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INTRODUCAO

Muito além da variabilidade genética, a genética de populacdes, permite a compreensao
de como as populages estdo estruturadas e conectadas, isto €, a quantidade e a direcao
do fluxo génico em uma escala de tempo de varias geracdes, podendo determinar a
extensdo das diferencas genéticas entre populacdes, como o tamanho efetivo, a
diversidade genética, a tendéncia genética e em alguns casos a especiacdo (SALE et al.,
2010). Estudos de polimorfismos genéticos em popula¢fes naturais € a base para a
compreensdo dos fendmenos evolutivos demograficos e ecologicos que devem ser
considerados em programas de conservacao destas populagdes (EIZIRIK, 1996). Com
uma distribuicdo geogréafica restrita a 5 ilhas oceanicas, Atol das Rocas (Rio Grande do
Norte), Arquipélago de Fernando de Noronha (Pernambuco), ilhas de Trindade e Martim
Vaz (Espirito Santo), no Brasil e Ascensdo, ilha britanica no oceano Atlantico
(HARTNOLL et al, 2010), o caranguejo terrestre Johngarthia lagostoma se torna um
modelo interessantissimo para estudos de padrGes de especiacdo e biogeografia.
Habitantes de galerias escavadas em terra firme, a disperséo larval plancténica seria uma
das formas mais efetivas de conectividade entre suas populacGes, no considerando-se a
distancia geografica entre as ilhas, estas populacGes podem estar, em graus variaveis,
abertas ou fechadas a entrada de migrantes. Um modo indireto de se estimar a
conectividade entre populagdes é através de marcadores genéticos. Atualmente, dentro
dos diferentes marcadores genéticos utilizados em estudos populacionais, 0s
microssatélites tém sido muito utilizados, pois sdo variaveis e abundantemente
distribuidos no genoma de eucariotos, sendo ideais para estudos populacionais em
diferentes niveis, contribuindo para responder a questées como o grau de mistura genética
entre as populaces, diferentes niveis de parentesco e fluxo génico (ZOLET et al., 2013).
Com o advento de novas tecnologias de sequenciamento (NSG - sequenciamentos de
nova geracdo) houve uma reducdo do tempo e custos, para a obtencdo de bibliotecas
gendmicas completas, auxiliando no desenvolvimento dos iniciadores microssatélites,
viabilizando o seu uso em estudos populacionais.

OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo validacdo de 17 pares de iniciadores
microssatélites espécie especificos de Johngarthia lagostoma, desenvolvido em um
estudo prévio. Testando, por meio da técnica de PCR, sua funcionalidade e repetitividade
dos resultados em individuos de diferentes localidades e classificando os loci como
polimorficos ou monomérficos, em razdo da existéncia de alelos distintos, por meio de
genotipagem. Sendo considerados validos aqueles iniciadores que apresentarem



repetitividade dos resultados em diferentes localidades e que forem caracterizados como
polimorficos.

METODOLOGIA

No presente trabalho foram testados 17 iniciadores microssatélites espécie especifico de
Johngarthia lagostoma desenvolvidos por Camargo (2015). Para tal foi realizada a
padronizacdo das reagdes de PCR, onde as condi¢fes da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) foram otimizadas para as temperaturas anelamento e para as concentragdes de
MgClze Taq DNA Polymerase. Os produtos de PCR foram primeiramente avaliados em
eletroforese horizontal em gel de agarose 2% e identificados por meio da visualizacdo das
bandas em um fotodocumentador de imagem exposto a luz UV. Foram considerados
como resultado positivo aqueles iniciadores cujos o fragmento amplificado apresentou o
tamanho (em ndmero de pb) esperado, considerando também a repetitividade nos
individuos analisados. Para a otimizacdo das reacfes de PCR, utilizou-se DNA
previamente extraido de tecido muscular de individuos representantes das localidades de
ocorréncia da espécie (llha de Trindade, Arquipélago de Fernando de Noronha e Ilha de
Ascensao) depositados na colegéo carcinologica do Museu de Zoologia da Universidade
de S&o Paulo (MZUSP), do Museu Nacional de Histéria Natural de Washington, D.C,
Estados Unidos América (USNM) e do Museu de Histéria Natural Sam Noble Oklahoma
(OMNH), Estados Unidos da América. Apos estabelecidos os parametros de amplificacdo
para cada iniciador foram realizadas reagdes de PCR com o objetivo de aumentar o
namero amostral de individuos de cada localidade para a genotipagem. Os produtos da
amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 10%, corados com
nitrato de prata. Para este estudo considerou-se como padrdo de banda a que apresentou
melhor intensidade e que correspondéncia ao tamanho do fragmento desejado. As bandas
foram medidas com o programa ImageQuantTM TL analysis (GE healthcare), sendo os
alelos nomeados de acordo com o nimero de pares de bases determinado por comparagéo
com marcadores de peso molecular conhecido. Os dados foram analisados no programa
Cervus 3.0.7. para a obtencdo do nimero de alelos e do indice de conteddo polimérfico
(PIC). A verificacdo de alelos drop-out e/ou nulos foi feita no programa MicroChecker
2.2.3. Para os célculos da frequéncia alélica, heterozigosidade observada e esperada e o
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) foi utilizado o programa HW-QuickCheck. O
programa GENEPOP foi utilizado para detectar o desequilibrio de ligagédo dos iniciadores
validados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 17 iniciadores, 15 (88%) deles foram funcionais, considerando-se os padroes
previamente especificados como: especificidades das bandas e repetitividade. A
concentracdo ideal de MgCl. e Tag DNA Polymerase estabelecida foi de 2,0mM e
1,5U/uL, respectivamente, para uma reacao de volume final 20jL, e as temperaturas de
anelamento ideais variaram de 56°C a 62°. Dos 15 iniciadores funcionais, 10
amplificaram um numero amostral significativo e com qualidade de banda para a
genotipagem em gel e poliacrilamida e analise estatistica, sendo entéo selecionados para
a validacdo (Tabela 1). Foram observados um total de 130 alelos, com média de 13 alelos
por locus, variando de 6 (locus JI 32) a 24 (locus JI 25) alelos. Apesar do niUmero amostral
baixo utilizado para analise foi possivel observar uma quantidade alta de alelos, pois as
altas taxas de mutacfes nos microssatélites tendem a gerar altos niveis de diversidade
alélica como observado na Tabela 1. (KLUG et al., 2010). O indice de contetdo
polimorfico (PIC) foi alto, variando de 0,69 a 0,94 (Tabela 3), sendo considerados como
altamente informativos. De acordo com Botstein et al., (1980), os valores de PIC sdo



agrupados em trés niveis: altamente informativo (PIC > 0,5); moderadamente informativo
(0,25< PIC< 0,5) e pouco informativo (PIC< 0,25) (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas genéticas dos 10 loci microssatélites especificos para J. lagostoma.

Iniciador | Ta(°C) | No. | Alelos Fﬂgg;eelﬁnzgg)ho Ho | He | PIC | HWE
3105 62C | 14 | 9 143 - 183 0.14 | 0,84 | 0,78

108 60°C | 30 | 14 262 - 302 037 | 0,89 | 0,86

116 62C | 31 | 18 267303 045 | 087 | 0,84

N18 60°C | 16 | 11 162 - 190 075 | 0,89 | 0,84 | 0,00
125 56°C | 28 | 24 229 257 046 |096]094| 0
2128 60°C | 33 | 15 229~ 257 042 [ 091|089 | o0

130 60°C | 33 | 7 160 - 216 0,61 | 0,74 | 0,69 | 0,05
131 60°C | 26 | 14 251 - 279 031 | 091|088 | o0

132 60°C | 22 | 6 213 241 000 | 076|070 | o0

135 60°C | 32 | 12 247-301 | 038|091 |088| 0

Ta (°C) - temperatura de anelamento, No. - nimero de individuos analisado, Alelos - alelos encontrados,
Faixa de Tamanho dos alelos (pb) - variacdo do tamanho do alelo encontrado para cada iniciador, Ho-
heterozigosidade observada, He- heterozigosidade esperada, PIC- indice de contetido polimorfico, HWE-
equilibrio de HardyWeinberg.

Os resultados apontam para um desvio no equilibrio de Hardy-Weinberg (HEW) em 80%
dos loci testados. Fato este também observado pelas discrepancias nos valores das
heterozigosidades observada e esperada (Tabela 1). Devido ao baixo nimero amostral de
cada populagéo as trés localidades foram testadas em conjunto, portanto, néo foi possivel
verificar estatisticamente se as populacdes analisadas realmente ndo estdo em equilibrio,
ou se o resultado é um reflexo de um possivel distanciamento genético entre populagdes
de diferentes ilhas, fato este que ndo pode ser previamente afirmado por auséncia de
estudos genéticos com SRR para a especie, atualmente existe apenas um estudo genético
com esses organismos realizado por Rodriguez-Rey et al (2016) no qual foi utilizado gene
ribossomal 16S e o gene COI concluindo-se que a espécie tem niveis de variagdo genética
baixos a moderados o que pode indicar uma separagdo entre populagfes de ilhas
diferentes, este padrdo de distribuicdo da espécie pode levar a uma estratificacdo das
populacdes, onde o efeito principal deste isolamento é uma variagcdo das frequéncias
genéticas entre os estratos, 0 que resulta em uma diminuicdo da heterozigozidade
encontrada em comparagdo a esperada que pressupdem que ocorrem acasalamentos
aleatdrios numa hipotética populacéo total (efeito de Wahlund), pois o isolamento leva a
um consequente aumento da endogamia aumentando também a homozigose. Sendo
assim, os resultados de analise onde a média da heterozigosidade observada (Ho), é menor
que a heterozigosidade esperada (He), corroboram com padrbes esperados para uma
populacédo segregante (Machado et al., 2016).

CONCLUSOES

Foram validados 10 iniciadores microssatélites com alto contetdo de informacao
polimérfica que poderdo ser utilizados como ferramenta molecular para a caracterizacéo
de populacdes de Johngarthia lagostoma, sendo estes os primeiros descritos para esta
espécie.
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