
ser removidos do pré-RNA de forma precisa, de modo a ndo
prejudicar a tradugdo do gene na proteina correspondente (Fig. 1.5).
Os introns foram descritos em 1977 por Richard J. Roberts e Philip A.
Sharp, que receberam o prémio Nobel em 1993 por essa descoberta.
Os introns foram classificados em quatro grupos principais, de
acordo com suas caracteristicas estruturais e seus mecanismos de
remogdo do pré-RNA. S3o eles: introns do grupo [, introns do grupo
1], introns de RNA mensageiro (mRNA) nuclear e introns de RNA
transportador (tRNA) nuclear (Cech 1988). Introns do grupo [ sdo
amplamente distribuidos em protistas, bactérias e bacteriofagos.
Introns do grupo II sdo encontrados em mitocOndrias de fungos e
plantas terrestres, plastidio de algas, bactérias e Archaea. Introns de
mRNA s@o as inser¢des mais comuns encontradas em genes nucleares
de eucariotos. Introns de tRNA sdo encontrados em tRNA nuclear de
eucariotos e em tRNA, rRNA e mRNA em Archaea (Haugen ef al.
2005). :

Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3

[ e oo i s R 8 O 0 OSSR
EEETREESTEEE 2 OO 0 2 O IRETERERTTER

l Sintese de pré-RNA

l remogdo do intron

DNA

pré-RNA memmsssssssms ¥ 2 0

RNA
maduro

Figura 1.5. Transcrig3o dos genes com introns: remogio dos introns e ligagdo dos
exons. Modificado de Lewin (2000).
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Introns do Grupo [

Os introns do grupo | pertencem a uma linhagem de RNA conhecida
por ribozima. Ribozima ¢ o termo utilizado para designar moléculas
de RNA que possuem atividades cataliticas. Os introns do grupo I sdo
elementos genéticos autdbnomos que catalisam a sua propria remogao
(“self-splicing” ou auto-processamento) do pré-RNA, atraveés de duas
reagbes de transesterificagdo consecutivas (trocas de ligagdes
fosfodiéster), em presenga de uma guanosina (G) livre, resultando na
excisdo do intron e na ligag@o dos exons (Cech & Bass 1986; Cech
1988, 1990). Apos ser excisado do pré-RNA, uma terceira reagdo de
transesterificagdo pode ocorrer, levando a circularizagdo do intron
livie (Zaug er al. 1983). O intron livre também pode se incorporar em
moléculas de RNA sem intron, através de duas reagdes de
transesterificag@o consecutivas pelo mecanismo de “reverse splicing”
ou processamento reverso (Woodson & Cech 1989). A atividade
catalitica do intron esta diretamente relacionada com a sua estrutura
tridimensional (Golden et a/. 1998). Na Figura 1.6 esta demonstrado
um esquema dos dois mecanismos.

5’SS 3‘+SS

— T —

exon Quon exon

G-OH
va
5’ O G- G 3
¥4
exons ligados
5 I 3 &
+
G-[ IG-OH —»

intron livre 1 3
intron ciroular

Figura 1. 6. Esquema dos mecanismos de auto processamento (¢ ) € auto-
processamento reverso (4 ) dos introns do grupo 1. 5’SS- sitio 5’de processamento;
’SS- sitio 3’de processamento; G-OH destacado em azul - guanosina livre.
Modificado de Haugen ez al. (2005).
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Apesar das sequéncias dos introns do grupo I serem bastante
variaveis, todas elas dobram-se em uma estrutura secundaria e
terciaria caracteristica, composta de nove elementos pareados (hélices
P1-P9) que s@o conservados dentro do grupo (Fig. 1.7). No centro da
estrutura secundaria esta localizado um nucleo catalitico com
elementos estruturais e seqiiéncias de nucleotideos conservados, que ¢
responsavel pelas atividades cataliticas dos introns (Michel e al.

1982, Cech 1990).

P7

P3

Ll

P8

P2 | P21 L
( Mmoo }""”
H

Figura 1.7. Esquema de uma estrutura secundaria tipica de um intron do grupo IC1.
P1 a P10 - hélices; 5SS - sitio 5’de processamento; 3’SS- sitio 3’de processamento;
G — Guanosina exogena; H- hélices; L- “loops”. Modificado de Bhattacharya et al.
(2005).

A estrutura secundaria dos introns do grupo I consiste
principalmente de pareamentos de bases consecutivas (do tipo
Watson-Crick), gerando duplas hélices pequenas, porém estaveis
(Michel & Westhof 1990). Diferengas nas seqiiéncias dos introns
alteram a estrutura secundaria (geralmente nas regides periféricas ao
nicleo catalitico), o que classifica os introns do grupo I em subgrupos
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(IA, IB, IC, ID e IE) que ainda podem ser subdivididos (por ex. IC1-
IC3). A estrutura secundaria tipica do intron do subgrupo IC1 contém
dez dominios (hélices P1-P10) conservados (Michel & Westhof 1990,
Suh ef al. 1999), sendo 0 subgrupo mais comum na natureza (Haugen
et al. 2004b). Analises filogenéticas demonstraram que os introns do
grupo I que ocorrem na mesma posi¢do em um mesmo gene de
qualquer organismo sdo proximamente relacionados (Hibbett 1996,
Suh er al. 1999, Miller ef al. 2001a, Nikoh & Fukatsu 2001,
Bhattacharya e al. 2005), e € suposto que tenham um Unico ancestral
comum (Cech 1988).

Nas regides periféricas ao nucleo catalitico, formam-se “loops”
ou lagos (regides onde nao ocorrem pareamentos), que podem incluir
quadros abertos de leitura (“open reading frames — ORF”), que
expressam proteinas relacionadas a mobilidade do intron (Cech 1988).

Por mobilidade do intron, entendem-se dois diferentes processos:
Intron “homing™ e auto-processamento reverso. Para que o “homing”
ocorra sdo necessarias duas formas de um dado gene, um com intron
(intron") e um sem intron (intron’), e a possibilidade de troca genética
entre eles. O intron do gene intron’ codifica uma endonuclease DNA -
sitio-especifica, que reconhece e cliva a dupla fita do gene intron” no
sitio de reconhecimento da endonuclease (sitio de inser¢dao do intron).
O sitio de reconhecimento da endonuclease € de 12 a 40 pb, onde
pouca degeneragdo da sequéncia € observada. A quebra da dupla fita
do gene intron” deixa 4 bases soltas com término OH-3’, que atuam
como “primers” para iniciar a sintese do DNA, usando o gene intron"
como fita molde (Fig. 1.8). Esse mecanismo de reparo de quebra da
dupla fita gera uma copia do gene com intron (conversio génica) e
com as regides flanqueadoras do exon (co-conversao dos exons) sem a
destruigdo da cdpia original (Dujon 1989, Belfort & Perlman 1995). O
mecanismo de “homing” ¢ uma reagao dependente da endonuclease
codificada pelo intron, como foi demonstrado pelo bloqueio da reagao
através de mutantes da ORF (Dujon 1989, Cech 1990).

No mecanismo de auto-processamento reverso, o intron livre
reconhece uma pequena seqiéncia de 4-6 nt no RNA intron” por
pareamento complementar de bases. O intron se insere por auto-
processamento reverso no RNA intron” (mecanismo similar ao do
auto-processamento, Fig.1.5) que € transcrito reversamente em cDNA
intron'. Apos sofrer recombinagio com o gene intron’, 0 cDNA
intron” converte o gene intron” em intron". Esse processo é
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independente da atividade da endonuclease e pode ocorrer tanto em
sitios homologos como em sitios heterologos (transposigdo) que
contenham seqiiéncias homdlogas as do sitio de reconhecimento do
intron (Woodson & Cech 1989, Belfort & Perlman 1995).

A transferéncia lateral do intron pode ocorrer via auto-
processamento reverso ou “homing” (Woodson & Cech 1989), sendo
o0 primeiro processo mais provavel (Belfort & Perlman 1995,
Bhattacharya et al. 2005), devido a alta especificidade da
endonuclease requerida para o “homing” (Woodson & Cech 1989).

DNA Intron * E W ; " ORF | &
T R T T s ]
)
DNA Intron - £ > g
L 8 —> ST | ST

DNA Intron * E 1 V ORF

4 *lj';. I L] TTAA, E
w8 '—-—t
DNA Intron - -
TT

l

DNA Intron * E 1 ORF 1 E

DNA Intron ¢ E 1 f ORF 1 E

Figura 1.8. Mecanismo de “homing” dos introns do grupo I. E-exon, I-intron, ORF-
“open reading frame”, En - endonuclease, trago vermelho- sitio alvo da
endonuclease.
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Introns do Grupo I na ordem Bangiales

Os primeiros introns do grupo I descritos para os genes que codificam
o TRNA foram encontrados no LSU rDNA (gene que codifica o rRNA
da subunidade grande do ribossomo) nuclear dos protistas
Tetrahymena thermophila (Wild & Gall 1979) e Physarum
polycephalum (Muscarella & Vogt 1989) e no SSU rDNA nuclear do
Ascomycota Prneumocystis carinii (Sogin & Edman 1989).

Atualmente, mais de 1400 introns do grupo I (Haugen et al. 2005)
foram reportados em: genes de mitocondrias, de cloroplastos, virus e
cubactérias (Lambowitz & Belfort 1993), no gene nuclear que codifica
0 TRNA de eucariotos como fungos (De Wachter ef al. 1992; Haugen
et al. 2004a), amebas filosas (Bhattacharya & Oliveira 2000), algas
verdes (Bhattacharya er al. 1994, 1996, Booton et al. 2004) e algas
pardas (Bhattacharya ef al. 2001). Para algas vermelhas, foi descrita
ocorréncia de introns do grupo I no SSU rDNA de Hildenbrandia
rubra (classe Florideophyceae, ordem Hildenbrandiales) por Ragan et
al. (1993), no SSU rDNA de Bangiopsis sp. (classe Rhodellophyceae,
ordem Stylonematales, ver capitulo 2) e para algumas espécies de
Bangia e Porphyra (classe Bangiophyceae, ordem Bangiales).

A nomenclatura dos introns utilizada nesse trabalho ¢ uma
adaptag@o da nomenclatura proposta por Johansen & Haugen (2001)
para introns do grupo I em rDNA. A letra que antecede o numero do
intron se refere a pnimeira letra do gene ao qual o intron est4 inserido,
e o numero se refere ao sitio de inser¢ao do intron de acordo com a
numerag¢ao para a sequéncia de SSU rDNA em Escherichia coli.

As primeiras descrigdes de introns no SSU rDNA de Porphyra
foram feitas por Stiller & Waaland (1993) e Oliveira & Ragan (1994).
Stiller & Waaland (1993) detectaram por RFLP, grandes insergdes no
SSU rDNA de algumas espécies de Porphyra. Oliveira & Ragan
(1994) sequienciaram o gene SSU rDNA de espécies de Porphyra e
reportaram a ocorréncia de um intron do grupo I inserido proximo a
extremidade 3° do gene (S1506, posi¢ao referéncia em £. coli, 1506),
a mesma descrita para Hildenbrandia rubra (Ragan et al. 1993).

A partir dai, a ocorréncia de introns do grupo I em isolados de
Bangia e Porphyra comegou a ser descrita em diversos trabalhos
envolvendo filogenias moleculares e identificagdo de espécies. Miiller
et al. (1998) reportaram introns do grupo I no SSU rDNA de algumas
populagdes de Bangia, inseridos no comego do gene proximo a
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extremidade 5’ (posigdo referéncia em £. coli, 516). Posteriormente,
foram reportados trés tipos diferentes de ocorréncia de introns no SSU
tDNA de Bangia e Porphyra: alguns isolados apresentavam somente
o intron S516, alguns isolados apresentavam apenas o intron S1506, e
o terceiro tipo apresentava os dois introns (S516 e S1506) inseridos no
SSU rDNA (Miiller et al. 2001a).

Alguns introns do grupo [ descritos para Bangia e Porphyra
apresentam distribuigdo esporadica no SSU rDNA, isto €, isolados de
uma mesma espécie, com sequéncias idénticas de SSU rDNA podem
ou ndo apresentar os introns. Porphyra spiralis var. spiralis coletada
em Vila Velha, Espirito Santo ndo apresentou intron no SSU rDNA
(Milstein 2002), embora ja tivesse sido reportada a presenca de introns
S1506 em isolados coletados em Ubatuba, Sao Paulo (Oliveira &
Ragan 1994) e em Peruibe, Sdo Paulo (Bhattacharya & Oliveira
2000). A distribuigdo esporadica dos introns no SSU rDNA para
outras espécies de Porphyra foi também observado por Kunimoto et
al. (1999a) e Broom ef al. (2002), e para Bangia por Miiller et al.
(2001a).

A similaridade entre as filogenias dos introns S516 ¢ S1506 de
Bangia e Porphyra e seus respectivos SSU rDNA, sugere que estes
introns estiveram imoveis durante a evolugdo da ordem Bangiales.
Apos terem sido adquiridos por um ancestral de Bangia e Porphyra
(por transferéncia lateral), os introns S516 ¢ S1506 foram transmitidos
verticalmente e em alguns casos foram perdidos (Miiller er a/. 2001a).

Objetivos Gerais

Os objetivos deste trabalho foram:

1. Seqiienciar o SSU rDNA de espécies de Porphyra do Atlantico
Sul, com o intuito de complementar a filogenia do grupo para as
espécies que ocorrem no Brasil.

2. Verificar a dindmica do intron a partir de sua distribuigdo em
populagdes de uma mesma espécie, € examinar suas caracteristicas
estruturais.

3. Estudar o mecanismo de excisdo do transcrito primario dos
diferentes polimorfismos de tamanho do intron.

4. Delimitar algumas populagdes de Porphyra spiralis var.
amplifolia que ocorrem no litoral sul e sudeste do Brasil, utilizando o
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intron 1506 que ocorre no SSU rDNA desta espécie como marcador
populacional. Sequenciar nas populagdes analisadas, outras regides
variavels como o espagador rbcL-S e o espagador cox2-3.
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Abstract

In an attempt to clarify the position of the South Atlantic Porphyra
species within the order Bangiales, phylogenetic trees were inferred
on the basis of the nuclear small subunit ribosomal RNA gene (SSU
rDNA) sequences. The Brazilian species Porphyra acanthophora var.
acanthophora, Porphyra acanthophora var. brasiliensis, Porphyra
drewiana, Porphyra spiralis var. spiralis, Porphyra spiralis var.
amplifolia and Porphyra sp. “Piaui” formed a monophyletic group
within a large polytomy that includes Bangia collections and
Porphyra species from distinct locations. Porphyra sp. “Baleia”
collected from two localities in Brazil grouped strongly with Porphyra
suborbiculata from Japan and New Zealand, indicating that this
cosmopolitan species also occurs in the South Atlantic. Occurrence of
SSU rDNA group | introns is reported for some Porphyra species and
a novel position for a group | intron is described for Bangiopsis sp
(Order Stylonematales).

Resumo

O gene que codifica o rRNA da subunidade pequena do ribossomo
(SSU rDNA) de algumas espécies de Porphyra coletadas no Atlantico
Sul foi seqiienciado para identificagdo molecular e inferéncia
filogenética, em uma tentativa de esclarecer a posigao dessas espécies
dentro da ordem Bangiales. As espécies brasileiras Porphyra
acanthophora var. acanthophora, Porphyra acanthophora var.
brasiliensis, Porphyra drewiana, Porphyra spiralis var. spiralis,
Porphyra spiralis var. amplifolia e Porphyra sp. “Piaui” formaram um
agrupamento monofilético em uma grande politomia que inclui
populagdes de Bangia e espécies de Porphyra de diferentes
localidades. A espécie Porphyra sp. “Baleia” coletada em duas
localidades da costa brasileira agrupou com alto suporte com a espécie
Porphyra suborbiculata (Japao e Nova Zelandia), indicando que esta
espécie cosmopolita também ocorre no Atlantico Sul. Algumas
espécies de Porphyra apresentam introns do grupo I inseridos no SSU
rDNA, e Bangiopsis sp. (Ordem Stylonematales) apresentou um intron
do grupo I em um novo sitio de inser¢ao para o SSU rDNA de
Rhodophyta.
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Introdugao

O género Porphyra C. Agardh pode ser encontrado em varias
localidades da costa maritima brasileira, mas é mais abundante ¢
diversificado nas regides subtropicais (Oliveira 1977). As espécies
descritas para o Brasil sdo: Porphyra acanthophora Oliveira & Coll
var. acanthophora, Porphyra acanthophora var. brasiliensis Oliveira
& Coll, Porphyra spiralis Oliveira & Coll var. spiralis, Porphyra
spiralis var. amplifolia Oliveira & Coll (Oliveira & Coll 1975),
Porphyra drewiana Coll & Oliveira (Coll & Oliveira 2001), Porphyra
leucosticta Thuret in Le Jolis, Porphyra pujalsii Coll & Oliveira e
Porphyra rizzinii Coll & Oliveira. As trés tltimas espécies foram
descritas para o Uruguai (Coll & Oliveira 1976) e posteriormente
foram encontradas ocorrendo na zona de ressurgéncia no norte do Rio
de Janeiro (Yoneshigue, 1985).

Yoshida ef al. (1997) fizeram um levantamento das espécies de
Porphyra descritas no mundo e reuniram 133 espécies, indicando que
a taxonomia do grupo permanecia problematica. O género Porphyra
apresenta uma morfologia simples, inclui espécies cripticas e algumas
espécies apresentam plasticidade fenotipica (Stiller & Waaland 1993).
Essas caracteristicas dificultam a identificagdo das espécies, o que
pode ser bastante problematico para um género com importancia
econdmica. Além disso, a imprecis@o na taxonomia do género pode
levar ao comprometimento de estudos ecoldgicos € da maricultura
(Brodie et al. 1996).

Esses obstaculos tém estimulado diversos autores a utilizar
técnicas de biologia molecular para estudar o grupo. Na tentativa de
esclarecer as relagoes evolutivas entre as diferentes espécies de
Porphyra, analise de isozimas (Lindstrom & Cole 1992, 1993), RFLP
(Stiller & Waaland 1993, Teasdale ef al. 2002, Niwa et al. 2005), e
RAPD (Kuang ef al. 1998; Mizukami et al. 1998) foram bastante
usadas. Atualmente, o seqiienciamento de DNA tem sido a técnica
mais empregada para reconstrucao filogenética do grupo e para
identificagdo de espécies.

O SSU rDNA foi seqiienciado para reconstrugdo filogenética do
género Porphyra (Oliveira 1993; Oliveira er al. 1995; Broom ef al.
1999, Milstein 2002, Klein et al. 2003), para discriminago de
espécies de Porphyra (Broom ef al. 1999; Kunimoto et al. 1999a;



25

Nelson ef al. 2001; Klein et al. 2003) e para biogeografia e sistematica
de Bangia (Miller et al. 1998, 2003).

Foi reportada a ocorréncia de introns do grupo I inseridos no gene
nuclear SSU rDNA de alguns isolados de Bangia e Porphyra (Stiller
& Waaland 1993; Oliveira & Ragan 1994; Miiller et al. 1998,
Kunimoto er al. 1999a; Muller ef al. 2001a). Estes introns tem sido
utilizados como marcadores moleculares para analises filogenéticas de
Bangia e Porphyra (Muller ef al. 2001a) e para discriminagdo de
espécies de Porphyra (Broom et al. 2002, Milstein 2002).

O gene que codifica a subunidade grande (7b6cL) da enzima
ribulose-1, S-bisfosfato carboxilase-oxigenase (Rubisco) € o
espagador intergénico rbeL-rbeS também tém sido usados como
marcadores moleculares para a ordem Bangiales. O gene rbcL € mais
utilizado para filogenia e identificagdo de espécies de Porphyra
(Neefus er al. 2000, Teasdale er al. 2000, Teasdale er al. 2002, Klein
et al. 2003, Lindstrom & Fredericq 2003), sistematica e biogeografia
de Bangia (Miller et al. 1998, 2003). O espagador rbcL-S foi
utilizado para inferir filogenia de diversas populagdes de Bangia
(Miiller et al. 1998), para distinguir diferentes espécies de Porphyra
(Brodie er al. 1996, 1998; Teasdale et al. 2002, Niwa et al. 2005) e
para filogenia de Porphyra (Teasdale et al. 2000).

O espagador intergénico dos genes que codificam a subunidade 2
(cox2) e 3 (cox3) da enzima citocromo oxidase tem sido utilizado
como marcador mitocondrial em analises populacionais de espécies de
Rhodophyta, como Grateloupia doryphora (Montagne) M. Howe
(Marston & Bohnsack 2002), Bostrychia calliptera (Montagne)
Montagne (Zuccarello & West 2002), Batrachospermum
helminthosum Bory (Chiasson et al. 2003) e Gracilaria chilensis C. J.
Bird, J. Mc-Lachlan & E.C. Oliveira (Cohen et al. 2004).

Neste trabalho foi seqiienciado o SSU rDNA nuclear de algumas
espécies de Porphyra e de uma espécie de Bangiopsis, para
reconstrugdo filogenética e discriminagdo de espécies. Os introns que
ocorrem no SSU rDNA foram seqiienciados quando presentes. Foram
seqilenciados também os espagadores rbcL-S e cox2-3, para 3 espécies
de Porphyra. Seqiiéncias do SSU rDNA de Bangia e Porphyra
disponiveis no GenBank foram incluidas nas analises, para verificar a
posigdo das espécies brasileiras dentro da ordem Bangiales.




Material e Métodos

1. Obteng¢ao das amostras de Porphyra:
As amostras coletadas para esse trabalho estio listadas na
Tab.2.1. Os talos gametofiticos foram limpos e triados para remogao
de epifitas com o auxilio da lupa, e posteriormente foram preservados
em silica gel. Parte do material foi depositada no Herbario Ficologico
(SPF) do Instituto de Biociéncias, Universidade de Sdo Paulo.
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Tabela 2.1. Espécies de Porphyra seqiienciadas e informagdes de coleta. (SPF,
Herbario Ficologico de Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao Paulo).

Vo-uciht

Espécies Local de coleta Coletor Data
n°

Bangiopsis sp. Ilha do Cardoso, SP SIP: 15 Abr SPF
Guimaraes 2002 56145

Porphyra drewiana Vitoria, ES E.C. Oliveira 21 Out SPF
1998 55994

Porphyra sp. “Baleia” Sao Sebastiao, SP D. Milstein 2 Ago SPF
2002 56144

Porphyra sp. Piaui Parnaiba, PI E.C. Oliveira 26 Abr SPF
2002 56150

Porphyra sp. “Arraial do A do Cabo, RJ E.C. Oliveira 6 Nov SPF
Cabo 17 2004 56175

Porphyra sp. “Arraial do A do Cabo, RJ E.C. Oliveira 6 Nov SPF
Cabo 2” 2004 56176

Porphyra sp. “Uruguai”  La Calavera, H. Peluffo 26 Nov SPF
Cabo Polonio Uruguai 2004 56177

Porphyra sp. “Itanhaém”  Itanhaém, SP M.C. Oliveira - SPF
56178

Porphyra sp. “Caioba” Caioba, PR F. Pelizzari 30 Jul SPF
2005 56179

Porphyra spiralis var Guaruja, SP D. Milstein 1 Jul 2002  SPF
amplifolia 56180

Porphyra spiralis var. Vila Velha, ES E.C. Oliveira  Jul 1998 SPF
spiralis 56149

2. Extragao de DNA:

As algas foram maceradas em nitrogénio liquido para a lise de
tecidos e células. A extragdo de DNA foi feita com o “kit” de extragdo
“Dneasy Plant Mini Kit” (Qiagen, Santa Clarita, EUA), de acordo
com o protocolo do fornecedor. Apds a extra¢do, o DNA total foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 0,7%, corado com
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brometo de etidio (Sambrook e al. 1989) para averiguagdo da
qualidade e quantidade de DNA extraido.

3. Amplificag¢do por PCR (Reac¢do em cadeia da polimerase):

Os “primers” utilizados nas PCR e reagdes de seqiienciamento
estdo listados na Tabela 2.2. Os “primers” 18S5° e 18S3’ foram
utilizados para a amplificagdo do SSU rDNA. Devido a presenga de
introns em algumas amostras, fot necessario amplificar o SSU rDNA
em duas partes sobrepostas, usando-se os “primers” 530F e 536R
combinados com 18S3” e 18S5’ respectivamente. Os “primers” F993 e
RBCS3’R foram utilizados para a amplificagdo do espagador rbcL-S.
Para a amplificagdo do espagador cox2-3, foram utilizados os
“primers” COX 2F e COX 3R.

As condigdes de amplificagdo para um volume final de 50 pL
foram: 1X tampao de PCR, 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP,
0.2 uM de cada “primer”’, aproximadamente 2 ng de DNA e 1.25 U de
Tag DNA polymerase (GibcoBRL, Life Technologies, Gaithersburg,
EUA). Todas as reagdes de PCR foram feitas na termocicladora
GeneAmp PCR System 2400 (Applied Biosystems, Foster City,
EUA). Os ciclos da PCR variaram de acordo com a regiao a ser
amplificada, conforme segue:

e SSU rDNA - 94°C por 4 min; 35 ciclos a 94°C por 30 seg,
60°C por 1 min, 72°C por 2 min; e a extensao final a 72°C por 7
min.

e Espagador rbcL-S - 94°C por 4 min; 35 ciclos a 94°C por 1
min, 42°C por | min, 72°C por | min e 30 seg; ¢ a extensdo final
a 72°C por 10 min.

e [Espagador cox2-3 - 94°C por 4 min; 5 ciclos a 93°C por 1
min, 45°C por 1 min, 72°C por 1 min; seguido por 30 ciclos a
93°C por 30 seg, 55°C por 30 seg, 72°C por 30 seg; e a extensdo
final a 72°C por 5 min.

ApoOs a reagao o produto da PCR fo1r submetido a eletroforese em
gel de agarose 0,7% corado com brometo de etidio (Sambrook ez al.
1989) para verificagdao do tamanho e quantidade de DNA amplificado.
Para garantir a pureza dos reagentes nas PCR, foram feitos controles
negativos com todos os reagentes menos 0 DNA. Para minimizar



28

eventuais erros de incorporagdo de bases durante a PCR, no minimo
trés reagdes independentes foram reunidas antes do material ser
seqiienciado (Baldwin et al. 1995). Os produtos da PCR foram
purificados em colunas MicroSpin™ S-300 HR (Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, EUA) e foram diretamente
seqiienciados.

Tabela 2. 2. “Primers” usados para amplificagao e sequenciamento do SSU rDNA,
espagador rbcL-S e espagador cox2 — 3. “Primers” obtidos ou modificados de: (a)
Sogin 1990 (b) Milstein & Oliveira 2005, (c) Bird er al. 1992 (d) Zuccarello ef al.
1999b (e) Oliveira & Ragan 1994 (f) Freshwater ef al. 1994.

Primers Seqiiéncias Marcador Molece
(posi¢io em P.spz

var. amplifolia)

18S5’ (a) 5’-CAACCTGGTTGATCCTGCCAGT- 3’ SSU rDNA (1)
530F (b) 5’-GAGGGCAAGTCTGGTG-3’ SSU rDNA (550)
690F (c) 5’-TCTCAGAGGTGAAATTCT-3’ SSU rDNA (912)
1055F (c) 5’-GGTGGTGCATGGCCG-3’ SSU rDNA (1286)
1400F (e) 5’-TGTACACACCGCCCGTC-3’ SSU rDNA (1659)
1883’ (a) 5’-GATCCTTCTGCAGGTTCACCTACGGAA-3’ SSU rDNA (2860
1400R (c) 5’-ACGGGCGGTGTGTACA-3’ SSU rDNA (1676)
1055R (c) 5’-CGGCCATGCACCACC-3’ SSU rDNA (1300)
690R (c) 5’-AGAATTTCACCTCTG-3’ SSU rDNA (929)
S36R (c) 5’-GAATTACCGCGGCTGCTG-3’ SSU rDNA (584)

COX 2F (d) S’-GTACCWTCTTTDRGRRKDAAATGTGATGC-3"  cox 2-3 (1)
COX3R (d) 5’- GGATCTACWAGATGRAAWGGATGTC -3 cox 2-3 (433)
F993 (f) 5’- GGTACTGTTGTAGGTAAATTWGAAGG -3’ rbeL - S (1)
RBCS3’R (f) 5’- GTTCTTGTGTTAATCTCAC -3’ rbcL - S (571)
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4. Seqiienciamento

O sequienciamento foi feito com aproximadamente 40 ng de
produto de PCR purificado, 3.2 pmol de “primer” e o “kit” de
sequienciamento “BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction” (Applied Biosystems, Foster City, EUA). O “kit” de
sequenciamento € composto por: dNTP, dideoxinucleosideos (ddNTP)
com marcadores fluorescentes, tampao, cloreto de magnésio € a
enzima 7ag polimerase. Os “primers” que foram utilizados estiio
listados na Tabela 2.2. As reagdes de amplificag¢do foram feitas na
termocicladora MiniCycler (MJ Research), com 40 ciclos a 96°C por
10 seg, 54°C por 20 seg e 60°C por 4 min. Os produtos da PCR
contendo os ddN'TPs marcados foram precipitados em isopropanol
75% e lavados em etanol 70%, para a remogdo de residuos ndo
incorporados que podem afetar a qualidade das seqiiéncias. As
amostras foram sequienciadas nos seqiienciadores automaticos ABI
PRISM™ 310 ou ABI PRISM™ 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems).

As sequéncias obtidas nas direg¢des direta e reversa foram
manualmente alinhadas no programa ESEE 3.2 (Cabot & Beckenbach
1989) para a geragdo de uma seqiiéncia consenso por amostra.
Eventualmente, nucleotideos diferentes ocorreram na mesma posigio
para a mesma amostra. Nesses casos, 0s cromatogramas das
sequéncias foram analisados para confirmar os resultados. As
sequéncias consenso foram identificadas por comparagdo com
sequéncias disponiveis no GenBank através do programa BLASTN
(Altschul er al. 1990). As sequéncias foram submetidas ao GenBank e
0s respectivos numeros de acesso, estdo listados na Tabela 2.3.

S. Alinhamentos e inferéncia filogenética

As sequéncias do SSU rDNA de Porphyra obtidas neste trabalho
¢ as sequéncias do SSU rDNA das espécies importadas do GenBank
(Tabela 2.3) foram alinhadas manualmente no programa ESEE 3.2.
Informagdes da estrutura secundaria do SSU rDNA, obtidas no banco
de dados “The European Small Subunit Ribosomal RNA database”
(Van de Peer ef al. 2000) foram utilizadas como guias nos
alinhamentos. Também foram incluidas nos alinhamentos as espécies
escolhidas como grupo externo: Bangiopsis subsimplex (Montagne)
Schmitz (GenBank accession no. AF168627) Bangiopsis Schmitz sp.
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(este trabalho), Erythrotrichia carnea (Dillwyn) J. Agardh (L26189) e
Erythrocladia Rosenvinge sp. (L26188). Seqiiéncias correspondentes
aos “primers” de amplificagdo 18S5’ e 18S3’, introns, .
inser¢des/delegdes (indels) e regides variaveis que poderiam ser
alinhadas com ambigiidade, foram removidas dos alinhamentos
gerando uma matriz de 32 seqiiéncias com 1733 posigdes. A partir de
uma matriz de seqiiéncias homologas de nucleotideos € possivel_ gerar
arvores através de diferentes métodos de reconstrugdo filogenética.

Todas as analises filogenéticas foram feitas no programa PAUP
4.0b8 (Swofford 2000). O modelo evolutivo apropriado foi
selecionado no Modeltest (Posada & Crandall 1998). O modelo
escolhido, estimado a partir dos dados da matriz, foi Tamura & Nei
(1993) com as seguintes freqiiéncias de base: A = 0.2591, C = 0.2023,
G =0.2607, T = 0.2780.0 modelo de substituigdo de bases foi
determinado como [A—C, AT, CoG, GT] = 1.0000, [A~G] =
2.1963 e [C—T] = 4.6683. A proporgdo de sitios invariaveis
considerada foi de 0.4787 e o parametro de distribuigdo gama foi de
0.5571 para taxa de heterogeneidade em sitios variaveis. As arvores
foram inferidas a partir de trés métodos distintos: distancia, maxima
parcimOnia € maxima verossimilhanga.

Para o método de distancia, foi construida uma arvore de
neighbour-joining “NJ” (Saitou & Nei 1987) com o modelo de
substituigdo de Tamura & Nei (1993). A arvore de maxima
parcimonia (MP) foi inferida por busca heuristica. As arvores iniciais
foram obtidas pelo algoritmo “stepwise addition™ ou adi¢do passo a
passo, com adi¢do de sequiéncias ao acaso (10 replicatas) e
rearranjadas pelo algoritmo “branch-swapping: tree bisection-
reconnection” (TBR). Foram considerados 435 sitios de parcimonia
informativos. Em ambas as arvores de NJ ¢ MP, as lacunas foram
consideradas como dados ausentes e foi dado 0 mesmo peso para
todos os sitios. Analises de “bootstrap” (Felsenstein 1985) foram
feitas com 2000 replicatas para os métodos descritos acima.

A arvore de maxima verossimilhanga (ML) foi inferida por busca
heuristica, sendo as arvores iniciais obtidas por adigio passo a passo €
rearranjadas com o algoritmo TBR, como descrito para a arvore de
MP. As outras especificagdes foram estimadas pelo Modeltest,
conforme descrito acima para a arvore de NJ. A reamostragem por
“bootstrap” fol feita para 42 replicatas devido a limitagdes
computacionais.
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Para todas as analises, os valores de “bootstrap” foram
considerados baixos até 70%, moderados de 71% a 90% e altos acima

de 90%.

Tabela 2.3. Seqiiéncias do SSU rDNA de isolados de Bangia e de espécies de
Porphyra incluidas neste trabalho.

Colegoes N° de Local de Coleta Referéncia

Acesso

GenBank
Bangia fuscopurpurea AF175530  Antartica Muiller ef al. 2001a
Bangia fuscopurpurea AF175531  Australia Miiller ef al. 2001a
Bangia fuscopurpurea AF043363  Carolina do Norte, EUA '  Miiller er al. 1998
Bangia fuscopurpurea AF043357  Newfoundland, Canada'  Miller ef al. 1998
Porphyra acanthophora  1.26197 Brasil Ragan er al. 1994
var. acanthophora
Porphyra acanthophora  AY766359  Brasil Milstein 2002
var. brasiliensis
Porphyra amplissima L36048 Canada ' Oliveira et al. 1995
Porphyra capensis AY766361  Africa do Sul Milstein 2002
Porphyra cinnamomea  AF136418  Nova Zelandia Nelson ef al. 2001
Porphyra coleana AF136423  Nova Zelandia Nelson ef al. 2001
Porphyra dentata ABO13183  Japio Kunimoto et al. 1999a
Porphyra drewiana AY766362 Brasil Milstein 2002
Porphyra katadae ABO13184  Japao Kunimoto ez al. 1999a
Porphyra leucosticta L26199 Canada ' Ragan er al. 1994
Porphyra miniata 126200 Canada ' Ragan et a/. 1994
Porphyra purpurea 126201 Canada ' Ragan er al. 1994
Porphyra rakiura AF136425  Nova Zelandia Nelson et al. 2001
Porphyra sp. “Baleia” AY766358  Brasil Milstein & Oliveira 2005
Porphyra sp. “Uruguai” b Uruguai Este trabalho
Porphyra sp. “Piaui” AY766357 Brasil Milstein & Oliveira 2005
Porphyra sp. GRB108 AF136420  Nova Zelandia Broom et al. 1999
Porphyra sp. LGD30 AF136422  Nova Zelandia Broom et al. 1999
Porphyra spiralis var. AY766360  Brasil Milstein 2002
spiralis
Porphyra spiralis var. L26177 Brasil Oliveira & Ragan 1994
amplifolia
Porphyra suborbiculata  AB013180  Japao Kunimoto ez al. 1999a
Porphyra suborbiculata  AF136424  Nova Zelandia Broom et al. 1999
Porphyra tenera ABO13176  Japdo Kunimoto er al. 1999a
Porphyra umbilicalis L26202 Canada ' Ragan er al. 1994
Porphyra yezoensis ABO13177  Japao Kunimoto er al 1999a

" Atlantico Norte, * Sequéncia nao submetidas
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Resultados

SSU rDNA

O SSU rDNA foi completamente seqiienciado para as espécies:
Porphyra sp. “Baleia” tem 1833 pares de bases (pb), Porphyra sp.
“Piaui” tem 1840 pb, Porphyra sp. “Uruguai” tem 1831 pb e
Bangiopsis sp. tem 1788 pb. Comparagdo entre os pares de espécies
do Atlantico Sul esta na Tabela 2.4. Os valores de identidade de
nucleotideos para o0 SSU rDNA entre as espécies brasileiras variaram
de 92.7% a 99.8%.

O exon do SSU rDNA de Porphyra sp. “Baleia” ¢ idéntico ao
exon do SSU rDNA de Porphyra suborbiculata Kjellman do Japao
(AB013180) e P. suborbiculata da Nova Zelandia (AF378665). O
exon de Porphyra sp. “Uruguai” é idéntico ao exon do SSU rDNA de
Porphyra rakiura W.A. Nelson da Nova Zelandia (AF136425). O
exon do SSU rDNA de Bangiopsis sp. € 99.8% similar ao exon do
SSU rDNA de Bangiopsis subsimplex (AF168627) apresentando
apenas quatro substituigdes.

Tabela 2. 4. Porcentagem de similaridade entre sequéncias de exon do SSU rDNA
das espécies de Porphyra do Atlantico Sul. Sequéncias correspondentes aos
“primers” de amplificagdo 18S5’ e 18S3’ foram excluidas da comparagéo. Paa —
Porphyra acanthophora var. acanthophora, Pab — P. acanthophora var. brasiliensis,
Pcap — P. capensis, Pdrew — P. drewiana, Psa — P. spiralis var. amplifolia, Pss - P.
spiralis var. spiralis, Pbal — Porphyra sp. “Baleia”, Ppia — Porphyra sp. “Piaui”,
Puru — Porphyra sp. “Uruguai” .

Paa Pab Pcap Pdrew Psa Pss Pbal Ppia

Paa -
Pab 99.5 -
Pcap 90.7 90.9 -
Pdrew 936 939 912 -
Psa 03865 03:8° 912 99 8 -
Pss 93t4. 937 910 99.7 99.7 -
Pbal 938 941 913 936 936 934 - -
Ppia 95.1 954 906 93.0 D092 7293 ] -
Puru 94i75-95:0~ ~9211 952 0§:2°=50950 =962~ 942
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Introns

A ocorréncia de introns do grupo I no SSU rDNA foi observada para
algumas espécies. O sitio de inser¢do dos introns € dado de acordo
com a posi¢ao de referéncia do SSU rDNA em F. coli. Os introns
S516 e S1506 quando presentes estdo inseridos nas regides
flanqueadoras do SSU rDNA: GTCTGGTG-CCAGCAGCC e
CAAGGT-TTCCGTA, respectivamente.

Porphyra sp. “Baleia” e Porphyra sp. “Arraial do Cabo 1”
apresentaram dois introns do grupo I, o primeiro inserido proximo a
extremidade 5" do SSU rDNA, intron S516, e o segundo inserido
pouco antes da extremidade 3° do SSU rDNA, intron S1506. Os
introns S516 de Porphyra sp. “Baleia” e P. sp. “Arraial do Cabo 17
tém 492 pb e os introns S1506 tém 574 bp.

Os introns de Porphyra sp. “Baleia” e Porphyra sp. ““Arraial do
Cabo 17 foram comparados no programa BLASTN com outros introns
de Bangia e Porphyra, mostrando os seguintes resultados: Os introns
S516 e S1506 de Porphyra sp. “Baleia” e Porphyra sp. “Arraial do
Cabo 17 sao 100% idénticos aos introns S516 e S1506 de P.
suborbiculata (AF378665) da Nova Zelandia.

Porphyra sp. “Uruguai’ apresentou dois introns, S516 e S1506
com 542 pb e 526 pb respectivamente. Ambos os introns apresentaram
99.8% de identidade com os introns S516 e S1506 de P. rakiura
(Nova Zelandia).

Porphyra sp. “Piaui” ndo apresentou introns no SSU rDNA.
Porphyra sp. “Arraial do Cabo 27, apresentou um intron S1506 com
1056 pb e 99.8% de identidade com o intron S1506 de P. drewiana.
Porphyra sp. “Itanhaém” e P. sp “Caioba” apresentaram um intron
S1506 com 1055 pb e 100% de identidade com o intron S1506 de P.
spiralis var. amplifolia. Bangiopsis sp. apresentou um intron com 764
pb inserido na regido flanqueadora do exon do SSU rDNA,
GGGGGGAGT-ATGGTCGCA, proximo ao sitio de inser¢gdo do
intron S943 (Bhattacharya & Oliveira 2000). Este intron apresentou
47.9% de similaridade com o intron do grupo I que ocorre no LSU
rDNA do Ascomycota Preumocystis carinii (1.13615).

Analises filogenéticas
As Figuras 2.1 e 2.2 exibem as arvores de NJ e MP, respectivamente.
Os valores de “bootstrap” da arvore de ML foram plotados nos ramos
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da arvore de MP. A estrutura das trés arvores nao € idéntica, embora a
topologia geral seja bastante similar. A ordem Bangiales ¢
monofilética com alto suporte (100%) para todas as analises,
considerando os grupos externos aqui incluidos. As arvores
apresentaram dois grupos irmaos monofiléticos, G1 (valores de
bootstrap: 80% para NJ, 83% para MP e 93% para ML) e G2 (valores
de “bootstrap”: 92% para NJ, 93% para MP e 100% para ML). Tanto
G1 como G2 incluem populagdes de Bangia e espécies de Porphyra
de diferentes localidades geograficas.

Em G1, um clado de Bangia fuscopurpurea (100% de “bootstrap™
em todas as analises) enraiza um agrupamento de espécies de
Porphyra (valores de “bootstrap”: 80% para NJ e 87% para MP), onde
estdo incluidas P. capensis da Africa do Sul, duas Porphyra sp. da
Nova Zelandia e P. umbilicalis do Canada (valores de “bootstrap™
100% para NJ, 95% para MP e 93% para ML).

A estrutura interna do agrupamento G2 varia de acordo com o
método filogenético inferido. Bangia fuscopurpurea do Canada
enraiza um grupo com alto suporte (valores de “bootstrap™ 100% para
NJ, 99% para MP e 100% para ML), que inclui uma politomia com
diversas espécies de Porphyra e com B. fuscopurpurea da Antartica.
Nesta politomia, as espécies brasileiras com excegao de Porphyra sp.
“Baleia”, formam um agrupamento monofilético com suporte de
moderado a alto (valores de “bootstrap™: 89% para NJ, 91% para MP
e 85% para ML), e as espécies P. sp. “Uruguai” e P. rakiura (Nova
Zelandia) agrupam com 100% de “bootstrap” em todas as analises.
Outro agrupamento com alto suporte (100% de “bootstrap” em todas
as analises) inclui Porphyra sp. “Baleia” coletada na costa sudeste do
Brasil e P. suborbiculata do Japao e da Nova Zelandia.

No clado das espécies brasileiras, € possivel distinguir duas
linhagens diferentes. A primeira linhagem € formada pela espécie 7.
drewiana e pelas duas variedades de P. spiralis (100% de “bootstrap”
em todas as analises), e a segunda linhagem € formada pela espécie
Porphyra sp. “Piaui” e as duas variedades de P. acanthophora (100%
de “bootstrap” em todas as analises).



35

—— P umbilicalis (CAy-A
100 be— P sp LGD30 (NZ)
_KE P sp GRB108 (NZ)
\—— P capensis (AS) G 1

P purpurea (CAyA
o P coleana (NZ)

4

100y B fuscopurpurea Austrilia
B fuscopurpurea Carolina do Norte (EUA)-A

P leucosticta (CA)-A

7 P rakiura (NZ)
P sp. Uruguai (UR)

64 yezoensis (JP)

P tenera (JP)

P katadae (JP)

59 }— P miniata (CA)-A
100 — P amplissima (CA)y-A
— P dentata (JP)

— B fuscopurpurea Antartica
1 P cinnamomea (NZ.)

P sp Baleia (BR) G’)
P suborbiculata (NZ.) i

—_— P suborbiculata (JP)
76

P drewiana (BR)

P spiralis var spiralis (BR)

P spiralis var amplifolia (BR)

100 —~ P acanthophora var acanthophara (BR)

P acanthophora var brasiliensis (BR)
P sp Piaui (BR)
B fuscopurpurea New foundland (CA)A

100 E Ervthrotrichia camea
Erythrocladia sp
100 | Bangiopsis subsimplex
I Bangiopsis sp

— 0.01 substituigdes/sitio

Fig. 2.1 Arvore de neighbor-joining (NJ) do SSU rDNA inferida com o modelo de substitui¢ao de
Tamura and Nei. Os valores de bootstrap, efetuados para 2000 replicatas, estdo indicados nos ramos
As flechas indicam a posigao dos valores de bootstrap, quando nao couberam nos ramos.
Abreviaturas entre paréntesis indicam os locais de coleta. BR-Brasil, CA-Canada, JP- Japao, NZ-
Nova Zelandia, AS-Africa do Sul, EUA- Estados Unidos, UR- Uruguai. G1- grupo 1, G2 - grupo 2.
A-Atlantico Norte
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Fig. 2.2 Arvore de maxima parcimdnia (MP) do SSU rDNA inferida por busca heuristica. Os
valores de bootstrap, efetuados para 2000 replicatas, estdo indicados nos ramos (primeira lint
fonte normal); para a arvore de maxima verossimilhanga, 42 replicatas de bootstrap (segundz
linha, fonte em negrito). As flechas indicam a posigao dos valores de bootstrap, quando nao
couberam nos ramos. Abreviaturas entre paréntesis indicam os locais de coleta. BR-Brasil, C
Canada, JP- Japdo, NZ-Nova Zelandia, AS-Africa do Sul, EUA- Estados Unidos, UR- Urugu
G1- grupo 1, G2 - grupo 2. A- Atlantico Norte.
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Devido a alta similaridade entre 0 SSUrDNA , intron e ITS de P.
drewiana e das duas variedades de P. spiralis (Milstein 2002), foram
sequenciados também para esse trés isolados os espagadores rbcL-S e
cox2-3. O tamanho da regido seqilenciada para o espagador rbcL-S foi
0 mesmo para os trés isolados, 570 pb (regido 3’ do gene rbcl. +
espagador rbcL-S + regido 5° do gene rbcS). O espagador rbcL-S tem
77 pb. O tamanho da regido seqiienciada para o espagador cox2-3 foi o
mesmo para os trés isolados, 457 pb (regidao 3” do gene cox2 +
espagador cox2-3 + regidao 5° do gene cox3). O espagador cox2-3 tem
167 pb. Os trés isolados seqiienciados, para ambos os espagadores,
apresentaram 100% de similaridade entre si.

Em todas as arvores, Porphyra é um género polifilético e Bangia
¢ parafilético. A espécie Bangiopsis sp. do Brasil, selecionada como
grupo externo, agrupou com alto suporte (100% de “bootstrap” em
todas as analises) com Bangiopsis subsimplex de Porto Rico.

Discussiao

A ordem Bangiales, que inclui os géneros Bangia € Porphyra, é
monofilética, como concluido anteriormente por Ragan et al. (1994),
Oliveira et al. (1995) e Miiller et al. (2001a) para arvores filogenéticas
do SSU rDNA nuclear. Oliveira & Bhattacharya (2000) confirmaram
esse resultado para o SSU rDNA do cloroplasto e Miiller es al.
(2001b) para o gene rbcL.

Considerando as espécies de Porphyra do Atlantico Sul
analisadas neste trabalho, existem trés linhagens filogenéticas
diferentes no agrupamento G2, o clado com P. spiralis, P. drewiana,
P. acanthophora e Porphyra sp. “Piaui”; o clado com Porphyra sp.
“Baleia™; e o clado com Porphyra sp. “Uruguai”.

A variagdo encontrada entre as seqiiéncias do SSU rDNA de
Porphyra sp. “Piaul” e das outras espécies brasileiras (4.6%-7.3%;
Tabela 2.4) sugere que Porphyra sp. “Piaui” é uma nova espécie ainda
ndo descrita. Segundo Ragan ef al. (1994), a variagao entre o SSU
rDNA de diferentes espécies de Porphyra pode ser acima de 5%. E
interessante notar que orphyra sp. “Piaui” apresenta dentes
marginais microscopicos como ocorre em P. acanthophora (Oliveira
& Coll 1975).
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Porphyra acanthophora é diferenciada de P. spiralis
principalmente pela presenca de dentes microscopicos marginais no
talo. P. acanthophora var. acanthophora é caracterizada por formar
densos tufos rosulados de laminas orbiculares, enquanto que 7.
acanthophora var. brasiliensis apresenta laminas em forma de fita,
que podem estar isoladas ou em pouca quantidade. Porphyra spiralis
var. spiralis forma tufos de laminas estreitas em formato de fitas
torcidas ou com a margem dobrada, enquanto que a lamina de 7.
spiralis var. amplifolia ndo é tdo estreita nem torcida como a da
variedade tipica. O talo de P. spiralis var. amplifolia apresenta forma
de fita ou fendas irregulares, em forma de folha, com as margens
onduladas (Oliveira & Coll 1975) enquanto P. drewiana consiste
tipicamente de uma lamina inteira, orbiculada, alongada, lanceolada,
umbilicada e cordata (Coll & Oliveira 2001). Todas as espécies
citadas acima apresentam talo monostromatico e um cloroplasto por
célula.

A similaridade entre as seqiiéncias do SSU rDNA (99.7% -
99.8%) de P. spiralis var. amplifolia, P. spiralis var. spiralis e P.
drewiana (Milstein 2002) embora alta, esta dentro do esperado para
diferentes espécies. P. yezoensis e P. tenera, por exemplo, apresentam
similaridade de 99.8% no SSU rDNA (Kunimoto er al. 1999a).
Entretanto, a similaridade entre as sequiéncias do ITS (99.6% - 99.7%)
de P. spiralis var. amplifolia, P. spiralis var. spiralis e P. drewiana
(Milstein 2002), ndo esta dentro do esperado para diferentes espécies.
A similandade entre o ITS de P. yezoensis e P. tenera variou de 88%-
90% (Kunimoto er al. 1999b). A alta similaridade entre o ITS dos trés
espécimes e entre os introns de P. spiralis var. amplifolia e P.
drewiana (99.6%) nos motivou a seqiienciar outras regides gendmicas
para confirmar se P. drewiana poderia ser considerada uma nova
variedade de P. spiralis, conforme sugerido por Milstein (2002).

Foram seqiienciados para esses trés isolados, os espagadores
rbcL-S e cox2-3. As seqiiéncias do rbcl-S sdo idénticas para os trés
isolados. A variagdo entre as seqiiéncias dessa regido, esperada para
diferentes espécies de Porphyra, é de 1% a 14% (Brodie er al. 1996,
1998, Niwa et al. 2005). As seqiéncias do cox2-3, também sdo
Ideénticas para os trés isolados. A divergéncia entre as seqiiéncias do
cox2-3, para isolados de diferentes populagdes de P. spiralis var.
amplifolia, foi de 0,2% a 0,7% (Capitulo 4). Com esses dados
complementares, fica mais claro que /. drewiana deve ser
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considerada mais uma variedade de P. spiralis. As trés variedades sdo
sustentadas pelas diferengas morfoldogicas citadas anteriormente, e
pela pequena divergéncia encontrada entre o SSU rDNA, intron (no
caso de P. spiralis var. amplifolia e P. drewiana) e ITS.

Porphyra suborbiculata (Japao), P. lilliputiana (Nova Zelandia) e
P. carolinensis (Estados Unidos) foram colocaram em sinonimia sob o
nome de . suborbiculata, baseado em analises morfologicas, habitat
e sequéncias do SSU rDNA e ITS (Broom ef al. 2002). As seqiiéncias
do SSU rDNA e dos introns de Porphyra sp. “Baleia” sdo idénticas as
sequéncias do SSU rDNA e dos introns de P. suborbiculata, portanto,
nossos resultados estendem a distribuigdo de P. suborbiculata ao
Atlantico Sul. Broom ef a/. (2002) sugeriram que essa pequena e
cosmopolita espécie de Porphyra pode ter ampla distribuigao, devido
a atividade maritima de embarcagdes. Essa alga poderia crescer em
cascos de navios ¢ ser levada dessa forma, de uma regiao a outra. A
fase conchocelis de Porphyra ¢ mais propensa a dispersao, devido ao
seu crescimento endolitico em conchas calcareas de invertebrados
vivos da regido entre-marés (Paula & Oliveira 1993). Esses bivalves
podem se fixar em cascos de embarcagoes, oferecendo um ambiente
estavel para a alga em sua fase perene. Outra fonte de dispersao
poderia ser a introdugdo da ostra japonesa (Crassostrea gigas) que foi
transplantada para cultivo entre oceanos durante décadas, e € também
um substrato apropriado para a fase conchocelis.

Para que todas as espécies de Porphyra descritas para o Brasil
fossem incluidas nas analises filogenéticas, coletas na regidao de Cabo
Frio-RJ (zona de ressurgéncia) foram feitas, na tentativa de encontrar
P. leucosticta, P. puyjalsii e P. rizzinii descritas para a regiao
(Yoneshigue, 1985). Porphyra sp. “Arraial do Cabo 17 foi coletada
como . pujalsii. A 1dentidade de 100% entre os introns desta e de 7.
sp “Baleia”, indica que P. sp. “Arraial do Cabo 17 é P. suborbiculata.
Porphyra sp. “Baleia” ¢ morfologicamente diferente das demais
espécies brasileiras descritas. No entanto, o tamanho diminuto € a
presenga de dentes microscopicos nas margens do talo, sugerem certa
semelhanga com 7. pwalsii (Coll & Oliveira 1976). Coll & Cox
(1977) ao descreverem a espécie /. carolinensis (sinonimizada como
P. suborbiculata), relataram a presenga dos dentes microscopicos
marginais. Por essa razdo, Coll & Cox (1977) compararam P.
carolinensis com as espécies . acanthophora e P. pwalsii, mas
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concluiram que P. carolinensis apresentava diferengas o suficiente
para ser descrita Como uma nova especie.

Porphyra capensis da Africa do Sul (AY766361) agrupou com
Porphyra sp. GRB108 (AF136420) e Porphyra sp. LGD30
(AF136422), ambas da Nova Zelandia, com identidade de 95% e 96%
no SSU rDNA, respectivamente (Milstein 2002). De acordo com a
teoria de Wegener da deriva continental (Kious& Tilling 1996),
esperavamos que P. capensis e as espécies brasileiras tivessem
divergido a partir de uma espécie ancestral comum, uma vez que a
Africa e a América do Sul foram separadas ha 65 milhdes de anos
(Final do periodo Cretaceo) e fosseis de Porphyra datam de 500
milhdes de anos aproximadamente (Cambriano). No entanto, /.
capensis parece ter tido uma origem diferente ja que esta mais
proxima das espécies da Nova Zelandia do que das espécies
brasileiras.

Outra espécie do Atlantico Sul a agrupar com uma especie da
Nova Zelandia foi Porphyra sp. “Uruguai”, cujas sequéncias do SSU
rDNA s3o idénticas as sequéncias do SSU rDNA de P. rakiura
(AF136425). Em um estudo recente da flora de Bangia e Porphyra da
Nova Zelandia, Broom et al. (2004) levantam a hipotese de que 0
hemisfério Sul ndo € apenas um centro de diversidade, mas um centro
de origem para as Bangiales modernas. Portanto, a origem das
especies do Atlantico Sul podem ter ocorrido em dois momentos
distintos: Ha 115 milhdes de anos (Inicio do Cretaceo), quando o
bloco dos continentes América do Sul/Africa se separaram do bloco
que incluia a Nova Zelandia, ou mais recentemente pela introdugdo de
espécies novas ou por meio de embarcagdes.

A politomia que ocorre no grupo G2 (Fig. 2.1) poderna ser
explicada pela rapida radiagdo de invertebrados marinhos com
conchas que ocorreu no periodo Cambriano (Erwin 1991). Stiller &
Waaland (1993) sugeriram que, como resultado dessa radiagdo, pode
ter havido um aumento de habitats para a fase conchocelis, gerando
assim uma oportunidade para o crescimento da diversidade de
Porphyra. Portanto, as diferentes linhagens de Porphyra podem ter
evoluido simultaneamente.

‘ 0 tempo de divergéncia entre espécies de Porphyra e Bangia nas
arvores inferidas nao ¢ possivel de ser estimado, pois de acordo com
Broom et al. (2004) ndo existe relogio molecular para o grupo devido
a escassez de registros fosseis para esses organismos.
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Bangiopsis sp. foi inicialmente identificada como Bangia
Jfuscopurpurea. Ambos os géneros apresentam um talo filamentoso
plurisseriado e ndo ramificado (Joly 1967) o que levou a confusdo. A
identificagdo correta sé foi possivel quando a seqiiéncia de SSU rDNA
foi obtida, sendo 99.8% similar a seqiiéncia de SSU rDNA de
Bangiopsis subsimplex. A ocorréncia de um intron do grupo I no SSU
rDNA de Bangiopsis sp. foi um resultado inesperado.

Introns do grupo I foram descritos ocorrendo em genes nucleares
que codificam o SSU rDNA e o LSU rDNA de protistas, genes
mitocondriais de fungos, eubactérias e bacteriofagos (Sogin & Edman
1989, De Wachter er al. 1992, Lambowitz & Belfort 1993, Ragan er
al. 1993, Ohiveira & Ragan 1994, Bhattacharya ef al. 1994, 1996,
Bhattacharya & Oliveira 2000, Nikoh & Fukatsu 2001, Miiller er al.
2001a, Broom ef al. 2002). Introns do grupo I no SSU rDNA de
Rhodophyta, foram descritos para algumas espécies da ordem
Bangiales (Oliveira & Ragan 1994, Oliveira et al. 1995, Miiller et al.
1998, Kunimoto et al. 1999a, Miiller et al. 2001a, Broom ef al. 2002,
Milstein 2002) e para um taxon basal da classe Florideophyeae
(Hildenbrandia rubra, Ragan et al. 1993). Como a ordem Bangiales &
considerada grupo irmao da classe Florideophyceae em analises
filogenéticas (Freshwater ef al. 1994, Oliveira & Bhattacharya 2000,
Muller et al. 2001b), supde-se que um intron do grupo I teria se
inserido em um taxon ancestral de Bangiales/Florideophyceae por
transferéncia lateral, posteriormente teria sido transmitido para todos
os descendentes por heranga vertical, seguida por perdas multiplas
dentro do grupo (Bhattacharya er a/. 2001). Com a descoberta de um
intron do grupo I no SSU rDNA de Bangiopsis sp., um género
pertencente a um clado filogenético na classe Rhodellophyceae
(Saunders & Hommersand, 2004), a distribuigio de introns do grupo I
no SSU rDNA de algas vermelhas ficou ainda mais complicada.

Bangiopsis subsimplex (AF168627) ndo apresenta intron no SSU
rDNA e Bangiopsis sp. apresenta. A ocorréncia esporadica do intron
no SSU rDNA, também ja foi descrita para Bangia e Porphyra
(Oliveira & Ragan 1994, Kunimoto et al. 1999a, Bhattacharya &
Oliveira 2000, Muiller er a/. 2001a, Broom ef al. 2002, Milstein 2002).
A distribuigdo esporadica dos introns do grupo I sugere que esses
elementos moveis podem sofrer transferéncia horizontal entre
diferentes espécies e genes. Como consequéncia, o intron pode ser
perdido da linhagem original, ou pode ser transmitido verticalmente
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dentro da linhagem, como também pode movimentar-se dentro da
linhagem com perda parcial ou fixagdo (Haugen ef al. 2005).

O intron de Bangiopsis sp. S943 esta inserido em uma nova
posigdo no SSU rDNA para Rhodophyta. Nao foi encontrada
similaridade entre o intron S943 de Bangiopsis sp. € 0s outros introns
descritos para as algas vermelhas. Apenas, certa similaridade com um
intron do grupo I inserido no 26S rDNA do Ascomycota Prneumocystis
carinii P. Delanoé & Delanoé, o que sugere uma origem diferente
desse intron com relagdo aos introns do SSU rDNA das outras algas
vermelhas.
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ANEXO 2.A

Alinhamento de seqiiéncias

Sequiéncia da regido do espagador rbcl.-S para P. drewiana (PD)
Porphyra spiralis var. amplifolia (PSA), P. spiralis var. spiralis (PSS).
A sequiéncia completa ¢ dada apenas para P. drewiana. Posigoes
1dénticas sdo indicadas por pontos (.) Os nameros acima dos
nucleotideos indicam a posigdo neste alinhamento. As letras
minusculas indicam as seqiiéncias dos “primers”. A posig¢do de
numero 475 indicada por asterisco (*) localiza o final do gene rbcL e
o inicio do espagador, e a posi¢do de nimero 553 indicada por
asterisco (*) localiza o final do espagador e o inicio do gene rbc¢S.
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ANEXO 2.B

Alinhamento de seqiiéncias

Sequéncia da regido do espagador cox2-3 para Porphyra
drewiana (PD), P. spiralis var. amplifolia (PSA) e P. spiralis var.
spiralis (PSS). A seqiéncia completa é dada apenas para P. drewiana.
Posigdes idénticas sdo indicadas por pontos (.).Os numeros acima dos
nucleotideos indicam a posi¢@o neste alinhamento. As letras
minuasculas indicam as seqiiéncias dos “primers”. A posi¢do de
numero 198 indicada por asterisco (*) localiza o final do gene cox2 e
0 inicio do espagador e a posigdo de nimero 366 indicada por
asterisco (*) localiza o final do espagador e o inicio do gene cox3.
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Capitulo 3

Caracterizaciio de introns do grupo I em diferentes populagdes
de Porphyra spiralis var. amplifolia (Bangiales, Rhodophyta) das

costas sul e sudeste do Brasil
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Abstract

Group I introns are autonomous genetic elements that spread at the
DNA level, duplicating themselves in intronless genes by a process
called homing. Homing endonuclease genes (HEG) invades non-
critical regions of the group I intron secondary structure, and codes for
site-specific homing endonucleases that confer mobility to the intron.
The maintenance of group I introns in genomes is the result of their
ability to self-splice from the RNA transcripts. Group IC1 introns are
found in the nuclear small subunit ribosomal RNA gene (SSU rDNA)
of Porphyra spiralis var. amplifolia populations that occurs in the
South and Southeast coast of Brazil. We sequenced 40 introns from
PSA 1solates collected at eight different sites. Variations in intron
length were detected occurring due to bases deletions in a homing
endonuclease pseudogene located at the P1 stem domain. According
to the introns length, five different types of polymorphisms were
determined (from 616 to 1056 bp). The different lengths introns
excised from the pre-RNA in in vitro assays, indicating that length
variation in P1 stem do not affect intron catalytic activity.

Resumo

Introns do grupo I sdo elementos genéticos autdnomos que se
dispersam eficientemente no nivel do DNA, se duplicando em genes
sem intron por um processo chamado de “homing”. Genes que
codificam a endonuclease de “homing” (HEG) invadem regides nao
criticas da estrutura secundaria de intron do grupo I, promovendo a
mobilidade do intron pela codificagdo de endonucleases de “homing™
sitio-especificas. A manutengdo dos introns do grupo [ em genomas €
o resultado da sua habilidade em se auto-excisar dos transcritos RNA.
As populagdes de Porphyra spiralis var. amplifolia que ocorrem nas
costas sul e sudeste do litoral brasileiro apresentam introns do grupo
[C1 inseridos no gene nuclear que codifica o rRNA da subunidade
pequena do ribossomo (SSU rDNA). Foram seqiienciados 40 introns
de isolados de PSA, coletados em oito localidades distintas. Foram
detectadas variagdes no tamanho dos introns devido a delegdo de
bases de um pseudogene de endonuclease de “homing”, localizado na
hélice do dominio P1 do intron. De acordo com os tamanhos dos
introns, que variaram de 616 a 1056 pb, foram caracternizados cinco
diferentes tipos de polimorfismos. Os introns de diferentes tamanhos
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se excisaram do pré-RNA, em ensaios in vitro, indicando que

variagdes de tamanho na hélice P1 ndo impedem a atividade catalitica
dos introns.

Introducio

Os introns do grupo I podem ser constituidos por dois dominios
funcionalmente e estruturalmente distintos, que provavelmente
evoluiram independentemente (Gimble 2000, Haugen ef al. 2005): o
gene que codifica endonuclease de “homing” (“homing endonuclease
gene -HEG™) e a seqiiéncia do centro catalitico altamente estruturado
do intron (Bell-Pedersen ef al. 1990, Lambowitz & Belfort 1993).

Os HEG sd@o uma classe de elementos genéticos méveis, que t€m
sido considerados altamente invasores. Os HEG tiveram acesso aos
genomas devido a sua habilidade em codificar endonucleases de
“homing” (“homing endonuclease — HE”) que fazem a quebra da
dupla hélice do DNA possibilitando a sua recombinagdo com o gene.
A sua propagagao ¢ garantida quando esses elementos parasitarios
encontram refugio em introns (Fig.3.1) que estabilizam a sua relagdo
com o organismo hospedeiro, tornando-os invisiveis a sele¢do
negativa pela insergdo direta em um gene do hospedeiro (Belfort &
Roberts 1997, Gimble 2000). Nos introns do grupo I, os HEGs
ocorrem como extensdes de seqiiéncias em regides periféricas de

“loop” de hélices como P1, P2, P6, P8 e P9 (Turmel ef al. 1995,
Haugen ef al. 1999).

Ty Intron

Figura 3.1. Organizagdo do HEG inserido no intron que esta inserido no exon.

A endonuclease codificada pelo HEG quando expressa, inicia o
mecanismo que promove a sua mobilidade e a mobilidade do intron
associado (“homing”), se espalhando rapidamente em uma populagdo
(Bhattacharya er al 2005). As HEs sdo responsaveis pelo
reconhecimento do local no qual o intron se insere, e pela clivagem da
dupla fita em um sitio especifico do gene sem intron, resultando na
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conversao do intron e na co-conversiao dos exons (Dujon 1989, Belfort
& Roberts 1997).

As endonucleases de “homing” sdo divididas em quatro familias,
classificadas de acordo com motivos protéicos conservados e
propriedades funcionais e estruturais. Sao elas: LAGLIDADG, GIY-
YIG, H-N-H e His-Cys box (Belfort & Perlman 1995, Belfort &
Roberts 1997, Chevalier & Stoddard 2001). O motivo protéico His-
Cys box contém duas histidinas e trés cisteinas conservadas em um
segmento de 30 aminoacidos (Belfort & Perlman 1995, Belfort &
Roberts 1997) e ¢ identificado em HE exclusivamente associada aos
itrons nucleares do grupo I (Johansen ef al. 1993). A distribuigdo das
HEs nos introns sugere origens independentes entre os HEGs e os
introns (Gimble 2000, Haugen ef al. 2005).

Foram caracterizadas ORFs contendo o motivo His-Cys box na
fita complementar aquela que codifica o SSU rRNA e os introns do
grupo I de Porphyra spiralis var. amplifolia (Oliveira & Ragan 1994,
Haugen ef al. 1999).

Introns do grupo I sdo elementos genéticos moveis que catalisam
a sua propria remogao do pré-RNA (auto-processamento) para gerar o
RNA maduro. O auto-processamento dos introns do grupo I pode
ocorrer na forma direta e reversa (auto-processamento reverso) atraves
de duas reagdes de transesterificagdo consecutivas, sem gasto de
energia (Fig. 3.2). No caso do auto-processamento, o resultado é
remogao do intron e a jungdo dos exons, € no caso do processamento
reverso, o resultado € a inserg¢dao do intron interrompendo 0s genes em
exons (Cech & Bass 1986; Cech 1988, 1990; Woodson & Cech 1989).
Além do auto-processamento, os introns do grupo I podem catalisar
uma terceira reagao de transesterificagdo que promove a circularizagdo
do intron (Zaug et al. 1983). Devido a estas propriedades cataliticas 0s
introns do grupo I sdo também chamados de ribozimas.

As reagdes de auto-processamento dos introns do grupo [
requerem um cation monovalente, um cation divalente (Mg*") e um
cofator exogeno de guanosina 3°-OH livre (G), ou uma de suas formas
fosforiladas (GMP, GDP ou GTP). A guanosina deve se ligar a um
sitio no centro catalitico do intron, chamado de sitio de ligagdo a G ou
“G-binding site” (Cech 2002, Westhof 2002).

Estruturalmente os sitios de processamento devem ficar alinhados
e proximos o suficiente para a excisdo do intron e a ligagdo dos exons.
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Figura 3.2. A esquerda esta o esquema da estrutura secundaria de um intron do
grupo I, evidenciando as regides de pareamento (P1, P10 e IGS) necessarias para o
auto-processamento. O G destacado em vermelho indica a guanosina que precede o
sitio de “splicing” 3’ do intron. As regides destacadas em cinza indicam o nucleo
catalitico do intron A direita esta desenhado o esquema da reagdo de auto-
processamento ( %) e auto-processamento reverso (*) do intron do grupo 1. Intron -
destacado em vermelho, exon - destacado em azul, G-OH — Guanosina livre
destacada em roxo, pareamento U*G pontilhado - Uracila que precede o sitio de
“splicing” 5’ e a G que pareia com a U no IGS. IGS- seqiiéncia interna guia.
Modificado de Bhattacharya ef al. (2005).
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Alguns pareamentos estdo diretamente envolvidos na
aproximagdo dos sitios de processamento, em uma conformagio que
favorece a reagao enzimatica. O intron reconhece na extremidade 3’
do exon 1 uma regiao com 4 a 7 nucleotideos, na qual ele pareia,
formando a hélice P1. Essa regido do intron que pareia com o exon €
chamada de sequéncia guia interna (“internal guide sequence” — IGS)
que embora ndo seja conservada em nucleotideos, € conservada
estruturalmente entre os introns do grupo I (Davies ef al. 1982,
LLambowitz 1989). O IGS também pareia com o exon 2 formando a
hélice P10 (Fig. 3.2).

A reagdo de auto-processamento € iniciada pela ligagdo da
guanosina livre (G-OH) no sitio de ligagdo a G, seguido pelo ataque
do grupo OH-3" da G-livre ao sitio de processamento 5’ do intron.
Isso gera a quebra da ligagdo covalente entre o exon 1 € o intron, €
promove a ligagdo covalente entre a G-livre e o sitio 5’ do intron,
resultando na liberagdo do exon 1. Mesmo apos ter sido clivado do
intron, o exon | permanece ligado ao IGS via pareamento P1,
deixando o exon 1 pronto para o segundo passo do auto-
processamento. A G-livre é removida do sitio de ligagdo a G, e €
reposta pelo Gltimo nucleotideo do intron, que € sempre uma
guanosina. A ligagao dos exons ocorre quando o OH livre do exon 1
ataca a guanosina 3’ do intron, resultando na liberagdo da guanosina,
conseqiientemente na liberagdo do intron ¢ jungdo dos exons (Cech
1990, Cech & Herschlag 1996, Adams ef al. 2004a, 2004b).

Os nucleotideos conhecidos por serem altamente conservados
entre introns do grupo I, sdo: a U (Uracila) que precede o sitio de
“splicing” 5” e a G que pareia com a U no IGS (Fig. 3.2, tracejado), o
par de bases G*C na hélice P3 (ndo indicado na Fig. 3.2) e o ultimo
nucleotideo do intron, a G (Fig. 3.2 quadrado vermelho) que precede o
sitio de “splicing” 3” do intron (Cech 1988). O pareamento U*G ¢ um
importante elemento de reconhecimento, que define o sitio exato do
ataque da Guanosina (Cech 1988, 1990). Além desses, a maioria dos
nucleotideos conservados entre os diferentes introns do grupo |
encontra-se nos elementos P, Q, R, S, localizados nas hélices P3, P4,
P6 e P7 respectivamente (Fig 3.2. cor cinza) que formam o nucleo
catalitico dos introns do grupo [ (Michel & Westhof 1990).

Porphyra spiralis var. amplifolia (PSA) apresenta um intron do grupo
[ inserido proximo a extremidade 3’ do gene SSU rRNA| na posigdo
1506 (S1506). Foram encontrados introns com mesma seqiiéncia,



porém de tamanhos diferentes ocorrendo em trés isolados de
diferentes populagdes coletadas na costa sudeste do Brasil (Oliveira &
Ragan 1994). Neste trabalho foram seqiienciados 40 introns que
ocorrem no SSU rDNA de PS4, coletadas em oito localidades do
litoral sul e sudeste do Brasil, para verificar sua distribuig@o e
ocorréncia de variantes de tamanho. Os introns de diferentes tamanhos
foram testados para o auto-processamento in vitro.

Material e Métodos

1. Obtencdo das amostras de Porphyra

Isolados de PSA foram coletados em oito locais das costas sul €

sudeste do litoral brasileiro (Tabela 3.1). Para cada local foram
coletados no minimo doze isolados. Os talos gametofiticos foram

identificados de acordo com a descri¢dao morfologica em Oliveira &
Coll (1975). Com o auxilio da lupa, o material foi limpo e triado para

remogao de epifitas e posteriormente preservado em silica gel.
Exemplares de cada populagao foram depositados no Herbario
Ficologico (SPF) do Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao

Paulo.

Tabela 3.1. Informagao de coleta para as populagdes de P. spiralis var. amplifolia.

57

Populacao Local de Coleta Coletor Data Voucher
PSA-A’  Ponta da Armagio, Florianopolis, SC E.C. Oliveira Nov 1997 SPF 56181
PSA-B? Fortaleza, Ubatuba, SP M.C. Oliveira Out 1990 -

PSA-C' Baleia, Sao Sebastido, SP D. Milstein Ago 2002 SPF 56182
PSA-D? Cebimar, Sdo Sebastido, SP M.C. Oliveira Qut 1990 -

PSA-G'! Tijucopava, Guaruja, SP D. Milstein Jul 2002 SPF 5618:
PSA-1' Cibratel, Itanhaém, SP M.C. Oliveira  Ago 1997 SPF 5618¢
PSA-L' Lagoinha, Florianopolis, SC E.C. Oliveira Nov 1997 SPF 5618°
PSA-R? Ilha do Cardoso, SP E. J. Paula Ago 1989 -

PSA-S' Forte Itaipu, Santos, SP E.C Oliveira Ago 1997 SPF 5618
PSAST Tombo, Guaruja, SP D. Milstein Jul 2002  SPF 5618
PSA-V'  Vermelha do Norte, Ubatuba, SP M.C. Oliveira Ago 1998 SPF 5619

Isolados coletados: ' neste trabalho, * Oliveira & Ragan (1994)
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2. Extracido de DNA

As algas foram maceradas em nitrogénio liquido para a lise de
tecidos e células. A extragao de DNA foi feita com o “kit” de extragdo
“Dneasy Plant Mini Kit” (Qiagen, Santa Clarita, EUA), de acordo
com o protocolo do fornecedor. Apds a extragdo, o DNA total foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 0,7%, corado com
brometo de etidio (Sambrook er al. 1989) para averiguagdo da
qualidade e quantidade de DNA extraido.

3. Amplificacio por PCR (Rea¢fio em cadeia da polimerase)

Os “primers” 1400F e 18S3” (Tab. 3.2) foram utilizados para a
amplificagdo do intron que ocorre em PSA. As condigdes de
amplifica¢do para um volume final de 50 uL foram: 1X tampéo de
PCR, 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP, 0.2 uM de cada
“primer”, aproximadamente 2 ng de DNA e 1.25u de Tag DNA
polimerase (Promega Corporation, Madison, EUA). Todas as PCR
foram feitas na termocicladora MiniCycler (MJ Research, Watertown,
EUA). O ciclo da PCR usado na amplificagdo do intron foi: 94°C por
4 min; 35 ciclos a 94°C por 30 seg, 60°C por 1 min, 72°C por 2 min; €
a extensdo final a 72°C por 7 min.

ApoOs a reagdo o produto da PCR foi submetido a eletroforese em
gel de agarose 0,7% corado com brometo de etidio (Sambrook et al.
1989) para checagem do tamanho e quantidade de DNA amplificado.
Para garantir a pureza dos reagentes nas PCR, foram feitos controles
negativos com todos os reagentes menos 0 DNA. Para minimizar
eventuais erros de incorporagao de bases durante a PCR, no minimo
trés reagdes independentes foram reunidas antes do material ser
sequenciado (Baldwin er al. 1995). Os produtos da PCR foram
purificados em colunas MicroSpin™ S-300 HR (Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, EUA) e foram diretamente
sequenciados.

4. Seqiienciamento

O sequenciamento foi feito com aproximadamente 40 ng de
produto de PCR purificado, 3.2 pmol de “primer” e o “kit” de
sequenciamento “BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction” (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Os “primers” que
foram utilizados estdo listados na Tabela 3.2. As reagdes de
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amplificag@o foram feitas na termocicladora MiniCycler (MJ
Research), com 40 ciclos a 96°C por 10 seg, 54°C por 20 seg € 60°C
por 4 min. Os produtos da PCR contendo os ddNTPs marcados foram
precipitados em isopropanol 75% e lavados em etanol 70%. As
amostras foram seqiienciadas nos seqiienciadores automaticos ABI

PRISM™ 310 ou ABI PRISM™ 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems).

Tabela 3.2. “Primers” usados para amplifica¢@o e sequenciamento do intron.
“Primers” obtidos ou modificados de: (a) Sogin 1990 (b) Oliveira & Ragan 1994.

“Primers”  Seqiiéncias Posi¢do em PSA
1400F (b) 5>-TGTACACACCGCCCGTC-3’ SSU rDNA, 165%
iF-1 (b) 5-ACAAGGTTTCCGAAAGGG-3’ Intron, 1798
iR-3 (b) 5'-TTAATGTCGTGACCGCGCA-3’ Intron, 2306

iF-2 (b) 5’-AAGTCGCTTTTGTTGGC-3’ Intron, 2382

iR-2 (b) S’-TTCGGACTGACTGCGTCG-3’ Intron, 2461

iF-3 (b) 5’-CGCTGGATGGTAATAAGGTG-3’ Intron, 2580

iR-1 (b) S’-GACTCTGCTTTCGCAG-3’ Intron, 2730
1853’ (a) 5’-GATCCTTCTGCAGGTTCACCTACGGAA-3’ SSU rDNA, 2860
T S-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ Vetor

As sequeéncias obtidas nas dire¢des direta e reversa foram
manualmente alinhadas no programa ESEE 3.2 (Cabot & Beckenbach
1989) para a geragdo de uma seqiiéncia consenso para cada amostra.
Quando houve divergéncia entre nucleotideos das diferentes
sequéncias obtidas para uma a mesma posi¢dao em um individuo, os
cromatogramas das sequéncias foram analisados para confirmar os
resultados. As seqiiéncias consenso foram identificadas por

comparagao com seqii€ncias disponiveis no GenBank através do
programa BLASTN (Altschul et al. 1990).

S. Clonagem
S.1. PCR

Os introns dos isolados PSA-G4, PSA-L8, PSA-T10 e PSA-V3
foram amplificados por PCR com os “primers” 1400F e 18S3’ (Tabela
3.2), quantificados e purificados (item 3), para serem clonados no
vetor pGEM™-T (Promega Corporation, Madison, EUA). O vetor
pGEM®-T linearizado com a enzima EcoR V tem nas suas
extremidades 3’ timidinas livres. A enzima 7aq polimerase utilizada
nas PCR, adiciona uma deoxiadenosina livre nas extremidades 3’dos
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fragmentos amplificados. A ocorréncia de duas extremidades coesivas
complementares aumenta consideravelmente a eficiéncia da ligagio
do vetor com o produto da PCR.

5.2. Reac¢ao de ligagao

As reagoes de ligagao foram feitas com os @;))rodutos da PCR
(aproximadamente 50ng) e com o vetor pPGEM " -T (aproximadamente
50ng) em presenga da enzima T4 DNA Ligase, de acordo com o
protocolo do fornecedor. Foram feitos também controles negativo
(reagdo sem produto da PCR) e positivo (reagdo com inserto de DNA
controle). Para aumentar o nimero de colonias apos a transformagao,
as reagoes de ligagdo ficaram incubadas a 4°C durante 12 hs.

5.3. Transformacao

Apos a reagdo de ligagdo, os vetores (plasmideos) contendo os
insertos foram inoculados nas bactérias competentes: 2L de cada
reagdo de ligagdo foram adicionados a 50 pL de células competentes e
incubados no gelo por 20 min. Imediatamente apos o choque térmico a
42°C por 50 segundos, a reagao foi incubada novamente no gelo por 2
min. Foram adicionados a reagdao 950ul. de meio Luria-Bertani (LB
para 1L: 10g Bacto-triptona, 5g Bacto-extrato de levedura, Sg de
NaCl, 15g de agar e 100pug/mL de ampicilina) que entdo foi incubada
durante lhora e 30 min no agitador a 37°C. Foram plaqueados 100uL
de cada transformagao em placas duplicadas, contendo 25 mL de LB
com ampicilina (100pg/mL), IPTG (0.5mM) e X-Gal (80ug/mL). As
placas foram incubadas a 37°C por 16 horas.

S.3.1 Bactérias competentes

As bactérias (DH10B) foram colocadas para crescer em 2 mL de
meio de cultura LB por 2 hs a 37°C (sob agita¢@o). Quando o meio
ficou turvo, foi adicionado mais 50 mL de meio LB. Apos incubagdo
de 2 hs, foi adicionado 500 pl. de MgCl, (1M), a cultura foi mantida
no gelo por 15 min e centrifugada a 3000 rpm por 17 min a 4°C. As
células foram ressuspendidas em 15 mL de RFI (30mM KAc, SOmM
MnCl;, 100mM KCI, 10mM CacCl, el15% glicerol) e os tubos foram
mantidos no gelo por 10 min. Posteriormente, as células foram
novamente centrifugadas a 3000 rpm por 17 min a 4°C,
ressuspendidas em 2 mL de RFII (10mM Na-MOPS (pH 7,0), 7SmM
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CaCl,, 10mM KCl e 15% glicerol) e mantidas a -80°C até serem
utilizadas.

5.4. Mini-preparagao de plasmideos (“minipreps™)

Apos o crescimento das coldnias de bactérias nas placas, fol
possivel observar dois tipos de coldnias por diferenciagdo de cor. As
colonias azuis sdo as que ndo contém o inserto em seus plasmideos €
as colonias brancas sdo as que contém o inserto. Cinco colénias
brancas foram selecionadas por placa e foram repicadas em 2mL de
meio LB liquido cada. As coldnias ficaram incubadas no meio liquido
por 16 horas a 37°C no agitador.

Apos o crescimento, S500uL de cultura para cada clone foram
armazenados em 500pL de glicerol e congelados a -70°C. O DNA dos
plasmideos foi isolado e purificado com o kit Wizard® plus SV
minipreps DNA purification system (Promega) conforme o protocolo
do fornecedor, a partir do restante da cultura de bactérias. Apos a

purificagdo, foi feito um gel de agarose (0,7%) para a quantificagdo do
DNA do plasmideo.

5.5. Seqiienciamento

Os vetores com o inserto foram seqiienciados com 10 pmol de
“primer” T7 (item 4), para verificar a diregio do inserto. Para os
experimentos seguintes foram utilizados apenas os vetores em que 0
inserto se ligou na diregdo direta, a partir do “primer” T7.

6. Digestao dos plasmideos e PCR

Geralmente, 0 DNA molde ¢ linearizado antes da transcri¢ao in
vitro, para que os transcrtos sejam de tamanhos definidos. Os
plasmideos foram entio digeridos, com a enzima de restri¢do Sa/l a
37° C por 2 horas, conforme protocolo do fornecedor (Invitrogen,
Gaithersburg, EUA). Apos a digestdo, foi feito um gel de agarose
0,7% para verificar se o plasmideo foi totalmente linearizado.
Posteriormente, o plasmideo foi purificado por extragio com
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e precipitado com etanol
95%.

Simultaneamente, foi feita PCR utilizando o DNA do plasmideo
como molde, com os “primers” T7 e 18S3’ (Tabela 3.2). A PCR
promove o mesmo efeito da linearizagdo por digestdo, e ¢ um método
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mais rapido e pratico. Entdo, o material proveniente da digestio foi
armazenado enquanto que o material derivado da PCR foi utilizado
para dar continuidade aos experimentos. Os produtos da PCR foram
purificados com o kit Wizard® SV Gel and PCR clean up system
(Promega) de acordo com o protocolo do fornecedor, e quantificados
em gel de agarose 0,7%.

7. Transcricao in vitro

Foi submetido a transcrigdo in vitro 1 pg do produto da PCR. As
reagoes de transcrigdo foram feitas em presenga da enzima T7 RNA
polimerase, que acompanha o “kit” T7 RiboMAX™ Express large
scale RNA production system (Promega) conforme protocolo do
fornecedor. As amostras foram incubadas por 45 min a 45°C. Logo
apos a transcrigdo o DNA molde foi digerido com RQ1 RNase-free
DNase (Promega), o RNA foi purificado com fenol (pH
4.7):cloroformio:alcool isoamilico (125:24:1), precipitado com etanol
95% e eluido em H,O miliqué conforme protocolo do fornecedor. O
transcrito foi armazenado a -70°C.

8. Reacdo de auto-processamento (“self-splicing”) in vitro

Para verificar se as diferentes variantes de tamanho do intron se
excisam in vitro em diferentes condigdes, uma aliquota de cada
matenal transcrito foi incubada por 45 min a 45°C, em presenga do
tampdo de auto-processamento: 100mM (NHy), SOy, SOmM Tris-HCI
pH 7.5, 60mM MgCl, e 0,2mM GTP (Sogin & Edman 1989), e outra
aliquota foi incubada por 45 min a 45°C apenas na H,O miliqué em
que o RNA foi eluido. Ambos os materiais foram purificados por
extragdo com fenol:cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1) e
precipitados em etanol 95%.

9. Gel de Agarose para visualiza¢ao e quantificacao de RNA

Conforme o protocolo do fornecedor, bons resultados podem ser
obtidos em géis ndo desnaturantes, desde que a amostra de RNA seja
desnaturada em um tampao antes de ser carregada no gel. Para
verificar se ocorreu o auto-processamento do intron in vitro, foi feito
um gel de agarose 2% em tampao TAE (1X) corado com brometo de
etidio (Sambrook er al. 1989). De acordo com o protocolo do



63

fornecedor, 2 uL de RNA foram desnaturados por 10 min a 70°C em
18uL de tamp@o desnaturante (10mL de formamida deionizada,
3.5mL de formaldeido 37% e 2mL de tampao MOPS), com 2uL de

tampio de carregamento (50% glicerol, ImM EDTA, 0,4% azul de
bromofenol, 1mg/ml EtBr).

10. RT-PCR (Transcri¢@o reversa pelo método da PCR)

O RNA transcrito que foi incubado por 45 min a 45°C (reagdo de
auto-processamento controle) foi diluido em 1:10 em H,O miliqué e
foi submetido a transcri¢@o reversa com os “primers” 1400F e 18S3’
nas seguintes condigdes de amplificagdo: 1X tampao AccessQuick™
Master Mix (Promega), 0.2 uM de cada “primer”, aproximadamente 1
ng de RNA e 5U de transcriptase reversa AMV (Promega) para um
volume final de 50 pL. Inicialmente, as reagdes foram incubadas por
45 min a 45°C para a sintese de cDNA (transcrig@o reversa), seguidas
pelo ciclo de PCR: 95°C por 2 min; 40 ciclos a 95°C por 30 seg e
60°C por 30 seg; com extensdo final a 72°C por 5 min. Como o
produto a ser amplificado tinha tamanho aproximado de 200 pb, o
passo de extensdo foi excluido dos 40 ciclos, conforme sugerido pelo

protocolo do fabricante. Todas as PCR foram feitas na termocicladora
MiniCycler (MJ Research).

11. PCR

A banda de interesse foi cortada do gel com uma gilete, sob luz
ultravioleta, e posteriormente foi purificada com o kit Wizard®” SV Gel
and PCR clean up system (Promega) conforme o protocolo do
fornecedor. Essa banda foi reamplificada com os “primers” 1400F ¢
1853’ nas condigdes descritas no item 3. O ciclo utilizado foi: 95°C
por 2 min; 40 ciclos a 95°C por 30 seg e 60°C por 30 seg; com
extensdo final a 72°C por 5 min, conforme descrito para RT-PCR. Os
produtos da PCR foram purificados com o kit Wizard® SV Gel and

PCR clean up system (Promega) e foram diretamente seqiienciados
conforme descrito no item 4.
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Resultados

Os introns S1506 dos isolados de PS4 provenientes de oito
populagdes diferentes (Tab.3.1) foram amplificados por PCR (dez
isolados por populagdo). De acordo com os resultados das PCR,
visualizados em gel de agarose, foi possivel observar que o tamanho
dos introns variou entre algumas populagdes, apresentando o menor
tamanho para os 1solados da populagdo PS4-V e 0 maior tamanho
para os isolados das populagdes PSA-A, PSA-1, PSA-L e PSA-T
(Tabela 3.3). Nao foram observados polimorfismos para os tamanhos
dos introns no nivel intra-populacional, exceto para as populagdes
PSA-S e PSA-T.

IForam sequenciados os introns S1506 dos dez isolados das
populagdes PSA-S, PSA-T e PSA-V e de dois isolados das demais
populagdes. Dados de seqiienciamento dos isolados PSA-B, PSA-D e
PSA-R foram obtidos de Oliveira & Ragan (1994). Foram
identificados cinco tipos de polimorfismos de tamanho para o intron
S1506, em um total de oito populagdes de PS4 analisadas e mais os
trés isolados seqiienciados por Oliveira & Ragan (1994), conforme
especificado na Tabela 3.3. Os polimorfismos de tamanho foram
nomeados de acordo com o tamanho do intron, comeg¢ando pelo Tipo
I para o intron de menor tamanho (616 pb) até Tipo S para o intron de
maior tamanho (1056 pb). A presenc¢a de dois introns de tamanhos
diferentes ocorrendo em um unico isolado foi observada para um
1solado da populagdo PSA-S, S2-I e S2-II e para um isolado da
populagdo PSA-T, T5-1 e T5-II. Os polimorfismos para o tamanho dos
introns S1506 de PSA ocorrem devido a inser¢gdes/delegdes (indel) de
diferentes tamanhos (variam de 42 a 482 pb) na hélice P1. A essa
regido foi dado o nome de extensdo P1 (Figura 3.3).

Figura 3.3. Esquema da estrutura secundaria do intron do grupo I S1506 de
Porphyra spiralis var. amplifolia (modificado de Haugen e al. 1999). Nucleotideos
e “loop™ destacados em azul delimitam a regido da extensao P1 (extP1) Os numeros
destacados em azul indicam a variagdo de tamanho em nimero de nucleotideo que
ocorre para cada alelo nesta regido. Nucleotideos do exon do SSU rDNA estdo em
letras minasculas e do intron em letras maiusculas. O par conservado u*G esta em
letras vermelhas. O numero de nucleotideos dos “loops” maiores esta destacado em
verde. As caixas laranjas sdo as posigoes onde foram verificadas as substituicdes nos
diferentes alelos, nas regides conservadas dos introns (Hélices P1-P10, excluindo-se
a extPl)
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Tabela 3.3. Polimorfismo de tamanho do intron S1506 encontrado nas diferentes
populagdes de P. spiralis var. amplifolia (PSA). X+ Y — ocorréncia de introns de
tamanhos diferentes no mesmo isolado.

Populagao

PSA-V
PSA-B
PSA-C
PSA-G
PSA-D
PSA-R
PSA-A
PSA-L
PSA-1

PSA-S

PSA-T

Polimorfismo Tamanho do

Intron
Tipo 1 616 pb
Tipo 2 744 pb !
Tipo 3 791 pb
Tipo 3 792 pb
Tipo 4 909 pb '
Tipo 5 1055 pb !
Tipo S 1056 pb
Tipo 5 1055 pb
Tipo 5 1056 pb
Tipo 3 792 pb
Tipo 4 909 pb
Tipo 3+4 792 + 909 pb
Tipo 3 792 pb
Tipo 4 909 pb
Tipo 5 1055 pb
Tipo 3+5 792 + 1055 pb

Tamanho da
extensiio P1
42 pb

170 pb ?
217 pb

218 pb

334 pb

482 pb*?
482 pb

481 pb

482 pb

218 pb

335 pb
2184335 pb
218 pb

335 pb

481 pb
218+481 pb

Local de Coleta

Ubatuba, SP
Ubatuba, SP

Sdo Sebastido, SP
Guaruja, SP

Sido Sebastiao, SP
Ilha do Cardoso, SP
Florianopolis, SC
Florianépolis, SC
Itanhaém, SP
Santos, SP

Guaruja, SP

Dados obtidos de: ' Oliveira & Ragan (1994), “* Haugen ef al. (1999)

Os limites adotados para a extensdo P1 foram descritos por
Haugen er al. (1999). A extensdo P1 que ocorre nas populagdes de
PSA esta confinada pelo pareamento conservado U*G, entre o exon do
SSU rDNA e o intron respectivamente (Fig.3.2). No alinhamento
disponivel no anexo 3.A, € possivel visualizar o tamanho e os locais
de inser¢do da extensdo P1 dos diferentes polimorfismos de tamanho.

Dentre os cinco tipos de polimorfismos de tamanho fo1 possivel
estabelecer 17 diferentes alelos (H), baseados na variabilidade entre as
sequéncias dos isolados (Tabela 3.4 e Anexo 3.A). A regido mais
variavel entre os 17 alelos ocorre na extensdo P1. A identidade entre
as regides conservadas dos diferentes alelos (isto €, sem a extensao
P1, comegando a partir da G do pareamento U*G) foi de 99.5% a
100%. Os alelos H1 a H5; H7 a H11; H13 e H17 sdao 100% idénticos
nessa regiao (representados pelo alelo H1 no Anexo 3B).
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Tabela 3.4. Os 17 alelos estabelecidos a partir de substituigdes e “indels” entre as
sequéncias de 43 introns e suas respectivas ORF na regido P1. Os nimeros que
sucedem as abreviaturas das populagdes se referem aos isolados seqiienciados. H-
alelo, Tp- tipo, aa-aminoacidos, f/s —“frame shift”, pos — posig@o no alinhamento de
nucleotideos (Anexo A). O niumero entre paréntesis indica quantos “frame shifts”

s30 necesséario para a ocorréncia do motivo His-Cys box e em qual posigao ele
OCOITE.

Isolados de PSA Alelos ORF Motivo His-Cys bo
A3, A10 H1-Tp5 1 (137 aa)  Sim, f/s (-2), pos. 4
12 H2-TpS 2 (138 aa) Sim -
RE2 H3-TpS 1(137aa)  Sim, f/s (-1), pos. 3%
L3 H4 -Tp S 1 (137 aa) Sim

IS, L8, TS-1I, T6 H5-Tp 5 1 (137aa)  Sim =]
D' H6 - Tp 4 3 (87 aa) Sim, /s (-1), pos. 4%
T10, S3 H7 - Tp 4 4 (88 aa) Sim, /s (-1), pos. 49
Ce, C7 H8 —Tp3 5 (49 aa) Nao

G4 HY - Tp 3 6 (61 aa) Nao

G7, S1, S2-1, S4, S6-S9, T3, T4, T7  HI10-Tp 3 6 (61 aa) Nao

T1, T2, T5-1, T8, T9 H11-Tp3 7 (61 aa) Nio

S5 H12 - Tp3 6 (61 aa) Nio

S10 H13 - Tp3 5 (49 aa) Nao

B' H14 - Tp2 8 (45 aa) Nio

V3 H15-Tp 1 9 (10 aa) Nao

\% H16 - Tp | 9 (10 aa) Nao

V1, V2, V4-V7, V9, V10 H17 - Tp | 9 (10 aa) Nio

Dados obtidos de: ' Oliveira & Ragan (1994), ? Haugen ef al. (1999)

A regido P1 dos diferentes alelos foi traduzida em proteinas no
programa ESEE 3.2 (Cabot & Beckenbach 1989) com os seguintes
resultados: Dos 17 alelos de DNA, foram geradas nove ORF distintas,
que foram comparadas com outras seqiiéncias de proteinas disponiveis
no GenBank com o programa BLASTP (Altschul ef al. 1990). Das
nove ORF, trés apresentaram a seqiiéncia intacta do motivo His-Cys
box (29 aminoacidos) sem truncamento, quatro apresentaram o motivo
inserindo “frameshifts”” manualmente, e as demais nio tem motivo
His-Cys box nem apresentaram similaridade com outra proteina
disponivel no banco de dados (Tabela 3.4). As ORF estdo alinhadas
no Anexo 3.C.

Os alelos que apresentaram o motivo His-Cys box, apresentaram
também os dominios associados ao sitio de ligagdo de zinco,
caracterizado para a endonuclease I-Ppol (Flick er al. 1998). Todas as
ORF apresentaram o cédon de inicio ATG. No entanto, codons de
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parada ocorrendo prematuramente quando comparados aos da I-Ppol e
ocorréncia de truncamentos sugerem que essas ORF sdo HEG nio
funcionais.

Os introns S1506 de PSA foram classificados por Oliveira e
Ragan (1994) como pertencente ao sub-grupo IC1, assim como foram
classificados os introns das populagdes analisadas neste trabalho,
baseado em caracteristicas da sua estrutura primaria e secundaria
(Michel & Westhof 1990).

Todos os introns estao inseridos proximo a extremldade 3’ do
SSU rDNA, entre os motivos CAAGGU e UUCCG. O motivo
UUCCG aparece duplicado quando os introns S1506 estdo inseridos
no gene, pois uma copia ocorre no SSU rDNA e a outra no intron
(posigdo 1-5; Anexo 3.A)'. O motivo GCCUU (489-493) aparece
como duplicagdo inversa do motivo UUCCG (1-5) em todos os
introns. A guanosina do motivo GCCUU (489-493) pareia com a U do
exon 57 para formar o sitio de reconhecimento para o auto-
processamento. Na extensdo P1 de todas as populagdes de PS4 o
motivo AUGCUU esta duplicado (posi¢des 55-60 e 366-371), exceto
em PSA-V (ndo ocorre) e em PSA-B onde ocorre em copia Gnica. A
regido de “indel” de PSA4-B, em relag@o aos introns mais longos, se
inicia logo apos o motivo AUGCUU (55-60) e termina logo apds o
motivo AUGCUU (366-371).

Para verificar se ocorre o auto-processamento dos introns nas
suas diferentes variantes de tamanho, quatro 1solados com alelos do
tipo 1 (PSA-V3)?, tipo 3 (PSA-G4), tipo 4 (PSA-T10) e tipo 5 (PS4-
L.8) dos introns S1506 e exons flanqueadores foram clonados para
transcrigdo /n vitro. Os produtos transcritos (pré-RNA) dos quatro
1solados foram testados para o auto-processamento em duas
condigdes: Reagao 1. O pré-RNA dos isolados fo1 incubado em um
tampdo que favorece a excisdo do intron (item 8, Material & M¢étodos)
por 45 min a 45°C (Resultados nas Figs. 3.4 ¢ 3.5), Rea¢ao 2. uma
reagdo de auto-processamento controle com apenas o material
transcrito, purificado em H,O miliqué foi também incubada por 45
min a 45°C. O experimento controle revelou um resultado similar ao

' O niimero entre paréntesis se refere a posi¢ao do motivo no alinhamento do intron
no anexo A.

? Os nameros que sucedem os nomes das populagdes se referem aos isolados
selecionados
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do experimento em tamp#o de excisfio, mostrando o mesmo padrdo €
tamanho de bandas (dados nio mostrados). Os tamanhos esperados
para as diferentes bandas de cada isolado estdo descritos na Tabela
3.6. O aparecimento de bandas ndo previstas que migraram menos no
gel, podem ser o circularizada (Fig. 3.4). O RNA circular apresenta
um padréo de migragdo no gel diferente quando comparado ao RNA
linear (Einvik et al. 1997). Foi excluida a possibilidade dessas bandas
serem DNA, pois o material foi previamente digerido com DNase.

Tabela 3.6. Tamanho esperado para as diferentes bandas de cada isolado.

PSA-V3 PSA-G4 PSA-T10 PSA-L8
Pré-RNA 856 pb 1032 pb 1149 pb 1295 pb
Introns excisados 616 pb 792 pb 909 pb 1055 pb
Exons ligados 240 pb 240 pb 240 pb 240 pb

2,37 Kb : introns circularizados
1,35 Kb pré-RNA

| introns lineares
0,24 Kb

i exons ligados

Figura 3.4. Reagdo de auto-processamento (self-splicing) in vitro visualizada em gel

de agarose 0,7%. Coluna 1, RNA ladder (Invitrogen); coluna 2, PSA-V3; coluna 3,
PSA-G4, coluna 4, PSA-T10; coluna 5, PSA-LS.

Peann [ mons T TN Nz
213 pb 27 pb

PSA-V3, 616 pb

Intron PSA-G4, 792 pb
Excisado PSA-T10, 809pb
PSA-L8, 1056 pb

Ligat Lo Texowt o Exowz |
240 pb

Figura 3.5, Esquema das bandas visualizadas no gel de agarose na Figura 3 4
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Para confirmar se as bandas menores (Fig. 3.4) eram os exons
ligados, era necessario amplifica-las por RT-PCR e seqiienciar o
cDNA. No entanto, essas bandas quando excisadas do gel e
submetidas a RT-PCR nédo geravam cDNA. Isso ocorreu devido a
perda de material durante o processo de purificagdo das bandas do gel.
Como segunda opgao, foi feita uma RT-PCR diretamente a partir do
RNA que ficou incubado no tampédo de auto-processamento, reagéo 1
(o mesmo material que foi corrido no gel, Fig. 3.4) e outra a partir do
RNA da reagdo controle (reagdo 2). Ambos os RNA moldes geraram
produtos de RT-PCR equivalentes (Figura 3.6).

pré-IiNA

exons ligados

Figura 3.6. cDNA visualizando em gel de agarse 2%. Coluna 1, 100 pb DNA
ladder (Promega); coluna 2 e 3, PSA-V3; coluna 4 e 5, PSA-G4; coluna 6 e 7, PSA-
T10; coluna 8 e 9, PSA-L8.

As bandas equivalentes aos exons ligados foram excisadas do gel,
purificadas e submetidas a uma nova PCR com os “primers” 1400F e
18S3’, que se ligam aos exons (Fig. 3.7).

Além dos quatro isolados, foram feitos também um controle
positivo e um controle negativo. O controle positivo foi feito com um
DNA alvo contendo intron e o controle negativo foi feito sem DNA. O
produto desta PCR foi purificado e seqiienciado nas diregdes direta e
reversa, € o ponto exato da jun¢do dos exons esta indicado na Figura
3.8. Portanto, foi possivel comprovar que as diferentes variantes de
tamanho do intron se excisam in vitro € que 1sso pode ocorrer apenas
na presenga de H,O.
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Fragmento com intron
(controle +)

s el Exons ligados amplificz
>==4 Dimeros de “primers

Figura 3.7. Produto da PCR de cDNA cortado do gel e amplificado com os
“primers” 1400F e 18S3’, visualizando em gel de agarose 2%. Coluna 1, 100 pb
DNA ladder; coluna 2, PS4-V3; coluna 3, PSA-G4; coluna 4, PSA-T10; coluna 5,
PSA-L8; coluna 6, Porphyra sp. (controle positivo); coluna 7, controle negativo.

10 20 30 40 S0
SEoallomaolasen boon ol Ao b el oo B oot o s o oo Jao ool
PSA-V3(Tpl) GAARGTGTTTGGATTGCGGCTGCTGTGATGGACTTIGTCCAG AG'I‘MTAGCCGTGM:
) 13 R Wby ) e R a Tl S S s e N S P

PSA-T10(Tp4)
PSA-LB(Tp5)

70 80 90 100 110
....|....;....|....|....|....|....;....|....|....|...-1-vl
PSA-V3(Tpl) CATTAAATCTTATCATTTAGAGGARGGAGAAGTCGTARCAAGGT “TTCCGTAGGTCAS
BERCGE (TP ) ot i e e R e e 5 T e G B
PSA-T10(Tpd) b - Y s I . . .
PSA-LB(Tp5)

130
e O 8 e
PSA-V3 (Tpl) TGCAGARGGATC
PSA-GA(TP3)  ............
PSA-T10(Tp4)
PSA-LB (Tp5)

Fi_gura 3.8. Alinhamento de seqiiéncias dos isolados PSA-V3 (Tipo 1), PSA-G4
(Tipo 3), PSA-T10 (Tipo 4), PSA-L8 (Tipo 5) ap6s a excisdo do intron. A sequiéncia
completa é dada apenas para o primeiro isolado. Posigdes idénticas sdo indicadas
por pontos (.). A posigdo de nimero 105, indicada por asterisco (*) localiza o sitio
onde ocorre a jungdo dos exons ou excisdo/inser¢io do intron. Os nimeros acima
dos nucleotideos indicam a posigao neste alinhamento. Tp- tipo.
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GAGGAAGGAGGAGT CGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCT GCAGAAGGAT CAT

Figura 3.9. Cromatog,rama do seqiienciamento de PS4-V com o “primer” 1400F. A
flecha indica o sitio onde ocorre a jungdo dos exons ou excisdo/inserg¢@o do intron. O
resultado do seqlienciamento foi o0 mesmo para os 4 isolados.

Discussiao

A ocorréncia dos introns S516 e S1506 nos géneros Bangia e
Porphyra ¢ bem documentada (Stiller & Waaland 1993; Oliveira &
Ragan 1994; Oliveira et al. 1995; Miiller et al. 1998, 2001a; Kunimoto
et al. 1999a; Broom ef al. 2002, Milstein & Oliveira 2005). Esses
introns podem ocorrer em espécies filogeneticamente distantes, ou
podem estar presentes e ausentes em isolados da mesma espécie
(Kunimoto et al. 1999a, Miiller et al. 2001a, Broom et al. 2002).
Oliveira & Ragan (1994) foram os primeiros autores a reportar
polimorfismos de tamanho ocorrendo nos introns S1506 dos isolados
PSA-B, PSA-D e PSA-R coletados em trés locais distintos.

Aumentando o namero de isolados € os locais de amostragem,
constatamos que os introns S1506 que ocorrem nos isolados de P.
spiralis var. amplifolia coletadas nas costas sul e sudeste do litoral do
Brasil apresentam polimorfismos de tamanho. Considerando os dados
de Oliveira & Ragan (1994) foram descritos cinco tipos de
polimorfismos, sendo o intron de maior tamanho o mais recorrente. O
tamanho dos introns é conservado dentro das populagdes, exceto nas
populagdes PSA-S e PSA-T, que também apresentam dois introns de
tamanhos diferentes ocorrendo em um tunico isolado. O intron S1506
de PSA difere em 30%-44% em sequiéncia de nucleotideos dos demais
introns S1506 seqiienciados para Bangia e Porphyra (Miller et al.
2001a) e difere em 0%-0.5% nas regides conservadas dos introns das
populagdes analisadas.

Os polimorfismos de tamanho para os introns de PS4-B, PSA-D e
PSA-R ocorreram devido a variagdo no tamanho da seqiiéncia
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localizada no “loop” 1 da hélice P1 (Oliveira & Ragan, 1994). Haugen
et al. (1999) confirmaram esses dados e chamaram essa regido
variavel de extensdo P1. Todos os polimorfismos de tamanho
encontrados nos introns S1506 das populagdes de PSA, ocorreram
devido a variagdo (de 42 a 482 pb) no tamanho da extensdo P1. A
ocorréncia de extensdes de tamanhos variaveis no dominio P1 também
foi descrita para o intron S516 de um isolado de Porphyra
suborbiculata (Broom et al. 2002), para o intron S1506 de alguns
isolados de Bangia e Porphyra (Haugen et al. 1999, Miiller et al.
2001a), para introns do grupo I dos mixomicetos Physarum
polycephalum (Muscarella ef al. 1990) e Physarum flavicomum

(Vader et al. 1994), e para a alga verde Scenedesmus pupukensis
(Haugen et al. 1999) entre outros.

A extensdo no dominio P1 do intron S1506 de ”SA-R apresenta
uma ORF localizada na fita complementar aquela que codifica o SSU
rDNA e o intron (Vader er al. 1994, Haugen et al. 1999). Miiller ef al.
(2001a) descreveram ORFs ocorrendo em 1solados de Bangia e
Porphyra como extensdes do dominio P1 para os introns S1506, e
extensdes do dominio P2 para os introns S516. A partir dos 17 alelos
do intron S1506 de PS4, foi possivel estabelecer nove tipos diferentes
de ORFs ocorrendo na extensio P1 fita complementar aquela que
codifica o SSU rDNA e o intron.

Uma vez que as ORFs foram estabelecidas, verificamos que o
que ocasiona os polimorfismos de tamanho nos introns das diferentes
populagdes de PS4 sdo os mesmos tipos de delegdes citadas por
Haugen er al. (1999) para os 1solados de PS4 descritos por Oliveira &
Ragan (1994). Fo1 sugerido por Haugen et a/. (1999) que os
polimorfismos para o tamanho dos introns ocorreram devido a
delegdes nos dominios da ORF na hélice P1 do intron.

A ORF que ocorre no intron do grupo I de Physarum
polycephalum codifica uma endonuclease de “homing” intacta,
chamada de I-Ppol (Muscarella et al. 1990). O motivo His-Cys box
foi caracterizado por Johansen ef al. (1993) ocorrendo na metade C-
terminal das endonuclease de “homing” I-Dir, I-Naa e 1-Ppol. A ORF
que ocorre na fita complementar de PSA-R parece ser um pseudogene
de uma endonuclease de “homing” do tipo His-Cys box (Haugen ef al.
1999). De acordo com Vader er al. (1994), o motivo His-Cys box de
PSA tem 57% de identidade com o His-Cys box da enzima [-Ppol .
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Nos introns seqiienciados neste trabalho, foi possivel caracterizar
o motivo His-Cys box na fita complementar 4 fita codificante dos
introns do Tipo 4 e 5. No entanto, a seqiiéncia intacta do motivo His-
Cys box e do sitio de ligagdo a zinco ocorreu apenas para dois
1solados da populagdo PSA4-I, dois isolados de PSA-L e dois isolados
de PSA-T (todos do Tipo 5, vide Tab. 3.4). Os demais isolados do
Tipo 4 e 5 apresentaram truncamentos nas ORFs e o motivo His-Cys
box apenas € verificado quando “frame-shifs” sdo inseridos
manualmente. Com inser¢do de “frame-shifts”, os motivos His-Cys
box de todos os introns do Tipo 4 e 5 apresentaram os residuos
conservados propostos estar diretamente envolvidos com o sitio de
ligagdo de zinco (C100, C105, H110, C125, C132, H134, C138) e
com o sitio ativo (H98, N119) da endonuclease I-Ppol (Flick et al.
1998). Os truncamentos quando ndo corrigidos com “frame-shifts”,
geraram ORFs com cédons de parada prematuros e néo funcionais,
sugerindo se tratar de pseudogenes. Os motivos His-Cys box intactos
que ocorrem em alguns introns precisam ser eXpressos em proteinas €
testados para atividade endonucleolitica, para confirmarmos se sdo
genes funcionais ou pseudogenes.

Miiller et al. (2001) reportaram que o motivo His-Cys box estava
presente apenas em isolados de Porphyra com as maiores insergoes no
dominio P1. Em concordancia com esses dados, os Tipos 1, 2 e 3 dos
introns S1506 de PSA ndo apresentaram o motivo His-Cys box. Os
genes que codificam as HEs sdo genes ndo essenciais, distribuidos em
fungos, protistas, bactérias e virus, sem fung@o conhecida para o
hospedeiro (Belfort & Roberts 1997). Sdo considerados genes
“egoistas” ou “parasitas” que se auto-propagam nas populagdes,
devido a sua atividade catalitica (codificam endonucleases sitio-
especificas), pelo mesmo mecanismo de “homing” descrito no
Capitulo I para os introns (Goddard & Burt 1999). Esses autores
sugerem que o HEG quando associado a um intron, apresenta um
ciclo: um HEG funcional invade um sitio por transferéncia lateral, se
fixa em uma populagio, sofre degeneragdo, que gera um HEG ndo
funcional; depois é perdido com excisdo precisa, para que o sitio de
reconhecimento seja restabelecido para ser entdo invadido novamente
(Fig. 3.7).
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Intron sem
/' HEG ‘\
Transferéncia Lateral e
Perda do HEG fixagdo
Degeneracgéo

Figura 3. 7. Modelo do ciclo de ganho e perda do HEG (Goddard & Burt 1999).

Haugen er al. (2004b) notaram que mesmo se 0 HEG for perdido
de uma populag@o apos ter se fixado em todos os isolados, o intron
contendo o HEG ativo pode continuar o ciclo de “homing” invadindo
populagdes sem introns de uma mesma espécie ou de uma espécie
proximamente relacionada. Os diferentes polimorfismos de tamanho
que ocorrem nos introns S1506 de PS4 podem estar refletindo as
diferentes etapas do ciclo proposto para as endonuclease de “homing”.
Algumas ORFs dos introns do Tipo 5 estariam entrando em processo
de degeneracdo, de maneira gradual (o que pode explicar os cinco
polimorfismos de tamanho) até atingir o tamanho do intron do Tipo 1.
Nas ORFs de alguns alelos do Tipo S ocorrem pequenos truncamentos
no motivo His-Cys box devido a degeneragdo de nucleotideos
(mutagdes ou “indels”), nas ORFs dos alelos do Tipo 4 comegam a
haver pequenas perdas de regides, porém o motivo His-Cys box ainda
ocorre, mesmo que truncado. Nas ORFs dos alelos dos Tipos 1,2 e 3 o
motivo His-Cys box foi totalmente perdido, restando apenas o inicio
do HEG no Tipo 2 e 3 (apos extensivas deleg¢des) e no caso do alelo
do Tipo 1, ocorreu a perda total ou nenhuma aquisi¢do de ORF.

Segundo Dujon (1989), vérios exemplos de introns do grupo I
sem ORF sdo conhecidos. No entanto, eles tendem a desaparecer com
0 tempo, enquanto os introns com ORF funcionais se perpetuardo e se
propagardo. Até o presente momento, todos os isolados de P. spiralis
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var. amplifolia sequenciados apresentaram o intron S1506 no SSU
rDNA. A perda dos introns ¢ menos freqiiente para os introns que
codificam endonucleases, pois todo alelo sem intron pode ser reposto
pelo alelo contendo o intron pelo processo de homing se a integridade
da ORF estiver preservada. Assim, introns do grupo I que codificam
endonucleases, contribuem para a manutengéo dos introns nos
genomas.

O 1ntron S1506 de PS4 esta inserido proximo a extremidade 3’
do SSU rDNA ., entre os motivos CAAGGU e UUCCG. O motivo
UUCCG ¢ conservado entre o SSU rDNA dos eucariontes, e aparece
duplicado quando o intron S1506 esta inserido no gene. Uma copia
ocorre no SSU rDNA e a outra no intron (Oliveira & Ragan 1994). O
motivo UUCCG também esta duplicado no intron, porém de forma
inversa (GCCUU). Na montagem da estrutura secundaria, notamos
que o motivo GCCUU faz parte do IGS cujo motivo completo € 5°-
motivo 5’- uuccguagg — 3’ do exon 2 e o motivo GCCUU pareia com
0 motivo 5’- aaggu — 3°do exon 1 (Fig.3.2). A guanosina do GCCUU
pareia com a U do exon 1 para formar o sitio de reconhecimento de
auto-processamento. Qutras seqiiéncias de repetigdo direta ocorrem na
extensdo do dominio P1 das populagdes de SA. O motivo repetido
AUGCUU ¢ conservado em todas as populagdes analisadas, exceto
em PSA-V (Tipo 1) que ndo apresenta copias desse motivo, € em PSA-
B (Tipo 2) que apresenta o motivo em copia unica. Oliveira & Ragan
(1994) notaram que um dos motivos inicia a inser¢do de uma
seqiéncia extra (motivo His-Cys box + um dominio opcional varnavel
presente nos introns dos Tipos 3, 4 € 5) e o outro ocorre
imediatamente apds este dominio opcional (Anexo 3.A). Um esquema
possivel para explicar a distribui¢do dos HEGs no S1506 em PS4
seria: PSA-B (Tipo 2) seria uma versdo do intron sem o HEG
(apresenta apenas 1 motivo AUGCUU), os introns do Tipo 5 seriam a
versao do intron + HEG intacto, os introns do Tipo 3 ¢ 4
representariam a degeneragiao do HEG e o intron do Tipo 1 teria
perdido todo o HEG (ndo apresenta o motivo AUGCUU) juntamente
com regides adjacentes do “loop” da hélice P1.

Motivos de repetigdes diretas também foram descritos ocorrendo
em um dominio opcional da hélice P1 do intron do grupo [ de
Physarum flavicomum. Muitas vezes, as repetigdes diretas estdo
associadas a inser¢do de um elemento movel em um gene, que durante
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o processo de insergdo duplica o sitio de “homing” (Vader et al.
1994).

Muitos introns do grupo I parecem ser um mosaico de elementos
genéticos (Haugen et al. 2005), em que os HEGs e seus introns
associados tem provavelmente origens independentes (Lambowitz &
Belfort 1993, Gimble 2000, Haugen et al/. 2005). Os HEGs podem se
inserir em introns do grupo I e mover-se independente do intron, ou
podem mover-se juntamente com o intron formando uma unidade.
Portanto, a evolugo dos introns do grupo I e os HEGs associados €
mais dindmica do que previsto (Haugen er a/. 2005).

A identificagdo do IGS e de motivos de repetigao direta que
flanqueiam as ORFs presentes nos introns nos instiga a propor um
cenario onde os introns do grupo I teriam sido inseridos no SSU
rDNA de uma PS4 ancestral pelo mecanismo de auto-processamento
reverso (independente da atividade da endonuclease), e posteriormente
teriam sido invadidos por HEGs funcionais, que existem atualmente
na forma de pseudogenes. Baseados em dados filogenéticos, Haugen
et al. (1999) sugeriram que a transferéncia lateral dos HEGs durante a
evolug@o de Bangiophycidae ocorreram independente dos introns.

O auto-processamento reverso € o0 modelo mais provavel para a
transferéncia lateral de introns do grupo I, devido a baixa
especificidade de seqiiéncias de reconhecimento (4-6 nt) em
comparagao ao “homing” que requer um sitio de reconhecimento de
15-45 nt. (Haugen ef al. 2005). Esta hipdtese € apoiada por dados
bioquimicos e filogenéticos (Bhattacharya et al. 2002).

Os introns S1506 que ocorrem nas diferentes populagdes de SA4
foram caracterizados como sendo pertencentes ao grupo IC1, assim
como foram caracterizados os intron de PSA-B PSA-D e PSA-R por
Oliveira & Ragan (1994). A estrutura secundaria tipica de um intron
do grupo I (Fig. 1.7, Introdug@o) possui na regido central o nicleo
catalitico, 1sto €, um agrupamento de elementos estruturais
conservados necessarios para a atividade catalitica dos introns do
grupo I (Michel ef al. 1982, Cech 1988). Experimentos in vitro
comprovaram que a perda ou o dano de uma das partes deste nicleo
impede que intron exer¢a as suas atividades cataliticas (Cech 1988,
Cech 1990).

Como a propriedade catalitica ¢ altamente dependente da
estrutura tridimensional do intron (Golden et al. 1998), verificamos se
as diferentes variantes de tamanho se excisavam in vitro. As quatro
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variantes de tamanho do intron aqui estudadas, se excisaram in vitro
apenas em presenga de H,0. Durante a transcri¢do, pode ocorrer uma
ligeira degradagdo do pré-RNA, que fornece a quantidade necessaria
de guanosina para a reagdo de auto-processamento (Diirrenberber &
Rochaix 1991). Uma das maneiras de se certificar que houve a excisao
do intron, é através da comprovagdo de que os exons se ligaram (Cech
& Bass 1986; Cech 1988, 1990). Utilizando a técnica de RT-PCR e o
seqiienciamento do cDNA foi possivel verificar que o fragmento de
menor tamanho resultante da reagio de auto-processamento eram 0s
cXons.

A ocorréncia de extensdes de diferentes tamanhos no dominio P1
ndo impediram a reagdo de auto-processamento do intron, embora
exista uma hipotese de que o ganho de HEG no intron, diminua a
eficiéncia do auto-processamento (Haugen et al. 2005).

Quando os introns do grupo I se excisam do rRNA, ndo causam
nenhum tipo de fendtipo no gene, independente do sitio de inserg@o.
Os introns do grupo I podem ser parasitas silenciosos capazes de se
manter ou se dispersar nos genomas (Haugen et al. 2004b), garantindo
também a propagacio dos HEGs associados. Os HEGs invadem
regides periféricas de “loop” de hélices como as P1, P2, P6, P8 e P9
(Turmel er al. 1995, Haugen er al. 1999). Mutagdes no nucleo
catalitico do intron podem inibir a reagdo de auto-processamento, no
entanto, alguns “loops” periféricos podem ser completamente
deletados sem maiores perdas da fungdo de auto-processamento (Cech
1990). Conforme foi comprovado neste trabalho, polimorfismos de
tamanhos nos “loops” ndo afetam o0 mecanismo de auto-
processamento dos introns, portanto esses “loops” se tornam locais
estratégicos para elementos genéticos moveis, que tém sido
considerados altamente invasores como os HEGs.

O auto-processamento esta relacionado com a manutengao da
existéncia do gene. Se os introns do grupo I perdessem a sua
capacidade de se auto-excisar do transcrito primario, eles
provavelmente seriam eliminados juntamente com 0s genes 0s quais
eles estdo inseridos, pois existe uma forte selegdo contra genes de SSU
rDNA ndo funcionais (Dujon 1989). Entdo, ndo interferindo na reagao
de auto-processamento, os HEGs associados ao intron passam
desapercebidos pela selegdo natural e estabilizam a sua relagdo com o
organismo hospedeiro, pois sio eliminados do pré-RNA juntamente
com 0s Introns.
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ANEXO 3.A
Alinhamento de seqiiéncias

Alinhamento das seqiiéncias completas (estrutura primaria) dos
diferentes alelos dos introns S1506 do grupo I que ocorrem no SSU
rDNA de isolados de PSA de diferentes locais (para legenda, ver
Tabela 3.3). A sequiéncia completa ¢ dada apenas para o primeiro
isolado. Posi¢des idénticas sdo indicadas por pontos (.) e lacunas por
tragos (-). Os nimeros acima dos nucleotideos indicam a posig¢@o
neste alinhamento. A regido do exon que flanqueia o intron esta em
letra minuscula e a seqiiéncia do intron em letra maiuscula. O
pareamento u:G que define a extensdo P1 esta grifado em verde.
Motivos em repeti¢des diretas estdo delineados por retangulos. Os
retangulos azuis abertos estdo delimitando a ORF, e os tragos
vermelhos sobre as seqiiéncias, indicam o motivo His-Cys Box. A
seta indica a dire¢do da ORF, e circulo destaca o IGS. As regides
com as grandes inser¢des de lacunas representam as regides
localizadas nas hélices P1 de insergdo/delegdo das variantes de
tamanho dos introns. Tp-tipo, H- alelo.
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ANEXO 3.B

Alinhamento de seqiiéncias

Alinhamento de seqiiéncias das regides conservadas entre 0s
diferentes alelos (H) dos isolados de PSA. A regido conservada (sem a
extensdo P1) inicia-se a partir da G do pareamento U*G, posi¢do 497
do alinhamento do Anexo 3.A. Os alelos H1 a H5; H7a H11; H13 e
H17 sdo 100% idénticos nessa regido (representados pelo alelo H1). A
seqiiéncia completa ¢ dada apenas para o primeiro isolado. Posigdes
idénticas sdo indicadas por pontos (.) e lacunas por tragos (-). Os
niimeros acima dos nucleotideos indicam a posigdo neste alinhamento.
Tp- Tipo.
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ANEXO 3.C

Alinhamento de seqiiéncias
Alinhamento de seqiiéncias de aminoacidos de ORFs geradas a

partir dos 17 alelos (H) dos isolados de PSA. A seqiiéncia completa ¢
dada apenas para o primeiro isolado. Posigdes idénticas sdo indicadas
por pontos (.), lacunas por tragos (-) e codon de parada por asterisco
(*). O motivo His-Cys box esté indicado por um trago sobre a
seqiiéncia. Os nameros acima dos nucleotideos indicam a posigao
neste alinhamento. Tp- Tipo.
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Capitulo 4

Caracteriza¢do de marcadores genéticos para populagoes de
Porphyra spiralis var. amplifolia (Bangiales, Rhodophyta) das

costas sul e sudeste do Brasil
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Abstract

Populations of Porphyra spiralis var. amplifolia in the Southern and
Southeastern coast of Brazil do not show morphological
distinguishing features nor sequence polymorphism in the SSU rDNA.
However, different populations present length polymorphisms in the
group IC1 intron inserted in the SSU rDNA. In this work, we
investigate the intron length polymorphisms as a molecular marker for
the different populations of PS4 in addition to other variable regions
of the chloroplast (rbcL-S spacer) and mitochondrial genome (cox2-3
spacer) Five introns length polymorphisms were identified, as well as
five different cox2-3 spacer haplotypes and a unique rbcL-S spacer
haplotype for eight PSA populations distributed from Santa Catarina
up to North Sdo Paulo Estate.

Resumo

Populagdes de Porphyra spiralis var. amplifolia que ocorrem nas
costas sul e sudeste do litoral do Brasil ndo apresentam caracteristicas
morfologicas nem variagdes no SSU rDNA suficientes para a
delimitag@o de populagdes. No entanto, introns do grupo IC1 que
ocorrem no SSU rDNA de diferentes populagdes de PS4, apresentam
polimorfismos de tamanho. Neste trabalho, os polimorfismos de
tamanho dos introns, o espagador rbcL-S (cloroplasto) € o espagador
cox 2-3 (mitocondria) foram utilizados para delimitar as diferentes
populagdes de PSA. Foram identificados cinco polimorfismos de
tamanho de introns, cinco haplotipos para o espagador cox2-3 € um
unico haplétipo para o espagador rbcL-S para oito populagdes de PSA
distribuidas desde Santa Catarina até o norte do Estado de Sdo Paulo.
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Introducio

A explorag@o comercial de “nori”, a introdugdo de espécies exoticas €
a maricultura dificultam a identifica¢éo da origem geografica de
Porphyra (Brodie et al. 1998, Kunimoto ef a/. 2003). Apesar da
importincia comercial do género Porphyra, os trabalhos cientificos
focam principalmente a filogenia e taxonomia do grupo e pouca
atengdo € dada a estudos populacionais.

O estudo das populagdes é muito importante para se detectar ¢
quantificar a variabilidade genética dentro de uma espécie. Com esses
dados € possivel chegar a informagdes sobre fatores chaves que
afetam a especiagdo e a extingdo dos organismos (Wattier ef al. 1997),
como também estudar a dindmica biogeografica das populagoes.

Técnicas de biologia molecular tém sido bastante utilizadas em
estudos de evolugdo e genética de populagdes (Avise 1994), embora a
sua aplicagdo em macroalgas seja ainda limitada. Estudos
populacionais de algas realizados com analise de isozimas (Lu &
Williams 1994, Sosa et al. 1996) relataram pouca variabilidade
genética quando comparados a sua utilizagdo em plantas superiores
(Sosa & Lindstrom 1999). Técnicas como o RAPD (Wright ef al.
2000, Faugeron et al. 2001, Marston & Bohnsack 2002) e o AFLP
(Donaldson et al. 2000) também tém sido utilizados em estudos
populacionais de algas marinhas, apesar de algumas limitagdes para
esse tipo de analise. A utilizagdo de microssatélites como marcadores
populacionais € ideal para estudos de genética de populagdes, devido a
sua alta variabilidade. Wattier et al. (1997) utilizaram microssatélites
como marcadores para diferentes populagdes de Gracilaria gracilis
com sucesso. Apesar de ser um eficiente marcador populacional, a
utilizagdo de microssatélites € um método caro, trabalhoso e que
requer tempo e recursos para ser desenvolvido (Wattier ez al. 1997,
Zuccarello et al. 1999a).

Atualmente, o seqiienciamento de regides gendomicas como O
ITS-1 e 2 (Vis & Sheath 1997, 1998, Marston & Bohnsack 2002), o
espagador rbcL-S (Zuccarello & West 1997, 2002) ¢ o espagador
cox2-3 (Marston & Bohnsack 2002, Zuccarello & West 2002,
Chiasson ef al. 2003, Cohen et al. 2004) tém sido utilizados para
estudos de genética de populagdes por apresentarem variagdo no nivel
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populacional, por terem uma metodologia padronizada e
apresentarem resultados confiaveis.

Embora o SSU rDNA seja amplamente empregado em analises
filogenéticas de espécies da ordem Bangiales, ele ¢ muito conservado
para analises populacionais, apresentando identidade de 100% entre
isolados da mesma espécie (Oliveira 1993; Oliveira & Ragan 1994,
Kunimoto ef a/. 1999a). No entanto, o intron que ocorre neste gene
tem sido utilizado como marcador molecular para identificagdo de
linhagens de Porphyra (Oliveira & Ragan 1994; Kunimoto et al.
1999b; Kunimoto ef al. 2003).

Neste trabalho pretendemos delimitar algumas populagdes de
Porphyra Spiralis var. Amplifolia que ocorrem nas costas sul e sudeste
do Brasil, utilizando os polimorfismos de tamanho dos introns S1506
que ocorrem no SSU rDNA desta espécie como marcador
populacional. Na tentativa de desenvolver outros marcadores para
Porphyra no nivel populacional, foram analisadas também outras
regides variaveis do genoma nuclear (ITS-1 e 2) do cloroplasto
(espagador rbcL-S) e da mitocondria (espagador cox2-3).

Material e Métodos

1. Obten¢ao das amostras de Porphyra

Isolados de PSA foram coletados em oito locais das costas sul e
sudeste do litoral brasileiro (Tabela 4.1). Para cada local foram
coletados no minimo 12 isolados. Os talos gametofiticos foram
identificados de acordo com a descrigdo morfologica em Oliveira &
Coll (1975). Com o auxilio da lupa, o material foi limpo e triado para
remogdo de epifitas e posteriormente preservado em silica gel.
Exemplares de cada populagio foram depositados no Herbario
Ficolégico (SPF) do Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao
Paulo.

2. Extragao de DNA

As algas foram maceradas em nitrogénio liquido para a lise de
tecidos e células. A extragdo de DNA foi feita com o “kit” de extragdo
“Dneasy Plant Mini Kit” (Qiagen, Santa Clarita, EUA), de acordo
com o protocolo do fornecedor. Apos a extragao, o DNA total foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 0,7%, corado com



brometo de etidio (Sambrook ef al. 1989) para averiguagdo da
qualidade e quantidade de DNA extraido.

Tabela 4.1. Informagdo de coleta para as populagdes de P. spiralis var. amplifolia.
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Populacio Local de Coleta Coletor Data Voucher
PSA-A’ Ponta da Armagdo, Florianopolis, SC  E.C. Oliveira Nov 1997  SPF 56181
PSA-B? Fortaleza, Ubatuba, SP M.C. Oliveira Out 1990 -

PSA-C! Baleia, Sao Sebastiao, SP D. Milstein Ago 2002 SPF 56183
PSA-D?  Cebimar, Sdo Sebastido, SP M.C. Oliveira Out 1990 -

PSA-G'  Tijucopava, Guaruja, SP D. Milstein ~ Jul 2002 SPF 56185
PSA-1'! Cibratel, Itanhaém, SP M.C. Oliveira Ago 1997 SPF 56186
PSA-L' Lagoinha, Florianopolis, SC E.C. Oliveira Nov 1997 SPF 56187
PSAR? Ilha do Cardoso, SP E. J. Paula Ago 1989 -

PSA-S'! Forte Itaipu, Santos, SP E.C. Oliveira Ago 1997 SPF 56189
PSA-T! Tombo, Guaruja, SP D. Milstein Jul 2002  SPF 56180
PSA-V' Vermelha do Norte, Ubatuba, SP M.C. Oliveira Ago 1998 SPF 56191

[solados coletados: ' neste trabalho, * Oliveira & Ragan (1994)

3. Amplifica¢éio por PCR (Reagiio em cadeia da polimerase)

Os “primers” utilizados nas PCR e reagdes de seqiilenciamento
estdo listados na Tabela 4.2. Os “primers” 1400F e 18S3’ foram
utilizados para a amplificag@o do intron. Para confirmarmos a
presenga das variantes de tamanho dos introns no SSU rDNA, essas
regides também foram amplificadas com os “primers” 1400F (SSU

rDNA) e iR2 (intron).Os “primers” F993 ¢ RBCS3°R foram utilizados
para a amplificagdo do espagador rbcL-S. Para a amplificagdo do
espagador cox2-3, foram utilizados os “primers” COX 2F e COX 3R.
As condigdes de amplificagdo para um volume final de 50 pL foram:
1X tampdo de PCR, 1.5 mM de MgCl;, 0.2 mM de cada ANTP, 0.2
HM de cada “primer”, aproximadamente 2 ng de DNA e 1.25U de 7aq
DNA polimerase (Promega Corporation, Madison, EUA). Todas as
reagoes de PCR foram feitas na termocicladora MiniCycler (MJ
Research, Watertown, EUA). Os ciclos da PCR variaram de acordo
com a regido a ser amplificada, conforme segue:
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e Intron e ITS - 94°C por 4 min; 35 ciclos a 94°C por 30 seg,
60°C por 1 min, 72°C por 2 min; e a extensdo final a 72°C por 7
min.

e Espagador rbcL-S - 94°C por 4 min; 35 ciclos a 94°C por |
min, 42°C por 1 min, 72°C por 1 min e 30 seg; e a extens3o final a
72°C por 10 min.

e Espagador cox2-3 - 94°C por 4 min; 5 ciclos a 93°C por 1 min,
45°C por 1 min, 72°C por 1 min; seguido por 30 ciclos a 93°C por
30 seg, 55°C por 30 seg, 72°C por 30 seg; e a extensdo final a
72°C por 5 min.

Tabela 4.2. “Primers” usados para amplificagdo e sequenciamento do intron.
“Primers” obtidos ou modificados de: (a) Sogin 1990 (b) Oliveira & Ragan 1994 (c)
Zuccarello et al. 1999b (d) Freshwater et al. 1994 (e) Milstein & Oliveira 2005 (f)
Bellorin ef al. 2002.

“Primers” Seqiiéncias Posicio em PSA
1400F (b) S’ TGTACACACCGCCCGTC-3’ SSU rDNA
(1659)
iF-1 (b) 5’-ACAAGGTTTCCGAAAGGG-3’ Intron (1798)
iR-3 (b) 5’-TTAATGTCGTGACCGCGCA-3’ Intron (2306)
iF-2 (b) 5’-AAGTCGCTTTTGTTGGC-3’ Intron (2382)
iR-2 (b) 5’-TTCGGACTGACTGCGTCG-3’ Intron (2461)
iF-3 (b) 5’-CGCTGGATGGTAATAAGGTG-3’ Intron (2580)
iR-1 (b) 5-GACTCTGCTTTCGCAG-3’ Intron (2730)
1853’ (a) 5’-GATCCTTCTGCAGGTTCACCTACGGAA-3’ SSU rDNA
(2860)
COX2F (¢)  5°- GTACCWTCTTTDRGRRKDAAATGTGATGC -3°  cox2-3 (1)
COX3R (c) 5-GGATCTACWAGATGRAAWGGATGTC -3’ cox2-3 (433)
F993 (d) 5'- GGTACTGTTGTAGGTAAATTWGAAGG -3’ rbel - S (1)
RBCS3’R (d) 5’- GTTCTTGTGTTAATCTCAC -3’ rbel - S (571)
18S3°F (e) 5'-TAGGTGAACCTGCGGAAGGAT-3’ ITS
5.8SF (e) 5’-GATACAACTCTTAGCG-3’ ITS
5.85R (e) 5-CGCTAAGAGTTGTATC-3’ ITS
28S5°R () 5S-ATATGCTTAARTTCAGCGGGT-3’ ITS

Ap6s a reagdo o produto da PCR foi submetido a eletroforese em
gel de agarose 0,7% corado com brometo de etidio (Sambrook et al.
1989) para checagem do tamanho e quantidade de DNA amplificado.
Para garantir a pureza dos reagentes nas PCR, foram feitos controles
negativos com todos os reagentes menos o0 DNA. Para minimizar
eventuais erros de incorporagdo de bases durante a PCR, no minimo
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trés reagdes independentes foram reunidas antes do material ser
seqiienciado (Baldwin er al. 1995). Os produtos da PCR foram
purificados em colunas MicroSpin™ S-300 HR (Amersham

Pharmacia Biotech, Piscataway, EUA) e foram diretamente
seqiienciados.

4. Seqiienciamento

O seqiienciamento foi feito com aproximadamente 40 ng de
produto de PCR purificado, 3.2 pmol de “primer” e o “kit” de
seqiienciamento “BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction” (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Os “primers” que
foram utilizados estdo listados na Tabela 4.2.

As reagdes de amplificagdo foram feitas na termocicladora
MiniCycler (MJ Research), com 40 ciclos a 96°C por 10 seg, 54°C
por 20 seg e 60°C por 4 min. Os produtos da PCR contendo os
ddNTPs marcados foram precipitados em isopropanol 75% e lavados
em etanol 70%, para a remogdo de residuos nio incorporados. As
amostras foram seqiienciadas nos seqiienciadores automaticos ABI
PRISM™ 310 ou ABI PRISM™ 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems).

As sequiéncias obtidas nas diregdes direta e reversa foram
manualmente alinhadas no programa ESEE 3.2 (Cabot & Beckenbach
1989) para a geragao de uma seqiiéncia consenso para cada amostra.

Quando houve divergéncia entre nucleotideos das diferentes
sequéncias obtidas para uma mesma posi¢do em um individuo, os
cromatogramas das seqiiéncias foram analisados para confirmar os
resultados. As sequiéncias consenso foram identificadas por

comparagdo com sequéncias disponiveis no GenBank através do
programa BLASTN (Altschul e al. 1990).

Resultados

O intron S1506 foi amplificado por PCR para dez isolados por
populag@o e sequienciado para os dez isolados das populagdes PSA-S,
PSA-T e PSA-V e para dois isolados das demais populagdes. Dados de
sequenciamento dos isolados PSA4-B, PSA-D e PSA-R foram obtidos
de Oliveira & Ragan (1994). Foram identificados cinco tipos de
polimorfismos de tamanho para o intron S| 506, em um total de oito
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populagdes de PSA analisadas e mais os trés isolados seqiienciados
por Oliveira & Ragan (1994), conforme especificado na Tabela 4.3.
Os polimorfismos de tamanho foram nomeados de acordo com o
tamanho do intron, comegando pelo Tipo 1 para o intron de menor
tamanho (616 pb) até Tipo 5 para o intron de maior tamanho (1056
pb). A presenga de dois introns de tamanhos diferentes ocorrendo em
um unico isolado foi observada para um isolado da populagdo PS4-S e
para um isolado da populagdo PSA-T.

Tabela 4.3. Polimorfismo de tamanho do intron S1506 encontrado nas diferentes
populagdes de P. spiralis var. amplifolia (PSA). X + Y — ocorréncia de introns de
tamanhos diferentes no mesmo isolado.

Populagio Alelo Tamanho do Latitude (S) Local de Coleta
Nl Bl SE S W el Intron Longitude (0)
PSA-V Tipo 1 616 pb 23°25°S /45°02’0 Ubatuba, SP
PSA-B Tipo 2 744 pb ! 23°32’S /45°10°0  Ubatuba, SP
PSA-C Tipo 3 791 pb 23°47’S /45°40°0 Séo Sebastido, SP
PSA-G Tipo 3 792 pb 23°54’S /46°09°0  Guaruja, SP
PSA-D Tipo 4 909 pb : 23°46’S /45°24’0  Sdo Sebastido, SP
PSA-R Tipo S 1055 pb ' 25°04’S /47°55°0  Ilha do Cardoso, SP
PSA-A Tipo 5 1056 pb 27°46°S /48°30’0  Florianopolis, SC
PSA-L Tipo S 1055 pb 27°47°S /48°29°0  Florianopolis, SC
PSA-1 Tipo 5 1056 pb 24°12’S /46°48’0 Itanhaém, SP
PSA-S Tipo 3 792 pb 23°60’S /46°19°0O  Santos, SP

Tipo 4 909 pb

Tipo 3+4 792 + 909 pb
PSA-T Tipo 3 792 pb 24°02’S /46°17°0  Guaruja, SP

Tipo 4 909 pb

Tipo 5 1055 pb

Tipo 3+5 792 + 1055 pb

Dados obtidos de: ' Oliveira & Ragan (1994),  Haugen ef al. (l9993r

Foram amplificadas por PCR a regido do ITS (ITS-1, 5.8S e ITS-
2) de 10 isolados de PSA-T e PSA-V, e de cinco isolados das
populag¢des PSA-A, PSA-C, PSA-G, PSA-1, PSA-L e PSA-S, para
analise comparativa com os resultados obtidos dos introns. O tamanho
dos produtos de PCR, aproximadamente de 1000 pb, verificado em gel
de agarose 0,7% foi 0 mesmo para todos os isolados de uma mesma
populagdo, como também entre os isolados das diferentes populagdes.
Portanto, ndo foram encontrados polimorfismos de tamanho para
variantes de tamanho do ITS, como foi encontrado para os introns.
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Embora o tamanho do ITS tenha sido igual entre todos os
isolados, foram seqiienciados os ITSs dos dez isolados das populagdes
PSA-T e PSA-V, e de 1 isolados das populagdes PSA-A, PSA-C, PSA-
G, PSA-1, PSA-L e PSA-S em uma tentativa de se encontrar
polimorfismos entre as seqiiéncias das diferentes populagdes.

A qualidade das seqiiéncias do ITS ndo foi boa, conforme ja
observado anteriormente para o seqiienciamento do ITS de P. spiralis
var. amplifolia (Milstein 2002), dificultando uma analise confiavel no
nivel intra-especifico. Devido a dificuldade metodologica de se
trabalhar com esse marcador, optamos por outros marcadores que
pudessem apresentar polimorfismo entre as populagdes, o espagador
cox2- 3 e o espagador rbcL-S.

O espagador cox2-3 foi amplificado por PCR e seqiienciado para
cinco isolados de cada populag@o de PS4 analisada neste trabalho
(Tabela 4.1). O tamanho da regido seqiienciada foi 0 mesmo para
todos os 1solados, 457 pb (regido 3’ do gene cox2 + espagador cox2-3
+regido 5’ do gene cox3). O espagador cox2-3 de todos os isolados
apresentou 167 pb. Foram observados cinco haplotipos distintos do
espagador cox 2-3 para os 40 isolados de PS4 estudados. Os cinco
haplétipos diferem entre si por apenas um nt (exceto o isolado -7 que
difere dos demais em 2 nt), que estdo localizados em posi¢des
diferentes (Anexo 4.A). A divergéncia entre as seqiiéncias dos
haplotipos variou de 0,2% a 0,7%. Todos os isolados analisados das
populagdes PSA-A, PSA-C, PSA-G e PSA-T apresentaram o haplotipo

A, os 1solados da populag@o PSA-V apresentaram o haplotipo A € o
haplotipo B, os isolados de PSA-L apresentaram o haplotipo C, os
1solados de PSA-S apresentaram os haplotipos A e D e os isolados de
PSA-1 apresentaram os haplotipos A e E (Tabela 4.4).

Tabela 4.4. Numero de isolados de cada populagdo de PS4 com os haplotipos do
espagador cox 2-3 correspondentes. Hapl — haplotipo.

PSA-A  PSA-C__ PSA-G__ PSA-1 PSA-L. PSA-S PSA-T PSA-V

Hapl A S 5 5 4 - 4 5 2
Hapl B - - - - - - - 3
Hapl C - - - - S - - -
Hapl D - - - -

= z | 5
Hapl E - - - 1 .
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O espagador rbcL-S foi amplificado por PCR e seqiienciado para
5 1solados de PSA-S, PSA-T e PSA-V e 2 isolados das demais
populagdes. O tamanho da regido seqiienciada foi o mesmo para todos
os 1solados, 570 pb (regido 3’ do gene rbcL + espagador rbcL-S +
regido 5° do gene rb¢S). O espagador rbcL-S de todos os isolados
sequenciados tem 77 pb. Foi observado um tnico hapldtipo para os 25
1solados de PS4 analisados (Anexo 4.B) isto €, 100% de identidade
entre os isolados de uma mesma populag@o e entre os isolados das
diferentes populagdes.

Discussio

Na tentativa de procurar por marcadores moleculares adequados para
estudos populacionais do género Porphyra, foram analisados os
espagadores cox2-3 e rbcL-S, comumente utilizados para andlises
populacionais em outras espécies de Rhodophyta.

Embora os marcadores mitocondriais sejam amplamente
empregados em estudos de genética de populagdes e filogeografia em
animais (Avise 1994), sua utilizagdo em plantas e algas tem sido
dificultada pela auséncia de marcadores altamente variaveis. O DNA
mitocondrial de plantas apresenta uma baixa taxa de mutagdo (Palmer
& Herbon 1988). Entretanto, a utilizagdo de regides ndo codificantes
do genoma mitocondrial com taxas de mutagao mais elevadas, podem
ser usadas nos estudos populacionais de algas (Zuccarello er al.
1999b).

Zuccarello et al. (1999b) e Zuccarello & West (2002) notaram
que o espagador cox2-3 apresenta boa resolugdo como marcador
populacional devido a sua alta taxa de mutagdo. Zuccarello e al.
(1999b) descreveram o espagador cox2-3 como um marcador em
potencial para genética de populagdes e estudos demograficos de
Rhodophyta. Detectaram variabilidade na seqiiéncia de DNA do
espagador cox2-3 dentro de uma populagdo de mangue de Caloglossa
leprieurii, e em diferentes isolados da espécie Bostrychia moritziana.
Marston & Bohnsack (2002) investigaram a variabilidade do
espagador cox2-3 entre isolados de Grateloupia doryphora do
Atlantico Norte e do Pacifico Norte, e encontraram uma pequena
divergéncia de 0,3% a 0,6% entre os diferentes haplotipos. Chiasson
et al. (2003) encontraram de 0,3% a 6,5% de divergéncia entre as
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seqiiéncias de diferentes haplotipos do espagador cox2-3, descritos
para isolados da América do Norte da alga vermelha
Batrachospermum helminthosum.

Neste trabalho, a divergéncia entre as sequéncias dos haplotipos
do espagador cox2-3 foi de 0,2% a 0,7% para 40 isolados de PSA.
Esses dados estdo dentro do esperado quando comparados com 0s
dados de outras populagdes de Rhodophyta descritas acima. No
entanto, a distribuigdo dos haplotipos nao foi exclusiva para diferentes
populagdes. Os haplotipos das populagdes PSA-A, PSA-C, PSA-G e
PSA-T (haplotipo A) e da populagdao PSA-L (haplétipo C) nao
variaram no nivel intra-populacional. No entanto, os haplétipos das
populagdes PSA-V (haplotipo A e B), PSA-S (haplotipo A e D) e PSA-
I (haplétipo A e E) variaram dentro da populagdo. Um maior numero
de individuos teria que ser sequenciado por populagio, para se chegar
a um resultado conclusivo sobre a utilizagdo do espagador cox2-3
como marcador populacional para Porphyra.

O espagador rbcL-S tem sido empregado no estudo das relagoes
entre populagdes, 1solados e espécies de Rhodophyta (Destombe &
Douglas 1991; Maggs et al. 1992; Goff et al. 1994; Zuccarello et al.
1999a, Zuccarello & West 2002, Cohen et al. 2004, Kamiya 2004),
apresentando altas taxas de divergéncia entre espécies de Gracilaria
proximamente relacionadas (13-18%; Destombe & Douglas 1991),
entre isolados do complexo Gymnogongrus (12,5-13,4%; Maggs et al.
1992) e entre as espécies Gracilaria e Gracilariopsis (18%-25%;, Goft
et al. 1994). Zuccarello ef al. (1999a) descreveram pouca divergéncia
entre as sequiéncias dos espagadores para isolados de uma mesma
populagdo de Caloglossa leprieurii, enquanto que Kamiya (2004)
inferiu filogenia de 1solados de diferentes localidades do complexo
Caloglossa leprieurii.

Em estudos populacionais de Bangiales, Woolcott & King (1998)
e Miiller er al. (1998) encontraram variabilidade entre as sequéncias
do espagador rbcL-S de diferentes populagdes de Bangia (0-27%)
similar a descrita para Gracilaria e Gracilariopsis (Goff et al. 1994).
Apesar das altas taxas de divergéncia, ndo foi possivel definir as
relagdes entre as diferentes populagdes de Bangia devido ao fato de
haverem poucos caracteres filogeneticamente informativos e
ocorréncia de homoplasias (Miiller ef al. 1998).

Brodie er al. (1996, 1998), sequienciaram o espagador rbcL-S para
distinguir diferentes espécies de Porphyra da Costa da Inglaterra. Nao
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foi encontrada variabilidade dentro de uma mesma espécie, mas foi
possivel separar as diferentes espécies. Niwa et al. (2005)
seqiienciaram o espagador rbcL-S de isolados de duas espécies de
Porphyra proximamente relacionadas, P. tenera € P. yezoensis. Nao
foi encontrada divergéncia dentro das espécies, mas foram
encontradas 7 substituigdes entre as duas espécies.

Neste trabalho, as seqiiéncias do espagador 76cL-S sdo idénticas
entre os individuos de uma mesma populag@o, como também entre as
diferentes populagdes de PSA analisadas, abrangendo a faixa da costa
Brasileira que vai de Santa Catarina até o Norte do Estado de Séo
Paulo.

O genoma do cloroplasto tem menores taxas de mutagdo no DNA
do que o genoma mitocondrial (Avise 1994). Zuccarello et al. (1999b)
e Zuccarello & West (2002) descreveram que o espagador do cox2-3 €
um melhor marcador populacional do que o espagador rbcL-S, devido
as essas diferengas nas taxas de mutagdo entre os espagadores. Um
maior nivel de polimorfismo foi descrito por Cohen ef al. (2004) para
o0 espagador cox2-3 em relagdo ao espagador rbcL-S, para diferentes
isolados de Gracilaria chilensis. Neste trabalho ocorreu 0 mesmo.
Portanto, o espagador cox2-3 tende a ser cada vez mais utilizado como
marcador, entre ou até dentro de populagdes, dependendo do
organismo a ser estudado.

O ITS tem sido descrito como marcador populacional para alguns
grupos de Rhodophyta (Vis & Sheath, 1997; Marston & Bohnsack,
2002) e ja foi empregado para distinguir diferentes populagdes de P.
yezoensis e P. tenera (Kunimoto et al. 1999b, 2003). Em PS4, a
regido do ITS-1 proxima ao 5.8S rDNA apresenta uma regido de poli-
A, 0 que impossibilita o seqilenciamento fidedigno dessa regiao. O
ITS-2 apresenta uma regido semelhante. De acordo com Baldwin et al.
(1995), o seqilenciamento da regido do ITS pode ser dificultado pelo
pareamento das bases, que sob certas condigoes de reagdes formam
estruturas secundarias, inerentes ao comportamento funcional dos
transcritos destas seqiiéncias, que podem interferir na atividade da 7aq
polimerase. Por essa razdo, pudemos verificar apenas os resultados da
PCR, isto &, que ndo ocorre polimorfismo de tamanhos nos [TSs das
populagdes de PSA.

[solados de PSA do litoral sul e sudeste do Brasil ndo apresentam
variagio morfoldgica nem polimorfismo no SSU rDNA (Oliveira &
Ragan 1994, Kunimoto ef al. 1999a) para a delimitagdo de
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populagdes. No entanto, verificamos que os introns S1506 que
ocorrem no SSU rDNA de PS4, apresentam polimorfismos de
tamanho nas diferentes populagdes (Tabela 4.4).

Os polimorfismos de tamanho ocorreram devido a variagdes no
tamanho de ORFs, que sdo pseudogenes de endonucleases de
“homing” (HEG), inseridos nos introns S1506. Esses HEGs
apresentam um ciclo, em que ap6s invadir um elemento genético
(nesse caso, um intron) 0 HEG se degenera e eventualmente ¢ perdido
de uma populagdo (Capitulo 3).

Oliveira & Ragan (1994) propuseram que os isolados com o0s
maiores tamanhos de introns teriam originado os isolados com os
menores tamanhos, € que poderia haver um padrdo de colonizagédo de
populagdes de PSA no litoral das regides sul e sudeste do Brasil. A
colonizagdo tena se iniciado em regides de aguas mais frias ao sul por
populagdes com os introns maiores, ¢ durante a migragdo para regides
mais ao norte, ocorreria a dele¢do progressiva do HEG do intron. Isso
foi corroborado pelos nossos dados, pois os HEGs maiores ddo origem
os HEGs menores que nada mais si3o do que pseudogenes em processo
de degradagao.

De acordo com a Figura 4.1, ¢ possivel verificar que os introns
S1506 do Tipo 5 ocorrem em Santa Catarina e no Litoral Sul do
Estado de Sdo Paulo e os do Tipo 1 e 2 no Litoral Norte do Estado.
Em um estudo recente da flora de Bangia da Nova Zelandia, Broom ef
al. (2004) descreveram a ocorréncia de isolados de Bangia
considerados basais, e levantam a hipétese de que o hemisfério Sul
ndo € apenas um centro de diversidade, mas um centro de origem para
as Bangiales modemnas. Se essas hipoteses estiverem corretas, entdo a
colonizagdo de PSA no litoral do Brasil comegou a partir do sul.

Foram encontrados polimorfismos para o tamanho dos introns
ocorrendo dentro das populagdes PSA-S e PSA-T. Isto poderia ser
explicado se considerarmos que isolados de diferentes populagdes
poderiam habitar uma mesma regido. Isolados da populag¢do PSA-S
foram coletados em Santos que ¢ uma regido portuaria, portanto
1solados de diferentes populagdes poderiam ser trazidos em cascos de
navios, colonizando esta area. Isolados da populagdo PSA-T foram
coletados no Guaruja, uma ilha localizada a 13 km de Santos, portanto
esta regido estaria sujeita a influéncia portuaria de Santos como
também a atividades turisticas. Embora a populagdo PSA-G também
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1 — PSA-A, Florianépolis, Santa Catarina, SC

Tipo 1, Pop. 11
A -128 2 - PSA-L, Florianopolis, SC
. ; 3* — PSA-R, Sao Paulo, SP
Tipo:2, Pop. 20 4 - PSA-], Itanhaém, SP
A 5 — PSA-S, Santos, SP
6 — PSA-T, Guaruja, SP

Tipo 3, Pop. 5, 6,7, 8 :
e 7 — PSA-G, Guaruj, SP

-116 _ 8 — PSA-C, So Sebastido, SP
Tipo4,Pop. 56,9 9« _ pg4.D, Sio Sebastido, SP
A -148 D 10* — PSA-B, Ubatuba, SP
: 11 - PSA-V, Ubatuba, SP

Tipo 5, Pop. 1,2,3,4,6

Figura 4.1. Mapa do Brasil com os sitios de coleta de PS4 e esquema dos
polimorfismos de tamanho dos introns S1506 de PSA. Cada tridngulo representa a
regido do HEG que foi perdida nos diferentes tipos, com 0 numero equivalente de
bases ao lado. Pop. — populagdo, * - Oliveira & Ragan (1994)
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tenha sido coletada no Guaruja, a praia de Tijucopava se localiza do
outro lado da Ilha, uma regido mais distante de Santos.

A presenga de dois introns de tamanhos diferentes ocorrendo em
um unico isolado das populagdes PSA-V e PSA-T poderia ser
explicada de duas maneiras: 1. Poderiam ter se originado da fusdo de
dois esporos provenientes de duas populagdes parentais diferentes; 2.
O gene SSU rRNA ocorre em repetigdes em “tandem” no genoma,
como resultado de varios eventos de duplicagdo génica. Podemos
supor que os HEGs das cdpias estariam em diferentes estagios de
degeneragdo, assim copias de tamanhos diferentes poderiam ocorrer
nos introns S1506 do SSU rDNA.

Introns do grupo I ndo necessariamente sdo encontrados em todas
as repetigdes do rDNA em um genoma (Hibbett 1996, Nikoh &
Fukatsu 2001). Amplificagdo por PCR com “primers” conservados
para o SSU rDNA pode falhar em revelar repeti¢goes de rDNA que
contem o intron, quando eles estdo presentes em poucas copias.
Consequentemente, em estudos que focam a distribuigdo dos introns, €
critica a utilizagdo de “primers” especificos para os introns, para
confirmar a presenga ou auséncia de introns (Hibbett 1996).

Para a investigag@o da dinimica evolutiva dos elementos
genéticos movels, a estratégia de amostragem ¢ importante. Quando
comparagoes sao feitas entre taxa distantes, eventos de transmissao
lateral serdo preferencialmente detectados. No entanto, estudos
focados em niveis hierarquicos menores, eventos evolutivos como
transmissdo vertical e perda serdo detectados. Portanto, o ideal é
examinar um grupo pequeno de organismos e bem definido, onde os
introns do grupo I exibem uma notavel variabilidade de padrdes
(Nikoh & Fukatsu 2001). Bhattacharya (1998) sugere que os introns
do grupo I deveriam ser utilizados como marcadores evolutivos dentro
de linhagens onde todos os membros do grupo tenham o intron, pois
essas seqiiéncias oferecem uma relativa divergéncia para resolver
relagdes evolutivas entre /axa proximamente relacionados.

Pudemos concluir que o polimorfismo de tamanho dos introns foi
o unico marcador populacional condizente com a distribuigio
geografica encontrado para PS4 dentre os marcadores estudados. Os
demais marcadores sdo conservados para o grupo o que pode indicar
que a separagao das populagdes seja recente. Com os diferentes
tamanhos dos introns € possivel separar isolados de diferentes
populagdes e indicar a regido de procedéncia geografica do matenal.
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O fato deste marcador populacional ser um polimorfismo de tamanho
facilita a detecgdo do marcador molecular pois requer apenas
amplificagdo do intron por PCR. Ja para uma abordagem mais
detalhada, o seqiienciamento do intron (ou apenas da regido do HEG)
¢ requerido. No Capitulo 2, o intron da espécie coletada como
Porphyra sp. “Itanhaém”, foi seqiienciado e apresentou uma inser¢ao
de 3 pb unica, que ja tinha sido seqiienciado para outro isolado de PSA
coletado na regido. Com isso, poderemos usar o intron ¢ HEG como
marcadores populacionais para diferentes populagdes de PS4 da costa
sul e sudeste do Brasil.
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ANEXO 4.A

Alinhamento de seqiiéncias

Alinhamento de sequéncias dos haplétipos (Hapl) do espagador cox2-
3 de isolados das populagdes de PSA. A sequiéncia completa é dada
apenas para o primeiro haplotipo. Posigdes idénticas sdo indicadas por
pontos (.). Os numeros acima dos nucleotideos indicam a posi¢do
neste alinhamento. As letras mindsculas indicam as seqiiéncias dos
“primers”. As letras mindsculas indicam as seqiéncias dos “primers”.
A posigao de nimero 198 indicada por asterisco (*) localiza o final do
gene cox?2 e o inicio do espagador € a posi¢dao de nimero 366 indicada
por asterisco (*) localiza o final do espagador € o inicio do gene cox3.
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shanlloasallaonalloesallaaaaloausllaabaliccanlltotollceo s o el
gtaccwtctttdrgrrkdaaatgtgaTGCTGTGCCAGGTAGATTAAATCARAGTTCACTT
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cooollesoallesenllosssllicasasllossallsodatlasnallaaoolloocslisnda FEan]
TTTGTAAAACGTGAAGGCCTTTTTTATGGCCAGTGCAGTGARATTTGTGGCGTAAATCAT
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............................................................
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gaallassallevesilansollossslle - {reteietelliare oin [wiatara latasie s = o

GGCTTTATGCCTATTGTTGTGGAAGCTGTGTCTTTGCCAAGTTACATTTCTTGAATAGCT
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sooollaanollovoallocoatlansolinaanllsasallascallonaailoaaalloncal s oaal]
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saoolfnasaallosoallosassllassallaonesllconallanas]ladacdlasballasnn faASA

soooilosaallosssilsassllooasilansalloscellansallaasslicosalinasollcgcall
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A ot e lla e el iatls e hm¥a e fotallatoRatlalls e foallnlatate wheTokoli Ratatiallstal/e Salle Lutls e laRsllol'a uite Vs s iasalsye
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o snoiloanotiasassll ancsllaosollsonsionsalloasallaosollsnonsllosoollasaa!
AGCGTA™TAATTACAARCTATTATGACARATACTACAARATTTAAGTTTTATAAARACAGC
430 440 450

TARACAATTGCAACgacatccwttrcatctwgtagatce
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ANEXO 4.B

Alinhamento de seqiiéncias

Seqiiéncia do haplotipo tnico (Hapl U) do espagador rbcL-S de
isolados das populagdes de PSA. Os nimeros acima dos nucleotideos
indicam a posi¢@o neste alinhamento. As letras minisculas indicam as
sequéncias dos “primers”. A posigdo de nimero 475 indicada por
asterisco (*) localiza o final do gene rbcL e o inicio do espagador, € a
posi¢do de namero 553 indicada por asterisco (*) localiza o final do
espagador e o inicio do gene rbcS.
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scastlacaslcassllannallasesllonanllasasllcasnllsoacllicaasllacscllocsal
ggtactgttgtaggtaaattwgaaggAGATCCTTTAATGATTARAGGTTTCTACAACACT

70 80 90 100 110 120
soosllsasolloasscllossolloanallsoeallacesllovoullonaclisascllcesallesas
TTACTTGAAAGTGAAACAGACATTAATTTACCTCAAGGTTTATTCTTTGCTCAARAACTGG

130 140 150 160 170 180
saasllsssslloosnllscesllessallasasllonaslisasallassallsssollacaciiesan!
GCATCTCTACGTARAGTTGTTCCAGTAGCATCTGGTGGTATTCATGCTGGTCAAATGCAC

190 200 210 220 230 240
seoablannallovosllansallnocallocaallesnallacocllaneallcssnfama ails )
CAACTTCTTGATTATTTAGGTGATGATGTAGTTCTTCAATTTGGTGGTGGTACAATTGGA

250 260 270 280 290 300
soosiloonollsosclloscnllansallsoaclinseallensellssanllcnaolldonallacas!!
CATCCTGATGGTATCCAAGCGGGTGCAACTGCGAATAGAGTAGCATTGGAGTCAATGGTT

310 320 330 340 350 360
sooalisanollaneatfodenlicosallasaallossslionsalloncs fasobilcanallivese
ATGGCAAGAAATGAGGGTCGTAATTATGTAGCAGAAGGTCCACAAATTTTARGAGACGCT

370 380 390 400 410 420
scasilaanalloassllaaosllonoalioasallotnailtsaalloasslcarallbess e omal]
GCTAAAACTTGTGGACCTTTACAAACAGCTTTGGACTTATGGARAGACATTAGT TTTAAC

430 440 450 460 470 480
saaoilesnsllcaaalloasolloonollsoanilobenilobanilconslonon e bamemer
TATACTTCCACAGATACAGCTGATTTTGTTGAGACTCCAACAGCAAACATCTAG TTTAA

490 500 510 520 530 540
soaallosss|lonantlavenlloaelosnslleooalbanaallosoalltascllass s Eona
TGACTACTTGCTAATGCTTAATTTAGCARATTGTGAGGAAAATTAACTTATAATAATAAG

550 560 570
senallszsallonnollasaallosesilsaosllas
GAGCATAGAATA*gtgagattaacacaagaac
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Consideracdes Finais

O género Porphyra tem sido alvo de muitos trabalhos cientificos
devido a importancia econdmica do grupo. Uma das maiores questoes
atualmente ¢ a sua relagdo com o género Bangia. Stiller & Waaland
(1993) levantaram a hipotese de Bangia e Porphyra ndo serem
géneros monofiléticos, o que foi corroborado posteriormente com
analises moleculares (Oliveira 1993, Oliveira ef al. 1995, Miiller et al.
1998, Oliveira & Bhattacharya 2000, Miiller ez al. 2001a, Milstein
2002).

Bangia e Porphyra apresentam a mesma estrutura morfologica na
fase esporofitica. No entanto, na fase gametofitica Porphyra apresenta
um talo parenquimatoso laminar enquanto que o talo de Bangia é
parenquimatoso cilindrico, com aspecto macroscdpico filamentoso.
Diferencas no desenvolvimento dos dois tipos de talo requerem
poucas alteragdes, o que permite a transi¢do entre essas duas formas
Observamos em diferentes arvores filogenéticas do SSU rDNA de
Bangia e Porphyra (Oliveira et al. 1995, Milller et al. 1998, 2003,
Broom et al. 1999, Milstein 2002, Klein ef al. 2003 e Capitulo 2) que
espécimes de Bangia sempre enraizam as espécies de Porphyra, e que
isso ocorre em clados distintos. Assim, a forma foliacea seria derivada
da forma filamentosa e teria surgido em mais do que uma ocasido
(Broom et al. 2004).

Analises filogenéticas com genes nucleares, do cloroplasto, e
recentemente com introns do SSU rDNA (Miiller ef al. 2001a)
confirmaram que Bangia e Porphyra ndo podem ser sustentados como
grupos irmdos e monofiléticos. Em nossas analises Porphyra € um
género polifilético e Bangia ¢ parafilético. As espécies do género
Porphyra ndo apresentam nas arvores do SSU rDNA um padrao de
agrupamento de acordo com a origem geografica. As Gnicas espécies
que formaram um agrupamento monofilético de alto suporte foram as
descritas apenas para o Brasil.

Porphyra é um género de morfologia simples, mas com um
grande nimero de espécies descritas (Yoshida er al. 1997).
Atualmente, descrigdes taxondomicas em parceria com marcadores
moleculares estdo redefinindo algumas classificagdes, isto €, espécies
estdo sendo colocadas em sinonimia, novas espécies € novas
ocorréncias estdo sendo descritas. No Capitulo 2, foi descrita uma
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nova espécie de Porphyra que foi coletada no litoral do Piaui, e novas
ocorréncias para a cosmopolita P. suborbiculata e para P. rakiura.

Bangia e Porphyra podem apresentar introns do grupo I no SSU
rDNA (Oliveira & Ragan 1994, Miiller 1998, Broom ef al. 2002,
Milstein & Oliveira 2005) e podem ser usadas como modelos
experimentais para a pesquisa desses elementos moveis. Os
polimorfismos de tamanho dos intron S1506 encontrado nas diferentes
populagdes de P. spiralis var. amplifolia ocorreram devido a perda de
partes de um dominio protéico, que por sua vez também ¢ um
elemento movel, o HEG. Foi feita uma analise da dinAmica evolutiva
dos HEGs a partir do estudo de grupos que exibiram variabilidade
nesses genes. Nesse trabalho foi possivel detectar eventos evolutivos
como transmissao vertical dos HEGs dentro das populagdes de PS4, a
partir de uma transmiss@o lateral para um ancestral de PSA. Além
disso, foi possivel verificar diferentes fases do ciclo do HEG,
caracterizar o motivo His-Cys box para algumas populagdes € também
verificar uma populagdo onde ocorre perda de grandes regides do
HEG.

Concluimos também com o0s experimentos auto-processamento in
vitro, que as variagdes no HEG ndo impedem os introns de manterem
as suas atividades cataliticas, assim os introns sdo fenotipicamente
silenciosos para o gene no qual estdo inserdos e podem sobreviver em
larga escala evolutiva.

Bhattacharya (1998) sugere que os introns do grupo I deveriam
ser utilizados como marcadores evolutivos dentro de linhagens onde
todos os membros do grupo tenham o intron, pois essas seqiiéncias
oferecem uma relativa divergéncia para resolver relagdes evolutivas
entre faxa proximamente relacionados. Assim, os polimorfismos de
tamanho dos introns S1506 foram utilizados como marcador
populacional para PS4. Foram utilizados também outros marcadores
moleculares como o espagadores rbcL-S e cox2-3.

Nzo foram obtidos resultados significativos com a utilizacdo dos
espagadores rbcL-S e cox2-3. No entanto, foi possivel delimitar
diferentes populagdes através do polimorfismo de tamanho dos
introns. Essas analises permitiram corroborar a hipétese de
colonizagdo de /SA na costa brasileira proposta por Oliveira (1993).
Portanto, os polimorfismos de tamanho dos introns $1506 que
ocorrem em PS4 podem ser uma ferramenta atil na identificagio da
origem desses espécimes, quando coletados na natureza.
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A analise da diversidade molecular das espécies de Porphyra do
Brasil, gerou dados para filogenia e biogeografia para o grupo,
permitiu a obtengao de dados sobre a distribui¢io e o auto-
processamento dos introns do grupo I e de suas HEGs, e, por fim,
permitiu um vis3o, mesmo que limitada para regides do genoma do
nucleo, cloroplasto e mitocondria.
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