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RESUMO
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Os aeglideos sao crustaceos decapodos endémicos da regiao Neotropical da América do
Sul. Sao os Unicos anomuros de agua doce, habitantes principalmente de cursos d’agua. A
exigéncia por um habitat conservado tem restringido as populacbes de Aegla as nascentes,
como efeito da constante degradacdo ambiental dos ecossistemas aquaticos continentais.
Na regido central do estado do Rio Grande do Sul destacamos a ocorréncia de populacdes
de Aegla longirostri, que além dos efeitos de fragmentagéo de habitat, estdo expostas a uma
barreira geografica de formagédo montanhosa, que ha cerca de 11 milhdes de anos separa
as bacias dos Rios Uruguai e Guaiba. Locos de microssatélites sdo marcadores que
apresentam altos niveis de heterozigosidade e tém sido amplamente utilizados em estudos
de genética de populagdes. Marcadores microssatélites previamente isolados do genoma de
A. longirostri foram caracterizados determinando-se os niveis de heterozigosidade e a
diversidade alélica para cada loco. Dos oito locos de microssatélites analisados, sete se
mostraram polimérficos e foram empregados em individuos de quatro diferentes populacdes
da regiao central do estado do Rio Grande do Sul para analisar a variabilidade genética
entre as populagbes de A. longirostri em ambas as bacias. Os resultados mostram uma
grande diferenciacdo genética entre todas as populacbes e nao somente entre as
populagdes isoladas pela barreira geografica. Possivelmente, fatores como auséncia de fase
larval durante o desenvolvimento destes crustaceos, aliada a uma baixa capacidade de
dispersao, podem estar contribuindo para esta diferenciacdo. A agao antrépica, resultando
em degradacao do ambiente aquatico, também pode ser um fator recente a contribuir para a
diferenciagdo genética entre as populacdes estudadas, visto que os aeglideos sdo bem

exigentes em relacdo a qualidade da agua onde vivem.

Palavras-chave: Aegla longirostri; marcador microssatélite; diversidade genética
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POPULATION GENETICS OF Aegla longirostri (CRUSTACEA,
DECAPODA, ANOMURA) OF THE CENTRAL REGION OF THE RIO
GRANDE DO SUL STATE
AUTHOR: DARINE BUCHMANN
ADVISER: MARLISE LADVOCAT BARTHOLOMEI-SANTOS

The Aeglidae are Decapoda crustaceans endemic from the neotropical region of South
America. They are the only anomuran family entirely restricted to freshwater, occurring
mainly in streams. Requirement for well conserved habitat has restricted the populations to
springs, as an effect of the constant degradation of continental aquatic ecosystems. In the
central region of Rio Grande do Sul state, the species Aegla longirostri, besides suffering the
effects of habitat fragmentation, is subjected to a mountainous geographic barrier, which has
been separating the basins of River Guaiba and River Uruguay for about 11 my.
Microsatellite loci are molecular markers with high levels of heterozigosity which have been
widely used in population genetics studies. Microsatellite markers previously isolated from A.
longirostri genome were characterized and the levels of heterozigosity and allelic diversity
were calculated for each locus. A total of seven polymorphic microsatellite loci were used to
verify genetic variability among four different populations from central region of Rio Grande
do Sul state concerned the two basins described above. Results show a great genetic
differentiation among all populations and not only between populations isolated by the
geographic barrier. Factors as lack of larval stage and low dispersion capacity are possibly
contributing to such differentiation level. Anthropic actions, resulting in alteration of aquatic
environments, can also be a more recent factor contributing to the genetic diversity among

the populations studied, since aeglids are very strict in relation to the water quality.

Key words: Aegla longirostri; microsatellite markers; genetic diversity



S

UMARIO

TINTRODUGAO. ... eeeeee e eee e eesese e s eee s eeesee e eeeeesee e

1.1 RevisaoBibliografica...................

1.2 ODjJEtiVO geral. ... e
1.3 Objetivos eSPecCifiCos..........cccee i
2 METODOLOGIA. ...,

2.1 Diagnose da espécie Aegla longirostri.................ccccocveviencennienennn.

2.2 Descricao da area de amostragem...............ccoooiieeeiiiinniiiee e

2.3 LoCaIS @ COMOTA. ... e

2.4 Coleta dos animais......................

25 Extracao de DNA ... s
2.6 Caracterizacoes dos locos microssateélites..............ccccccceeeiiiiiie e,

2.7 Analise populacional...............cccooiiiiiiiiiiiiie e

SCAPITULO 1 ..o
4 CAPITULO 2.

BCONCLUSAO. ... oo e e et

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

17
17
18
18
19
20
21
21
22
26
28
37
60
61



1 INTRODUCAO

1.1  Revisao Bibliografica

1.1.1 A familia Aeglidae

1.1.1.1 Taxonomia

Crustaceos decapodos sdo em sua maioria caranguejos marinhos, entretanto,
dentro deste grupo encontramos uma unica familia restrita a ambiente de agua doce,
Aeglidae Dana, 1852. A familia consiste de 61 espécies atuais, todas incluidas no
género Aegla Leach, 1820 (Bond-Buckup e Buckup, 1994) e de duas espécies
fosseis. No momento, ao menos seis novas espécies estdo sendo descritas com
base em estudos filogenéticos (Bond-Buckup et al.,, 2008). Os aeglideos estao
inseridos taxonomicamente na superfamilia Galatheoidea, mas evidéncias
morfolégicas e dados moleculares sugerem que Aeglidae deve ser considerada uma
superfamilia (Perez-Losada et al., 2002a). Algumas caracteristicas morfolégicas sao
distintas as demais familias do grupo, Galatheidae, Chirostylidae e Porcellanidae
(Martin e Abele, 1988). Dentre estas ha auséncia de estdgio larval e linea
anomurica, além de possuirem tricobranquias ao invés de filobranquias e os machos
possuirem pleépodos reduzidos enquanto estes sdo bem desenvolvidos nos demais
galateideos. Adicionado as diferencas morfolégicas, um trabalho de filogenia com as
superfamilias de Anomura, usando o gene ribossomal 18S, mostrou separacao entre
Aeglidae e demais familias de Galatheoidea (Perez-Losada et al., 2002a).

1.1.1.2 Morfologia



Nos animais adultos a carapaca chega a medir 60 mm de comprimento. Sua cor
varia de acordo com o substrato em que vivem, geralmente de marrom esverdeado
a preto, porém também podem ser encontradas mais raramente espécies lacustres
de cor azul, amarelo, laranja e vermelho (Jara,1989). Diferentemente dos Brachyura
os aeglideos tém o quinto par de pereiépodos reduzido (Lopretto, 1978; Martin e
Abele, 1988) e um minusculo quelipodo (Martin e Felgenahuer, 1986). Sao
organismos didicos, nos machos os pledpodos sdo vestigiais e o poro genital abre
na coxa do quinto par de pereidpodos enquanto nas fémeas o poro genital abre na

coxa do terceiro pereidpodo (Martin e Abele, 1988).

1.1.1.3 Reproducéao

A fecundidade depende do tamanho da fémea variando de 120 (Bahamonde
e Lopez, 1961) a 1043 ovos que medem de 1,00 mm a 1,37 mm (Jara, 1977). Em
algumas espécies a desova ocorre durante todo o ano, mas é mais comum no
outono (Bahamonde e Lopez, 1961; Rodrigues e Hebling, 1978; Bueno e Bond-
Buckup, 2000). As fémeas nao produzem mais de uma ninhada por ano uma vez
que o fim do periodo de incubagdo acontece entre o quarto e o oitavo més (Bond-
Buckup et al., 2008). Os ovos eclodem no estagio pos-larval e os individuos nascem
como juvenis de 1,13 mm a 1,58 mm CL (comprimento da carapacga) (Bond-Buckup
et al., 1999) e permanecem com a mae durante trés a quatro dias (Lopez et al.,
2004). O recrutamento ocorre normalmente apenas durante a primavera (de agosto
a outubro) (Bahamonde e Lopez, 1961; Lopez, 1965; Bueno e Bond-Buckup, 2000),
mas em A. longirostri € A. castro parecem existir dois periodos de recrutamento
(Swiech-Ayoub e Masunari, 2001; Delevati et al., 2005). A densidade populacional
em Aegla é variavel, alcancando mais de 250 individuos por m? (Bahamonde e
Lopez, 1961).

1.1.1.4 Ecologia
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Os aeglideos fazem parte das relacdes tréficas dos ambientes limnicos,
constituindo a dieta de aves, jacarés, peixes salmonideos (Arenas, 1976) e lontras
(Medina, 1998) e se alimentando de particulas de matéria organica (Isler, 1988),
detritos vegetais e de larvas aquaticas de insetos (Magni e Py-Daniel, 1989; Bueno e
Bond-Buckup, 2004).

Sao animais de habitos bentbnicos e de distribuicdo restrita as regides
temperadas e subtropicais da América do Sul (Bond-Buckup e Buckup, 1999).
Representam o Unico grupo de crustaceos decapodos anomuros que habitam cursos
d'agua continentais, sendo encontradas em rios, riachos, lagos e cavernas de aguas
correntes e bem oxigenadas, sob detritos vegetais ou enterrados no substrato

arenoso (Bond-Buckup, 2003).

A maioria das espécies de Aegla tem areas de distribuicdo restrita e sao
consequentemente de significante interesse de conservacdo. Uma das ameacas
para a conservacdo dos aeglideos diz respeito as praticas de silvicultura
relacionadas a monocultura de Pinus e eucalipto principalmente no sul do Brasil e ao
longo da Costa da Cordilheira dos Andes. O uso excessivo de pesticidas na
agricultura e 0 aumento da criacao de suinos também sdo uma importante ameaca
para as populagdes nativas de aeglideos, particularmente nos estados de Santa
Catarina e do Rio Grande do Sul (Bond-Buckup et al., 2008).

Devido a sua distribuicao restrita e a rapida degradacdo das &guas
continentais o habitat das espécies de Aegla tem se restringido as nascentes (Bond-
Buckup e Buckup, 1994) e isso pode estar causando um efeito de estruturacao
genética destas populacdes (diferenciacdo das frequéncias alélicas e genotipicas
entre as populacdes). Além disso, a lista das espécies da fauna ameagadas de
extingdo no Rio Grande do Sul traz incorporadas varias espécies de Aegla na
categoria vulneravel (Marques et al., 2002). Uma vez que a viabilidade em longo
prazo das espécies vulneraveis € incerta, a alocacao das espécies de Aegla a tal
condigdo aponta para a necessidade da realizagao de trabalhos ecoldgicos com o
grupo, a fim de se obter dados confiantes sobre as atuais condigdes dos aeglideos
nas bacias hidrograficas onde ocorrem (Gongalves et al., 2006).

1.1.1.5 Distribuicao e processo historico



11

Atualmente ocorrem nas bacias hidrograficas do sul do Brasil, Uruguai,
Argentina, sul da Bolivia, Paraguai e centro-sul do Chile, tendo como limite norte a
bacia do Rio Grande, entre os estados de Minas Gerais e Sao Paulo, e ao sul, a llha
de Madre de Dios, provincia de Nova Esperanza, no Chile. Vivem a profundidades
que variam entre 320 m em lagos chilenos (Jara, 1977) a 4.500 m de altitude no
noroeste argentino (Bond-Buckup e Buckup, 1994). No Brasil estdo distribuidos
desde o Rio Canoas, que faz fronteira entre o estado de Minas Gerais (municipios
de Claraval) e o estado de Sao Paulo (municipio de Franca) (Bueno et al., 2007), até
o Rio Grande do Sul (Bond-Buckup e Buckup, 1994).

Entre as espécies descritas duas sao fésseis do Cretaceo superior, ambas
marinhas, encontradas na Nova Zelandia (Haumuriaegla glaessneri Feldmann
(1984)) e Sul do México (Protaegla miniscula Feldmann (1998)). As evidéncias
fosseis adicionadas as analises filogenéticas apontam para uma origem marinha do
género e posterior conquista do ambiente de agua doce (Martin e Abele, 1986;
Pérez-Losada et al., 2002a e 2002b). Apoiando-se no conhecimento do local de
origem marinha onde foi descoberto o féssil, Feldmann (1984) sugere que o
ancestral do grupo possa ter vindo da regido Indo-Pacifica (regido biogeografica
ocednica que compreende o Oceano indico e a porcdo ocidental e tropical do
Oceano Pacifico) e se dispersado pela América do Sul e que a dispersao de larvas
provavelmente tenha ocorrido antes do final do Oligoceno, junto com trocas
ambientais associadas com a deriva continental. Ortmann (1902) apud Bond-Buckup
e Buckup (1994) discute as evidéncias da uniao entre a América do Sul, a Austrélia,
a Nova Zelandia e a Antartica, no final do Mesozdico e inicio do terciario. O autor,
apoiado em argumentos de cunho geoldgico, explica a presenca do género Aegla
em ambos os lados dos Andes pela sua distribuicdo antes do soerguimento da
Cordilheira, sugerindo que, no inicio do Terciario, as espécies chilenas teriam
migrado para o norte da Argentina e sul do Brasil. Eventos geoldgicos como a
separacdo entre América e Africa, o soerguimento da Serra Geral e da Cordilheira
dos Andes também foram relacionados com a distribuicdo atual dos aeglideos em
Perez-Losada et al., (2004). Segundo os autores, multiplas ocorréncias de
vicariancia e migracdes podem ser postuladas para este cenario, entretanto pouco

se sabe como se deu essa dispersao.
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Ortmann (1902) apud Bond-Buckup e Buckup (1994) propds que as espécies
chilenas representam as formas mais primitivas do género. Entretanto, Schmitt
(1942) hipotetizou que os aeglideos do lado Atlantico da América do Sul sdo mais
primitivos e que as espécies que alcangaram os rios chilenos sdo mais derivadas.
Recentes estimativas de relacdes filogenéticas baseadas em uma variedade de
dados moleculares suportam a hip6tese de origem Pacifica e sugerem que o grupo
como um todo se originou em torno de 75 milhdes de anos (ma). As espécies
ocidentais de Aegla se espalharam ha aproximadamente 40-45 ma, mas a
especiacao dos taxons central e oriental ocorreu posteriormente, em torno de 23-35
ma (Perez-Losada et al., 2004).

Das 61 espécies atuais, 7 sdo endémicas da Argentina,16 do Chile e 36
espécies sdo endémicas do sul do Brasil, sendo 22 delas existentes no estado do
Rio Grande do Sul (Bond-Buckup et al., 2003). O territorio do Rio Grande do Sul é
formado por trés grandes bacias hidrograficas: a Bacia do Uruguai, a qual faz parte
da Bacia do Rio da Prata e abrange cerca de 57% da area total do Estado; a bacia
do Guaiba com 30% do total e a Bacia Litoranea com 13% do total (Atlas
socioeconémico do RS). A maioria das espécies esta restrita a uma Unica bacia,
apenas uma € encontrada nas trés regides hidrograficas e quatro ocorrem nas
bacias do Uruguai e do Guaiba, entre elas a espécie Aegla longirostri (Bond-Buckup
e Buckup, 1994).

Populagdes de A. longirostri presentes nas duas bacias que drenam a regiao
central do estado do Rio Grande do Sul sdo isoladas geograficamente devido a um
divisor de aguas de cerca de 11 milhdes de anos, conhecido como Serra do Pinhal
(Pereira et al.,1989). Uma faixa tectbnica p6s-cretaceo soergueu o planalto dando
origem a esta barreira (Ab’Saber, 1970). Tal evento inverteu para leste a drenagem
do Rio Jacui (Bacia do Guaiba), antes tributario da bacia do Uruguai (Moreira e
Lima, 1977), e separou as populacées da bacia do rio Ibicui (Bacia do Uruguai) e
Jacui (Bacia do Guaiba). O tempo de isolamento determinado pela barreira
montanhosa talvez seja suficiente para originar um processo de especiacdo entre
estas populagdes, uma vez que cessou o fluxo génico entre os individuos dos dois
lados da serra. O mesmo pode estar ocorrendo entre populagdes pertencentes a
mesma bacia hidrografica devido a fragmentacdo do habitat causado pela

impactacao do meio ambiente por acao antrépica.
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1.1.2 Marcadores Moleculares

O componente genético da biodiversidade é fundamental, pois é a variacao
genética que fornece o material basico para a selecao natural e, portanto, para a
evolucdao de todas as espécies (Allcock et al., 1995). A variabilidade genética,
também chamada de biodiversidade molecular, além de importante para a evolugao,
pode ser usada como instrumento de investigacdo por ecélogos e sistematas em
diversos campos como, por exemplo, para verificar as afinidades e os limites entre
as espécies, para detectar modos de reproducao e estrutura familiar, para estimar
niveis de migracao e dispersdao nas populacdes (Avise, 1994). A forma de analisar
os fenbmenos genéticos que ocorrem no nivel populacional passou por grandes
modificagdes nas Uultimas duas décadas. O periodo classico da genética de
populagbes contemplou o surgimento e o desenvolvimento de ferramentas teédricas
para andlises genético-populacionais. As ferramentas para esses estudos sao os
chamados marcadores moleculares, locos génicos que apresentam alguma
variabilidade no escopo do problema a ser estudado (Avise, 1994; Silva e Russo,
2000; Matioli, 2001).

Marcadores moleculares diferentes podem ter taxas de substituicao/evolucao
diferentes, de modo que através de uma escolha criteriosa desses marcadores,
podemos estudar desde problemas de identificacao de individuos a identificacdo de
espécies cripticas ou formulacdo de hipdteses filogenéticas em grupos supra-
especificos. A escolha do método a ser usado na abordagem de cada problema
depende de varios critérios, entre eles esta, em primeiro lugar, a adequagao do grau
de variabilidade do marcador molecular escolhido ao nivel da divergéncia que se
deseja estudar (Matioli, 2001).

Os marcadores moleculares atualmente disponiveis podem ser classificados
de acordo com a capacidade dos mesmos na deteccao de dominancia. Os métodos
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), por exemplo, revelam padrées de dominancia, ou seja, nao
permitem distinguir entre individuos homozigotos dominantes e heterozigotos. Ja os

microssatélites sdo marcadores moleculares co-dominantes. Os marcadores
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moleculares podem ainda ser classificados em relacao as taxas evolutivas incluindo
alozimas que evoluem de forma lenta e RAPD e microssatélites que evoluem muito

rapidamente (Matioli, 2001).

1.1.3 Microssatélites

Microssatélites sdo sequéncias de DNA nuclear com um namero variavel de

repeticdes arranjadas lado a lado. Também sdo conhecidos como SSR “Simple
Sequence Repeats” (Kashi et al., 1997) ou VNTRs “Variable Number of Tander
Repeats” (Murray, 1996; Campos, 2003). Os microssatélites apresentam repeticdes
que variam de 2 a 6 pares de base enquanto repeticbes com numero entre seis e 70
pares de base sdo denominadas minissatélites (Murray,1996; Campos, 2003).
Os microssatélites sdo encontrados no genoma de procariotos e eucariotos (Gur-
Arie et al, 2000). A existéncia de microssatélites no genoma eucaribtico € conhecida
desde 1970 (Bruford et al, 1996), sendo demonstrado ampla ocorréncia dessas
sequéncias desde leveduras até vertebrados (Hamada et al, 1982).

Os microssatélites sao classificados em quatro categorias: perfeitos,
imperfeitos, interrompidos e compostos (Goldstein e Schlbtterer, 1999).

Microssatélites perfeitos sdo sequéncias de bases com Unico motivo repetitivo
sem nenhuma interrupgéo. Ex.: CACACACACACA.

Microssatélites imperfeitos sao repeticées que apresentam uma base que nao
se encaixa na estrutura repetitiva. Ex.. CACAGACACA.

Microssatélites interrompidos consistem na insercdo de um pequeno ndmero
de bases que nao se encaixam na estrutura repetitiva. Ex.. CACACAGGGCACACA.

Microssatélites compostos sdo dois ou mais microssatélites adjacentes com
diferentes sequiéncias repetitivas. Ex.. CACACACACAGATGATGATGAT.

A maioria dos microssatélites sédo dinucleotidicos. O motivo de repeticao (CA),
€ 0 mais comum no genoma dos vertebrados seguido pelo motivo (AT),, duas vezes
menos frequente do que o primeiro. Os motivos tri-, tetra-, penta- e hexanucleotidico
sao 1,5 vezes menos frequientes do que dinucleotideos (Toth et al, 2000).
Microssatélites podem ser encontrados nas regides codificante e nao-codificante do

DNA (Toth et al, 2000), embora sejam mais raros nas regides codificadoras
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(Hancock, 1999). Nestas regides eles alcangcam apenas entre 7 e 10% do total
encontrado em plantas superiores (Wang et al., 1994; Varshney et al, 2002) e entre
9 e 15% em invertebrados (Van Lith e Van Zutphen,1996). Em vertebrados, motivos
de repeticao di- e tetranucleotidicas sdo 42 vezes menos frequentes em éxons do
que em introns e 30 vezes menos frequentes em regides intergénicas (Toth et al,
2000).

Ao contrario de outros tipos de motivos repetitivos, trinucleotideos séao
encontrados em regides codificantes e n&o-codificantes do genoma com alta
frequéncia (Wren et al, 2000; Morgante et al., 2002). Em todos os vertebrados,
motivos contendo (CG), como por exemplo CCG ou CAG, sdo mais comuns entre
trinucleotideos. Essas repeticdes sdo dominantes em éxons, considerando que elas
s40 menos comuns em sequéncias intrénicas (Toth et al, 2000).

Sao sugeridos dois modelos para explicar a formacdo e evolucdo dos
microssatélites.

No modelo do “Crossing-over Desigual” (Smith,1976) a presenca das
repeticdbes aumenta a probabilidade de erro durante o emparelhamento entre os
cromossomos homdlogos, acarretando alteracées no numero original de repeticoes
de cada cromossomo, apds a troca de cromatides.

O modelo conhecido como “Slipped-strand Mispairing”, ou seja, “deslizamento
da DNA polimerase”, se refere a um deslize da DNA polimerase, que durante o
processo de replicacdo do DNA pode acrescentar ou diminuir repeti¢coes (Streisinger
et al., 1966).

Existem evidéncias de que a elevada taxa de “Slipped-strand Mispairing” seja
a principal responsavel pelo grande numero de polimorfismos dos microssatélites,
uma vez que esses erros durante o processo de replicagcao sao mais frequentes em
microssatélites do que em outras regides do genoma (Eisen, 1999).

A média de mutagdo dos microssatélites é estimada entre 102 e 10 por loco
por geracao (Ellegren, 2000), o qual € algumas ordens de magnitude maior do que a
do DNA regular néo repetitivo (10) (Li, 1997).

Analise de microssatélites (CA), em cinco classes de vertebrados (mamiferos,
aves, répteis, anfibios e peixes) mostrou que o tamanho é o principal influente do
padrao mutacional (Neff e Gross, 2001). Durante a replicacdo do DNA, longas

unidades repetidas sdo mais propensas ao pareamento incorreto. Além disso,
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grandes numeros de repeticdes fornecem mais oportunidades para o alinhamento
incorreto durante o realinhamento da fita nascente. Embora ocorram diferentes tipos
de mutacao nos locos de microssatélites, as alteracées no numero de repeticées séo
as mais frequentes (Eisen, 1999).

Analises mostraram que microssatélites perfeitos com cinco ou mais
repeticoes em regides nao-codificantes mudam de comprimento pela adicdo ou
delecdo de uma unidade com igual probabilidade (Dokholyan et al., 2000), embora
seja mais comum o0s microssatélites ganharem do que perderem uma repeticao
(Ellegren, 2000). A substituicao de bases destréi repeticbes perfeitas longas,
produzindo duas regides curtas de repeticdes perfeitas (Dokholyan et al, 2000).

As interrupcbes parecem estabilizar os microssatélites, diminuindo a
probabilidade de erro durante a replicacao (Weber, 1990), fazendo com que os
microssatélites perfeitos possuam mais alelos do que os interrompidos (Chung et al.,
1993; Pépin et al., 1995).

Os microssatélites sdo caracterizados por um alto grau de polimorfismo que
pode ser identificado pela reacdo em cadeia da polimerase (Weber et al., 1991;
Hadonou et al., 2004) com o uso de pares de oligonucletideos que flanqueiam o
segmento repetitivo e assim definem o loco de microssatélite (Powel et al., 1996).
Microssatélites sdao polimoérficos devido a variagdo no numero de repeticdes (Amos e
Pemberton, 1992), sendo que as regides flanqueadoras dos microssatélites evoluem
muito mais lentamente do que o numero de repeticoes (Dimitry et al., 2005).

Por causa de sua natureza multi-alélica, heranga codominante, pequena
extensao, extensiva cobertura gendmica e relativa abundancia, os microssatélites
sdo atualmente aplicados com sucesso em uma ampla variedade de campos de
pesquisa (Powell et al., 1996), desde o estudo forense do DNA a genética de
populacdées e conservagao/manejo de recursos bioldgicos (Jarne e Lagoda 1996;
Zane et al.,, 2002), como no estudo do grau de estruturagdo das populacoes e
migracao (Ciofi e Bruford, 1999; Waits et al., 2000). Os microssatélites sao
marcadores apropriados para quantificar a diferenciagdo genética em uma fina
escala temporal e espacial. Microssatélites também provaram ser extremamente
valiosos para o mapeamento genémico em muitos organismos (Schuler et al., 1996;
Knapik et al., 1998).Microssatélites sdo mais sensiveis do que alozimas para estudar
a evolucao da dindmica de populagdes (Ramstad et al., 2004), incluindo flutuacées

populacionais e tamanho efetivo da populacdo (Waples, 2002). A diversidade alélica
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e a proporcao de locos polimérficos sdo medidas comuns da diversidade genética e
heterozigosidade (Pujolar et al., 2005). Uma vez que eles evoluem 10% -10° vezes
mais rapido do que uma unica cépia do DNA nuclear, eles sdo uma ferramenta
poderosa para analisar eventos recentes e contemporaneos (Ellegren, 2000).

Marcadores microssatélites apresentam caracteristicas ideais para estudos
populacionais em A. longirostri, sendo possivel verificar se esta ocorrendo um efeito
de estruturacdo genética nas populacées da regiao central do Rio Grande do Sul
causada por uma barreira montanhosa e pela degradacdo ambiental das aguas
continentais, verificar se existe fluxo génico entre as populacées, além de responder

questdes relacionadas a sua evolucao, taxonomia e estado de conservacao.

1.2 Objetivo geral

Analisar a variabilidade genética de populacdes de A. longirostri da regiao
central do estado do Rio Grande do Sul empregando marcadores microssatélites
previamente isolados (Roratto, 2007).

1.3  Objetivos especificos

- Caracterizar e selecionar marcadores microssatélites, determinando os

niveis de heterozigosidade e a diversidade alélica para cada loco isolado;

- Empregar os locos selecionados em estudos populacionais de Aegla
longirostri pertencentes as bacias do Uruguai e do Guaiba do estado do Rio
Grande do Sul;

- Determinar o grau de diferenciagdo genética entre as populagdes, se

houver;

- Verificar a ocorréncia de fluxo génico entre as populacdes analisadas.
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2 METODOLOGIA

2.1 Diagnose da espécie Aegla longirostri

Margens laterais da area branquial da carapaca pouco expandidas com
tubérculos escamiformes; espinho antero-lateral da carapaga ultrapassando a
metade da cérnea; rostro muito longo, estiliforme, carenado em todo o seu
comprimento; angulo anterior da margem ventral do epimero dois projetado por
espinho robusto; margem externa proximal do dedo mével do quelipodo sem lobo;
crista palmar retangular, escavada; margem interna da face ventral do isquio do
quelipodo com dois espinhos robustos e entre eles tubérculos; margem ventral do
mero do segundo pereiopodo com espinho antero-medial seguido de tubérculo
escaniforme (Bond-Buckup e Buckup, 1994). A figura 1 apresenta um exemplar de
A. longirostri.

Figura 1 - Vista dorsal de um exemplar adulto de Aegla longirostri. (Extraido de Bond-Buckup e
Buckup, 1994).
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2.2 Descricao da area de amostragem

Para a amostragem dos individuos foram consideradas quatro populacdes da
regido central do estado do Rio Grande do Sul, uma delas pertencente a bacia do
Uruguai e as demais pertencentes a bacia do Guaiba. Tais bacias sdo separadas
pela Serra do Pinhal, um conjunto de formacées montanhosas com picos de até 500
metros de altura, que corresponde ao soerguimento leste-oeste da Serra Geral
(Pereira et al., 1989).

A area de estudo esta inserida na Depressao Central do estado, localizada
entre o limite sul do Planalto Meridional Brasileiro, a campanha ao oeste, o litoral ao

leste e a Serra do Sudoeste ao sul (Rambo, 1994).

Figura 2 - Ponto de coleta de A. longirostri na regiao central do RS, caracterizado como ambiente
com mata ciliar preservada, agua corrente, limpa e gelada.
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2.3 Locais de coleta

Ponto 1: Municipio de Val de Serra, Bacia do Uruguai, Rio Ibicui-Mirim (29 °28°57"S;
53°43'47"W);

Ponto 2: Municipio de Ivora, Bacia do Guaiba, Rio Michelon (29°29'31"S;
53°34'19"W);

Ponto 3: Municipio de Vale Véneto, Bacia do Guaiba tributario do Arroio Divisa
(29°30°33"S; 53°32'02"W);

Ponto 4: Municipio de Santa Maria, Bacia do Guaiba, tributario do rio Vacacai-Mirim
(29°40'13"s; 53°45'44"W) (Figura 3).
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Figura 3 - A: Mapa com as bacias hidrograficas do estado do Rio Grande do Sul. B: Mapa hidrografico
enfatizando a regido central do estado do Rio Grande do Sul com os quatro pontos de coleta. 1:Rio
Ibicui-Mirim (Val de Serra); 2: Rio Michelon (lvora) ; 3: tributario do Arroio Divisa (Vale Véneto) ; 4:
tributario do Rio Vacacai-Mirim (Santa Maria).
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2.4 Coleta dos animais

Foram coletados de 25 a 40 individuos de cada populacdo. Os exemplares
estudados foram capturados manualmente ou com auxilio de puca, apés remocao
das rochas do fundo do rio. Os animais foram transportados ao laboratério
individualmente em sacos plasticos contendo dgua do local de coleta e mantidos em
aquarios até o momento da dissecacdo, quando os mesmos foram sacrificados por

resfriamento durante 30 minutos.

2.5 Extracao de DNA

Os tecidos das branquias, dos musculos abdominais e quelipodos foram
dissecados sobre superficie de gelo e submetidos a extracdo de DNA total. Os
tecidos removidos foram inseridos em solugao contendo 400mL de tampao de lise
(Tris-HCI 100mM; EDTA 100mM; NaCl 250mM), SDS 2%, B-mercaptoetanol 1% e
proteinase K 0,2mg/mL e macerados com auxilio de bastdo de vidro. Em seguida, a
solugdo foi submetida a banho-maria durante o minimo de 4 horas a 65°C
(Bitencourt et al., 2007).

Foi seguida a metodologia tradicional de extracdo de DNA com fenol-
cloroférmio descrita por Sambrook e Russel (2001). O DNA extraido foi precipitado
com 2,5 volumes de etanol absoluto gelado e 1% de NaCl 5M. Apés centrifugacao e
3 lavagens do precipitado com etanol 70%, o mesmo foi eluido em um volume de
tampao TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM) de acordo com a quantidade de material
obtido. Depois de tratadas com RNase durante 1 hora a 37°C e purificadas por PEG
8000 13%, NaCl 1,6M (Sambrook e Russel, 2001), as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 0,8%, quantificadas, identificadas e armazenadas a
4°C negativo.
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2.6 Caracterizacao dos locos de microssatélites

Treze locos de microssatélites (AICA99, AICA105, AICA108, AICA119,
AICA128, AIGA120, AICA131, AICA135, AICA136, AIGA138, AICA140, AICA145 e
AICA159) contendo repeticoes (CA), e (GA), previamente isolados do genoma de A.
longirostri (Roratto, 2007), foram selecionados para caracterizacdo quanto ao
polimorfismo em individuos provenientes da populacdo do Arroio Divisa (Vale

Véneto) usando padrao de bandas eletroforéticas.

3.6.1 Padronizacdo das Condi¢cées de Amplificacdo por PCR (Polymerase Chain

Reaction)

Os testes de padronizacdo da PCR para cada loco foram realizados
modificando-se as concentracdes de cloreto de magnésio (MgCl,) que variaram de
1,0 mM a 3,0 mM e testando-se diferentes temperaturas de anelamento. Quando
ndao se obteve amplificacdo dos locos modificando essas duas variaveis, foram
testadas concentracées de primers de 10 pmol e 20 pmol. A concentragcdo dos
demais reagentes utilizados para a preparacao do produto da PCR foi a mesma para
todos os microssatélites testados. Para um volume final de 15,0 pL utilizou-se 2,0 pl
da amostra; 1,5 uL de tampao 10x para Tag DNA polimerase (10 mM tris-HCI, 50
mM KCI); 0,6 pL de trifosfato de deoxinucleotideo (dNTP) 10 mM; 0,6 uL de primer
forward 10 mM e primer reverso 10mM e 0,15uL de enzima Taqg DNA Polimerase
(5u/uL). Como controle positivo foram utilizados os plasmideos contendo a repeticao
do microssatélite e para controle negativo foi acrescentado agua milli-Q na reacéo.

As reacdes da PCR foram realizadas com uma temperatura de desnaturacao
de 94°C por 5 min. Subsequentemente, cada ciclo comecou com desnaturacédo de
94°C por 1 min, temperatura de anelamento “teste” por 45 s e alongamento de 72°C
por 45 seg, num total de 30 ciclos. O alongamento final ocorreu a 72°C por 5 min;.

Padronizadas as condicdes de amplificacdo para cada par de primer (Tabela
1), foram iniciadas as PCRs com as amostras da populacdo de Vale Véneto
empregando oito dos treze microssatélites selecionados, uma vez que ndo se obteve

amplificag&o para cinco locos.
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3.6.2 Eletroforese

Nas eletroforeses foram aplicados 7,0 pl de produto da PCR diluido em 5 uL
de tampao de amostra (30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol e 0,25%
xilenocianol) em gel de poliacrilamida 6% corado com solugcdo de nitrato de prata
(Figura 4). O tempo de corrida das eletroforeses foi de aproximadamente 5h a 300V
ou de 12h a 120V em cuba média de 25 cm.

MPM MPM  MPM
10pb 10 11 13 14 15 16 17 50pb + 10pb

Figura 4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata.

3.6.3 Revelacao dos Géis de poliacrilamida

Apo6s a corrida eleroforética, os géis foram mergulhados em 200 mL de
solugé@o contendo 20 mL de élcool etilico e 1 mL de &cido acético glacial durante 5
minutos. Depois foram corados com 200 mL de solucao de nitrato de prata (2,5g/L)

por mais 5 minutos e por fim, revelados com 200 mL de solu¢do de hidroxido de
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sédio (69) acrescido de formaldeido (600 ul) até o aparecimento dos fragmentos de
DNA. As trés solucdes foram aquecidas a 60° C. Para interromper a revelacao foi
usado 200 mL de &cido acético 10%. Antes da troca de solugbes, os géis foram
lavados com agua destilada. Para secar, os mesmos foram envolvidos com papel
celofane permeavel embebido em solugdo de secagem (glicerol 1% e alcool metilico
30%).

3.6.4 Analise dos géis

O tamanho dos alelos encontrados para cada individuo foi determinado
manualmente por comparacdao com marcadores de peso molecular de 10pb e 50pb
e com uma escala alélica construida com os préprios alelos encontrados para cada
loco (Figura 5). O programa GENEPOP (Raymond e Rousset, 1995) constatou o
namero de alelos, heterozigosidade observada e esperada conforme o equilibrio de

Hardy-Weinberg e o desequilibrio de ligacao para cada marcador.

MPM MPM MPM MPM
50pb 10pb govww 11vwv 16w 17vv 18vv 10pb 50pb
330pb — —_—
250ph m— — — —
ZDpr— — — —

Figura 5 — Identificacdo de alelos tendo como referéncia marcadores de peso molecular de 10 e 50
pares de base.
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2.7 Analise populacional

Os locos de microssatélites que se mostraram polimérficos foram amplificados
por PCR a partir das amostras de DNA de A. longirostri pertencentes as demais
populacdes citadas acima. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em

gel de poliacrilamida 6%, como descrito anteriormente.

Os espécimes coletados em cada localidade (Val de Serra, Ivora, Vale Véneto
e Santa Maria) (Figura 3) foram considerados como populacbées em todas as
analises realizadas. A frequéncia alélica e estimativa da heterozigosidade esperada
e observada foram calculadas para cada loco em cada populacdo com o programa
GENEPOP (Raymond e Rousset 1995), assim como testes para o equilibrio de
Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligacdo ao nivel de significancia de 5%. Com
acasalamentos ao acaso, os alelos de um gene sdo combinados ao acaso dentro
dos gendétipos de acordo com a frequéncia dada pela proporcdo do equilibrio de
Hardy-Weinberg. Genes associados ao acaso sdo chamados em estado de
equilibrio de ligacao, e genes que nao estdo associados ao acaso sdo chamados em
desequilibrio de ligacao (Hartl e Clark, 2007).

Em uma populacdao grande onde a reproducdo ocorre ao acaso, as
frequéncias alélicas e genotipicas em um loco atingem o equilibrio de Hardy-
Weinberg apdés uma geragao quando nao existe mutacdo, migracdo ou selecao. O
equilibrio de Hardy-Weinberg proporciona a base para detectar desvios do
acasalamento ao acaso, para testar a ocorréncia de selecdo, modelar os efeitos da
endogamia e selecdo, e estimar as frequéncias alélicas em locos que mostram
dominancia. Quando qualquer um dos pressupostos que compdem a base do
equilibrio de Hardy-Weinberg é violado, irdo ocorrer desvios do equilibrio das
frequéncias genotipicas. Os desvios das frequéncias genotipicas daquelas
esperadas no equilibrio de Hardy-Weinberg sdo altamente informativos, permitindo
detectar a ocorréncia de endogamia, fragmentacdo de populagdes, migracdo e
selecao (Frankham et al, 2008).

A heterozigosidade é a medida mais comumente utilizada para caracterizar a
diversidade genética para um loco. A heterozigosidade observada (Ho) é a

proporcao dos individuos amostrados que sao heterozigotos. Em geral, quando
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comparamos a amplitude da diversidade genética entre populagdes € usada a
heterozigosidade média. Em populacbes com acasalamentos ao acaso, as
heterozigosidades observada e esperada sao geralmente similares (Frankham et al,
2008).

O numero médio de alelos por loco (diversidade alélica) também é usado para
caracterizar o nivel de diversidade genética. Quando mais de um loco é estudado, a
diversidade alélica é a média do numero de alelos de todos os locos (Frankham et
al, 2008).

A média do numero de alelos por loco em cada populacao foi dada de duas
formas, uma entre todos os sete locos e a outra descartando aqueles locos que néo

amplificaram para toda uma populacéao.

Também foram realizadas andlises para verificar a estrutura genética entre as
populacdes. Através do programa GENEPOP (Raymond e Rousset 1995) foi
calculado o indice Fsr que mostra o valor da diversidade genética entre as
populacdes (Hartl e Clark, 2007). Este valor é calculado a partir das frequéncias
génicas encontradas em certa populacdo em comparacao com a que foi encontrada
em outras populacdes; através da seguinte expressao: Fsr= Hr — Hs/ Hr; sendo, Hra
heterozigosidade total e Hs a heterozigosidade em certa subpopulagcdo ou grupo
(Hartl e Clark, 2007). Por exemplo, a frequéncia encontrada em Vale Véneto foi
comparada com a que foi encontrada em cada uma das outras trés populacoes.
Assim, uma matriz com os valores de Fsrcomparados par a par foi gerada. Foram
obtidos valores de Fsr para cada dupla de populagcbes, e ainda agrupando as
populacdes a leste e a oeste da Serra do Pinhal. De acordo com Hartl e Clark, 2007,
valores de Fsr inferiores a 0,05 indicam pequena diferenciacdo genética; valores
entre 0,05 e 0,15 mostram uma estruturacdo genética moderada; valores entre 0,15
e 0.25, uma alta estruturacdo, e valores superiores a 0,25 indicam uma
diferenciacdo genética muito alta.

Para estimar o numero efetivo de migrantes (Nm) entre as populagdes foram

usados valores de Fsratravés da equacado: Nm = 0.25 (1/Fsr— 1) (Wright, 1951).
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3 CAPITULO 1:

ARTIGO (Short Communication): Caracterizacao de marcadores microssatélites
para Aegla longirostri (Crustacea, Decapoda, Anomura).
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Resumo

Locos de microssatélites isolados de uma biblioteca genémica contendo motivo de repeticao
(CA), foram caracterizados em 25 individuos de Aegla longirostri, provenientes de uma
populagédo de Vale Véneto (RS). Dos oito locos de microssatélites caracterizados, sete se
mostraram polimérficos com média de 4,4 alelos por loco. A distribuicdo genotipica de 3
marcadores esta de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg e todos os locos se
encontram em equilibrio de ligacdo. Logo, 7 marcadores microssatélites sdo adequados

para estudos populacionais em A. longirostri.

Palavras-chave: Aegla longirostri, marcador molecular, microssatélite

Os aeglideos sao crustaceos decapodos endémicos da regido neotropical da
América do Sul (Perez-Losada et al., 2002a). Ocorrem nas bacias hidrograficas do
Brasil, Uruguai, Argentina, Bolivia, Paraguai e Chile (Bond-Buckup e Buckup, 1994).
Sa0 os Unicos crustaceos da Infraordem Anomura habitantes do substrato de lagos,
cavernas e principalmente de rios e riachos de aguas correntes e bem oxigenadas
(Bond-Buckup, 2003). A maioria das espécies de Aegla tem areas de distribuicao
restrita e sdo consequentemente de significante interesse de conservacédo (Bond-
Buckup, 2008). Além disso, os aeglideos s6 ocorrem em ambientes bem
preservados, 0 que os torna suscetiveis a intensa degradacao ambiental.

A realizacdo de pesquisas, capazes de criar bases confidveis para a
identificacao sistematica das espécies de crustaceos limnicos existentes, surge
como uma importante etapa para ampliar o conhecimento sobre a distribuicao
geogréfica, taxonomia e estado de conservacao de algumas espécies do género
Aegla (Bond-Buckup e Buckup, 1994).

Aegla longirostri, encontrada na regiao central do Rio Grande do Sul, € uma
das 63 espécies descritas, todas pertencentes ao género Aegla. Entretanto, o seu
estado taxondmico nao se encontra bem definido (Perez-Losada et al., 2002b).

Portanto, para um melhor conhecimento a respeito deste grupo tao peculiar
foram isolados e caracterizados locos de microssatélites para a espécie A.

longirostri.
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Foram projetados 13 pares de primers para as regides flanqueadoras de locos
de microssatélites isolados previamente do genoma de A. longirostri (Roratto, 2007).
O programa OLIGO (Rychlin e Rhoads, 1989) foi utilizado para desenhar primers
para os locos AICA105, AICA119 e AICA128; o programa Primer 3 (Rozen e
Skaletsky, 2000) foi utilizado para os locos AICA99, AICA108, AIGA120, AICA131,
AICA135, AICA136, AIGA138, AICA140, AICA145 e AICA159.

Apoés sucessivas tentativas de otimizacdo da PCR ndo se obteve produto de
amplificagdo para cinco locos, ALCA105, ALCA108, ALCA128, ALCA119 e
ALCA140, provavelmente devido ao sitio de anelamento desses primers serem
regides ricas em adenina e timina. Além disso, ndo pode ser descartada a hipotese
de locos quiméricos para estes cinco marcadores (Roratto et al, 2008). Os demais
microssatélites tiveram suas condicdes estabelecidas e foram amplificados em 25
individuos provenientes da populacao do Arroio Divisa, pertencente ao municipio de
Vale Véneto, na regidao central do estado do Rio Grande do Sul (Figura 1). Cada
PCR consistiu de 2,0 yL da amostra de DNA (aproximadamente 50 ng); 1,5uL de
tampao 10x para Taq DNA polimerase (10mM tris-HCI, 50mM KCI); 0,6 pL de
trifosfato de deoxinucleotideos (dNTP) 10mM; 0,6ul de primer forward 10mM e
primer reverso 10mM e 0,15uL de enzima Tag DNA Polymerase (5u/pL) para um
volume final de 15 pL. Os PCRs consistiam de um estagio inicial de desnaturacao a
94°C por 5 min seguido por 30 ciclos de 1 min de desnaturacao a 94°C, 45s de
temperatura de anelamento primer-especifico (Tabela 1) e 45s de extensao a 72°C,
com um passo de extensdo final de 72°C por 5 min. Para alguns locos utilizou-se
programas com temperaturas de anelamento com diminuicdo progressiva
(touchdown — TD). Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 6%, de 25 cm de comprimento, corados com solugao de nitrato de
prata. Foram usados marcadores de peso molecular de 50pb e 10pb para
identificacdo do tamanho dos fragmentos analisados. O programa GENEPOP
(Raymond e Rousset, 1995) foi usado para analise do numero de alelos,
heterozigosidade observada e esperada conforme o equilibrio de Hardy-Weinberg e

para teste de desequilibrio de ligagao.
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Dos oito microssatélites, sete mostraram-se polimérficos (Figura 6) com uma
média de 4,4 alelos por loco. Os locos AICA99 e AICA145 foram menos polimorficos
com apenas dois alelos, enquanto o loco AICA131 foi o mais polimérfico com 10
alelos (Tabela 2). A heterozigosidade média esperada e observada foi de 7,1 e 5,0,
respectivamente. Testes exatos de Fisher revelaram que a distribuicdo genotipica
dos marcadores AICA99, AICA145 e AICA159 esta de acordo com a perspectiva do
equilibrio de Hardy-Weinberg (P > 0,05) e que todos os locos estdao em equilibrio de
ligacédo (P > 0,05). Desta forma, sete marcadores podem ser usados em estudos de
diversidade genética e estrutura populacional na espécie A. longirostri. Estes
marcadores constituem uma ferramenta molecular que sera extremamente Util para
estudos futuros visando responder questées-chave relacionadas a diferenciacao
genética entre populacdes, taxonomia e status de conservacao da espécie.

Tabela 2 — Caracterizagao de 8 locos de microssatélites em individuos de A. longirostri oriundos do
municipo de Vale Véneto. Ho, heterozigosidade observada; He, heterozigosidade esperada; n, n° de
individuos; HWE, teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tamanho dos

Loco Ne? Alelos alelos (pb) n Ho He HWE (P)
AICA99 2 181-191 21 8 9.846154 0.6385
AICA120 3 220-240 20 0 3.757576 0.0007
AICA131 10 109-241 22 9 14.484847 0.0013
AICA135 5 200-210 25 8 10.322580 0.0198
AICA136 1 130 21 - - o
AICA138 5 220-280 25 4 9.028571 0.0008
AICA145 2 181-191 24 3 2.846154 1

AICA159 4 257-291 24 8 6.818182 1
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Figura 1 — Padrdo de bandas correspondentes aos fragmentos de DNA de Aegla longirostri
pertencentes a populagao de Vale Véneto, amplificados com oito marcadores microssatélites.

AICA99 AlIGA120
MPM MPM MPM MPM MPM
50pb 10pb 31gvw 19w 2aw 22w 23w  10pb  gsw  osw osw 09w 1ovw 10pb 50pb
330pb — — — 330pb
300ph m— — — — — 300 pb
250ph m— — — — — 350pb
200ph m— — — — = 200pb
150ph m— — — — — 150pb
AICA131 AICA135
MPM MPM MPM MPM MPM
50pb 10pb 34yv 15w 17vw 18w 1ovw 10pb osyw 0w 07w  10vw  11vy  10pb 50pb
330pb —_— — —_— 330pb
300pDh m— — — — —300pb
250ph m— — — — i 250pb
200ph — — — — — — — m— 200pb
150ph m— — — — —150ph
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AICA136 AICA138
MPM MPM MPM MPM MPM
50pb 10pb 33w 12w 13w 14w 15w  10pb  gew 11w 16w  17vw 18w 10pb 50pb
330pb — — — 330pb
300ph — — — — —— 300pb
250ph m— — — — — 350ph
200ph — — — — — 200pb
150ph m— — — o 150ph
AICA145 AICA159
MPM MPM MPM MPM MPM
50pb 10pb ggww oow 11w 12w 13w 10pb  g3vw pavw osw 18w 1ovy 10pb 50pb
330pb — — — 330pb
300ph m— — — — — 300pb
250ph m— — — — — 2350ph
200ph =— — — — w— 200pb

150ph — —

=
1%,
=
=
e
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Resumo

Sete locos de microssatélites foram utilizados para avaliar a diversidade e diferenciacao
genética de Aegla longirostri em quatro populacées da regido central do estado do Rio
Grande do Sul isoladas por uma barreira geografica de origem montanhosa que separou as
bacias do Uruguai e do Guaiba ha cerca de 11 milhdes de anos. Usando o indice de fixacao
Fst, uma consideravel divergéncia genética foi detectada entre estas populagdes, com uma
média de diferenciacdo de 33%. Diferencas significantes no numero de alelos e na
heterozigosidade entre as populacées também foram detectadas. Os resultados indicam que
a diferenciacao genética é maior entre populacdes pertencentes a lados opostos da barreira
do que entre populacdoes pertencentes a mesma bacia hidrografica, além do maior
compartiihamento de alelos entre estas populacbes. Apesar de ser pouco provavel a
existéncia de fluxo génico entre as populacdes da bacia do Guaiba, a separagao geografica
das populagdes nao corresponde ao padrao observado de diferenciacdo genética, fugindo a
expectativa de um modelo de simples isolamento por distancia.

Palavras-chave: Aegla longirostri; marcador molecular; fluxo génico; estrutura

genética, barreira geografica

Introducao

O género Aegla representa o Unico grupo de crustaceos da Infraordem Anomura que
habita cursos d'agua continentais (Bond-Buckup, 2003). A maioria das espécies de
Aegla tem areas de distribuicao limitadas as regides de aguas preservadas e limpas
e sao, portanto de significante interesse de conservacao. Entretanto, o seu estado
de conservagcao se encontra comprometido pela agdo humana principalmente por
meio das atividades agricolas, da silvicultura e criagdo suina no sul do Brasil (Bond-
Buckup, 2008).

Devido a sua distribuicao restrita e a rapida degradacdo das &guas
continentais o habitat das espécies de Aegla tem se reservado cada vez mais as

nascentes (Buckup e Bond-Buckup, 1994). Usando o critério da lista vermelha das
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espécies em ameacgadas da IUCN (IUCN, 2001), 36.5 % das 63 espécies
reconhecidas do género foram identificadas sob perigo ou em risco de extingao
(Bond-Buckup, 2008). Uma vez que as espécies de Aegla se encontram em tal
condicao, torna-se indispensavel a realizacdo de trabalhos ecolégicos com o grupo,
com o intuito de se obter dados confiantes sobre as atuais condi¢cées dos aeglideos

nas bacias hidrograficas onde ocorrem (Gongalves et al., 2006).

Aeglidae é a Unica familia de anomuros endémicos da América do sul
meridional. Atualmente ocorrem nas bacias hidrograficas do sul do Brasil, Uruguai,
Argentina, Bolivia, Paraguai e Chile. No Brasil estdo distribuidos desde o limite entre
o estado de Minas Gerais e o estado de Sao Paulo (Bueno et al., 2007), até o Rio
Grande do Sul (Buckup e Bond-Buckup, 1994).

Das 63 espécies atuais, 36 sdo especificas do sul do Brasil, sendo 22 delas
existentes no estado do Rio Grande do Sul (Bond-Buckup et al., 2003). O territério
do Rio Grande do Sul é formado por trés grandes bacias hidrograficas: a Bacia do
Uruguai, a qual faz parte da Bacia do Rio da Prata; a bacia do Guaiba e a Bacia
Litordnea (Atlas Socioeconémico do RS). A maioria das espécies esta restrita a uma
Unica bacia, apenas uma é encontrada nas trés regides hidrograficas e quatro
ocorrem nas bacias do Uruguai e do Guaiba, entre elas a espécie Aegla longirostri
(Buckup e Bond-Buckup, 1994).

Populagdes de A. longirostri presentes nas duas bacias que drenam a regiao
central do estado do Rio Grande do Sul estdo sendo isoladas geograficamente
devido a um divisor de aguas de cerca de 11 milhdes de anos conhecido como Serra
do Pinhal. Uma faixa tectonica pés-cretaceo soergueu o planalto dando origem a
esta barreira (Ab’Saber, 1970). Tal evento inverteu para leste a drenagem do Rio
Jacui, antes tributario da bacia do Uruguai (Moreira e Lima, 1977), e separou as
populacdes da bacia do rio Ibicui (Bacia do Uruguai) e Jacui (Bacia do Guaiba). O
tempo de isolamento determinado pela barreira montanhosa talvez seja suficiente
para originar um processo de especiacdo entre estas populagdes, uma vez que
cessou o fluxo génico entre os individuos dos dois lados da serra. O mesmo pode
estar ocorrendo entre populacdes pertencentes a mesma bacia hidrografica devido a

fragmentacao do habitat causado pela impactacao do meio ambiente.

No presente estudo foram utilizados marcadores moleculares com

caracteristicas ideais para analisar a variabilidade genética das populagdes de A.
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longirostri e verificar a ocorréncia de fluxo génico entre as mesmas. Microssatélites
sdo marcadores caracterizados por um alto grau de polimorfismo. Por causa de sua
natureza multi-alélica, herangca codominante, extensiva cobertura genémica e
relativa abundancia, os microssatélites sdo aplicados com sucesso em uma ampla
variedade de campos de pesquisa (Powell et al., 1996), como no estudo do grau de
estruturacao das populacdées e migracao (Ciofi e Bruford, 1999; Waits et al., 2000).
Deste modo, sao ferramentas ideais para verificar se esta acontecendo um efeito de
estruturacdo genética das populacdes de A. longirostri causada pela barreira

montanhosa e pela degradacdo ambiental das aguas continentais.

Metodologia

Amostragem e locais de coleta

Um total de 107 individuos de Aegla longirostri foi amostrado a patir de quatro
diferentes populacdes da regido central do estado do Rio Grande do Sul. Foram
coletados 25 individuos no Rio Ibicui-Mirim, Municipio de Val de Serra, pertencente
a Bacia do Uruguai (29°28°57’S; 53°43'47"W); 34 no Rio Michelon, Municipio de
lvora (29°29'31”S; 53°34’19"W); 25 no tributario do Arroio Divisa, Municipio de Vale
Véneto, (29°30'33”S; 53°32°02"W); 23 no tributario do Rio Vacacai-Mirim, Municipio
de Santa Maria (29°40°13"s; 53°45’°44”W). As Ultimas trés populacdes pertencem a
Bacia do Guaiba (Figura 1). Na regiao central do estado, as bacias do Uruguai e do
Guaiba sao separadas pela Serra do Pinhal, um conjunto de formacdes
montanhosas, com picos de até 500 metros de altura, que corresponde ao
soerguimento leste-oeste da Serra Geral (Pereira et al., 1989). A area de estudo
esta inserida na Depressdo Central do estado, localizada entre o limite sul do
Planalto Meridional Brasileiro, a campanha ao oeste, o litoral ao leste e a Serra do
Sudoeste ao sul (Rambo, 1994).
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Figura 1- A: Mapa com as bacias hidrograficas do estado do Rio Grande do Sul. B: Mapa hidrografico
enfatizando a regidao central do estado do Rio Grande do Sul com os quatro pontos de coleta. 1: rio
Ibicui-Mirim (Val de Serra); 2: Rio Michelon (lvord) ; 3: tributario do Arroio Divisa (Vale Véneto) ; 4:
tributario do rio Vacacai-Mirim (Santa Maria).

5.3.2 Extragdo de DNA

No laboratério, os animais foram mantidos em aquarios até o momento da
dissecagdo, quando os mesmos foram sacrificados por resfriamento durante 30
minutos.

Os tecidos das branquias, dos musculos abdominais e quelipodos foram
dissecados sobre superficie de gelo e submetidos a extracdo de DNA total. Os
tecidos removidos foram inseridos em solugdo contendo 400mL de tampao de lise
(Tris-HCI 100mM; EDTA 100mM; NaCl 250mM), SDS 2%, B-mercaptoetanol 1% e
proteinase K 0,2 mg/mL e macerados com auxilio de bastao de vidro. Em seguida, a
solugdo foi submetida a banho-maria durante o minimo de 4 horas a 65°C
(Bitencourt et al., 2007).

Foi seguida a metodologia tradicional de extracdo de DNA com fenol-

cloroférmio (Sambrook e Russel, 2001). O DNA extraido foi precipitado com 2,5
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volumes de etanol absoluto gelado e 1% de NaCl 5M. Apos centrifugacdo e 3
lavagens do precipitado com etanol 70%, o mesmo foi eluido em um volume de
tampao TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM) de acordo com a quantidade de material
obtido. Depois de tratadas com RNase durante 1 hora a 37°C e purificadas por PEG
8000 13%/NaCl 1,6M (Sambrook e Russel, 2001), as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 0,8%, quantificadas, identificadas e armazenadas a
4°C negativo.

Amplificacao por PCR

Sete locos de microssatélites polimérficos previamente isolados do genoma
de Aegla longirostri foram amplificados por PCR a partir das amostras de DNA de
individuos da mesma espécie pertencentes as quatro populagcdes citadas
anteriormente.

Para um volume final de 15,0 uL foram utilizados 2,0 yL da amostra; 1,5uL de
tampao 10x para Tag DNA polimerase (10mM tris-HCI, 50mM KCI); 0,6 pL de
trifosfato de deoxinucleotideo (dNTP) 10mM; 0,6 uL de primer forward 10 mM e
primer reverso 10 mM e 0,15 yL de enzima Taq DNA Polimerase (5u/pL). A
quantidade de MgCl, variou de acordo com a concentragdo estabelecida para cada
primer. Como controles positivos foram utilizados os plasmideos contendo a
repeticdo do microssatélite e para controle negativo foi acrescentado agua milli-Q na
reacdo. Os PCRs consistiram de um estagio inicial de desnaturagdo a 94°C por 5
min seguido por 30 ciclos de 1 min de desnaturagao a 94°C, 45 s de temperatura de
anelamento primer-especifico (Tabela 1) e 45 s de extensao a 72°C, com um passo

de extensao final de 72°C por 5 min.
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Eletroforese

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em géis de
poliacrilamina 6% nao desnaturante com tamanho de 25 cm de comprimento. O
tempo de corrida das eletroforeses foi de aproximadamente 5h a 300 V ou 12h a 120

V. Os géis foram corados com nitrato de prata.

Analise dos géis

O tamanho dos alelos encontrados para cada individuo analisado foi
determinado manualmente por comparacdao com marcadores de peso molecular de
10pb e 50pb e com uma escala alélica construida com os proprios alelos

encontrados para cada loco.

Andlise populacional

As informagbes obtidas foram analisadas estatisticamente através do
programa GENEPOP (Raymond e Rousset, 1995) para estimar a frequéncia alélica
e a heterozigosidade esperada e observada para cada loco em cada populagéo,
além de testar o equilibrio de Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligacao para cada

marcador.

O indice de fixagdo Fst mostra o valor da diversidade genética entre as
populacdes (Hartl e Clark, 2007). Valores de Fst foram obtidos para cada dupla de
populacao para verificar a estrutura genética entre as mesmas, e ainda agrupando
as populacoes a leste e oeste da barreira geografica para averiguar o grau de

divergéncia entre as populacdes das diferentes bacias.
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Resultados

Polimorfismo e frequéncia alélica

Nas populagbes de A.longirostri estudadas foi encontrado um total de 41
alelos diferentes para os sete marcadores utilizados. O maior numero de alelos por
loco foi 14, para AICA131. Os locos com menor niumero de alelos foram AICA120 e
AICA145, com apenas um alelo cada para as populacdes de Val de Serra e Santa
Maria, respectivamente. A maioria dos locos apresentou polimorfismo dentro de
cada populagcdo. Como pode ser visto nas tabelas 2 e 3, alguns marcadores nao
amplificaram igualmente entre as populagdes. O loco AICA159 amplificou somente
na populagao de Vale Véneto e os locos AICA120 e AICA145 foram os Unicos que
amplificaram nas quatro populacdes, e ainda, os Unicos que amplificaram em Ivora.
A média de alelos por loco por populagéo variou de 0,86 (lvora) a 4,43 (Vale Véneto)
para todos os locos de microssatélites utilizados.

Alelos encontrados em somente uma populagcdo sdo chamados alelos
restritos. Foram detectados 23 desses alelos para todas as populacées. Vale Véneto
€ a populacdo que possui 0 maior numero de alelos restritos (Tabela 2). Val de
Serra, pertencente ao lado oeste da Serra do Pinhal, compartilha alelos somente
com a populagdo de Santa Maria. Entretanto, foi detectado compartilhamento de

alelos entre todas as populacdes da bacia do Guaiba.
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Tabela 2 — Numero de alelos encontrados para1cada loco, numero de alelos restritos e o valor da
média de alelos por loco em cada populagdo. média somente com os primers que amplificaram;

’média entre todos os locos.

Populagdes Val Serra Ivora Vale Véneto Santa Maria
AICA99 2 - 2 -
AIGA120 1 4 3 3
AICA131 - - 10 9
AICA135 3 - 5 3
AIGA138 - - 5 2
AICA145 2 2 2 1
AICA159 - - 4 -
Ne alelos restritos 2 1 15 5
Média alelos/ loco' 2,0 3,0 4,43 3,6
Média alelos/ loco® 1,14 0,86 4,43 2,57
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Tabela 3 — Locos de microssatélites selecionados para analise de polimorfismo em quatro populagdes
da regido central do estado do Rio Grande do Sul. Os locos que nao amplificaram estao identificados
por alelo igual a zero. *alelos restritos

VAL DE SERRA (Bacia do Uruguai)

IVORA (Bacia do Guaiba)

N2 N® Tamanho dos Alelos
Loco N Alelos Tamanho dos Alelos (pb) N Alelos  (pb)
AICA99 22 2 181, 191 32 0 0
AIGA120 25 1 210 34 4 216, 220, 230, 250*
AICA131 22 0 0 31 0 0
AICA135 25 3 220, 224*, 226* 34 0 0
AIGA138 23 0 0 26 0 0
AICA145 24 2 181, 191 33 2 181, 191
AICA159 25 0 0 34 0 0
VALE VENETO (Bacia do Guaiba) SANTA MARIA (Bacia do Guaiba)
Ne N® Tamanho dos Alelos
Loco N Alelos Tamanho dos Alelos (pb) N Alelos (ob)
AICA99 21 2 181, 191 23 0 0
AIGA120 20 3 220, 230, 240* 23 3 210, 216, 220
AICA131 22 10 109*, 181*,191%, 23 9 199, 201, 209*, 211,
197*,199, 201, 211, 217%, 219, 227, 231%, 241,
219, 241 271*
AICA135 25 5 200, 202%, 204*, 208*, 23 3 200, 210, 220
210
AIGA138 25 5 220*, 226*, 230*, 240, 16 2 240, 246*
280"
AICA145 24 2 181, 191 23 1 191
AICA159 24 4 257*, 261*, 281*, 291* 23 0 0
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Heterozigosidade e equilibrio de Hardy-Weinberg

Acasalamentos ao acaso foram detectados para pelo menos um loco dentro
de cada populacéao (P > 0.05), entretanto, a proporcao genotipica observada para a
maioria dos marcadores para as quatro populacbes desvia-se daquela esperada
para o HWE. A média de heterozigosidade observada para todos os locos variou de
5,71 (populacédo de Vale Véneto) a 1,71 (populacao de Ivora e de Santa Maria). A
heterozigosidade observada por loco em cada populacao difere daquela esperada
sob HWE em 10 casos. Em todas elas, um déficit da heterozigosidade foi
encontrado. Um total de quatro locos se encontra em HWE, sendo que um excesso
na heterozigosidade foi detectado para AICA145 em relagdo as populacdes de Vale
Véneto e Val de Serra. O mesmo ocorreu para o primer AICA159 somente para a

populacao de Vale Véneto (Tabela 4).
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Tabela 4 — Heterozigosidade observada e esperada e equilibrio de Hardy-Weinberg para todos os
locos em cada populagdo. Tamanho amostral (N); heterozigosidade esperada (He) e
heterozigosidade observada (Ho) sob equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) para sete locos. Locos
sob HWE (negrito); *excesso de heterozigozsidade

Populagao Loco N He Ho HWE (P)

VALE VENETO AICA99 21 9.846154 8 0.6399
AICA120 20 3.757576 0 0.0010
AICA131 22 14.484847 9 0.0018
AICA135 25 10.322580 8 0.0155
AICA138 25 9.028571 4 0.0017
AICA145* 24 2.846154 3 1
AICA159* 24 6.818182 8 1
Média/ Loco 8,14 5,71

VAL DE SERRA AICA99 22 4.047619 1 0.0369
AICA120 25 - - -
AICA131 22 - - -
AICA135 25 8.757576 4 0.0000
AICA138 23 - - -
AICA145* 24 9.846154 10 0.3858
AICA159 25 -- - -
Média/ Loco 3,28 2,43

IVORA AICA99 32 - - -
AICA120 34 17.176472 0 0.0000
AICA131 31 - - -
AICA135 34 - - -
AICA138 26 - - -
AICA145 33 12.830188 12 1
AICA159 34 -- - -
Média/ Loco 414 1,71

SANTA MARIA AICA99 23 - - -
AICA120 23 7 3 0.0055
AICA131 23 11.039998 6 0.0015
AICA135 23 9.666667 3 0.0000
AICA138 16 1.714286 0 0.1452
AICA145 23 - - -
AICA159 23 - - -

Média/ Loco 4,28 1.71
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Desequilibrio de Ligacao

Ao se comparar pares de locos em todas as populagdes, todos os locos se

encontraram em equilibrio de ligacao pelo Método de Fisher.

Diferenciagao Populacional

Nas andlises realizadas para verificar a estrutura genética entre as
populacdes foram obtidos valores de Fst para cada dupla de populagdes. Estes
indices mostraram diferentes niveis de diferenciacdo genética entre as populagdes
estudadas. A maioria dos pares de populagdes mostrou estrutura genética muito
alta. Entretanto, a populacdo com o maior N, Val de Serra, foi a mais diferenciada.
Esta populacdo apresentou uma estrutura genética maior quando comparada as
demais populacdes do que entre as populacdes da bacia do Guaiba. As populacdes
menos diferenciadas sao Ivora e Santa Maria, que apresentaram o menor valor de
Fst, embora este valor ainda seja alto. O valor do Fst gerado, quando as populagdes
separadas pela serra do Pinhal foram agrupadas em duas, Val de Serra na bacia do
Uruguai e Vale Véneto, Ivora e Santa Maria agrupadas na bacia do Guaiba, foi de 0,
2813. Para esse valor a estrutura genética é considerada muito alta entre os dois
grupos, porém foi menor do que quando se comparou separadamente a populacao
de Val de Serra com as outras trés populagcdes (Tabela 5).

Esta variabilidade genética entre as populacdes reflete o fluxo génico (Nm)
entre elas. Os valores Nm foram muito baixos variando de 0,3254 entre Ivora e
Santa Maria a 0,4872 entre Val de Serra e Vale Véneto, indicando fluxo génico muito

baixo entre todas as populacdes (Tabela 5).
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Tabela 5 — Valores de Fsr. gerado para cada dupla de populagdes e nimero de migrantes (Nm) entre
as populagdes calculado a partir dos valores de Fsr.

Populagdes  Val Serra Vale Véneto Ivora Santa Maria B. Uruguai B. Guaiba
Val Serra 0.4868 - 0.4236 -0.3716

Vale Véneto - 0.4872 -0.3373 - 0.3547

Ivora 0.4099 0.2589 - 0.3254

Santa Maria  0.3273 0.2952 0.2318

B. Uruguai 0.2813

B. Guaiba -0.3478

Discussao

Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg e equilibrio de ligacao

Um significante desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg foi encontrado para a
maioria dos locos em todas as populagdes, provavelmente um efeito da subdivisao
populacional. A heterozigosidade observada foi inferior aquela esperada sob o HWE
para a maioria dos marcadores utilizados. Este efeito sugere que nas populacdes
estudadas os acasalamentos ndo acontecem ao acaso. Entretanto, todos os locos
se encontram em equilibrio de ligacao, o que segundo Hartl e Clark, 2007, acontece
em populacdes nas quais os acasalamentos se dao ao acaso.

Como microssatélites em geral sdo locos seletivamente neutros, € pouco
provavel que a auséncia de equilibrio de Hardy-Weinberg se deva a selecao natural
atuando sobre os locos estudados. Como o fluxo génico é muito baixo entre as
populacdes, também ndo pode ser associado a auséncia de equilibrio. Assim, o
efeito observado de auséncia de equilibrio de Hardy-Weinberg na maioria dos locos
possivelmente esta relacionado a pequena amostragem em cada populacao (16 a
34 individuos analisados) e/ou a presenca de alelos nulos nao identificados dentro

de cada populagao.
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Frequéncia de alelos e diversidade genética

Uma significante diferenga no niumero de alelos foi encontrada entre todas as
populagbes principalmente entre Vale Véneto e as demais populagdes. Os
marcadores microssatélites detectaram diferencas no nimero médio de alelos por
loco de 0,86 a 4,43 entre as populacdes. Essa variacao foi proporcional a média da
heterozigosidade observada para todos os locos, que variou de 1,71 a 5,17 entre as
populacdes. Estes resultados mostram que a diversidade alélica foi perdida tanto
quanto a heterozigosidade. Implicacées diferentes foram encontradas em um estudo
com quatro populagdes de Leontopithecus rosalia isoladas por fragmentos de
floresta no estado do Rio de Janeiro (Grativol et al., 2001), onde a variacao alélica
foi perdida mais rapidamente do que a heterozigosidade.

Outro resultado que indica a perda da diversidade genética em A. longirostri,
€ proporcionado pelo numero de alelos restritos. Estes estao presentes em todas as
populagbes e em numero ainda maior em Vale Véneto, provavelmente por causa do

maior numero de alelos encontrados na populacéo.

Fst e diferenciacao populacional

A estrutura genética populacional é estudada a partir de divergéncia genética
entre as populacées. Quando existe uma alta estruturagcdo genética entre
populacdes significa que estas estao isoladas, no que diz respeito ao fluxo génico; e
quando nado existe estruturacdo genética entre populagdes significa que estas sao
panmiticas, ou seja, geneticamente se comportam como uma unica populacado
(Andrade, 2006). Neste trabalho, a estrutura genética das populacdes inferida pelos
valores de Fst mostra que existem dois niveis de estruturacdo, dependendo das
populacées em questdao. Em comparacao com os valores definidos por Hartl e Clark,
1997, foi possivel encontrar populagcbes com estrutura genética alta e muito alta
(Tabela 3).

Um dos principais aspectos nos estudos de estruturas populacionais constitui

a determinacao dos niveis de fluxo génico entre as populacdes, pois este é o maior
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componente da estrutura populacional, determinando a extensdo a qual cada
populacao local de uma espécie é uma unidade geneticamente diferenciada (Slatkin,
1994). O presente estudo revelou divergéncia genética consideravel entre todas as
populacdes, com uma média estimada do Fst de 33%. Este grau de diferenciacao
genética indica pouca troca de migrantes entre as populagdes. Como conseqiéncia,
as populacées nado possuem um intenso fluxo génico, ou seja, sdo populacoes
separadas.

Neste caso, embora seja possivel o sucesso de migracdo de A. longirostri
entre as trés populacdes analisadas da bacia do Guaiba, ela parece improvavel. Ao
mesmo tempo, nao existe praticamente nenhuma chance de migragéo entre estas
populacdes e Val de Serra.

De fato, o niumero de migrantes por geracdo para todas as duplas de
populacées comparadas foram muito baixos. A relagcdo genética entre a proporcao
de migracao, especialmente para populagdes ha muito tempo isoladas, como as de
A. longirostri, deve refletir a atual dindmica populacional da espécie. Ainda pouco se
sabe a respeito da dispersdao de Aegla longirostri. Entretanto, uma evidéncia que
ressalta a possibilidade de auséncia de fluxo génico entre as popula¢des reside no
fato de nao existir estagio larval em aeglideos. Uma vez que os ovos eclodem como
juvenis de individuos adultos, deduz-se que sua dispersdao seja dificultada,
restringindo a migracdo, o que provavelmente causou a diferenciacdo genética
encontrada nestas populagoes.

Parte da divergéncia genética pode estar sendo causada pela auséncia de
fluxo génico entre populacdes separadas por grandes distancias ou pela barreira
montanhosa. A acao antropica também pode estar contribuindo, mas em propor¢cao
bem menor, visto que o nivel de diferenciacdo genética encontrado entre as
populacdes estudadas é muito alto, o que requer um tempo evolutivo longo.

Como pode ser visto na tabela 4, a estrutura genética mais elevada foi
encontrada entre as populacdoes de Aegla de Val de Serra e Vale Véneto (Fst =
0,4868). Todas as populacdes quando comparadas com Val de Serra apresentaram
estruturacao genética muito alta com os valores mais elevados de Fst. Os valores de
Fst encontrados neste trabalho corroboram a hipétese do isolamento das
populacdes de Aegla longirostri por barreira geografica, sendo que a populacao de

Val de Serra foi a mais divergente. Além disso, o0 compartilhamento de poucos alelos
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entre as populagdes, mencionado anteriormente, também reforgca a idéia do
isolamento pela Serra do Pinhal.

O valor de Fst gerado quando as populacées foram divididas em dois grupos
separados pela barreira montanhosa, bacia do Uruguai e bacia do Guaiba, apontam
para elevada divergéncia genética, mas encontra-se um valor menor do que aquele
determinado para as quatro populacbes separadas. Entretanto, o valor de Fst
(0,2813) entre essas duas populacées permanece indicando estruturacao genética
muito alta. Como conseqliéncia da suposta auséncia de fluxo génico provocada pela
barreira geografica, as populacdes estariam se diferenciando cada vez mais com o
passar do tempo.

Neste estudo, a estruturacdo genética entre todos os pares de populacdes foi
muito alta (> 0,25), exceto entre as populacées de Ivora e Santa Maria, que
apresentou estruturacdo genética alta (0,20 < Fst < 0,25). Pode-se ainda ver que a
diferenciacdo genética entre as populacdes de Ivora e Santa Maria € menor do que
a observada entre Ilvora e Vale Véneto, apesar destas duas populacbes estarem
geograficamente mais préximas do que aquelas (Figura 1). Deste modo, a
separacao geografica das populagdes ndo corresponde ao padrao observado de
diferenciacdo genética. Esta relacdo nao sugere isolamento por distancia, mas a
auséncia de fluxo génico deve explicar o padrao ocorrente de divergéncia genética
das populacdes de Aegla.

indices de fixacdo Fst entre as populagdes foram muito elevados, o que deve
explicar a diferenciagcdo genética dentro das populacdes isoladas de uma populacéao
previamente panmitica, dado o tempo desde o inicio da fragmentacao
(aproximadamente 11 milhées de anos, quando houve o soerguimento da Serra do
Pinhal).

Os resultados deste estudo estdo de acordo com os de Santos et al. (2007)
que inferiram, a partir da utilizacdo de perfis eletroforéticos de DNA Heteroduplex,
diferenciacdo genética entre populacdes de A. longirostri de ambas as bacias, bem
como o compartilhamento de bandas entre individuos de populagcées do mesmo lado
da barreira geografica.

Entretanto, ao analisarmos as tabelas 3 e 4, a populacdo mais diferenciada
parece ser Ivora. Dos sete marcadores utilizados, somente dois amplificaram nesta

populacao, sendo um deles monomodrfico, além de ser um loco conservado em todas
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as populagdes. Portanto, apenas o loco AICA120 ¢é informativo para a populacao de
lvora.

O fato de alguns marcadores ndo amplificarem em populacdes inteiras nao
pode ser atribuido a problemas nas amostras de DNA uma vez que as mesmas
amplificaram com outros pares de primers. Também foram descartados problemas
com a enzima Tag DNA polimerase e demais reagentes usados na reacao de PCR.
Os mesmos reagentes foram empregados em outras reagcbes de PCR que
amplificaram. Quando uma nova enzima Taq DNA polimerase era utilizada, testes
de amplificagdo eram realizados em amostras anteriormente amplificadas antes de
se iniciar o procedimento com novas amostras.

Rejeitados tais inconvenientes, pode ser considerada a hipétese de alelos
nulos para toda uma populacéo para a qual ndo se obteve amplificagao. Alelos nulos
ocorrem quando ha mutacao no sitio de anelamento do primer, impedindo assim a
amplificagdo daquele loco. Se for realmente um caso de alelos nulos, a populagao
de Ivora parece ser a mais diferenciada. Esta questao diz respeito a confiabilidade
nas analises realizadas pelo programa GENEPOP, quando ndao se obtém
amplificacdo de um loco em uma populacéo inteira. Nao sabemos se o programa
leva em consideracdo as populacbées sem nenhuma amplificacdo, ou seja, se o
programa avalia a populagcado com todos os individuos possuindo alelos nulos, ou se
ele desconsidera a populagao das andlises. Comparando-se os dados brutos com as
analises feitas pelo GENEPOP, pode-se presumir que a segunda alternativa seja a
correta, ou seja, o programa consideraria populagcdes com auséncia de amplificacao
em certo loco como dados faltantes, o que pode levar a interpretacdes errbneas dos
resultados.

A presenca de alelos nulos para certos locos em populagdes inteiras faz com
que outra hipétese deva ser considerada: a existéncia de espécies cripticas entre as
populagbes analisadas. Microssatélites necessitam ser isolados para as espécies
que estdo sendo estudadas pela primeira vez, o principal inconveniente do uso
desse marcador (Zane et al., 2002), pois geralmente ndao amplificam em outras
espécies. Entretanto, a amplificacao cruzada é possivel para alguns locos. Testes de
amplificagdo cruzada sdo comuns em estudos de microssatélites. Freitas et al.
(2007), por exemplo, testou oito locos isolados para Litopenaeus vannamei em cinco
espécies diferentes de camardo. Cinco marcadores amplificaram em pelo menos

uma delas.
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Os dados sobre estas populacdes sao preliminares, uma vez que o tamanho
amostral é baixo devido a dificuldades de coleta, bem como o lado oeste da barreira
montanhosa ser representado por uma Unica populagdo. Para um melhor
entendimento sobre as questbes populacionais tratadas neste trabalho sao
necessarios estudos adicionais com um numero maior de populagdes, amplificacao
cruzada dos microssatélites isolados, uso de marcadores de DNA mitocondrial, além
de questbes comportamentais como dispersdo da espécie e uso de outros

programas computacionais.
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5 CONCLUSAO

Quanto a caracterizacdo dos microssatélites, obteve-se um nimero regular de
marcadores polimérficos, uma vez que foi possivel caracterizar mais de 50% dos
locos selecionados e 87,5% deles se mostraram polimorficos.

Existe uma diferenciacao genética muito grande entre todas as populacdes e
ndao somente com relacdo ao isolamento pela barreira geografica, indicando um
baixo fluxo génico.

O nivel de diferenciacdo ndao pode ser atribuido exclusivamente a acao
antrépica, a qual restringe os aeglideos as nascentes, devido a poluicdo dos corpos
d’agua.

Estudos a respeito da capacidade de dispersdao e também das taxas de
mutacdo nestes crustaceos, poderdo nos auxiliar no entendimento dos fatores
relacionados a alta diversidade genética de Aegla longirostri.

Um estudo incluindo mais populagcdes da bacia do Uruguai deve ser feito para
obtencao de resultados mais robustos quanto a influéncia da Serra do Pinhal como
barreira geografica na diferenciacdo genética de populagcdes das duas bacias
estudadas.

Também n&o deve ser descartado o uso de um maior numero de marcadores
microssatélites e também de marcadores mitocondriais para corroborar nossos

dados.
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