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“There are no freshwater Crustacea at all like Aegla anywhere else in the world”
Schmitt, 1942



RESUMO
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Muitas espécies tiveram populagdes separadas por barreiras geograficas milhdes de anos atras
durante a formacao dos sistemas de drenagem dos Rios da América do Sul. Modificagdes no
relevo levaram a atual formagdo das bacias hidrograficas do estado do Rio Grande do Sul.
Como estas bacias ndo possuem ligacao entre si, em espécies com distribuicdo ampla, como
Aegla uruguayana Schmitt, 1942, os divisores de agua podem estar influenciando a
variabilidade genética das populagdes que ndo podem manter um fluxo génico. O objetivo
desta dissertacdo ¢ verificar a influéncia das barreiras geograficas na estruturagdo genética de
diferentes populacdes de A. wruguayana. Foi utilizado padrio de bandas de DNA
heteroduplex para analisar populacdes de A. uruguayana de duas regides hidrogréaficas do
estado (Leste e Oeste). Foi observado um numero significativo de haplotipos em cada
populacdo, refletindo uma alta proporcdo de diversidade intra-populacional na AMOVA
(49,38%). As barreiras geograficas parecem estar influenciando na diferenciagdo genética das
populagdes de A. uruguayana, ao menos entre as populagdes dos Rios Santa Maria, Ibirapuita
e Camaqua, as quais tiveram os valores de Fsr calculados. Para as outras populagdes sera
necessaria a andlise de um numero maior de individuos, possibilitando a verificagdo da
estrutura genética. A utilizagdo de um marcador molecular ultra-sensivel, como os
microssatélites, permitirda uma analise mais refinada sobre esta questdo. Para tanto, foram
isolados e caracterizados locos de microssatélites. A eficiéncia do isolamento de
microssatélites foi bastante alta, pois designamos primers para trés locos, desses, dois se
mostraram polimorficos. Os dois locos, Au05 e Aul3, amplificaram com sucesso e foram
bastante polimorficos, com 07 e 08 alelos respectivamente, o que os torna promissores para
avaliar diferencas entre populagdes de A. uruguayana. Esses locos amplificaram com sucesso
em Aegla longirostri, tendo potencial para avaliar outras espécies do mesmo género.

Palavras-chave: caranguejo anomuro, DNA heteroduplex, microssatélites.
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Millions of years ago many species had their populations isolated by geographic barriers,
during the formation of the drainage systems of South America Rivers. Modifications in relief
lead to the actual formation of the hydrographic basins from Rio Grande do Sul state. Since
these basins do not have connection among them, species widely distributed, as Aegla
uruguayana Schmitt, 1942, may have their genetic variability being influenced by the
watersheds which do not allow gene flow to occur. The aim of this study was to verify the
influence of geographic barriers to the genetic structure of different populations of A.
uruguayana. The migration patterns of heteroduplex DNA were used to analyze two
populations of A. uruguayana from two hydrographic regions of the state (East and West). A
significant number of haplotypes was observed in each population, reflecting a high
proportion of intrapopulation diversity in AMOVA (49,38%). The geographic barriers seem
to be influencing the genetic differentiation of 4. uruguayana populations, at least among the
populations from Rivers Santa Maria, Ibirapuitd and Camaqua, which had Fsr values
calculated. For the other populations it is necessary to analyze a greater number of
individuals, what will make easier the verification of the genetic structure. The utilization of
an ultra sensitive molecular marker, such as the microsatellites, will allow a more refined
analysis about this question. Thus, microsatellite loci were isolated and characterized. The
efficiency of the microsatellite isolation was high and primers were designed for three loci,
two of these being polymorphic. Two loci, Au05 and Aul3, successfully amplified and were
highly polymorphic, with seven and eight alleles, respectively, making them promising for the
evaluation of differences among 4. uruguayana populations. These loci also successfully
cross-amplificated in Aegla longirostri, and have potential for the evaluation of other species
from the same gender.

Keywords: anomuran crab, heteroduplex DNA, microsatellite
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INTRODUCAO

A Ordem Decapoda Latreille, 1802 ¢ dividida em duas Subordens, a Dendrobranchiata
Bate, 1888, que abrange os animais cujas branquias sdo do tipo dendrobranqueas e as fémeas
ndo incubam ovos (camardes peneideos e sergestideos), com exce¢do do género Lucifer
Thompson 1829 que abriga os ovos nos terceiros pereidpodos por um tempo e a Subordem
Pleocyemata Burkenroad, 1963, composta pelos animais que incubam seus ovos durante o
periodo de desenvolvimento embrionario e possuem branquias dos tipos filobranquias e
tricobranquias (Martin & Davis, 2001; Perez-Farfante & Kelsley, 1997).

A Subordem Pleocyemata, por sua vez, ¢ formada por sete infraordens, entre elas a
Anomura MacLeay, 1838. Esta tltima ¢ composta por cerca de 1.400 espécies (Kaestner,
1980), que estdo divididas em 13 familias (Martin & Davis, 2001). Apenas uma destas
familias, a Aeglidae, com aproximadamente 60 espécies, ¢ encontrada atualmente em aguas
continentais, as demais familias, com suas respectivas espécies, sao marinhas.

Embora a familia Aeglidae seja encontrada atualmente em ambientes limnicos, sua
origem ¢ atribuida ao ambiente marinho em funcdo dos dois registros fosseis conhecidos até o
momento. O primeiro ¢ proveniente da Nova Zelandia, Hamuriaegla glaessneri (Feldmann,
1984) e o segundo, Protoaegla minuscula, ¢ encontrado no México (Feldmann ez al., 1998).

O género Aegla Leach, 1820, abriga as espécies atuais da familia Aeglidae. Estes
animais habitam arroios, riachos, rios, lagoas e cavernas da parte subtropical e temperada da
América do Sul. A existéncia de um unico género vivo em aguas doces continentais, em
apenas um continente, com algumas dezenas de espécies que se diferenciam evolutivamente
de outras 1.400 espécies da infraordem Anomura, de vida exclusivamente marinha, lagunar ou
estuarina, representa um desafio para quem procura investigar a origem filogenética do grupo
(Bond-Buckup & Buckup, 1994).

As espécies do género Aegla tém como limite norte de ocorréncia, a bacia do Rio
Grande, entre os estados de Minas Gerais € Sdo Paulo, e ao sul, a Ilha de Madre de Dios,
provincia de Nova Esperanza, Chile. As espécies ocorrem no Brasil, Uruguai, Argentina,
Paraguai, Bolivia e Chile, desde a profundidade de 320m, em lagos chilenos, até cerca de
4.500m de altitude no noroeste argentino (Bond-Buckup & Buckup, 1994).

A primeira espécie de Aegla efetivamente descrita como nova para aguas continentais

sul-brasileiras foi Aegla odebrechtii por Miiller (1876) apud Bond-Buckup & Buckup (1994).
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Até 1994 eram reconhecidas 42 espécies e subespécies do género Aegla, quando
Bond-Buckup & Buckup (1994) realizaram uma revisdo bastante detalhada sobre o grupo,
onde citam listas de sinonimias, chaves de identificacdo, além do material tipo, diagnose,
descricdo, tamanhos dos animais examinados e distribuicdo geografica de cada espécie. Com
este estudo quatro espécies passaram a ser consideradas sindbnimas, duas subespécies foram
elevadas a categoria de espécie, 19 tiveram suas areas de distribuicdo ampliadas e foram
descritas 20 novas espécies. Mais recentemente, Jara (1994) descreveu mais uma espécie,
Aegla pewenchae Jara, 1994, coletada na regido central do Chile.

Para o Brasil sdo registradas 35 espécies desse género, sendo que uma estd presente no
estado do Rio de Janeiro, dez em Sao Paulo, sete no Parana, dez em Santa Catarina ¢ a
maioria, 22 espécies, no Rio Grande do Sul (Bond-Buckup, 2003).

Segundo a Secretaria Estadual do Meio Ambiente do Estado do Rio Grande do Sul, o
estado ¢ dividido em trés Grandes Regides Hidrograficas, a do Guaiba, a do Uruguai e a do
Litoral e em 25 bacias hidrograficas (Lei n° 10.350/94).

Das espécies registradas no Rio Grande do Sul dez sdo restritas a regido hidrografica
do Uruguai (4degla camargoi Buckup & Rossi 1977, Aegla jarai Bond-Buckup & Buckup
1994, Aegla leptodactyla Buckup & Rossi 1977, Aegla ligulata Bond-Buckup & Buckup
1994, Aegla obstipa Bond-Buckup & Buckup 1994, Aegla odebrechtii Muller, 1876, Aegla
rossiana Bond-Buckup & Buckup 1994, Aegla serrana Buckup & Rossi 1977, Aegla
singularis Ringuelet, 1948 e Aegla spinosa Bond-Buckup & Buckup 1994) e seis a regiao
hidrografica do Guaiba (Adegla inconspicua Bond-Buckup & Buckup 1994, Aegla inermis
Bond-Buckup & Buckup 1994, Aegla itacolomiensis Bond-Buckup & Buckup 1994, Aegla
plana Buckup & Rossi 1977, Aegla spinipalma Bond-Buckup & Buckup 1994 e Aegla
violacea Bond-Buckup & Buckup 1994). Aegla prado Schmitt, 1942 ¢ a tUnica com
distribuicdo restrita a regido hidrografica do Litoral. As demais espécies apresentam
distribuicdo mais ampla e podem ser encontradas em mais de uma regido hidrografica. Como
Aegla platensis Schmitt 1942, Aegla longirostri Bond-Buckup & Buckup 1994, Aegla
franciscana Buckup & Rossi 1977 e Aegla grisella Bond-Buckup & Buckup 1994, que estdo
presentes nas regides hidrograficas do Guaiba e do Uruguai e Aegla uruguayana Schmitt,
1942 que ocorre nas trés regides (Bond-Buckup & Buckup, 1994).

Uma compreensdo dos padrdes atuais de distribuigdo das espécies depende do
conhecimento das modifica¢des histdricas do clima e topologia da area. A divisdo de um

bloco de terra ou de um corpo d’agua em dois, onde membros de uma biota de distribuicao
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continua tornam-se separados e passam a evoluir independentemente, ¢ definida como
vicariancia (Futuyma, 1992).

Na regido central do Estado do Rio Grande do Sul, durante o Terciario, formou-se um
divisor de 4guas que provocou a inversdo para leste da drenagem do Rio Jacui (Regido
Hidrografica do Guaiba), antes tributario da Regido Hidrografica do Uruguai (Moreira &
Lima, 1977). Essa separagdo causou o isolamento das populagdes das duas regides
hidrograficas. Esse fato, segundo Vaz (1989), teria favorecido a subspeciacdo de
Biomphalaria tenagophila guaibensis Paraense, 1984 (Gastropoda).

Além dos moluscos, crusticeos como A. longirostri, presente dos dois lados desse
divisor de dguas, também teria sofrido as conseqiiéncias desse isolamento geografico. Santos
et al. (2007) indicam uma grande diferenciacdo genética entre as populacdes das duas bacias
utilizando padrdes de DNA heteroduplex.

Essas e outras modificagdes no relevo do RS, que apresenta uma topologia bastante
diversificada (Rambo, 1994), levaram a atual formacgdo das bacias hidrograficas do estado.
Como estas bacias ndo possuem ligacao entre si, em espécies com distribuicdo ampla, como
A. uruguayana, os divisores de dgua podem estar influenciando a variabilidade genética das
populagdes que, a principio, ndo podem manter um fluxo génico.

Nos ultimos anos os pesquisadores conseguiram importantes ferramentas para facilitar
as investigacdes sobre as variagdes genéticas e a evolugdo de organismos, os marcadores
moleculares.

A andlise do padrao eletroforético de algumas proteinas pode ser utilizada para estudos
de populagdes. Caccone et al. (1986), utilizando alozimas, avaliaram diferentes populacdes
do género Typhlocirolana (Crustacea, Isopoda) constatando a ocorréncia de variabilidade
genética e divergéncia entre populagdes destes isopodos, distribuidos nos sistemas de adguas
doces subterraneas da costa do Mar Mediterraneo, que se separaram ha aproximadamente 3,5
Ma durante os ciclos sedimentares da costa mediterranea.

Fragmentos de DNA heteroduplex também podem ser utilizados como marcadores
moleculares (Carrington et al., 1992; Wilkin et al., 1993). O DNA heteroduplex ¢ formado a
partir da amplificacdo de seqiiéncias repetitivas de DNA através da PCR (Reagdo em Cadeia
da Polimerase). A PCR favorece o anelamento entre fitas simples de DNA sintetizadas a partir
de varias copias génicas, com seqiiéncias semelhantes, porém nado-idénticas (DNA
heteroduplex), diferentemente do DNA homoduplex, cujo anelamento das fitas simples ¢
perfeito por se tratarem de seqiiéncias completamente complementares. Os fragmentos de

DNA heteroduplex, por formarem estruturas secunddrias, apresentam migragdo eletroforética
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diferenciadas, gerando um padrdo de bandas caracteristico para cada individuo, de acordo
como a variacdo entre suas seqiiéncias. A analise desses padrdes pode fornecer informacdes a
respeito do grau de polimorfismo entre diferentes populagdes.

Existem outros marcadores moleculares para detectar variabilidade e diferenciacdo
genética como RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism), RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA), DNA mitocondrial, microssatélites, entre outros.

Todd et al. (1997), utilizando RAPD, analisaram copépodos ectoparasitas de
salmonideos da costa da Escocia e verificaram um padrdo homogéneo para as populagdes
naturais, enquanto as populagdes cultivadas apresentaram alto nivel de diferenciacdo genética
em relacdo as naturais e também entre as mesmas.

O primeiro estudo com marcadores moleculares em Aeglidae foi com RAPD,
analisando a estrutura populacional de Aegla jujuyana (D’Amato & Corach, 1997a). Foram
estudadas quatro populagdes deste eglideo, num raio de 120 Km. Os resultados indicaram que
as populagdes nio estdo subdivididas e que deve haver um fluxo génico significativo entre
elas.

A andlise de seqiiéncias de mtDNA também ¢ 1til para os estudos filogenéticos e de
genética de populagdes em muitos zaxa. O genoma mitocondrial apresenta taxas de evolugdo
elevadas e, portanto, ¢ mais informativo do que os genes nucleares. Apesar do genoma
mitocondrial se comportar como um Unico loco, devido a sua natureza ndo recombinante, ha
diferentes genes dentro dessa mesma molécula que apresentam taxas de diferenciacdo
distintas. A regido controladora (ou D-loop) apresenta as maiores taxas de evolugdo, ao passo
que a subunidade II do gene para citocromo oxidase (COII) apresenta taxas mais lentas
(Meyer,1994). A disponibilidade de segmentos de DNA com taxas de evolucdo diferentes ¢
extremamente Util, pois conforme a profundidade temporal do evento evolutivo de interesse,
um ou outro desses segmentos pode ser utilizado em analises (Meyer,1994).

Essas seqiiéncias podem ser usadas para filogenias moleculares como o caso de
Maggiori et al. (2001) que analisaram seqiiéncias parciais do gene mitocondrial 16S para
fazer uma reconstrucgdo filogenética dos géneros Farfantepenaeus e Litopenaeus.

Microssatélite ¢ o termo atualmente mais utilizado para descrever repeticdes em
tandem de seqiiéncias curtas de DNA, com no maximo seis bases. Essas seqiiéncias tém sido
encontradas em todos os organismos estudados (Hancock, 1999). Os  microssatélites  sdo
classificados quanto a presenca ou auséncia de interrup¢do na unidade repetitiva ou o tipo de

unidade repetitiva (Goldstein & Schlbtterer, 1999).
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Microssatélites perfeitos consistem de um unico motivo de repeticdo, ndo sendo
interrompido ao longo da seqiiéncia por nenhuma base que altere o padrao da repeti¢do (por
exemplo, GTGTGTGTGTGTGT). Os imperfeitos apresentam uma ou mais repeticdes que
contém uma base que altera o padrdo repetitivo (por exemplo. GTGTGTGTCTGTGTGT).
Microssatélites interrompidos apresentam a inser¢ao de um pequeno numero de bases que nao
se encaixam na estrutura da repeticao (por exemplo, GTGTGTGTCCCGTGTGTGT).

Microssatélites compostos apresentam dois ou mais microssatélites adjacentes com
motivos de repeticao diferentes (por exemplo, GTGTGTGTGTGTGTCACACACACACA).

Os locos de microssatélites sdo instaveis, e essa instabilidade se torna 1til para estudos
evolutivos e genéticos. O motivo desta instabilidade seria a expansdo ou reducdo do nimero
de copias dos motivos de repeticao. Existem dois modelos que explicam o mecanismo que
gera essa instabilidade. Um deles indica como motivo uma alta taxa de crossing-over desigual
entre cromossomos homologos imperfeitamente alinhados ao longo das repeticdes dos
microssatélites. O modelo alternativo (SSM — Slip Strand Mispairing) sugere que a
instabilidade ¢ causada por uma alta taxa de deslizamento das fitas de DNA ao longo das
repeticdes dos microssatélites durante a replicagdo. O segundo modelo tem sido mais aceito e
amplamente citado na literatura, embora os dois modelos ndo sejam mutuamente excludentes
(Eisen, 1999).

As aplicagdes relacionadas com os microssatélites variam desde sua utilizagdo como
marcadores moleculares muito acessiveis para segmentos cromossomicos, passando pela
identificacdo de individuos até o rastreamento da historia bioldgica de populagdes (Chambers
& MacAvoy, 2000). Esta eficiéncia estd levando ao estudo de microssatélites em varios
grupos vegetais e animais. Porém, o primeiro passo para a utilizagdo desses marcadores ¢ o
isolamento deles no genoma a ser estudado. Diversos trabalhos foram desenvolvidos
primeiramente com o intuito de identificar esses marcadores para futuras aplicagdes. Alguns
crustaceos ja tém esses marcadores isolados e caracterizados, como ¢ o caso do claddcera
Daphnia pulex Leydig, 1860 (Cristescu et al., 2006), da craca Chthamalus montagui
Southward, 1976 (Pannacciulli et al., 2005), o krill Maganyctiphanes norvegica Sars, 1856
(Ostellari et al., 2000), os camardes Penaeus vannamei Boone, 1931 (Bagshaw & Buckholt,
1997), Penaeus monodon Fabricius, 1798 (Wuthisuthimethavee et al., 2003),
Farfantepenaeus notialis Pérez Farfante, 1967 (Robainas et al., 2002), Triops cancriformis
Bosc, 1801 (Cesari et al., 2004), Eulimnadia texana Packard, 1871 (Duff et al., 2004), o
lagostin Austropotamobius pallipes Lereboullet, 1858 (Gouin et al., 2000), do caranguejo
chinés Eriocheir sinensis Milne-Edwards, 1853 (Hénfling & Weetman, 2003 e Zhu et al.,
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2006), o siri azul Callinectes sapidus Rathbun, 1896 (Steven et al., 2005), o anfipoda
Dikerogammarus villosus Sovinski, 1894 (Wattier et al., 2006), os isépodos terrestres
Porcellionides pruinosus Brandt, 1833 (Grandjean et al., 2005) e Armadillidium vulgare
Latreille, 1804 (Verne et at., 2006).

Alguns pesquisadores vém utilizando esses marcadores para estudos populacionais,
como Xu et al. (2001), que trabalhando com microssatélites analisaram populag¢des naturais e
cultivadas de Penaeus monodon Fabricius, 1798, nas Filipinas e verificaram uma perda de
variabilidade genética entre as populacdes cultivadas, em relacdo as naturais. Também
relacionaram essas populagdes com a conservagdo do ambiente onde vivem e constataram que
quanto mais impactado o ambiente menor a variabilidade das populagdes.

Maggioni et al. (2003), analisando a estrutura de populacdes de Litopenaeus schmitt
Burkenroad, 1936 (Decapoda, Penaeidae) para a costa do Brasil, usaram seis locos
polimoérficos de microssatélites e constataram uma separagdo entre as populagdes do norte e
do sul do Brasil, tendo como fronteira biogeografica para essa espécie a regido de Cabo Frio,
reconhecida como fronteira entre as regides tropical e subtropical, por ser provavelmente uma
barreira fisica para a dispersao dessa espécie.

Goyard et al. (2003) avaliaram a variabilidade genética de populacdes de Litopenaeus
stylirostris Stimpson, 1874, lagostim latinoamericano da costa pacifica, introduzidas em trés
ilhas (Taiti, Nova Caledonia e Havai). Utilizaram microssatélites para comparar essas
populagdes com uma populagdo natural e verificam uma variabilidade muito baixa nos
estoques domesticados em relacdo a populacdo natural (20-60% de heterozigozidade
observada em vez de 90% de heterozigozidade esperada).

Jorstad et al. (2004) avaliaram populagdes sub-articas da lagosta americana Homarus
gammarus Linnaeus, 1758, do norte da Noruega, utilizando alozimas, DNA mitocondrial e
microssatélites e constataram uma separacdo das populagdes ao norte do circulo polar artico
em relagdo a outras regides da costa Atlantica, com uma redugdo da diversidade genética,
suportada pelos trés marcadores utilizados.

Além do artigo enfocando o eglideo 4. jujuyana (D’Amato & Corach, 1997a), onde
utilizou-se RAPD, outros marcadores moleculares foram empregados em estudos com a
familia Aeglidae.

D’Amato & Corach (1997b) investigaram as relagdes evolutivas entre os grupos de
Decapoda, dando énfase para as relagdes Aeglidae — Anomura e entre diferentes espécies de
Aegla. Analise de restricdo molecular e padrdes de hibridizagdo mostram uma banda de 400pb

conservada entre Aeglidae. Todos os eglideos mostram um alto grau de hibridizagdo para
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todas as espécies estudadas, denotando um alto nivel de homologia entre eles. Este fendmeno
pode indicar uma especiacao recente.

Pérez-Losada et al. (2002a), utilizando gene nuclear (18S rDNA), analisaram as
relagdes entre Aeglidae e as superfamilias Galathoidea, Paguroidea, Hippoidea (todos
Anomura) e Callianassoidea (Thalassinidea). Os resultados mostraram uma clara separacao
dos Aeglidae diante das outras familias de Galathoidea.

Pérez-Losada et al. (2002b), utilizando os genes mitocondriais 12S, 16S, COI e COII,
estudaram as relacdes filogenéticas entre espécies de Aegla do Chile e verificaram a
influéncia dos elementos biogeograficos, como o soerguimento da atual Cordilheira dos
Andes, na diferenciacdo das espécies de eglideos ao longo do tempo geologico.

Em Perez-Losada et al. (2004), os autores relacionaram os eventos geolégicos, como o
soerguimento da atual Cordilheira dos Andes (~60Ma) e a formacdo da Serra do Mar
(~12Ma), com a distribuicdo atual dos eglideos. Multiplas ocorréncias de vicaridncia e
migragdes podem ser postuladas sobre este cendrio. A coalescéncia de drenagens levou a uma
mistura de padrdes de localizacdo de espécies, como observado nas espécies estudadas. Além
disso, esse estudo revelou que algumas espécies que ndo possuiam diferenciacdo morfologica
estavam mais distantes geneticamente entre si que espécies classificadas como distintas.

Estes ultimos estudos apontam para a necessidade de uma analise mais detalhada sobre
a estrutura genética de espécies com distribuicdo ampla, como A. uruguayana, que no Rio
Grande do Sul pode ser encontrada nas trés regioes hidrograficas do estado.

Para isso seria necessario analisar algumas populagdes de diferentes bacias
hidrogréficas, utilizando-se marcadores moleculares sensiveis, para verificar se essas

populagdes sofreram diferenciacdo por estarem separadas geograficamente.



15

OBJETIVO GERAL

O objetivo desta dissertagdo ¢ verificar a influéncia das barreiras geograficas na

estruturacdo genética de diferentes populagdes de 4. uruguayana.

Objetivos especificos

> Analise da estruturagdo genética e do fluxo génico entre diferentes populacdes de A.
uruguayana, utilizando DNA heteroduplex como marcador molecular. Este aspecto sera

abordado no capitulo I;

> Isolamento e caracterizagdo de microssatélites de A. uruguayana. Este assunto sera

explorado no capitulo II.
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METODOLOGIA GERAL

Diagnose da espécie Aegla uruguayana Schmitt, 1942

Espinho antero-lateral da carapaga ultrapassando a metade da cdrnea; rostro longo,
tendendo a estiliforme, carenado em todo o seu comprimento; angulo anterior da margem
ventral do epimero dois projetado por um espinho; quarto esternito toracico elevado com um
espinho; margem externa proximal do dedo moével do quelipodo sem lobo; dedos do
quelipodo com dente lobular; crista palmar do quelipodo ausente; margem interna da face
ventral do isquio do quelipodo com um espinho robusto distal e até trés elevagdes ao longo do
segmento; margem dorsal do mero do segundo pereidopodo com um espinho distal e
tubérculos escamiformes; margem ventral do mero do segundo pereidopodo com escamas

(Bond-Buckup & Buckup, 1994) (Fig.1).

Descricao da area de estudo

A érea de estudo abrange a Campanha do Sudoeste e a Serra do Sudeste do RS. A
primeira, de modo geral, compreende as fontes do Rio Negro, a vertente brasileira do Quarai,
toda bacia sul do Ibicui e a bacia norte do mesmo rio até o pé da Serra Geral; assim, os limites
sdo: ao leste, o divisor de dguas entre as regides hidrogréficas do Litoral e do Rio Uruguai; ao
norte, o talude do planalto sul-brasileiro; ao oeste, o Rio Uruguai; ao sul, a fronteira com o
Uruguai. Pertence a regido hidrografica do Rio Uruguai, sendo dominada por dois de seus
afluentes: o Quarai e o Ibicui, este, com dois tributdrios ao sul, o Santa Maria e o Ibirapuita. A
Serra do Sudeste abrange a parte montanhosa do sul do Estado, situada na continua¢do do
litoral, a oeste das lagoas Mirim e dos Patos. Hidrograficamente, toda a regido pertence a
regido hidrografica do Litoral, dirigindo-se todos os cursos de 4gua para o escoadouro comum
do Rio Grande. Sobressaem, pelo volume, os rios Jaguardo, Piratini e Camaqua (Rambo,

1994).
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Figura 1 — Aegla uruguayana (macho, escala: Smm): a, vista dorsal; b, base-isquio do quelipodo (vista lateral); c,
terceiro e quarto esternitos toracicos (vista ventral); d, epimero 2 (vista lateral); e, porg¢do anterior
da carapaca (vista lateral) (Extraido de Bond-Buckup & Buckup, 1994).

Locais de amostragem
Foram definidas seis areas de amostragem com base na distribuicdo da espécie no

estado do Rio Grande do Sul (Bond-Buckup, 2003) (Fig.2).

Ponto 1: Municipio de Dom Feliciano, Bacia do Rio Camaqua, Arroio Sutil (30°25°75”’S;
52°18°80”W);

Ponto 2: Municipio de Acegud, Bacia do Rio Jaguardo, Arroio Jaguardo Chico (31°48°52”S,
54°01°38”W);

Ponto 3: Municipio de Santana do Livramento, Bacia do Rio Santa Maria, Arroio Cerro Verde
(30°48°34S; 55°32°14”W);

Ponto 4: Municipio de Santana do Livramento, Bacia do Rio Ibicui (Ibirapuitd), Arroio
Gameleira (30°48°52”S; 55°35°53”W);

Ponto 5: Municipio de Santana do Livramento, Bacia do Rio Ibicui (Ibirapuitd), Arroio
Sarandi (30°47°48”’S; 55°37°44”W);

Ponto 6: Municipio de Santana do Livramento, Bacia do Rio Quarai, Arroio Capao do Inglés

(30°54°07S; 55°41°23”W).
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Amostragem

Os espécimes de 4. uruguayana foram coletados das populagdes naturais nas bacias
hidrogréficas do rio Jaguardo, Ibicui (Ibirapuitd), Santa Maria, Quarai e Camaqua.

Os animais das popula¢des naturais foram capturados manualmente nas margens dos
arroios e com auxilio de pulgés nos leitos, apds a remog¢do das rochas do fundo, pois esses
crustaceos ficam “escondidos” sob esse material. Foram coletados cerca de 12 espécimes de
cada local de amostragem. Os animais foram mantidos em aquarios e antes da dissecacao

foram crioanestesiados.

Procedimentos laboratoriais

Inicialmente, os animais foram identificados de acordo com Bond-Buckup & Buckup
(1994). Apds a identificagdo os animais foram dissecados sobre o gelo para melhor
conservagao do material. Foram utilizados tecido muscular e branquias para extragdo de DNA

total.

Extracao de DNA
Aos tecidos removidos foram acrescentados 400pL de tampdo de lise (Tris-HCI

100mM; EDTA 100mM; NaCl 250mM), 100pL de SDS 10%, 15uL de proteinase K e 10pL
de B-mercaptoetanol. O tempo de lise foi de, no minimo, quatro horas em banho-maria a
65°C (Sambrook & Russel, 2001).

Foi utilizado o método de extragdo de DNA com fenol-cloroférmio, com modificagdes

(Bitencourt et al., 2006). As amostras foram posteriormente tratadas com RNAse e

purificadas com PEG 8.000 13%/NaCl 1,6 M, sendo conservadas a 4°C.



19

-57° -Ane

e | Mj,,f,..ig

M“‘“—"_‘H -\__‘\ Ren’eaag{?—r’”'

Ru:_n\_-:lﬁa-a Anlas

qra
4
¥

e Fagso Real

angueira

-34°

Figura 2 — Mapa com a rede hidrografica do Rio Grande do Sul e os locais de amostragem. (1: Arroio Sutil, 2:
Arroio Jaguardo Chico, 3: Arroio Cerro verde, 4: Arroio Gameleira, 5: Arroio Sarandi e 6: Arroio Capao do
Inglés).



Capitulo I

Andlise da estrutura de populagdes de Aegla uruguayana
(Crustacea, Decapoda, Anomura) utilizando DNA heteroduplex
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RESUMO

Algumas espécies de eglideos, com distribui¢do muito ampla, estando presentes em mais de
uma bacia, como Aegla uruguayana Schmitt, 1942, despertam interesse em relagdo a estrutura
genética de suas diferentes populagdes, muitas delas isoladas geograficamente de outras.
Algumas técnicas, utilizando marcadores moleculares, podem ser bastante tuteis para se
acessar essas informacgdes, como fragmentos de DNA heteroduplex. O objetivo desse trabalho
¢ verificar a influéncia das barreiras geograficas na diferenciagdo de populagdes de A.
uruguayana, utilizando andlise de fragmentos de DNA heteroduplex de um microssatélite
pentanucleotidico, analisando duas regides hidrogréficas do estado (Uruguai e Litoral) como
sendo uma barreira para a distribuigdo dessa espécie. A analise dos produtos da PCR de 4.
uruguayana em gel de poliacrilamida depois da renaturagdo mostrou bandas de diferentes
mobilidades de 180 a 360 pb. Foram observados 29 padrdes diferentes (considerados como
haplotipos) em 32 individuos analisados, indicando uma alta variabilidade intra-populacional.
Embora alguns haplotipos ocorram em mais de um individuo de uma mesma populagdo, ndo
houve compartilhamento de haplétipos entre populagdes, sugerindo uma alta variagdo inter-
populacional.

INTRODUCAO

A compreensdo dos padrdes atuais de distribuicdo das espécies aquaticas continentais
depende do conhecimento das modificagdes historicas do clima e topografia da area onde
vivem tais organismos. A divisdo de um bloco de terra ou de um corpo d’agua em dois, onde
membros de uma biota de distribuicdo continua tornam-se separados e passam a evoluir
independentemente, ¢ definida como vicariancia (Futuyma, 1992).

Essa situacdo ¢ observada na regido central do Estado do Rio Grande do Sul, onde
durante o Tercidrio, formou-se um divisor de dguas que provocou a inversdo para leste da
drenagem do Rio Jacui (Regido Hidrografica do Guaiba), antes tributario da Bacia
Hidrografica do Uruguai (Moreira & Lima, 1977). Essa separagdo causou o isolamento das
populagoes dessas regides hidrogréficas. Esse fato, segundo Vaz (1989), teria favorecido a
subspeciacdo de Biomphalaria tenagophila guaibensis Paraense, 1984 (Gastropoda). Além
dos moluscos, crustaceos como Aegla longirostri Bond-Buckup & Buckup, 1994, presente
dos dois lados desse divisor de dguas, também sofreram as conseqiiéncias desse isolamento
geografico (Santos et al., 2007).

Muitas espécies tiveram populagdes separadas por barreiras geograficas milhdes de
anos atras durante a formagao dos sistemas de drenagem dos Rios da América do Sul (Potter,
1997). Modificacdes no relevo levaram a atual formacdo das bacias hidrograficas do estado.

Como estas bacias ndo possuem liga¢do entre si, em espécies com distribuicdo ampla, como
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Aegla uruguayana Schmitt, 1942, os divisores de agua podem estar influenciando a
variabilidade genética das populagdes que ndo podem manter um fluxo génico.

Algumas técnicas, utilizando marcadores moleculares, podem ser bastante Uteis para
se acessar essas informacdes, como alozimas, RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), microssatélites, genes
moleculares e mitocondriais, entre outras.

Embora ndo seja uma metodologia freqlientemente utilizada, fragmentos de DNA
heteroduplex também podem ser utilizados como marcadores moleculares (Carrington ef al.,
1992; Wilkin et al., 1993; Roratto et al., 2006). O DNA heteroduplex ¢ formado a partir da
amplificacdo de seqiiéncias repetitivas de DNA através da PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase). A PCR favorece o anelamento entre fitas simples de DNA sintetizadas a partir de
varias copias génicas, com seqiiéncias semelhantes, porém ndo-idénticas (DNA
heteroduplex), diferentemente do DNA homoduplex, cujo anelamento das fitas simples ¢
perfeito por se tratarem de seqliéncias completamente complementares. Os fragmentos de
DNA heteroduplex, por formarem estruturas secundarias, apresentam migragdo eletroforética
diferenciada, gerando um padrao de bandas caracteristico para cada individuo, de acordo com
a variagdo entre suas seqiiéncias. A analise desses padrdes pode fornecer informagdes a
respeito do grau de polimorfismo entre diferentes populagdes.

Esta técnica j4 foi empregada com sucesso na andlise de um microssatélite
pentanucleotidico, presente em uma regido repetitiva maior, para avaliar a diferenciacao
genética entre populagdes de A. longirostri que ocorrem em duas bacias hidrograficas,
isoladas por uma barreira geografica na regido central do estado do Rio Grande do Sul (Santos
et al., 2007). O estudo mostrou uma grande diferenciacdo genética entre populagdes de duas
bacias diferentes, revelando que a cadeia de montanhas que separa as bacias age como
barreira para o fluxo génico, apesar da pequena distancia entre os pontos de amostragem.

O objetivo desse trabalho ¢ verificar a influéncia das barreiras geograficas na
diferenciacdo de populagdes de A. uruguayana, utilizando andlise de fragmentos de DNA
heteroduplex de um microssatélite pentanucleotidico, analisando duas regides hidrograficas

do estado (Uruguai e Litoral) como sendo uma barreira para a distribuicdo dessa espécie.
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Os espécimes de 4. uruguayana foram coletados das populagdes naturais nas bacias

hidrogréficas dos Rios Jaguardo: Arroio Jaguardo Chico; Ibicui (Ibirapuitd): Arroio Gameleira

e Arroio Sarandi; Santa Maria: Arroio Cerro Verde; Quarai: Arroio Capdo do Inglés e

Camaqua: Arroio Sutil (Tab.I, Fig. 1). Os animais foram identificados de acordo com Bond-

Buckup & Buckup (1994).
Tabela I — Localizagao dos pontos de coleta, com as respectivas coordenadas e o nimero de individuos
analisados.
Pontos Coordenadas Municipio Arroio Bacia n
30°25°75”S; Dom . . ~
1 5°18°80"W Feliciano Sutil Rio Camaqua 5
31°48°52”S, , Jaguarao . ~
2 54°01°38"W Acegua Chico Rio Jaguarao 2
3 30°48°34”’S; Santana do Cerro Rio Santa 15
55°32°14”°W Livramento Verde Maria
4 30°48°52”’S; Santana do Gameleira Rio Ibicui 1
55°35°53"W Livramento (Ibirapuitd)
5 30°47°48”’S; Santana do Sarandi Rio Ibicui 7
55°37°44”W Livramento (Ibirapuita)
30°54°07’S; Santana do Capao do . ,
6 55°41°23”W Livramento Inglés Rio Quarai 2
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Figura 1 — Mapa do estado do Rio Grande do Sul com os pontos de coleta de A. uruguayana.

Extracao de DNA
Os individuos foram crioanestesiados antes da dissec¢ao. O DNA total foi extraido do

tecido muscular utilizando o método com fenol-cloroféormio (Sambrook & Russel, 2001)
modificado por Bitencourt et al. (2006). As amostras foram posteriormente tratadas com

RNAse e purificadas com PEG 8.000 13%/NaCl 1,6 M, sendo conservadas a 4°C.

Analise Populacional

Foram utilizados primers heterologos, designados para amplificar um fragmento de
aproximadamente 260pb, contendo uma regido repetitiva pentamérica dentro do complexo
génico snRNA Ul em Echinococcus multilocularis Leuckart, 1863 e em Echinococcus
granulosus Batsch, 1786 (Bretagne et al., 1996; Roratto et al., 2000).

As amostras de DNA foram submetidas a uma Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) de 25 pl (volume final) contendo 200 ng de DNA total de 4. uruguayana, 0,1 mM de
cada ANTP, 10 mM Tris-HCL, 50 mM MgCl,, 1,25 U de Taq I DNA polimerase (Cenbiot) e
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20 pmol de cada primer (snRNA Ul F: S’ATTGGTCGTTGCCATCTCTCC3’ e snRNA Ul
R: S’GTCTCCATCACCACACATC3’). Para controle positivo da reacdo, utilizou-se um par
de primers que amplificam um segmento do gene Citocromo oxidase I (COI) de crustaceos.
Uma reagdo contendo dgua Milli-Q ao invés de DNA foi utilizada como controle negativo.

O programa de amplificagdo constituiu-se de 30 ciclos com 1’ de desnaturacao a 94°C,
45” de anelamento a 57°C e 1’ de extensdo a 72°C, com um passo inicial de desnaturagdo de

5’ a 94°C e extensdo final de 7° a 72°C.

Analise dos padroes de heteroduplex para diferentes populagdes

Antes da eletroforese, as amostras de DNA amplificadas foram desnaturadas a 95°C
por cinco minutos e resfriadas a temperatura ambiente por 1h para facilitar a formacao de
DNA heteroduplex. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 6% a 100 V por 4 horas. Os géis foram corados utilizando o método tradicional
com nitrato de prata (Sambrook & Russel, 2001) para andlise dos padrdoes de bandas

apresentados por cada individuo.

Métodos Estatisticos

Foram analisados os individuos que apresentaram um nimero minimo de 03 bandas de
DNA heteroduplex. Os nimeros 0 ou 1 foram atribuidos a auséncia ou a presenca,
respectivamente, de cada banda no gel, permitindo a identificacdo dos padrdes ou haplotipos
para cada individuo analisado. Uma matriz fenética foi construida utilizando esses dados, a
qual foi usada para as andlises de agrupamento. A andlise numérica dos resultados foi
executada pelo programa NTSYSpc, versdo 2.0 (Rohlf, 1998). O coeficiente de Jaccard foi
utilizado para obter a matriz de similaridade, e UPGMA (Unweighted Pair Group Method
Analysis) no modulo SAHN (Sequential, Agglomerative, Hierarchical and Nested Clustering
Methods) foi aplicado para obter o dendrograma correspondente. A matriz de valores
cofenéticos foi produzida pela op¢do COPH e usada pelo médulo MXCOMP para mensurar a
qualidade do ajuste da andlise de agrupamento a matriz de similaridade produzida pelo
SAHN.

Analise de variancia molecular (AMOVA), desenvolvida por Excoffier et al. (1992) e
incluida no programa ARLEQUIN 3.01 (Schneider et al., 2000), foi usada para determinar a
estrutura genética das populagdes. Esta analise ¢ baseada na varidncia dos componentes
obtidos da matriz Euclidiana de distdncia entre todos os pares de individuos. Para construir

essa matriz foi usado o programa Amova-prep (Miller, 1998). A significancia desses célculos
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foi estimada por permutagdes, no qual os individuos sdo randomicamente colocados dentro de
diferentes populagdes e grupos.

A hierarquia utilizada na AMOVA foi baseada na divisdo em dois grandes grupos
hipotéticos, denominados de bacia do Leste (Litoral: abrangendo as bacias dos Rios Camaqua
e Jaguardo) e bacia do Oeste (Uruguai: bacias dos Rios Santa Maria, Ibirapuita e Quarai).

Através da AMOVA, o programa Arlequin calculou os valores Fsr (Wright, 1951)
para cada dupla de populagdo, no qual as taxas variam de 0 (indicando nenhuma diferenciagdo
genética entre as populagdes) a um maximo teodrico de 1 (apesar que na pratica esse indice €
bem menor que 1 mesmo em populacdes altamente diferenciadas), e essa significancia ¢
determinada baseada em 1.000 permutagdes. Os valores Fsr foram usados para uma
estimativa indireta do nimero efetivo de migrantes (Nm) entre populagdes através da equagao:

Nm = 0,25 (1/Fsr— 1) (Wright, 1951).

RESULTADOS

Aspectos morfologicos dos animais
Nenhuma diferenca morfoldgica foi encontrada entre os individuos examinados,
baseado nos caracteres diagndsticos de A. wruguayana (Bond-Buckup & Buckup, 1994;

Bond-Buckup, 2003), independentemente da populagao.

Analise populacional

A andlise dos produtos da PCR de A. uruguayana em gel de poliacrilamida depois da
renaturacao mostrou bandas de diferentes mobilidades de 180 a 360 pb. Foram observados 29
padrdes diferentes (considerados como hapldtipos, Fig. 2) em 32 individuos analisados
(Tab.Il), indicando uma alta variabilidade intra-populacional. Embora alguns haplétipos
ocorram em mais de um individuo de uma mesma populagdo, ndo houve compartilhamento de

haplotipos entre populagdes, sugerindo uma alta varia¢do inter-populacional.
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Tabela II — Numero de bandas analisadas e polimorficas, numero de haplotipos e tamanho da amostra.

Faixa de Numero de Numero de

Populagao tamanho das bandas bandas ngun;eltfo de dTamani;o
bandas (pb) analisadas polimorficas apronpos @ amostra
Camaqua 180-360 11 11 5 5
Jaguarao 200-360 8 7 2 2
Santa Maria 180-350 10 10 12 15
Ibirapuita*® 200-350 13 11 8 8
Quarai 200-340 9 1 2 2
Total 180-360 23 - 29 32

* as populagoes dos Arroios Gameleira e Sarandi foram analisadas conjuntamente

IE M IE IE QU QU QU

350 i

300

250

200 bl

Figura 2: Gel de acrilamida com os padroes haplotipicos de alguns individuos analisados. IB, bacia do ibicui, M,
marcador de peso molecular (350, 300, 250, 200pb), QU, bacia do Quarai.

Analise Estatistica

Individuos coletados numa mesma localidade foram agrupados num clado tnico,
exceto os individuos das bacias Jaguardao e Camaqua, que agruparam num mesmo clado (Fig.
3). O dendrograma mostrou dois grandes grupos, um composto pela populacdo do Rio Santa
Maria (grupo I) e o outro pelas demais populagdes (grupo II). No grupo II ¢ possivel
reconhecer um grupo independente para a populagdo do Rio Ibirapuitd e outro para o Rio
Quarai.

A correlagdo cofenética entre a matriz de valores cofenéticos e a matriz de
similaridade usando o coeficiente de Jaccard foi 0,94, indicando um ajustamento muito bom

dos agrupamentos aos dados.
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Figura 3 — Dendrograma mostrando as relagdes genéticas entre populagdoes de A. wuruguayana construido
utilizando o coeficiente de Jaccard e analise de agrupamento (UPGMA). JA: Jaguardo; CA: Camaqua; IB:
Ibirapuita; QU: Quarai; SM: Santa Maria.

O indice Fsr foi calculado apenas para as populagdes com nimero representativo de
individuos (igual ou superior a cinco), pois o baixo nimero de individuos de algumas
amostras provavelmente ndo representaria a estrutura da populagdo. O valor de Fsr geral foi
de 0,50615. Valores de Fsr entre os pares de populagdes foram altamente significativos
(P<0,005) e extremamente altos, de 0,33329 a 0,56929 (Tab. III). A populagdo da bacia do
Rio Santa Maria foi a mais divergente em relagdo as demais, apresentando valores de Fsr de
0,49601 a 0,56929.

Essa variabilidade entre as populacdes reflete a estimativa obtida de pouco fluxo
génico (Nm) entre as populacdes (Tab. III). Os valores de Nm variaram de extremamente
baixo (0,189143) entre Santa Maria e Ibirapuitd, a baixo entre Camaqud e Ibirapuitd

(0,500098).
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Tabela III — Numero efetivo de migrantes (Nm) entre trés populacoes de 4. uruguayana (acima da diagonal)
calculadas a partir do valor Fsr (abaixo da diagonal).

Populagao Ibirapuita Santa Maria Camaqua
Ibirapuita - 0,189143 0,500098
Santa Maria 0,56929 - 0,254022
Camaqua 0,33329 0,49601 -

Na andlise de variancia molecular (AMOVA) as populagdes foram divididas em dois
grupos: populacdes do leste (Jaguardo e Camaqud) e populacdes do oeste (Santa Maria,
Ibirapuitd e Quarai). Esta andlise revelou maior diversidade de haplétipos entre populagdes
dentro de grupos (51,5%) (Tab. IV) do que entre os grupos (leste e oeste) ou dentro de
populagoes (48,5%).

Tabela IV — Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para os 32 espécimes das cinco populagdes de A.
uruguayana testadas com DNA heteroduplex.

Variagdo % de variagdo
Entre grupos -0,88
Entre populacdes dentro de grupos 51,50
Dentro de populagdes 49,38
Total 100

DISCUSSAO

Neste estudo foi encontrado um nimero significativo de haplotipos em cada populagdo
(Tab. II), refletindo uma alta propor¢do de diversidade intra-populacional na AMOVA
(49,38%) (Tab. IV). Para os 32 individuos analisados foram encontrados 29 padrdes
haplotipicos. As bandas de DNA heteroduplex variaram de 180 a 360pb. Em estudo anterior,
enfocando A. longirostri, Santos et al. (2007) registraram bandas de 140 a 410 pb e 45
haplotipos para 55 individuos estudados. Embora o total de bandas de heteroduplex em A.
uruguayana tenha sido inferior (23) ao apresentado por A. longirostri (48), a variabilidade
intra-populacional na primeira espécie foi um pouco superior (~10%) a da segunda.

No célculo dos valores de Fsr foram desconsideradas as populagdes com apenas dois
individuos analisados uma vez que estes possivelmente ndo representariam a estrutura da
populagdo. Avaliando as trés populacdes estudadas, quanto a este aspecto, ha uma alta
estruturacdo genética entre elas e um baixo fluxo génico (veja tabela III), revelado pelo Nm.
Os valores observados de Fsr foram todos superiores a 0,25, indicando uma diferenciagao

genética muito grande (Wright, 1978). Por outro lado, os valores de Nm foram todos
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inferiores a 2,0, o que indica uma taxa de migracdo baixa o suficiente para permitir uma
diferenciagdo genética significativa (Hartl & Clark, 1997).

Observando o dendrograma (Fig. 3), nota-se a formag¢ao de um grande grupo incluindo
apenas individuos da Bacia do Rio Santa Maria (Fig.3, grupo II). A separagdo desta populagdo
em relagdo as outras ¢ corroborada pelos altos valores de Fsr calculados para os Rios Santa
Maria e Camaqua (0,49601) e Santa Maria e Ibirapuita (0,56929) (Tab. III). Esse fato pode
refletir a formacdo do relevo, uma vez que a bacia do Rio Santa Maria estd separada das
bacias dos Rios Ibirapuitd e Quarai por coxilhas que variam de 200 a 330 m de altitude
(Ministério do Exército, Folha SH 21-Z-A-VI-4, MI-2991/4).

A populagdo do Rio Camaqud ndo apresentou um agrupamento independente no
dendrograma, possivelmente em fun¢@o de seu alto nivel de variabilidade intra-populacional,
visto que esta populagdo apresentou grande diversidade haplotipica (5 haplétipos em um total
de 5 individuos). As populacdes da bacia do Leste (Camaqud e Jaguardo) agruparam no
mesmo grupo (Fig. 3), possivelmente indicando uma separagdo mais recente dessas
populacdes ou que ainda mantenham algum fluxo génico.

As demais populagdes apresentam substancial diferenciacdo, mostrado pelo alto valor
de Fsr e pelo baixo niimero de migrantes por geragdo (Tab. III).

A AMOVA revelou a auséncia de estruturagdo genética entre os grupos hipotéticos
bacia do Leste (Jaquardo e Camaqud) e bacia do Oeste (Santa Maria, Ibirapuitd e Quarai),
pelo valor negativo da porcentagem da variacdo entre os grupos. Esse resultado pode estar
relacionado ao pequeno nimero de individuos analisados em um dos grupos (bacia do Leste),
onde apenas dois e cinco individuos das populagdes de Jaguardo e de Camaqud foram
analisados, respectivamente. Se for real, esta auséncia de estruturacdo entre os grupos pode
indicar uma separagao recente entre 0s mesmos.

Perez-Losada et al. (2004), analisando seqiiéncias de genes mitocondriais e nucleares
de 64 espécies e subespécies do género Aegla Leach, 1820, concluiram que pelo menos
algumas espécies formam grupos ndo-monofiléticos como, por exemplo, Aegla platensis
Schmitt, 1942. A. platensis ¢ uma espécie de distribuicio ampla (Bond-Buckup, 2003),
estando presente na Argentina, Brasil, Paraguai e Uruguai, ou seja, ¢ encontrada em varias
bacias hidrograficas. 4. uruguayana também tem uma ampla distribui¢do, sendo registrada
naqueles mesmos paises, com exce¢do do Paraguai (Bond-Buckup, 2003). Porém, o fato de
Perez-Losada et al. (2004) terem analisado individuos de uma mesma populagao talvez tenha

inviabilizado conclusdes mais detalhadas em relagdo a A. uruguayana.
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As barreiras geograficas parecem estar influenciando na diferenciacdo genética das
populagdes de A. uruguayana, ao menos entre as populagdes dos Rios Santa Maria, Ibirapuita
e Camaqua, as quais tiveram os valores de Fsr calculados. Para as outras populagdes serad
necessdria a andlise de um numero maior de individuos, possibilitando a verificagdo da
estrutura genética. A utilizagdo de um marcador molecular ultra-sensivel, como os

microssatélites, permitird uma analise mais refinada sobre esta questao.
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Capitulo I1

Isolamento e caracterizacao de locos de microssatélites em
Aegla uruguayana (Crustacea, Decapoda, Anomura)
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RESUMO

A utilizagdo de marcadores moleculares tornou-se uma ferramenta importante na busca de
respostas para diversas questdes biologicas. Um dos marcadores mais utilizados atualmente
sdo os microssatélites, que sdo repeticdes em tandem de seqiiéncias curtas de DNA, com no
maximo seis bases. Algumas espécies de eglideos, com distribuicdo muito ampla, estando
presentes em mais de um pais, como Aegla uruguayana Schmitt, 1942, despertam interesse
em relacdo a estrutura genética de suas diferentes populagdes, muitas delas isoladas
geograficamente de outras. Isolar microssatélites de 4. uruguayana constitui-se o passo inicial
para se desenvolver uma andlise detalhada sobre o estado de conservagdo genética desta
espécie. O isolamento de microssatélites a partir do genoma de 4. wruguayana seguiu o
protocolo de constru¢do de Biblioteca Gendmica enriquecida com Microssatélites. Foram
seqiienciados 42 clones; desses, 03 tiveram seus primers designados, 08 apresentaram
microssatélites com pequeno numero de repeticdes, 03 ndo apresentavam regido flanqueadora
adequada para projecao de primers. Dos trés locos que tiveram primers designados, dois
amplificaram com sucesso. Esses locos foram bastante polimorficos, com 07 e 08 alelos por
loco, o que os torna promissores para avaliar diferengas entre populagdes de A. uruguayana.
Além disso, esses locos apresentaram amplificacdo cruzada para Aegla longirostri Bond-
Buckup, 1994, indicando que também podem ser uteis na analise de espécies relacionadas.

INTRODUCAO

Os eglideos sdo os Unicos anomuros que habitam dguas continentais, sendo que os
demais sdo todos marinhos, além de ser um grupo endémico do sul da América do Sul. Esse
grupo instiga pesquisadores desde longa data, devido a muitos aspectos relacionados com a
sua sistematica, morfologia, biogeografia e ecologia (Bond-Buckup, 2003).

A utilizagdo de marcadores moleculares tornou-se uma ferramenta importante na
busca de respostas para diversas questdes biologicas, ligadas a este grupo. D’Amato & Corach
(1997a) estudaram quatro populagdes de Aegla jujuyana Schmitt 1942, onde uma analise por
RAPD indicou que as populagdes nido sdo subdivididas e que deve haver fluxo génico
significativo entre elas. Outros trabalhos também utilizam marcadores moleculares para
elucidar algumas questdes, principalmente em relagdo a posicdo filogenética do grupo e as
relacdes entre as espécies dentro do grupo (D’Amato & Corach 1997b, Pérez-Losada et al.
2002a, 2002b, 2004).

Um dos marcadores mais utilizados atualmente sdo os microssatélites, que sdo
repeticdes em tandem de seqiiéncias curtas de DNA, com no maximo seis bases. Essas
seqiiéncias tém sido encontradas em todos os organismos estudados (Hancock, 1999). Os

locos de microssatélites sdo instaveis, e essa instabilidade se torna util para estudos evolutivos
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e genéticos. O motivo desta instabilidade seria a expansdo ou redu¢do do niimero de copias
dos motivos de repeticdo. Existem dois modelos que explicam o mecanismo que gera essa
instabilidade. Um deles indica como motivo uma alta taxa de crossing-over desigual entre
cromossomos homologos imperfeitamente alinhados ao longo das repetigdes dos
microssatélites. O modelo alternativo (SSM — Slip Strand Mispairing) sugere que a
instabilidade ¢ causada por uma alta taxa de deslizamento das fitas de DNA ao longo das
repeticdes dos microssatélites durante a replicagdo e ¢ o mais aceito atualmente, por
apresentar muitas evidéncias a seu favor (Eisen, 1999).

Os microssatélites sdo classificados quanto a presenca ou auséncia de interrup¢do na
unidade repetitiva ou o tipo de unidade repetitiva (Goldstein & Schlotterer, 1999).
Microssatélites perfeitos consistem de um inico motivo de repeti¢do, ndo sendo interrompido
ao longo da seqiiéncia por nenhuma base que altere o padrdo da repeticdo (por exemplo,
GTGTGTGTGTGTGT). Os imperfeitos apresentam uma ou mais repeticdes que contém uma
base que altera o padrao repetitivo (por exemplo. GTGTGTGTCTGTGTGT). Microssatélites
interrompidos apresentam a inser¢ao de um pequeno niimero de bases que ndo se encaixam na
estrutura da repeticdo (por exemplo, GTGTGTGTCCCGTGTGTGT). Microssatélites
compostos apresentam dois ou mais microssatélites adjacentes com motivos de repeticao
diferentes (por exemplo, GTGTGTGTGTGTGTCACACACACACA).

Os microssatélites apresentam diversas aplicagdes como identificagdo de individuos,
espécies ou mesmo hibridos (Reid et al., 2000; Jorstad et al., 2005), paternidade multipla
(Gosselin et al., 2005; Bilodeau et al., 2005) ou até o rastreamento da historia biologica das
populagoes (Xu et al., 2001; Maggiori et al., 2003; Goyard et al., 2003).

Algumas espécies de eglideos, com distribuicdo muito ampla, estando presentes em
mais de um pais, como Aegla uruguayana Schmitt, 1942 (Bond-Buckup, 2003), despertam
interesse em relagdo a estrutura genética de suas diferentes populacdes, muitas delas isoladas
geograficamente de outras. Isolar microssatélites de 4. uruguayana constitui-se o passo inicial
para se desenvolver uma andlise detalhada sobre o estado de conservagdo genética desta

espécie.
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MATERIAL E METODOS

Amostragem

Os espécimes de A. uruguayana foram coletados das popula¢des naturais na bacia
hidrografica do Rio Santa Maria: Arroio Cerro Verde (30°48°34”S; 55°32°14”W), municipio
de Santana do Livramento, RS. Os espécimes de Aegla longirostri Bond Buckup e Buckup,
1994, utilizados para os testes de amplificacdo cruzada foram coletados na Bacia hidrogréfica
do Rio Jacui: Rio Michelon (29°29°31”’S; 53°34°19”W), municipio de Ivora e Arroio da
Divisa, tributdrio do Rio Ibicui (29°38°33”S; 53°32°02”W), municipio de Sdo Jodo do

Polesine. Os animais foram identificados de acordo com Bond-Buckup & Buckup (1994).

Extracao de DNA
Os individuos foram crioanestesiados antes de serem dissecados. O DNA total foi

extraido do tecido muscular usando o protocolo tradicional de extragdo de DNA com fenol-
cloroféormio com algumas modificagdes (Sambrook & Russel, 2001; Bitencourt et al., 2006).
As amostras foram tratadas com RNase e purificadas com PEG 8.000 13%/NaCl 1,6 M,

sendo conservadas a 4°C.

Isolamento de Microssatélites

O isolamento de microssatélites a partir do genoma de A. urugayana seguiu o protocolo
de construgdo de Biblioteca Gendmica enriquecida com Microssatélites, segundo Refseth et
al. (1997) com algumas modificacdes.

Uma aliquota de 200ng/pL. de DNA de A. uruguayana foi clivada com a enzima de
restrigdo Taql, de acordo com as instru¢des do fabricante. A amostra clivada foi precipitada
com 2,5 volumes de etanol absoluto e 1/10 do volume de Acetato de Sédio 3M (pH 5,2) e
ressuspendida em 40pL de dgua milli-Q.

Os fragmentos de DNA foram ligados a um adaptador Taql (20/22mer) (5’
ATGAAGCCTTGGTACTGGAT 3° e 5° CGATCCAGTACCAAGGCTTCAT 3°) e
posteriormente hibridizados a um oligonucleotideo biotinilado, contendo a seqiiéncia (CA)sg
que funciona como sonda para capturar microssatélites (GT),.

Foram utilizadas esferas magnéticas revestidas com estreptavidina (molécula que
apresenta alta afinidade pela biotina) para capturar as seqiiéncias hibridizadas a sonda, com o

auxilio de um separador magnético.
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Apos sucessivas lavagens de estringéncia com solugdes de 2X SSC/0,1% SDS e 1X
TE/NaCl 2M e 1M, os fragmentos fita-simples capturados foram utilizados como molde em
uma PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) que utiliza as seqiiéncias dos adaptadores como
primer (ver figura 1).

O produto da PCR foi purificado por PEG 8000 13%/NaCl 1,6 M, que precipita as
moléculas de DNA de acordo com seu tamanho; posteriormente foi inserido em um vetor
plasmidial pCR 2.1 com a utilizagdo do kit de clonagem TA Cloning (Invitrogen). Bactérias
Escherichia coli XL-1 Blue foram transformadas por choque térmico com os plasmideos
recombinantes e cultivadas em 25mL de meio LB soélido acrescido de 75pL de ampicilina
(20ng/mL), 20pL de X-gal (20ng/mL) e 10uL de IPTG 0,IM. As colonias recombinantes
obtidas foram cultivadas em meio LB liquido contendo ampicilina e os plasmideos extraidos

conforme o protocolo de Mini-prep (Sambrook & Russel, 2001).

1. 2. 3.
DNA gendmico \w i“-.‘_m\'\mr:_

Digestio Ligacao ao adaptador

4! - 5.
:—] {GAIn r—_ 4\————.\_
‘ _-—
(B ——+ PCR
Captura com esfera magnética X__—_\:

: §

f\daplador—l {GAn r Requio tlanqueadora 6.
-l

— — Clonagem e Sequenciamento

Figura 1 — Representagdo esquematica do procedimento de isolamento de microssatélites, segundo

Refseth et al. (1997) com algumas modificagdes.

Seqiienciamento
Os plasmideos obtidos foram utilizados como molde em PCR. O produto da reacdo foi
seqiienciado automaticamente utilizando-se o DYEnamic ET Dye Terminator Cycle

Sequencing kit for MegaBACE (Amershan Bioscience).
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A qualidade das seqiiéncias foi avaliada pelo programa Staden Package (Staden et al.,
1998).

As seqiiéncias dos locos de microssatélites foram analisadas nos programas OLIGO
(Rychlin & Rhoads, 1989) e Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000) para projecao de primers.

As seqiiéncias foram alinhadas no CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) para verificar

se ha homologia entre as mesmas.

Testes de Amplificacio
Os primers obtidos foram testados em PCRs com DNA gendmico de A. uruguayana

como molde, para o estabelecimento das condigdes ideais de amplificacao.

Amplificacdo dos locos de microssatélites em A. uruguayana

Apds o estabelecimento das condigcdes ideais de amplificagdo para os locos de
microssatélites Au05 e Aul3 (locos isolados de Aegla uruguayana), amostras de DNA
genomico foram amplificadas contendo 10 pmol de cada primer, 100uM de cada ANTP, 2,5U
Taq polimerase, tampao de amplificagdo 1X (10mM tris-HCI, 50mM KCI) e 2,0 mM MgCl,.
Foram utilizados programas com temperatura de anelamento distintas para os dois locos: TD
56/51 e TD56/52, para os locos Au05 e Aul3, respectivamente. Cinco minutos a 94°, 10 vezes
{1” a 56° (-0,5°C para loco Au05 e — 0,4°C para o loco Aul3 por ciclo), 1’ a 72°C e 1’ a 94°C,
1’ a 56° (-0,5°C ou — 0,4°C por ciclo), 1’a72°Ce 1’a94°C}, I’a51 ou 52° 1’a72°Ce 1’ a
94°C, por 20 ciclos, 1’ a 51°ou 52°¢ 10’ a 72°C.

Eletroforese dos fragmentos de DNA em gel de poliacrilamida

Apds a PCR, 5uL da reagdo com os fragmentos amplificados contendo microssatélites
foram adicionados a 3ulL de tampao de amostra (30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol,
0,25% xilenocianol) e submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, ndo-

desnaturante, em tampao TEB 1X (90 mM Tris-borato, 2mM EDTA), durante 12h a 150V.

Coloracio do gel de poliacrilamida

Apds o término da eletroforese, os géis foram removidos imediatamente para uma
solucdo etanol 10%, acido acético 0,5% a 60°C, na qual permaneceu por 5 minutos. Em
seguida os géis foram lavados com 4gua destilada duas vezes e corados com uma solugdo de
nitrato de prata 0,1% a 60°C por 5 minutos, lavados novamente com agua destilada e

revelados com uma solugdo de hidroxido de sodio 3% e formaldeido 0,1%, também a 60°C,
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até o aparecimento das bandas de DNA. A revelagdo foi interrompida com acido acético 10%
e os géis foram secos entre duas folhas de celofane embebido em solu¢do de metanol 30% e

glicerol 1%.

Analise estatistica

A andlise dos dados de polimorfismo dos locos foi feita com o auxilio do programa
GENEPOP (Raymond & Rousset, 1995). Os valores de Fis foram calculados segundo Weir &
Cockerham (1984).

RESULTADOS
Isolamento dos locos de microssatélite

Para a biblioteca enriquecida de microssatélites, 42 clones foram seqiienciados (Tab.I).
Desses, 03 tiveram seus primers designados, 08 apresentaram microssatélites com pequeno
numero de repeticdes, 03 ndo apresentavam regido flanqueadora adequada para projecdo de
primers, sendo que os locos Au0l e Aul2 por ter poucos pares de bases (Tab.Il) e o loco
Au04 por apresentar uma das extremidades flanqueadoras rica em AT (Fig.2). Para o restante
dos locos ndo foi possivel obter uma seqiiéncia consenso, ou pelo fato dos locos serem muito
extensos, de modo que as leituras direta e reversa ndo se encontraram, ou porque O
seqiienciamento ndo gerou leituras de boa qualidade, apesar de terem sido repetidas. Dos trés
locos que tiveram primers designados, dois amplificaram com sucesso, Au05 e Aul3 (Tab.II).

Todos os locos isolados apresentaram motivo de repeticio AC/GT, com um numero
minimo de quatro (loco Au03) e o maximo de 38 repeticdes (Au01), Apesar de provavelmente
ser polimorfico, ndo foi possivel designar primers para este Gltimo, pois apresentava regiao

flanqueadora de tamanho insuficiente.

Tabela I — Situacdo dos clones seqiienciados.

Clones seqiienciados Numero (%)
Numero total de clones seqiienciados 42 (100%)
Numero total de clones com microssatélite 42 (100%)
Microssatélites com até 8 repeticoes 08 (19,05%)
Microssatélites sem regido flanqueadora adequada 03 (7,14%)
Microssatélites sem seqiiéncia consenso 28 (66,6%)
Pares de primers designados 03 (7,14%)
Condi¢oes da PCR otimizadas 02 (66,6%)

Locos polimoérficos 02 (100%)
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Tabela II — Locos com regido flanqueadora insuficiente para designar primers.

Loco Motivo de Regido 5’
Repeticao Clonado  flanqueadora (pb)

Au01 (GT)38 13

Aul2 (CA)yo 17

1 tgtgantggagatgotgoagaattoaggottatgasgocttggtactggatocgagatoos
61 tgasggtocatatatascttgoagtocactiocacatgotttototaccaactgoctoacty
121 caascacttgatctacacatcctotaccactootgaaaccaccttgtiogtocattcacas

R e g e e g gl e el e e e

181 tacatacacsacacaatcatatgatctgatasaccotocacttaatcotottattgotott
241 gtgtcacatscatacctaagoatcotoctoctgttagtatacaatoaatecagacttottty

301 tgacacacacacacacacacacacatacacgoacatacacacacacacacacatgtacoo
e e e e e e e <

361 gttaatacacacacactoctgtacacagtasgatgastagataaattgttgttaatgtacs
B o R i o

421 tacagtatctatog
EEY3 [(in order of precedence):
FEEREE Larget

Frrrrr left primer
<< right primer

Figura 2 — Loco Au04, mostrando as seqiiéncias sugeridas como primers pelo Programa Primer3. Notar que o
primer reverso (right primer) anela a uma regido com uma repeticao (CA)s e, portanto, devera conter a repeti¢ao
(GTD)s.

Caracterizacao dos locos de microssatélites

As caracteristicas dos locos Au05 e Aul3, que amplificaram com sucesso, estdo
descritas na tabela 3. Os dois locos apresentaram um alto desvio do equilibrio de Hardy-
Weinberg, com alto nivel de significancia (P< 0,01). Os valores de Fjs foram de 0,4811 e

0,4898, para os dois locos respectivamente.
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Amplifica¢do cruzada

O loco Aul3 amplificou com sucesso em Aegla longirostri. Os produtos da PCR
foram purificados e seqiienciados e foi confirmada a identidade entre as seqiiéncias das duas
espécies para o loco Aul3 (Fig.2). As seqiliéncias tiveram 98% de identidade, com seis
repeticdes a menos do microssatélite em A. longirostri. Foram testados 12 individuos de 4.

longirostri de duas populacdes, sendo que o loco Aul3 se mostrou monomorfico para todas as

amostras.
Auld TEERACAGTCTTCAG AL GATAC ATATCATCCATACATATTTTTAATATTGTTTTTTATE &0
alls 0000 m————_—_—_—_—_—_—_—————
Ll TATTTTTTTCATTTTT TG TATAGC TCGAGAGGAC GAGARATACATACCAGTTATATGRAAT 120
alls e GOTGEAGAGGACGAGAAATACATACCAGTTATATGALT 35
o o il el i el el ol el ol o
Ll AGTAGTC TGATTATGC TATGC ATGTATATTALGTAATTTCACGCATAGC GTALALTTTTE 150
allld AGTAGTCTGATTATGC TATGC ATGTATATTALGTRAATTTCACGCATAGC GTALALTTTTE 958
ol o ol ol o o o ol il e o ol o o o
hula GEATGTTTTCAAATGC CATTCGGTTTTAGC TTTGTGTGTGTGTGTGTGTETGTGTEGTGTA 240
alls GELTGTTTTCAALTGCCATTOGGTTTTACCTT TG TGTGT-——————— === — LTGTGTGTL 146
FEITFEFTFFLATFAFTF TSN FAFTFIASNES TS FHFELTFHEETFS FEEFEEFSL
huls TGTAGGTAGGTATATAGTCATGGCGECCAGAGATGATCATATGACGTTCTGTCTACTTTC 300
alls TGTAGGTAGGTATATAGTCATGGCGGCCAGAGATGGTCATATGACGTT--GTCTACTTTS 204
i FTEXFFEEETFES
Luls CAA R A RGO A A TAACGALTAC R TEGEAAGGTTALATATATACTCATGTTTTACCAGT 360
alls R R G A A T e 22z
ol
Auld ATCACTAATTCATTAGCATCTATTALLATCG 290
alls 00 e———_——_——————

Figura 03 — Alinhamento pelo programa Clustal W das seqiiéncias do loco Aul3 para Adegla uruguayana ¢ Aegla
longirostri.

DISCUSSAO

A maior parte dos trabalhos de isolamento e caracterizagdo dos microssatélites utiliza
mais de uma sonda para captura das seqiiéncias repetitivas, mas a eficiéncia dessas sondas
varia bastante. Por exemplo, Pannacciulli et al. (2005), utilizando uma sonda CA,
encontraram sete locos polimorficos entre 16 locos isolados. J& Robainas et al. (2002),
utilizando seis sondas com motivos repetitivos diferentes, isolaram cinco locos polimorficos
entre 15 para os quais designaram primers. Neste trabalho, utilizando uma sonda, designamos
primers para trés locos, desses, dois se mostraram polimorficos, tendo uma alta eficiéncia,

considerando o niimero de primers designados.
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O tinico loco que ndo foi amplificado com sucesso, Aul4, esta relacionado com o loco
Au02, mas ndo se trata de locos redundantes, ou seja, ndo sdo clones com seqiiéncias
idénticas. A seqiiéncia da regido flanqueadora 3* do loco Aul4 tem 93% de identidade com a
seqiiéncia 5’ do loco Au02, mas a regido flanqueadora 5’ do loco Aul4 apresenta apenas 8%
de identidade com a 3’ do Au02, se tratando possivelmente de clones quiméricos. Estes
produtos quiméricos podem surgir quando seqiiéncias semelhantes servem como molde em
uma reagdo de amplificagdo. Um loco de microssatélite capturado ndo ¢ totalmente estendido
durante a fase de alongamento do ciclo de PCR (¢ estendido somente até a repetigdo CA,).
Esta fita incompletamente estendida anela sua extremidade 3’ com uma repeticdo GT, de
outro loco de microssatélite em um ciclo subseqiiente, funcionando como um primer para dar
seguimento a extensdo da molécula. A fita nascente gerada ¢ uma quimera formada pela
regido 5'flanqueadora de um loco, a repeticdo CA, que foi o ponto de liga¢do entre as fitas e
uma regido 3’ flanqueadora de outro loco (ver Roratto et al., 2007). Esta seqiiéncia quimérica
ndo representa uma seqiiéncia contigua presente no genoma de A. uruguayana, € sim, um
artefato da técnica de PCR. Conseqiientemente, primers projetados para amplificar estes locos
nao funcionam.

O loco Au04 ©possui um microssatélite imperfeito e  interrompido
[(AC)14G(CA);;1...(AC)s]. Além disso, a sua regido flanqueadora 3° ¢ uma seqiiéncia rica em
AT, o que resulta em primers reversos com Tm baixa. A Tm (temperatura de fusdo) ¢ a
temperatura em que 50% dos pares de bases em um duplex estdo desnaturados (Sambrook &
Russel, 2001). Para o calculo da 7m do oligonucleotideo ¢ levado em conta o contetdo
AT/GC do primer, pois as associagdes entre A e T sdo mais fracas do que as entre C e G, as
quais sdo unidas por duas e trés pontes de hidrogénio, respectivamente. Assim, quanto maior a
propor¢ao de AT em relacdo a GC do primer menor ¢ a Tm do mesmo. Primers com baixas
Tm sdo inadequados, pois requerem a utilizagdo de temperaturas de anelamento mais baixas
durante a PCR, o que favorece a amplificacdo de produtos inespecificos (Sambrook & Russel,
2001). Para se obter um par de primers com Tm préximas, o programa Primer3 sugeriu a
utilizacdo de um oligonucleotideo reverso longo, com 27 nucleotideos, complementar a uma
regido contendo uma repeticdo (GT)s. Umas das maneiras de elevar a 7m de um primer ¢
aumentando a quantidade de nucleotideos do mesmo, entretanto primers longos também
favorecem o anelamento em regides inespecificas durante a PCR. Além disso, por conter uma
repeticdo, este primer possivelmente anelaria em outras regides que possuissem essa
repeticdo, e até com o proprio microssatélite desse loco, resultando em fragmentos de varios

tamanhos, o que impossibilitaria a analise.



46

Os locos que apresentaram microssatélites com até oito unidades repetitivas ndo
tiveram primers designados, pois provavelmente ndo seriam polimorficos, visto que quanto
menor o numero de repeticdes menor o polimorfismo dos locos. A instabilidade dos locos
aumenta com o aumento do nimero de repeti¢des, pois o deslizamento das fitas de DNA
molde e nascente ¢ facilitado quando hd um niimero maior de bases repetitivas em tandem
(ver revisdo Schlotterer, 2000). De acordo com Ramel (1997), os microssatélites formam
quatro grupos: 1) microssatélites estaveis ou monomorficos (alelos com pequeno niimero de
repeticdes); 2) microssatélites polimorficos, mas estdveis entre geragdes (alelos com
repeticdes de tamanho médio); 3) microssatélites instaveis entre geracdes (alelos longos, pré-
mutacionais); e 4) microssatélites com instabilidade meidtica e mitotica (alelos muito longos).
O segundo grupo ¢ o adequado para andlises populacionais.

A heterozigozidade observada foi menor que a esperada, mostrando que a populagio
ndo esta em equilibrio (P < 0,01). Isso pode ser explicado por se tratar de uma populagdo com
alto grau de endocruzamento, como mostrou os valores de Fjs (coeficiente de
endocruzamento) que foram de 0,4811 e 0,4898, para os locos Au05 e Aul3, respectivamente,
que sdo bastante altos; mas pode ser também um problema de sub-amostragem, sendo a
amostra ndo significativa para avaliar a diversidade de alelos da populagao.

O loco Aul3 amplificou com sucesso em A. longirostri e o fragmento obtido
apresentou 98% de identidade com a seqiiéncia de A. uruguayana, com seis repeticdes a
menos no microssatélite. Alelos de microssatélites encontrados na espécie focal tendem a ser
mais longos que aqueles encontrados em locos homdlogos de espécies relacionadas,
entretanto este fendmeno reflete uma tendéncia de averiguacdo, visto que durante a selecdo
dos locos na espécie focal, os pesquisadores escolhem aqueles com maior nimero de
repeticdes (Amos, 1999; Chambers & MacAvoy, 2000). O loco Aul3 foi testado em 12
individuos de A. longirostri de duas populagdes, sendo que se mostrou monomorfico para
todas as amostras. Apesar disso, esse loco possivelmente tem potencial para avaliar espécies
proximas, podendo ser polimorfico.

Os dois locos que amplificaram com sucesso em 4. uruguayana, Au05 e Aul3, foram
bastante polimorficos, com 07 e 08 alelos respectivamente, o que os torna promissores para
investigar a variabilidade genética de populacdes de A. uruguayana isoladas por barreiras

geograficas.
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CONCLUSOES

> As barreiras geograficas parecem estar influenciando na diferenciagdo genética das
populagdes de A. uruguayana, ao menos entre as populagdes dos Rios Santa Maria, Ibirapuita
e Camaqua, as quais tiveram os valores de Fisr calculados;

> O nimero de locos polimoérficos foi alto em relacdo ao numero de primers designados,
pois foram designados primers para trés locos, desses, dois se mostraram polimoérficos;

> O unico loco que ndo apresentou amplificagdo, possivelmente se trata de um artefato
da técnica de isolamento, ndo representando a seqiiéncia real do microssatélite e suas regides
flanqueadoras, mas sim, uma seqii€ncia quimérica entre dois locos;

> Os dois locos que amplificaram com sucesso foram bastante polimorficos, com 07 e
08 alelos, o que os torna promissores para avaliar diferencas entre populacdes de A.
uruguayana,

> Os locos Au05 e Aul3 amplificaram com sucesso em Aegla longirostri, tendo

potencial para avaliar espécies do mesmo género.
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PERSPECTIVAS

> Analise de um nimero maior de individuos através da técnica de DNA heteroduplex, o

que facilitara a verificagdo da estrutura genética;

> Seqiienciamento de mais clones para obtencdo de um maior nimero de locos de
microssatélites;
> Utilizacdo dos locos polimorficos de microssatélites para analises populacionais em A.

uruguayana, principalmente para avaliar as populacdes ja estudadas com DNA heteroduplex;
> Testar a amplificacdo cruzada em outras espécies do género Aegla e também em

outros grupos de crustaceos para avaliar a aplicacdo desse marcador para outras espécies.
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