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INTRODUCAO

Johngarthia lagostoma € uma espécie endémica de ilhas oceanicas, sendo encontrada
no Brasil em Atol das Rocas (Rio Grande do Norte), Arquipélago de Fernando de Noronha
(Pernambuco), ilhas de Trindade e Martim Vaz (Espirito Santo) e Ascensao ilha britanica no
oceano Atlantico Sul (HARTNOLL et al., 2006). E preocupante o status atual da espécie,
afirmando isso ha evidéncias de um declinio nos nimeros de individuos ao longo dos anos, o
que a categorizada como “Em perigo (EN)”, segundo o ICMBIo. Além da indispensabilidade
de estudos para a conservagao da espécie ha também o fato de que sua distribuicdo atual &
pouco explicada. E atualmente existe apenas um estudo genético com esses organismos
realizado por Rodriguez-Rey et al (2016) no qual foi utilizado gene ribossomal 16S e o gene
COl concluindo-se que a espécie tem niveis de variacdo genética baixos a moderados o que
pode indicar uma separacdo entre populacdes de ilhas diferentes. Segundo Hartnoll, et al
(2006) espera-se que estudos genéticos possam fornecer mais evidéncias para auxiliar
nessas discussdes acerca da espécie. Sendo assim, ha necessidade de avaliar a diversidade
genética da espécie em questdo, onde atualmente, dentro dos diferentes marcadores
moleculares, 0os microssatélites sdo os mais utilizados. Microssatélites, sdo amplamente
distribuidos pelo genoma, de natureza multialélica e alto grau de polimorfismo (KLUG et al.,
2010), o que leva a possibilidade de identificar perfis caracteristicos de cada individuo de uma
mesma espécie. Esses marcadores sdo ideais para estudos populacionais em diferentes
niveis, pois podem trazer informagdes para responder a questdes como o grau de mistura
genética entre as populaces e diferentes niveis de parentesco e fluxo génico.

OBJETIVOS

Avaliar a diversidade genética e a estrutura de populacdes de Johngarthia lagostoma
(H. Milne Edwards, 1837) nas localidades de ocorréncia da espécie utilizando marcadores
microssatélites espécie-especifico. Visando explicar a distribuicdo atual das populacdes
verificando a diversidade genética de cada uma, buscando fornecer subsidios para futuros
estudos para a conservacao da espécie que atualmente encontra-se categorizada “Em perigo
(EN)".

METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado LAGOAA no Nucleo Integrado de Biotecnologia na
Universidade de Mogi das Cruzes, onde houve a selecédo de iniciadores microssatélites com
alto grau de polimorfismo, o qual foi previamente desenvolvido e validado como altamente
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informativos, possuindo um alto grau de polimorfismo. Para a otimizagéo das reacdes de PCR,
0 DNA utilizado foi extraido de amostras de individuos de J. lagostoma representantes das
localidades de ocorréncia da espécie do MZUSP. A extracdo do material genético foi realizada
utilizando-se o kit comercial QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN), seguindo o protocolo do
fabricante, a partir de tecido retirado previamente dos espécimes selecionados. Para
padronizar as reacdes de PCR foram utilizadas diferentes concentracdes de MgCl; e Taq
polimerase para um volume final de solugédo de 20ul, e a temperatura de anelamento variou
de 52°C a 62°C. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%
corada com GelRed e em seguida visualizados, para a verificagdo da qualidade das bandas,
no fotodocumentador ImageQuant TM 300 Imager (GE HealthcareLife). E as amplificacdes
gque apresentaram os resultados esperados, com bandas fortes e repetitividade nos resultados
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata,
todo o procedimento foi realizado conforme descrito por Menegatti (2017). As bandas foram
medidas com o programa ImageQuantTM TL analysis (GE healthcare), sendo os alelos
nomeados de acordo com o numero de pares de bases determinado por comparagcao com
marcadores de peso molecular conhecido. O nimero de alelos e o indice de contetudo
polimérfico (PIC) foram calculados no programa Cervus 3.0.7 para cada iniciador. A
verificagdo de alelos drop-out e ou nulo foi feita no programa MicroChecker 2.2.3. Para os
calculos da frequéncia alélica, heterozigosidade observada e esperada e o equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) foi utilizado o programa HW-QuickCheck. E o programa GENEPOP
v. 4.0 foi utilizado para detectar o desequilibrio de ligagéo dos iniciadores validados. Com o
STRUCTURE foi analisada a estrutura populacional. A riqueza alélica e indices de
diferenciagéo genética foram estimados por meio do software FSTAT 2.9.3.2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observados um total de 151 alelos, com média de 11 alelos por locus, variando
de 3 (locus JI11) a 24 (locus JI25) alelos. Apesar do numero amostral baixo utilizado para
andlise foi possivel observar uma quantidade alta de alelos, pois as altas taxas de mutacdes
nos microssatélites tendem a gerar altos niveis de diversidade alélica (KLUG et al., 2010). O
indice de contetdo polimdrfico (PIC) foi alto, variando de 0,50 a 0,94, sendo considerados
como altamente informativos (BOTSTEIN et al., 1980).

Os resultados apontam para um desvio no equilibrio de Hardy-Weinberg (HEW) em
85% dos loci testados (Valor < 0,05) que podem indicar desvios de cruzamentos aleatérios
e/ou a atuacao de forcas evolutivas como deriva genética ou fluxo génico nessas populacdes
analisadas (SEOANE et al., 2005). O Genepop calcula o fluxo génico baseado no método
proposto por Slatkin (1985) onde Nm < laponta que a deriva genética tem maior atuacgao,
resultando em significativa diferenciacdo genética entre as populagdes, como é possivel
observar no resultado obtido pelas analises, onde todos os valores foram < 1, demonstrando
uma possivel diferenciacao das populacdes analisadas.

A baixa diversidade genética em populacdes insulares € geralmente atribuida ao efeito
fundador no momento da colonizacdo, porque apenas uma fracdo da diversidade genética
presente na populacao de origem € introduzida no novo habitat (Rodriguez-Rey et al., 2016).
Segundo Wright (1978) valores de Fst indicam pouca diferenciagdo entre Trindade e
Ascensdo, e moderada entre Trindade e Fernando de Noronha e Fernando de Noronha e
Ascenséo. O Fis -Coeficiente de endogamia- (0,532) e o Fit -indice de Fixago- (0,559), foram
elevados podendo indicar um alto grau de endocruzamento entre individuos de uma mesma
populacdo, como as estimativas do indice de fixacdo foram positivas e estatisticamente
diferentes de zero aponta para um excesso de homozigotos.

Esse padrdo de diferenciacdo entre as populacdes poderia ser explicado pelas
caracteristicas bioldgicas que determinam o potencial de dispersdo dessa espécie, as larvas
de J. lagostoma podem viver por mais de 30 dias no plancton, e a distancia média de
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disperséo larval é de 25 a 150 km, o que impossibilitaria a dispersao de individuos entre ilhas
mais distantes como Ascensdo (RODRIGUEZ-REY et al., 2016). E estudos ecoldgicos sobre
essa espécie em Ascensao apontou que, embora as populacdes parecam ser abundantes
durante as migracdes de reprodugdo, a caracteristica mais marcante foi a escassez de
juvenis, indicando problemas de recrutamento, ou seja a baixa no retorno a terra apos a fase
larval plancténica (HARTNOLL et al., 2009).

Figura 1: Representacéo gréafica do valor de K para a formag&o de grupos e analise de
estrutura populacional com base em 13 marcadores de microssatélites.

Trindade Noronha Ascengdo

1 3
2
O eixo y exibe a ascendéncia estimada de cada individuo em um determinado grupo ou
subpopulagéo, usando o modelo de mistura.

O software Structure indicou K = 4 e esses resultados sugerem que existem quatro
subgrupos genéticos, dois em Trindade, um em Fernando de Noronha e um em Ascensao.
Observa-se, na Figura 1, que Trindade apresentou predominancia de dois materiais genéticos
diferentes (cores verde e amarelo); no entanto, Fernando de Noronha e Ascensao
apresentaram predominancia de material genético nas cores azul e vermelha,
respectivamente. Soto (2009) sugere que J. lagostoma foi introduzido em Trindade no século
XIX, entretanto Rodriguez-Rey et al (2016) conceituou ser mais plausivel considerar que
Trindade abriga uma populag&o nativa geneticamente diferenciada de J. lagostoma. Com as
analises realizadas onde Trindade apresenta dois subgrupos genéticos, pode se supor uma
possivel introducéo de espécimes na ilha, entretanto esta ja abrigava uma populagéo nativa,
0 que pode ter dado origem a esses dois subgrupos atualmente existentes. Diante do exposto
pode se sugerir que a espécie merece status de conservacdo e pela estrutura genética
observada pode se sugerir que, para fins conservacionistas, pelo menos trés unidades de
manejo devem ser consideradas sendo uma da ilha de Ascensdo, uma segunda unidade de
Trindade e uma terceira unidade em Fernando de Noronha.

CONCLUSOES

Foi avaliada a diversidade genética e a estrutura de populagfes de Johngarthia lagostoma (H.
Milne Edwards, 1837) em trés das cinco localidades de ocorréncia da espécie utilizando
marcadores microssatélites espécie-especifico. Onde a distribuicdo atual das populacdes
pode ser analisada verificando a diversidade genética de cada uma, e com isso foi possivel
fornecer subsidios para futuros estudos para a conservacdo da espécie que atualmente
encontra-se categorizada “Em perigo (EN)” indicando proximidade genética de cada
populacgéao.
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