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Resumo

As lapas do género Patella (Gastropoda) constituem um recurso sobre-explorado
em algumas ilhas Macaronésicas, como P. candei nas lihas Canarias. No entanto, n&o
existe um conhecimento preciso da sua taxonomia e estrutura genética que permita levar
a cabo uma gestéo genética adequada para evitar as consequéncias de uma erosao
genética por sobre-exploragdo. P. candei distribui-se pelos arquipélagos da Madeira,
Acores e Canarias. Trabalhos recentes efectuados com ADN mitocondrial sugerem que
se trata de uma espécie parafilética, e que P. candei das Canérias esta filogeneticamente
mais proxima de P. lugubris de Cabo Verde que P. candei dos Agores ou Madeira.

O objectivo deste estudo é a determinagéo da estrutura genética de P. candei nos
Acores, utilizando uma bateria de marcadores microssatélites isolados em espécies
proximas (P. depressa (4) e P. rustica (1)).

Para determinar o estatuto genético das populagdes de lapa P. candei, analisou-
se uma populagdo por ilha (Flores, Faial, Pico, Graciosa, Terceira, Sao Miguel e Santa
Maria) e uma populagéo das Canarias como grupo externo. Calcularam-se as frequéncias
alélicas, a heterozigotia observada (H,) e esperada (H,), os testes exactos de ajuste a
Hardy-Weinberg, assim como a partigédo do défice de heterozigéticos dentro (Fis) e entre
populagdes (Fsr), @ a riqueza alélica (Rs). A heterogeneidade global foi examinada
mediante a Andlise da Variancia Molecular e a estruturagdo dos individuos foi obtida a
partir do programa de andlise bayesiana BAPS.

Observou-se um desajuste generalizado ao equilibrio Hardy-Weinberg devido,
provavelmente, a utilizagdo de marcadores isolados em outras espécies. O indice Fsr
apresentou valores significativos para quase todos os pares de locais de amostragem, o
que, juntamente com a significancia igualmente obtida com os testes exactos, parece
indicar algum grau de restrigdo ao fluxo génico entre as ilhas dos Agores. Contudo, a
AMOVA mostrou que 73-90% da mesma se encontra entre individuos. A andlise de
gendtipos multilocus efectuada com o BAPS ndo permitiu definir nenhum agrupamento
bem suportado dentro dos Agores, separando apenas os dois arquipélagos.

A vista destes resultados, parece haver alguma diferenciagéo entre ilhas mas e
necessario prosseguir os estudos com maior nimero de microssatélites e especificos.




Abstract

Patella limpets have become an over exploited resource in some Macaronesian
islands, like P. candei in Canary Islands. However, there is not a precise knowledge about
its taxonomy and genetic structure to allow the implementation of adequate genetic
management in order to avoid the consequences of genetic erosion. P. candei can be
found in the archipelagos of Madeira, Azores and Canary. Recent projects with
mitochondrial DNA suggest that this is a paraphiletic species and that P. candei from
Canary is closely related to P. lugubris from Cape Verde than P. candei from Azores or
Madeira.

The main goal of this study is the determination of the genetic structure of P.
candei in the Azores, using a battery of microsatellites isolated from related species (P.
depressa (4) e P. rustica (1)).

To determine the genetic status of P. candei in the Azores, one population per
island (Flores, Faial, Pico, Graciosa, Terceira, Sdo Miguel and Santa Maria) and one
population from Canary Islands as out-group were analysed. Allelic frequencies, observed
(Ho) and expected (H.) heterozigosity, Hardy-Weinberg exact tests, heterozigotes deficit
within (Fis) and between (Fst) populations and allelic richness were calculated. The global
heterogeneity was examined through the Analysis of Molecular Variance and the
clustering of individuals was obtained using Bayesian inference software BAPS.

We observed a generalized deviation from Hardy-Weinberg equilibrium probably
due to the use of microsatellites isolated from other species. The Fsr index presented
significant values at almost every pair of sampling location, wich, jointly with the
significancy equaly obtained with thw exact tests, seems to indicate some degree of
restriction to the gene flow between Azores islands. However, the AMOVA showed that 73
to 90% of variation is found between individuals. The multilocus analysis with BAPS didn’t
allow the definition of any supported group within Azores, separating only the two
archipelagos.

With these results, it seems to exist some diferentiation between islands but
it is necessary to prosecute this study with specific microsatellites and a larger
number.

ii
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1. Introducéao e objectivos
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1.1. Taxonomia

As espécies do género Patella sdo moluscos gastropodes pertencentes a familia
Patellidae, ordem Patellogastropoda e comummente denominados lapas. De acordo com
Ridgway e colaboradores (1998), a familia Patellidae é dividida em quatro géneros:
Helcion (Sul da Africa), Cymbula (Sudoeste de Africa, Este Atlantico e Sul do Oceano
indico), Scutellastra (Pacifico Indo-Oeste, Sul de Africa e Sul da Australia) e Patella
(Noroeste Atlantico e Mediterraneo). Esta divisdo dos Patellidae em quatro géneros
resulta da filogenia obtida através de uma anélise cladistica de caracteres morfolégicos,
nomeadamente a forma e microestrutura da concha, pé e complexo paleal, radula e
esperma (fig.1.1; Ridgway et al., 1998).

0 S. kermadecensis

3 S. aphanes
¥ S. obtecta

NS exusta

n S. flexvosa

Lottia digitalis
Acrnaea mitra
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Fig.1.1 — Arvore filogenética obtida com base na anélise de maxima parcimonia de caracteres
morfolégicos para a familia Patellidae; C: Cymbula; H: Helcion, S: Scutellastra, P: Patella
(retirada de Ridgway et al., 1998).

Dentro do género Patella, Ridgway e colaboradores (1998) reconheceram nove
espécies (fig.1.2): P. depressa (Pennant, 1777), P. ulyssiponensis (Gmelin, 1791), P.
rustica (Linnaeus, 1758), P. vulgata (Linnaeus, 1758), P. candei (d Orbigny, 1791), P.
ferruginea (Gmelin, 1791), P. caerulea (Linnaeus, 1758), P. pellucida (Linnaeus, 1758) e
P. lugubris (Gmelin, 1791). Baseados na analise de dois genes mitocondriais (125 e
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16S), Koufopanou e colaboradores (1999) propdem a existéncia de duas espécies dentro
de P. ulyssiponensis: a forma existente na Macaronésia, que estes autores denominam
P. aspera, e a forma continental que mantém a denominagéo original. Estes resultados
sdo posteriormente corroborados com a descoberta de diferencas entre populagées da
Macaronésia e populagbes continentais desta espécie com base na analise de loci
aloenzimaticos (Weber et al., 2005).

P peliucida
8G — P rspera 1
100 | 300 L P agpera 3
| | 100 | P aspeara 2
74 provesenssnse £ 38074 MREL
" &% lugulbsris
! et e -1 1
78 G
GG s P depressa
108 | P yulgats
i P lerrugines
93 90 P nasticn
2 P austice 2

Fig.1.2 — Andlise separada das espécies de Patella
(ndo estd desenhado o grupo externo),
representada por uma arvore de maxima parsimoénia
obtida pela informagdo combinada das sub-
unidades 12S e 16S do ADN mitocondrial (retirado
de Koufopanou ef al., 1899).

Destas espécies, apenas quatro ocorrem actualmente na Macaronésia: P. candei
e P. ulyssiponensis, presentes em todos os arquipélagos excepto em Cabo Verde; P.
rustica que ocorre em todos os arquipélagos excepto nos Agores e P. lugubris apenas
existente em Cabo Verde (revisto em Sa-Pinto et al., in press).

Patella candei d'Orbigni 1840 é uma espécie endémica da Macaronésia,
nomeadamente Acores, Madeira, Selvagens e Canarias (Weber & Hawkins, 2002). Na
revisdo do género Patella, Christiaens (1973) descreveu quatro subespécies dentro de P.
candei : P. candei gomesii nos Acores, P. candei ordinaria na Madeira e Desertas, P.
candei crenata nas Canarias e P. candei candei nas Selvagens e Canarias.
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1.2. Aspectos ecolégicos

As lapas habitam o litoral médio e superior, permanecendo fixas ao substrato
rochoso durante o dia enquanto de noite se alimentam em zonas com algas, regressando
sempre ao lugar de fixagéo (Lindner, 2000). Tém um pé mediano que Ihes permite aderir
fortemente a superficie da rocha através de dois mecanismos distintos: sucgéo em mare-
alta e ades@o em maré baixa (Little & Kitching, 1996). Possuem ainda uma concha que
as protege das ondas e da predacéo (Little et al., 1991). A concha tem forma cénica e
tamanho varidvel, com uma base oval projectada até um a&pice mais ou menos
pronunciado de acordo com a espécie. Este apice encontra-se muitas vezes desgastado
nas zonas costeiras de rebentagio. A superficie da concha é lisa ou sulcada radialmente,
com bandas de crescimento concéntricas. O interior da concha é geralmente brilhante e
vivamente colorido, observando-se uma impressdo muscular em forma de ferradura
aberta (fig.1.3) (revisto em Llavona, 2006).

A concha de P. ¢. gomesii (fig.1.3 A) é de tamanho médio, até 65 mm de
comprimento € 20 mm de altura, tem uma forma comprimida e arredondada, com
nervuras pouco marcadas e um apice subcentral tendendo para a frente. Externamente,
tem um tom rosado e cinza a castanho, com tonalidades esverdeadas e geralmente
apresenta bandas radiais escuras; internamente, & acastanhada ou rosada com um tom
azulado iridescente. O pé & normalmente cinzento ou branco-sujo e ocasionalmente
amarelado. Os tentaculos paleais sdo cinzentos e purpura (revisto em Christiaens, 1973 e
Titselaar, 1998). Esta sub-espécie tem um comportamento intertidal e ocasionalmente
subtidal superficial (Christiaens, 1973; Hawkins et al., 1990).

Fig.1.3 - Vista dorsal e interna da concha das subespécies de P. candei. A: P. candei gomesii (Agores); B:
P. c. ordinaria (Madeira); C: P. c. ordinaria (Deserta grande); D: P. c. candei (Selvagens); E: P. c. candei

(individuo raro de Fuerteventura, Canarias); F: P. c. crenata (Canarias) (Weber & Hawkins,2002).
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Na subespécie P. ¢. gomesii encontram-se descritas duas formas com morfologia
distinta (Hawkins et al., 1990). No entanto, a andlise de dez loci enzimaticos feita por
Pagarete e colaboradores (2005) néo detectou diferengas genéticas entre estas duas
ecoformas.

As lapas possuem ainda uma radula denominada decoglosa, exibindo em cada
fila dois dentes laterais e oito dentes marginais, dois com as extremidades endurecidas e
seis sem extremidades endurecidas. A alimentagédo segue padrdes regulares em que a
radula raspa lentamente o substrato deixando uma marca clara na rocha. A sua
alimentagéo consiste essencialmente em micro e macro algas (Hill & Hawkins, 1991),
cuja disponibilidade varia com as marés e fotoperiodo. Muitas espécies de lapas tém a
capacidade de “voltar a casa”, isto &, alguns individuos tém um local proprio na rocha
onde a sua concha encaixa perfeitamente e para onde regressam ap6s cada viagem de
alimentagéo.

A taxa de crescimento das lapas varia consideravelmente com a sua localizagéo
na costa, densidade e natureza da fauna associada (como mexilndes e balanideos). A
idade média de uma lapa num substrato com um nivel alto de balanideos varia de 12 a
15 anos, dependendo dos niveis da predacéo (Little ef al., 1991).

As espécies de Pafella tém ciclos reprodutivos longos, com um periodo de
dispersdo de varios estados (Morais et al., 2003). Tém fecundagdo externa e,
dependendo da espécie, a reprodugdo pode ocorrer quase durante todo o ano, sendo
que na maioria dos habitats alcanga um maximo entre principios de Setembro e finais de
Outubro e atinge um minimo no Verdo seguinte (Little ef al, 1991). O inicio da
reprodugdo parece estar relacionado com ventos fortes e mau tempo. Depois de um
periodo planctoénico, as larvas fixam-se as rochas da costa ou em fendas humidas e vao
subindo lentamente, variando a sua posigdo no extracto a medida que vao crescendo
(Little et al., 1991).

A existéncia de propagulos de dispersao ou fases larvares durante o ciclo de vida
dos organismos intertidais contribui para estabelecer um fluxo génico entre populagbes
de ilhas préximas, pois permitem a movimentacdo através de zonas de agua mais
profundas. A duragdo da fase pelagica do desenvolvimento larvar de P. candei néo é
conhecida, no entanto, esta descrito para P. vulgata e P. caerulea que a larva torna-se
completamente bentdnica apés metamorfose que tem lugar entre o nono e o décimo
primeiro dia a contar da fertilizagdo. Este periodo de dispersdo de nove a onze dias
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sugere capacidades de dispersdo restritas (Smith, 1935). Quando a capacidade de
dispersdo de uma espécie é consideravelmente menor que o seu limite de distribui¢éo
geografica, a diferenciacéo genética entre subpopulagdes deve aumentar com a distancia
entre elas. A ocorréncia de picos de velocidade das correntes maritimas ou a extensao
da fase larvar aquando da auséncia de substracto adequado a fixag&o podera no entanto
conferir a estas espécies maior capacidade de disperséo (revisto em Weber et al., 1998).

1.3. Diferenciacdo genética

Os estudos sobre a diferenciacdo genética das espécies de Patella tém-se
baseado na andlise de /oci proteicos e de ADN mitocondrial, focando essencialmente

analises a nivel sub-especifico e inferéncia de filogenias.

Usando informacéo obtida com base na andlise de 15 /oci aloenzimaticos, Corte-
Real e colaboradores (1996) observaram uma diferenciagéo significativa entre P. candei
gomesii, subespécie dos Agores, e as subespécies que ocorrem na Madeira e nas
Candrias (fig.1.4); entre as duas Ultimas foi obtido um valor de Identidade Genética de
0.969, tipico de populagdes conspecificas, enquanto o valor obtido com a subespécie dos
Acores foi de 0,660, que se encontra dentro do limite esperado entre espécies
congenéricas. Baseando-se nessas diferengas, os autores sugerem que P. candei
gomesii pode ser uma espécie diferente das formas de P. candei encontradas na Madeira

e nas Canarias, contudo advertem para a necessidade de mais estudos.

0.50 0.60 0.70 0.80 0.90 1.00

— Caldeirinhos, Agores

L. Mosteiros, Agores
Porto Moniz, Madeira
—

L FEl Golfo, Canérias

Fig.1.4 - Dendrograma UPGMA construido com base na Identidade
Genética de Nei (1972) a partir da andlise de 15 foci aloenzimaticos
entre populagbes de Patella candei dos Acores, Madeira e Canarias
(adaptado de Cérte-Real et al., 1996).

Posteriormente, Weber e Hawkins (2002), analisando populacées de P. candei
dos Acgores, Madeira, Selvagens e Candrias com base em 21 /oci enzimaticos,
detectaram a existéncia de dois grupos genéticos distintos: um incluindo P. candei
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gomesii (Agores) e P. candei candei (Selvagens) e outro formado por P. candei crenata
(Candrias) e P. candei ordinaria (Madeira) (fig.1.5).
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Fig.1.5 - Arvore de Wagner construida com base na Distancia de
Prevosti que mostra a diferenciagdo genética entre populagbes de
P. candei dos Agores, Selvagens, Madeira e Canarias (Weber &
Hawkins, 2002).

Estes autores observaram ainda que P. c¢. gomesii dos Acores ndo é
geneticamente distinta de P. ¢. candei amostrada nas Selvagens, partilhando todos os
alelos em dois /oci que séo diagnésticos em relagdo a P. c. ordinaria da Madeira (fig.1.6),
devendo aquelas ser consideradas um complexo P. ¢. candei-P. c. gomesii. P. ¢. crenata
nao partilha nenhum Joci diagnéstico com outras subespécies, sendo morfologicamente
mais parecida com P. ¢. ordinaria. A ocormréncia de hibridagdo detectada entre individuos
das Candrias e das Selvagens sugere que os grupos P. ¢. candei - P. c. gomesii e P. c.
crenata - P. c. ordinana deveriam ser considerados como apenas duas subespécies de P.
candei.
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Fig.1.8 - Loci diagnbsticos observados entre as

subespécies de Patella candei na Macaronésia (Weber &
Hawkins, 2002).
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Com base na andlise de trés genes mitocondriais (subunidade | do gene da
Citocromo ¢ Oxidase, 12S ARNr e 16S ARNr), Sa-Pinto e colaboradores (2005)
concluiram que P. candei é parafilética. Nas ilhas da Macaronésia foram observados dois
grupos bem diferenciados, um que inclui P. candei dos Agores, Desertas e Madeira e
outro que agrupa P. candei das Canarias e Selvagens com P. lugubris existente em Cabo
Verde. O mesmo estudo demonstra que P. caerulea é a espécie mais proxima de P.
candei e P. lugubris e que P. depressa se agrupa com estas trés espécies com elevado
suporte de bootstrap (fig.1.7). No mesmo estudo, verifica-se a ocorréncia de cinco clados
principais dentro do género Patella, dos quais trés estdo presentes nas ilhas da
Macaronésia e apresentam diferenciacéo relativamente as populagbées do Continente.
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Estes resultados ndo estdo de acordo com a presente taxonomia, que reconhece
duas espécies: P. lugubris em Cabo Verde e P. candei nas restantes ilhas da
Macaronésia. Também ndo & suportada a divisdo feita por Christiaens (1973), que
descreveu quatro subespécies dentro de P. candei : P. candei gomesii nos Agores, P.
candei ordinaria na Madeira e Desertas, P. candei crenata nas Canarias e P. candei
candei nas Selvagens e Candrias, bem como a de Weber e Hawkins (2002), que
observaram a existéncia de dois grupos genéticos distintos: um incluindo P. candei
gomesii nos Agores e P. candei candei nas Selvagens e outro formado por P. candei
crenata nas Candrias e P. candei ordinaria na Madeira. Possiveis explicagbes para as
diferengas obtidas entre estes estudos com ADN mitocondrial e os estudos com enzimas,
além do facto de estes marcadores contarem uma histéria evolutiva diferente, podem ser
a ocorréncia de uma introgresséo historica entre P. candei das Canarias e das Selvagens
e um antepassado de P. Jugubris ou a existéncia de homoplasia ou pressdes selectivas
semelhantes entre os dois grupos encontrados por Weber e Hawkins (2002) e por Corte-
Real e colaboradores (1996) (Sa-Pinto et al., 2005).

No complexo P. candeilP. lugubrs verifica-se a ocorréncia de quatro grupos
diferenciados, reflectindo isolamento histérico entre quatro areas geograficas: Agores,
Madeira/Desertas, Selvagens/Canarias e Cabo Verde.

1.4. Importincia dos estudos genéticos para a conservacdo de P. candei e
principais ameacgas a diversidade genética da espécie

Os recursos genéticos animais constituem por si s6 um patrimonio de valor
inestimavel. Este valor intrinseco é o fundamento da Genética da Conservagéo, que
assenta sobre quatro aspectos (revisto em Diz, 2005): genético-reprodutivo, uma vez que
a diversidade & necessaria para manter a viabilidade das populagdes, a qual permite a
adaptacéo a diferentes ambientes e a actuagdo da selecgéo artificial; cientifico, ja que o
conhecimento genético das populagdes permite caracterizar genes ou combinagbes
génicas de relevancia para investigagdo, no momento actual ou no futuro; ecologico-
ambiental, pois os ecossistemas sdo resultado do equilibrio entre clima, fauna e flora e
qualquer factor que afecte algum destes dominios afectara também o resto dos seus
processos de interacgéo; e historico-cultural, dado que a conservagéo de determinadas
espécies ou populagbes representa um patriménio genético de uma regiéo, com um
desenvolvimento as vezes paralelo ao das populagdes humanas.
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Diversos estudos tém realgado os efeitos da exploragdo humana, tanto para
alimentagdo como para outros fins, sobre espécies intertidais, cuja redugdo de
abundancia e tamanho esta bem documentada (Dulvy et al., 2003; Lindberg et al., 1998,
Corte-Real et al., 1996; Navarro et al., 2005). A remogdo de espécies grandes e/ou
exploraveis pode ter efeitos profundos na estrutura da comunidade, particularmente
quando se tratam de espécies chave (revisto em Casu et al., 2006).

Em 1983 foi descrita pela populagéo local a ocorréncia de uma “doenga” nas lapas
do grupo central. Hawkins e colaboradores (2000) defendem que a “doenga” era apenas
uma falsa justificagéo para a populagéo sobre-explorar este recurso. Em consequéncia,
as lapas tornaram-se muito mais raras e em 1988 as capturas em S. Miguel colapsaram.

Posteriormente, Navarro e colaboradores (2005) mostraram que 0s ecossistemas
costeiros tém sido sujeitos a intensas perturbagdes humanas nas ultimas decadas, sendo
uma das mais importantes a colheita de macroinvertebrados para consumo e colecgéo.
Nas Canarias, onde o estudo foi feito, os autores observaram que a pressao sobre as
comunidades intertidais tem aumentado devido ao aumento da populagéo nas ilhas e a
gradual destruigdo dos habitats por alteragdes na zona costeira. Esta sobre-exploragéo
pode ter sido a causa da extingdo de P. candei candei em quase todo o arquipélago, o
que mostra a importancia de realizar estudos populacionais mais detalhados. E, assim,
importante definir um estatuto de conservagéo adequado a cada espécie.

Existe pouca regulagdo das actividades marisqueiras sobre P. candei. A
subespécie P. c. candei, endemismo da Macaronésia dos arquipélagos da Madeira,
Canarias e Selvagens, é a Unica que tem um estatuto de conservagao, estando incluida
no Catélogo Nacional Espanhol de Espécies ameagadas (9 Julho 1998, corrigida no BOE
n.° 191 Agosto 1998) com a categoria de espécie em perigo de extingao (os factores
negativos que incidem sobre esta subespécie fazem com que a sua sobrevivéncia seja
pouco provavel a curto prazo).

O desconhecimento sobre a estrutura populacional e a taxonomia das lapas no
Atlantico Noroeste evidenciam a necessidade da realizagdo de estudos genéticos mais
aprofundados, que permitam definir medidas e gestdo e conservagdo adequadas a esta
espécie. Apesar de a aplicagdo de técnicas genéticas a populagdes exploradas de
invertebrados ser semelhante a aplicada para vertebrados, tém sido realizados poucos
estudos a este nivel em gastrépodes comerciais. Os estudos sobre Patella sp. tém-se
baseado na analise de aloenzimas (Lavie et al, 1987; Mauro ef al., 2003; Weber &
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Hawkins, 2005) e de ADN mitocondrial (Mauro et al., 2003; Sa-Pinto et al., 2005), estudos
que mostram alguma discordancia entre si. A baixa variabilidade das aloenzimas
(algumas provavelmente sujeitas a selecgéo) e as particularidades do ADN mitocondrial,
tornam aconselhavel o desenvolvimento e aplicagdo de marcadores moleculares
nucleares com maior variabilidade, como os microssatélites, que poderdo potenciar a
detecgéo de diferenciagdo populacional.

1.5. Marcadores adequados a estudos populacionais: microssatélites

1.5.1. Descrigdo dos microssatélites

Os microssatélites, também denominados Short Tandem Repeats (STRs) ou
Simple Sequence Repeats (SSRs), séo pequenos fragmentos repetitivos abundantes no
genoma eucaridtico que exibem repetices em série de um motivo de dois a seis pares
de bases (Tautz & Renz, 1984, Kashi & Soller, 1999). As variagdes no numero de
unidades de repeticdo, resultantes da perda ou ganho de uma ou mais unidades,
traduzem-se num elevado grau de polimorfismo observado nestes /oci em todos os
organismos eucariéticos examinados até a data (Menotti-Raymond & O'Brien, 1995).

Com base no seu motivo de repetigdo, podem ser classificados como perfeitos — a
sucessdo das unidades de repeticdo ndo é interrompida - imperfeitos — a sequéncia de
repeticdes esta dividida por um ou mais nucledtidos - e compostos - quando sao
constituidos por motivos de repeti¢do diferentes (Weber et al.,1990).

Observa-se um padrdo diferencial na distribuicdo dos microssatélites em regides
codificantes e ndo codificantes de moluscos que parece ser devido a uma selecgao
diferencial (Pérez et al., 2005). Os microssatélites sdo menos abundantes em exdes
comparativamente as regides néo codificantes (Cruz et al., 2005). Se bem que se tenha
documentado a presenga de microssatélites em regides codificantes, intrbes e ADN
intergénico (Liu & Cordes, 2004), a maioria das sequéncias repetitivas de ADN néo
contribuem para o fenétipo dos individuos. Alguns microssatélites em moluscos
apresentam das menores densidades genémicas observadas em eucariotas (ex. Cruz et
al., 2005). Ocorrendo maioritariamente em regibes nao codificantes do genoma, sdo
considerados selectivamente neutros (Ellegren, 2004).
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Os marcadores neutrais tém provado ser uma ferramenta poderosa para
investigar a existéncia de estruturagéo genética nas populagdes naturais, particularmente
em organismos marinhos caracterizados por uma capacidade de dispers&o limitada onde
tém sido descritas diferenciagbes genéticas significativas a diferentes escalas espaciais
(revisto em Casu et al., 2006). Nao se sabe ainda a fungdo destes fragmentos, mas
alguns investigadores sugerem uma intervengéo em processos de recombinagdo, na
evolugéo de novos genes, na condensagéo cromossémica, na formagéo de telomeros ou
até na regulagdo dos genes (Stallings et al., 1991) ou ainda na evolugdo dos genomas,
ao criarem e manterem a variabilidade genética (Kashi & Soller, 1999).

1.5.2. Aplicabilidade dos microssatélites em estudos populacionais

Os microssatélites sdo excelentes marcadores para estudar relagdes entre
subespécies e populagdes muito préximas devido a sua rapida taxa mutacional. Este tipo
de estudos pode ser feito através da avaliagdo da diferenciagdo populacional,
conhecimento do padrdo de subdivisdo geografica e extensdo do fluxo geénico entre
populagdes, inferéncia das flutuagbes demogréficas, investigagdo de relagdes de
proximidade genética entre populagbes e relacionamento de individuos com a populagéo
de origem mais provavel (Jehle & Amtzen, 2002). O facto de a taxa mutacional variar
entre Joci permite ainda examinar diferentes escalas temporais.

Em geral, as regides flanqueantes dos motivos de repeticdo apresentam-se
altamente conservadas, permitindo a sua amplificagdo em espécies relacionadas
(Brohede & Ellegren, 1999). S&o marcadores genéticos nucleares de hereditariedade
mendeliana, multialélicos e codominantes, ndo revelando uma analise diferencial ao
longo da ontogenia do individuo. A sua elevada variabilidade permite considerar cada
individuo como uma uUnica unidade taxonémica operativa (OTU- Operational Taxonomic
Unit), possibilitando a aplicagdo de uma variedade de analises a nivel individual.

A facilidade de amplificagdo por PCR (Polimerase Chain Reactioni-Reacgéo em
Cadeia da Polimerase) possibilita uma vasta utilizagdo em estudos forenses e analises
moleculares nao-invasivas (Schotterer, 2004), uma vez que permite a amplificagdo em

amostras de reduzida quantidade e/ou qualidade de ADN, mesmo quando se trata de
ADN altamente degradado (Jame & Lagoda, 1996; Waser & Strobeck, 1998; Taberlet et
al., 1999).
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A aplicagdo dos microssatélites apresenta no entanto algumas limitagdes.
Mutagdes nas regides flanqueantes séo responsaveis pela ocorréncia de alelos nulos ou
silenciosos, isto &, alelos que néo sdo amplificados na reac¢éo de PCR (Jarne & Lagoda,
1996). Consequentemente, individuos heterozigéticos podem ser erradamente
identificados como homozigéticos para loci onde a presenga deste tipo de alelos se
verifique; numa populagdo ndo estruturada, esta diminuigdo na proporgéo de individuos
heterozigéticos pode ser detectada pela observagdo de uma diminuigdo no valor da
heterozigotia observada em relagdo & esperada considerando o Equilibrio de Hardy-
Weinberg (Bruford & Wayne, 1993).

Um outro problema na aplicagdo destes marcadores reside na ocorréncia de
homoplasia, ou seja, a existéncia de alelos idénticos como resultado de processos
mutacionais convergentes e ndo ancestralidade comum. A homoplasia reduz o nimero
de alelos observados por populagdo, a proporgéo de individuos heterozigdticos e a
diversidade genética (Estoup et al., 1995; Jarne & Lagoda, 1996); é esperada em todos
os modelos mutacionais excepto pelo IAM (Infinite Allele Model) de Kimura e Crow
(1964), sendo normalmente mais elevada entre espécies do que entre populagdes da
mesma espécie e rara dentro das populagfes. Ndo ter em consideragdo a homoplasia
pode conduzir a uma subestimagdo da divergéncia real entre as populagdes estudadas.
Contudo, a sua ocorréncia ndo devera constituir um problema significativo na maioria dos
estudos de genética populacional, uma vez que a grande variabilidade encontrada nos
microssatélites compensa, geraimente, a sua ocorréncia (Jame & Lagoda, 1996; Estoup
et al., 2002).

1.5.3. Evolugdo dos microssatélites

Apesar do seu uso corrente, 0 mecanismo responsavel pela sua evolugdo e
também pouco conhecido. As mutagdes serdo resultado de um balango entre a
mutabilidade dos genomas e a eficiéncia dos mecanismos de reparagdo de
emparelhamentos erréneos de cada espécie, selecgdo e limitagdo do tamanho (Pérez et
al., 2005; Cruz et al., 2005). A variacdo dos microssatélites parece ser um fenomeno
complexo influenciado principalmente pelo deslizamento (slippage) da polimerase durante
o processo de replicagdo do ADN, originando a formagdo de ansas nucleotidicas
responsaveis pelo aumento ou diminui¢cdo de uma ou mais unidades repetitivas (You-Chu
et al., 2002, Ellegren, 2004; Zane ef al., 2002).
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A ocorréncia de recombinagéo desigual entre duas cromatides pode também
desempenhar um papel importante na evolugdo destes marcadores uma vez que 0s
grandes saltos que levam & formagdo de alelos longos nédo séo explicados pelo
deslizamento da polimerase (T6th et al., 2000; Schlotterer, 2004). Esta teoria ndo é, no
entanto, consensual (Ellegren, 2004, Huang ef al., 2002). A abundancia diferencial de
repeticdes que se observa entre exdes, intrées e regides inter-génicas, em numerosos
eucariétas, sugere que um mecanismo de deslizamento e recombinagdo desigual &
insuficiente para explicar a distribuigdo gendmica dos microssatélites (Ellegren, 2000;
Téth et al., 2000; Young et al., 2000).

Outras causas poder&o ser a ocorréncia de fenébmenos como a uniéo entre hélices
(interhelical junctions) durante o alinhamento cromossémico e a ocorréncia de delecgbes
ou inser¢des de bases, tanto no microssatélite como nas regides flanqueantes (Wilder &
Hollecher, 2001).

A taxa de mutagdo dos microssatélites pode ser determinada recorrendo a trés
métodos: a) contagem directa de mutagdes em pedigrees; b) estimativas indirectas de
dados de ligagdo ou ¢) comparag¢ao dos valores observados e tedricos (Jame & Lagoda,
1996). Os valores observados variam entre 10% e 107?, duas a trés ordens de magnitude
superior aos valores conhecidos para as aloenzimas. A variagdao depende do organismo
analisado (Jame & Lagoda, 1996; You Chu et al., 2002), do tipo de unidade que se repete
(di-, tri- ou tetra nucleétido), composigdo das bases e tipo de microssatélite (perfeito,
composto ou interrompido) ((Bachtrog et al., 2000; Balloux & Lugon-Moulin, 2002;
Brohede et al., 2002), e consequente nivel de polimorfismo (numerosos alelos e elevada
heterozigotia). De modo geral a taxa de mutagdo dos microssatélites esta positivamente
relacionada com o nimero de motivos de repeticdo (Pérez ef al., 2005; Jin et al., 1996,
Wierd| ef al., 1997; Schug ef al., 1998), ou seja, alelos com maior nimero de motivos de
repeticdo estdo sujeitos a mutagées com mais frequéncia. Estudos recentes recorrendo a
andlise de mutagdes ocorridas em centenas de di e tetranucleotideos permitiram
confirmar que existe um tamanho critico para o qual as taxas de expansdo e de
contracgéo sdo idénticas, o que esta relacionado com o facto de haver maior tendéncia
para os alelos de menor tamanho aumentarem o numero de unidades de repeti¢ao,
enquanto os alelos com maior tamanho tenderem a diminuir, resultando num limite
maximo para o tamanho dos alelos e uma aparente distribuicdo estavel dos
microssatélites (Xu et al., 2000; Ellegren, 2000).
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Estudos in vitro indicam que outros factores tém influéncia sobre a taxa de
mutacdo dos microssatélites, para além do tamanho do motivo de repetigdo, como: a
sequéncia da regido flanqueadora (Kruglyak ef al., 1998; Santibanez-Koref ef al., 2001), a
localizagdo no cromossoma, o grau de heterozigotia e a substituico de bases na
sequéncia do microssatélite (Schlotterer & Tauz, 1992; Goldstein & Clark, 1995; Harr et
al., 1998).

Trés modelos evolutivos foram inicialimente adoptados de modo a traduzir e
compreender melhor o comportamento mutacional dos microssatélites: o Infinite Allele
Model (IAM), proposto por Kimura e Crow (1964); o K-Allele Model (KAM), de Crow e
Kimura (1970) e o Stepwise Mutation Model (SMM), desenvolvido por Kimura e Ohta
(1978).

Segundo o modelo IAM cada mutagdo envolve um numero variavel de unidades
de repeticdo, sendo sempre responsavel pela criagdo de um novo alelo (ndo presente na
populagdo) a uma taxa de mutagdo p; estes diferentes estados podem néo coexistir numa
populagédo pois alguns serdo perdidos por deriva ou serdo negativamente seleccionados,
enquanto outros persistirdo por serem benéficos em heterozigotia.

O modelo KAM assume que existe um determinado numero (K) de alelos
possiveis na populagdo e a mutagdo em cada um dos K-1 alelos ocorre com a
probabilidade u/(K-1).

O terceiro modelo, SMM, presume que a mutagédo é responsavel pelo aumento ou
diminui¢cdo de uma uUnica unidade de repetigdo ao alelo original, com igual e constante
probabilidade x4 o alelo resultante podera encontrar-se ou ndo previamente na
populagdo, havendo apenas dois estados adjacentes para os quais um alelo pode mutar.

Posteriormente, Di Rienzo e colaboradores (1994) desenvolveram um novo
modelo, o Two Phase Model (TPM), que consiste num compromisso entre o0 SMM e o
IAM. Este modelo sugere que a variagao nestes marcadores resulta, principalmente, de
alteragdes numa unica unidade no numero de repetigdes, contudo, outras mutagdes
podem ocorrer implicando a alteragdo em mais do que uma unidade, sendo esta
alteragdo explicada pelo modelo Generalized Stepwise Model (GSM). Deste modo, o
alelo original € modificado em uma unica unidade com a probabilidade aproximada P e
em mais do que uma unidade com a probabilidade 1-P.
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Outros modelos tém vindo a ser desenvolvidos para explicar a evolugéo destes
marcadores, no entanto, a controvérsia mantém-se e os métodos de anélise estatistica
tdm procurado incorporar trés dos modelos referidos: o IAM, o SMM e o TPM, sendo na
maioria dos estudos indicado o TPM ou GSM como os modelos mutacionais mais
realistas (Ellegren, 2000; Schotterer, 2000)

1.6. Objectivos

Os principais objectivos deste trabalho consistiram na afinacéo para P. candei
gomesii de marcadores microssatélites isolados em espécies proximas, como P.
depressa, P. caerulea e P. rustica, de modo a analisar o nivel de estruturacdo
populacional desta espécie no arquipelago dos Agores.

Outro objectivo consistiu na comparagdo dos resultados obtidos neste trabalho
com dados de ADN mitocondrial, existentes na bibliografia, de modo a obter maior
suporte para o estabelecimento de um padréo de diferenciagéo.

Finalmente, pretendeu-se inferir os principais factores que afectam a diferenciagéo
populacional e sua relagdo com aspectos de conservagéo e gestéo desta sub-espécie.
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2. Metodologia
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2.1. Area de estudo

O arquipélago dos Agores encontra-se situado a cerca de 1600 km do continente
Europeu, distando cerca de 850 Km do arquipélago mais proximo, a Madeira. E um
arquipélago Portugués com um grande numero de ilhas, nove, que se distribuem em trés
grupos: Ocidental, constituido pelas ilhas Corvo e Flores; Central, composto pelas ilhas
Faial, Pico, Sdo Jorge, Graciosa e Terceira; e Oriental, do qual fazem parte as ilhas Sao
Miguel e Santa Maria. Dentro do arquipélago dos Agores, a ilha do Corvo e a de Santa
Maria distam entre si cerca de 600 km e o grupo ocidental dista aproximadamente 200
km do grupo central (fig.2.1). Todas as ilhas tiveram origem vulcénica, nunca tendo
estado em contacto umas com as outras nem com qualquer outra massa de terra.
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Fig.2.1 - Enquadramento geogréfico do arquipélago dos Agores (retirado de Santos &
Pinho, 2005).

A regido dos Acores é fortemente influenciada por efeitos meteorolégicos de
diferentes proporgbes e com extremas variagdes ao longo do ano. Os ventos séo a
principal causa da existéncia de correntes superficiais nos oceanos. A Corrente dos
Agores tem origem na ramificagdo da Corrente do Golfo que ocorre perto das
coordenadas 40°N - 45° W e é uma das principais correntes de larga escala associadas a
parte Este da Anticiclénica Subtropical Norte Atlantica. As correntes de superficie nos
Acores movem-se geraimente em direcgdo a Madeira e depois ao Continente, com um
padrdo de deslocagdo de Oeste para Este (fig.2.2), apesar de em determinadas
condigbes poderem sofrer inversdo, principalmente no Outono e Inverno (revisto em
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Hawkins et al., 2000). Ao nivel do arquipélago, a corrente dos Acgores adquire uma
velocidade média de 10 m.s™ [1].

A Corrente das Canarias é formada por um brago da Corrente dos Agores que
ruma a Este (Mason et al., 2005).

i
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Fig. 2.2 - Representagéo das principais massas de agua (ENACWP -
Agua Atlantico-Central de origem subpolar e ENACWT - Agua
Atlantico-Central de origem subtropical) e correntes da regido Norte
Atlantica Este (NAC - Corrente Norte Atlantica; PoC - Corrente de
Portugal; AC — Corrente dos Agores e CaC — Corrente das Canarias)
(Mason et al., 2005).

2.2. Amostragem

Para a realizagéo deste estudo foi utilizado um total de 310 individuos recolhidos
num ponto por cada ilha (fig.2.3): Flores (52), Faial (41), Pico (31 individuos), Graciosa
(47), Terceira (50), Santa Maria (50) e Sao Miguel (41), e 39 individuos recolhidos nas
iihas Canarias (analisadas como grupo externo), obtidas no ambito do projecto
POCTI/BSE/42003/2001 “As espécies do género Patella como modelo para o estudo dos
padrdes evolutivos e dinamica de organismos marinhos”.

Todas as amostras de tecido foram preservadas em etanol 100% até ser
efectuada a extracgao de ADN.
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Fig.2.3 - Localizagdo dos pontos de amostragem nos Agores e nas Canarias (circulos a vermelho).

2.3. Extracgédo de ADN

A totalidade de ADN gendémico foi extraida recorrendo a dois protocolos de
extracgdo: o Método Salino (Sambrook et al., 1989) e um método derivado deste
utilizando fenol-cloroférmio (Pérez, 2003; anexo 1).

O sucesso da extracgdo de ADN foi avaliado por electroforese em gel 0.8% p/v a
300V em TBE 0.5x (Tampéo Tris-borato-EDTA: Tris 89mM, acido bérico 89mM, EDTA
2mM, pH 8.0), sendo aplicados 2l de tecido misturados com 3ul de solugéo de azul de
bromofenol (azul bromofenol 0,1%, EDTA 0,1M e sacarose 50g). A posterior coloragdo
com brometo de etidio (0.05 % p/v) permitiu a visualizagdo do ADN extraido por radiagéo
ultravioleta e sua quantificacéo relativa (fig.2.4).

Fig.2.4 - Teste de extracgéo de ADN num gel de agarose 0,8% (p/v) corado em brometo de etideo.
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De acordo com a concentragdo de ADN estimada, as amostras foram
devidamente diluidas em agua ultra-pura de modo a permitir uma boa amplificagao por
PCR e armazenadas a — 20°C, permanecendo nestas condigdes durante todo o trabalho

laboratorial.

2.4. Selecgdo de microssatélites e amplificagéo por PCR

A identificagdo genética individual através da utilizagio de microssatélites baseia-
se no pressuposto de que, recorrendo a /oci altamente polimérficos, se podera tragar um
perfil genético multilocus Unico para cada individuo. Existem casos em que as regioes
flanqueantes de alguns microssatélites estdo muito conservadas entre espécies, tendo
sido amplificados com sucesso em organismos diferentes como Humanos e chimpanzés
(4-6 milhdes de anos) ou vaca e cabra (14-17 milhdes de anos) (revisto em Llavona,
2008), excluindo a necessidade de clonar marcadores em cada espécie. Esta
conservacao interespecifica também se observa em invertebrados.

Deste modo, foi utilizado um conjunto de 20 microssatélites isolados em P.
depressa (7) por Pérez (2007) e em P. caerulea (3) e P. rustica (10) por Pérez e
colaboradores (ndo publicado). A descrigdo dos microssatélites apresenta-se na tabela
2.1.

A amplificagdo do ADN por PCR foi optimizada para cada um dos focus em
analise, partindo de um gradiente de temperaturas (46-60°C) e de Magnesio (085a3s
mM). Esta reacgdo dé-se em trés fases: a) desnaturagdo — provoca a separagdo das
duas cadeias de ADN, b) hibridagdo (annealing) — durante a qual ocorre a ligagéo dos
primers a cadeia molde de ADN, e c) extensdo — sintese de novos fragmentos de ADN
mediante a actuagéo da polimerase do ADN (Taq Polimerase). A duragéo de cada etapa
considerada, o numero de ciclos, a temperatura de annealing e as quantidades dos
diferentes reagentes da reacgéo foram determinadas de modo a optimizar as condigbes
de PCR para cada um dos marcadores.

Em cada amplificagdo foi utilizado um controlo negativo sem ADN (branco),
permitindo descriminar eventuais contaminagbes e um ou dois controlos positivos para
despistar problemas relacionados com a reacgdo de PCR.
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Tabela 2.1: Descrigio dos microssatélites analisados: espécie onde foram isolados,

motivo de repetigéo e tamanho do produto de PCR (pb) nessas espécies.

Espécie Locus Motivo de repeticdo Tamanho
P. depressal | Pdel (GT),2(Cs 96-106
P. depressq' | Pde3 (GT):G(GT ) 140-156
P. depressa’ | Pded (CA),...(AC),...(CA); ... (CA), 193-205
P. depressa’ | Pde5 (GT)y ..-(GT)g (GT)y 176-200
P. depressa' | Pde6 (GTT)s N.D.
P. depressa' | Pde7 (GT), 173-185
P. depressa' | Pde3d (GT),q 162-208
P. caerulea® | Pcall (AC),GC(AC), 100-134
P. caerulea?® | Pcals (TG),,(TATC),(TG),, 350
P. cgerufea? | Pca36 (C1) sl A)s 5 130-170

P. rustica® | PrB7 (6T ) Gy 144-150
P. rustica® Prc2 C,(CA), 4 157

P. rustica® PrCs (CGGA), 160-200
P. rustica® | PrC12 (GATA),, 142-247
P. rustica® PrD3 (GACA), 173-183
P. rustica® Pre2 (GACA), 175-189
P. rustica® PrE7 (TCTG)e 208-218
P. rustica® PrFé (GACA), 247

P. rusticg® | PrG6N (CTGT), 175-187
P rustica® | PrG12 (GACG), 265

' Pérez et al. 2007; ° Pérez, dados ndo publicados; 3 Pérez ef al., dados néo publicados.

A confirmagdo do sucesso de amplificagdo (fig.2.5) foi efectuada por corrida

electroforética em gel de agarose 2% p/v. A electroforese e coloragéo foram realizadas
de acordo com as condigdes referidas para o teste de extracgdo no caso de PCR'’s feitos
com Tag DNA Poly e Ecotaq; para PCR’s feitos com GoTag tampéo colorido — Green
buffer) foram aplicados directamente no gel 2ul de amostra. A aplicagdo de um marcador
de peso molecular conhecido (Marker 5, Eurogentec) permitiu inferir se o produto de
amplificagdo correspondia ao esperado, de acordo com o tamanho médio documentado

para os diferentes foci.
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Fig.2.5 - Teste do sucesso da reacgdo de amplificagdo num gel de agarose 2% (p/v). Na primeira
aplicagdo observa-se o marcador de peso molecular Marker 5 (Eurogentec). Visualizagio feita por
colora¢do com brometo de etidio.

2.5. Separagio dos alelos e leitura dos genétipos individuais

Foram usados dois métodos de leitura dos alelos: sem marcagéo dos primers —
géis manuais — e com marcagéo dos primers — sequenciador de gel.

2.5.1. Genotipagem em géis manuais

De acordo com a concentragdo de ADN estimada a partir do teste de
amplificagdo, cada amostra foi diluida numa solugéo desnaturante (formamida 95%,
hidréxido de sédio 10 mM, azul de bromofenol 0,05% e xilenocianol 0,05%), aquecida a
94°C durante trés minutos para desnaturagdo e imediatamente conservadas em gelo;
foram aplicados 4 pl de amostra no cétodo de um gel de poliacrilamida desnaturante 6%
p/v (previamente aquecido a 48°C). Foram adicionados no gel marcadores de peso
molecular conhecido (10bp DNA ladder, Invitrogen) de modo a permitir a leitura dos
alelos. Apés a genotipagem de alguns individuos, foram sempre colocadas amostras de
referéncia nos géis seguintes para confirmar as leituras.

A separagdo dos fragmentos de ADN decorreu por electroforese vertical, a uma
poténcia constante de 60 W em TBE 1x e a temperatura de 48°C. A duragdo da comida
dependeu do tamanho médio dos alelos em cada /ocus, variando entre 110 e 125
minutos.

A visualizagdo dos alelos foi efectuada por coloragéo do gel em nitrato de prata,
seguindo um protocolo de acordo com as indicagbes do fabricante (Silver Sequence™
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DNA Staining Reagents Kit, Promega). A leitura dos tamanhos dos fragmentos foi feita
com precisdo de 1pb (fig.2.6).

“l: :" i il i
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Fig.2.6 - Visualizagcéo dos alelos obtidos para o marcador Pde3 em
gel de poliacrilamida desnaturante 6% p/v por coloragéo com nitrato
de prata. Esta indicada a leitura de alguns genétipos individuais.

2.5.2. Genotipagem em sequenciador de gel

Para a deteccdo dos fragmentos amplificados no sequenciador automatico
ALFexpressll (fig.2.7), foi marcado um dos primers especificos de cada locus com o
fluoréforo Cy5'. Este fluoréforo é sensivel ao laser do sequenciador, sendo detectado
pelos seus sensores.

Fig.2.7 — ALFexpressll e computador com o software de leitura

(Amersham Biosciences, 1998).

Este procedimento baseia-se na electroforese vertical em géis de acrilamida na
qual os fragmentos de ADN tém um dos primers marcados com um fluoréforo para a sua
detecgdo por laser. A electroforese realiza-se num recipiente vertical onde o controle da
temperatura é feito por um circuito integrado de agua destilada através de uma das

24




Analise da estruturacdo genética da sub-espécie Patella candei gomesii no Arquipélago dos Agores

placas onde se coloca o gel. Durante a electroforese os fragmentos marcados migram
através do gel. O laser incorporado no sistema atravessa o gel de um lado ao outro, na
perpendicular a migragdo do gel. O gel usado no sequenciador tem 40 pogos que séo
carregados com uma mistura constituida pelo produto de PCR da amostra, marcadores
internos de tamanho conhecido adequado ao tamanho dos alelos e tampéo de carga Azul
de Dextrano (5mg/ml em formamida). Antes de serem carregadas, as amostras foram
desnaturadas. Este sequenciador emprega um sistema monofluoréforo. Quando o
fragmento de ADN passa pelo laser durante a sua migragéo, as bandas marcadas com o
fluoréforo Cy5" excitam-se emitindo fluorescéncia que é detectada pelos diodos
(componentes que conduzem a energia eléctrica) do sequenciador. Os sinais do diodo
sdo enviados directamente ao computador para serem armazenados e posteriormente
processados (Amersham Biosciences, 1998). A transmitancia do laser para uma leitura
correcta deve ser superior a 80%. Durante a migracdo formam-se deformagdes no gel
que podem ser corrigidas pelo software interpolando as bandas das amostras
problematicas com a ajuda dos marcadores introduzidos.

As migragdes foram feitas com as seguintes condi¢gdes: 1500 V, 60 mA e 20W a
55°

O computador gera imagens virtuais do resultado, uma delas correspondente ao
gel, semelhante a que se observa nos géis manuais, e a outra € um conjunto de curvas
de absorvancia com os valores dos picos de emisséo de fluorescéncia que nos indicam o
tamanho dos diferentes alelos (fig.2.8).
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Fig.2.8 — Curvas de absorvancia do sequenciador ALFexpressi|.
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A andlise dos dados foi feita com o software ALFwin Fragment Analyser 1.00.36
(Amersham Pharmacia Biotech). Apés introduzir no programa informagdo do tamanho
dos picos que funcionam como marcadores internos, com tamanho conhecido, e dos
picos de cada amostra, o programa identifica os ultimos em relagdo ao tempo de
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migracdo. Posteriormente alinha-se o gel de forma a corrigir deformagbes. Para a leitura
devemos ter em conta diversos factores tais como possiveis contaminagdes dos pogos
adjacentes ou erros tipicos do proprio sistema.

2.5.3. Erros de genotipagem e sua correcgao

Os erros de genotipagem ocorrem quando o genétipo determinado apds a andlise
molecular ndo corresponde ao genétipo real do individuo considerado. Na pratica, séo
definidos como as diferengas entre dois ou mais genétipos obtidos independentemente
para a mesma amostra. Estes erros podem ocorrer em qualquer dos passos da
genotipagem (Bonin et al., 2004; Pompanon et al., 2005) e consistirem no aparecimento
de alelos nulos, alelos intermédios, alelos semelhantes aos marcadores internos, bandas
sttuter, picos +A e alelos drop-out (Castro et al., 2004; Matsumoto et al., 2004).

Os alelos nulos sdo alelos ndo amplificados que, quando em heterozigotia,
resultam num aparente homozigético. Para os microssatélites, os alelos nulos podem
aparecer quando ocorrem mutagdes nas regides flanqueantes, impedindo um ou 0s dois
primers de se ligarem. A presenga de alelos nulos em marcadores microssatélites é
frequente, especialmente em grandes populagdes naturais e € um fenémeno comum em
populagdes de moluscos marinhos (Bruford & Wayne, 1993; Li et al., 2003; Karlsson &
Mork, 2005). O seu aparecimento produz um erro importante nas proporgdes genotipicas,
de modo que se observa um claro desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg devido a um
excesso de homozigéticos. Existem vérias estatisticas para estudar a frequéncia de
alelos nulos. Baseiam-se na frequéncia de individuos que ndo amplificaram, no nimero
de alelos nulos que se inferem de analises de parentesco e na relag&o entre presenca de
alelos nulos e défice de heterozigéticos (Dakin & Avise, 2004).

Os alelos intermédios sdo aqueles que ndo correspondem a uma unidade de
repetigdo do microssatélite, tendo um tamanho intermédio para o que seriam séries
alélicas perfeitas. Estes alelos podem corresponder a mutagdes pontuais (delecgdes ou
insercdes) dos marcadores ou a desvios do gel durante a migragéo (Pino Querido-
Ferreira, 2004).

Os alelos de tamanho préximo dos marcadores intemos podem confundir-se com
estes, subestimando-se a sua frequéncia. Nomalmente sdo reconheciveis pela sua
maior intensidade.
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As bandas sttuter (sombra) sdo produzidas por deslizamentos da ADN polimerase
durante a reacgéo de PCR de modo que se originam fragmentos que s&o uma ou varias
repeticdes mais curtos ou mais longos que o verdadeiro alelo. Apbés migragdo, estas
bandas apresentam-se como uma cadeia de picos seguidos sobressaindo um que sera o

verdadeiro alelo (Matsumoto et al., 2004).

Os picos +A sdo artefactos um nucleotideo maiores que o verdadeiro alelo. Estes
sdo criados pela ADN polimerase ao adicionar um nucleotideo, geralmente Adenina, a
extremidade 3'do fragmento amplificado (Matsumoto et al., 2004).

Os alelos drop-out séo alelos que aparecem bastante afastados da série principal
(Castro et al., 2004). O pico de absorvancia detectado & em geral menor que o pico

prévio em individuos heterozigéticos.

No caso do sequenciador ALF as diferengas de migragéo entre geéis podem ser
elevadas, de modo que é muito importante realizar a leitura seguindo os mesmos critérios
em todos os géis para poder comparar os dados, por exemplo repetir em todos os géis a
mesma amostra controle.

Em estudos de genética populacional, os erros de genotipagem afectam as
estimativas das frequéncias alélicas e a discriminagdo dos diferentes gendtipos.
Falsas estimativas da frequéncia alélica podem levar a consideragdo de um
excesso de homozigéticos, errar na atribuicdo do Equilibrio de Hardy-Weinberg,

sobrestimar hibridagdo ou inferéncias erréneas da estruturagéo populacional.

Devido & potencialidade infinita das fontes de erro, é impossivel erradica-las
completamente. Umas das aproximagbes mais usadas para reduzir estes erros é a
baseada na replicagdo da amplificagdo do ADN para a mesma amostra mas acarreta
custos adicionais, pelo que ndo pode ser usada para a totalidade das amostras quando
se trabalha com uma quantidade consideravel de individuos.

Apés finalizada a tipagem dos 5 loci, os dados foram analisados de modo a
detectar possiveis erros. Esta andlise foi feita em diferentes passos, tendo sido iniciada
por uma primeira andlise das homozigotias e heterozigotias e seguindo o diagrama de
ajuda (fig. 2.9) do programa MICRO-CHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout ef al., 2004). Este
consiste numa aplicagdo desenvolvida para procurar alelos nulos, bandas stutter e alelos
drop-out, que ocorrem durante o processo de PCR e que véo afectar a leitura dos

microssatélites.
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Esta aplicagdo usa um método baseado em simulagbes de Monte-Carlo
(bootstrap) para gerar frequéncias esperadas das diferengas de tamanho dos alelos em
homozigotia e heterozigotia. A teoria de equilibrio de Hardy-Weinberg é usada para
calcular frequéncias alélicas esperadas e a frequéncia de quaisquer alelos nulos
detectados. A frequéncia esperada de homozigéticos para cada classe é calculada com
base na frequéncia de heterozigéticos para essa classe. O nimero total esperado de

homozigéticos é entio calculado e comparado com o numero observado.

Apbs a detecgdo dos erros, foi feita a analise para um intervalo de confianga de
95% incluindo os dados considerados suspeitos pelo programa. Se a frequéncia estimada
de alelos nulos for significante (> 0,05), o programa cria genétipos ajustados, onde o
numero de genodtipos homozigoticos em cada classe de tamanho é ajustado de modo a
reflectir o nimero “real” estimado de homozigéticos. O valor zero substitui um dos alelos
homozigéticos que, no ficheiro de entrada para os préximos programas € substituido por
um alelo que ndo se encontre nos dados e de tamanho superior ao maior detectado.
Estes gendtipos ajustados sdo ordenados de acordo com o tamanho dos alelos, nao
correspondendo a ordem original das amostras. Consequentemente, ndo pode ser feita
qualquer analise multilocus com estes dados.

Existem quatro estimadores de alelos nulos, desenvolvidos por Chakraborty e
colaboradores (1992), por Brookfield (1996) e por Van Oosterhout e colaboradores
(2004), cada um mais apropriado para diferentes situagdes (MICRO-CHECKER guide
book):

- Estimador Brookfield 1: quando todas as amostras analisadas amplificaram, mostrando
uma ou duas bandas; ou apos eliminar amostras que nao amplificaram quando se pensa

que estas podem representar alelos nulos, ADN degradado ou problemas com a PCR;

- Estimador Brookfield 2: quando se tem a certeza que as amostras ndo amplificadas
representam alelos nulos;

- Estimador Chakraborty e colaboradores: quando as amostras ndo amplificaram devido a
degradagao do ADN (ndo amplificaram para os outro /oci).

- Estimador Oosterhout. assume que ndo existem homozigéticos nulos e considera todas
as amostras ndo amplificadas como ADN degradado, erro humano, etc.; a frequéncia dos
alelos nulos é estimada a partir do célculo prévio das frequéncias alélicas de todos os /oci
visiveis.

28




Anélise da estruturagéo genética da sub-espécie Patella candei gomesii no Arquipélago dos Agores

homozigbticos & >

© maximo
esperado?

Existe
excesso de
homozigéticos na

maioria das classes
alélicas?

défice de heterozigbticos
com alelos com uma
unidade de repeticiio

de diferenga?

Sim

Sim

Existe
excesso de classes

de grandes
homozigéticos?

Sim

4 L—l
(/ Pode ser grande alelo
drop-out e/ou desvios i Indica alelos Pode indicar
\\ panmixia nulos stuttering Indica stuttering

Fig. 2.9 - Diagrama de ajuda na detecgéo de erros de genotipagem (adaptado de
MICRO-CHECKER guide book).

Estas equagbes estimam a frequéncia de alelos nulos a partir da aparente

deficiéncia em heterozigéticos. Assumem panmixia, isto €, assumem que a deficiéncia
heterozigética observada é devida a alelos nulos e ndo causada por efeitos de Wahlund,
inbreeding, cruzamentos direccionados, etc..

2.6. Andlise da diversidade genética

2.6.1. Frequéncias alélicas

A constituicdo alélica é definida pelos alelos que existem para cada locus

numa populagéo. As frequéncias alélicas informam-nos da abundéancia de cada
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um dos alelos e sdo por isso 0 primeiro parametro representével que indica
diferengas de diversidade genética entre populagbes.

As frequéncias dos alelos de cada locus foram calculadas directamente a partir
dos dados genotipicos usando o programa GENEPOP 3.4 (Raymond & Rousset, 1995).

2.6.2. Estimativas de diversidade genética

As estimativas de diversidade genética foram calculadas com a ajuda dos
programas GENEPOP 3.4 (Raymond & Rousset, 1995) e FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 1995).

- Nimero de alelos por locus

Trata-se do numero total de alelos distintos que cada /locus apresenta em todas as
populagdes analisadas. No caso de microssatélites com um motivo repetido dinucleotidio,
os tamanhos dos microssatélites serdo geralmente pares ou impares. Isto pode variar
quando ocorre algum tipo de mutagéo em que ndo se repete o motivo completo ou em
microssatélites que apresentem, por exemplo, uma cauda poli-A, em que a variagéo pode
ser mononucleotidica.

- NGmero médio de alelos por locus

E a média aritmética do nimero de alelos distintos que cada /ocus apresenta,
calculada para cada loci em todas as populagdes.

- Riqueza alélica (Rs)

A riqueza alélica € uma medida do nimero de alelos independente do tamanho da
amostra, o que permite comparar amostras com diferentes tamanhos. Foi calculada com
o programa FSTAT 2.9.3.2 (Goudet, 1995) utilizando a seguinte expresséo (Petit ef al.,

1998): L o

2n

. g: e (2N

2n
O célculo baseia-se na estimativa do nimero de alelos numa subamostra de 2n
genes dos 2N genes que foram amostrados (N = n). No FSTAT, n é definido como o
numero mais pequeno de individuos para um focus numa amostra. Ni é o numero de

alelos de tipo i nos 2N genes. Cada termo do somatério corresponde a probabilidade de
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amostrar o alelo i pelo menos uma vez numa amostra de tamanho 2n. A riqueza alélica
permite-nos calcular o tamanho efectivo da populagéo (Petit ef al., 1998).

Rs depende do tamanho da amostra retirada da populagéo, especialmente nas
populagdes que n&o apresentam efeito gargalo de garrafa (botleneck) (Leberg, 2002),
uma vez que nestas se conseguem detectar todos os alelos amostrando um menor
nimero de individuos. A expressdo aplicada neste estudo apresenta uma correcgao a
este problema, de modo que para tamanhos amostrais suficientemente grandes (30
individuos como neste caso) a riqueza alélica descrita por Petit e colaboradores (1998)
seria independente do tamanho da amostra.

- Namero de alelos por locus e por populagéo (A)

Trata-se do nimero de alelos distintos que cada populagdo apresenta para cada
um dos Joci. Este calculo da-nos uma ideia do estado de uma populagdo uma vez que
quanto maior for o nimero de alelos por locus e por populagdo maior diversidade
apresenta essa populagao.

- NGimero médio de alelos por locus e por populagéo

E a media aritmética do numero de alelos distintos que cada populagéo apresenta
para cada um dos loci.

- Alelos privados (A privados)

S3o os alelos presentes exclusivamente numa populagdo, normalmente com
frequéncias baixas. Estes alelos permitem melhorar a assignagéo de um individuo a uma
das populagbes amostradas, isto se existir uma estrutura clara na populagéo.

- Tamanho alélico modal (A modal)

Corresponde ao tamanho alélico mais frequente na populagéo. Na maioria dos
casos as populagBes apresentam uma distribuicdo unimodal, podendo ocasionalmente
ser bimodal.

- Amplitude alélica (A amplitude)

Indica a amplitude dos tamanhos dos alelos de cada Jocus em cada populagéo.
Expressa-se como o valor maximo e minimo obtidos para cada /locus em cada populagéo.
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- Diversidade genética ou heterozigotia

A heterozigotia refere-se a proporgédo de individuos heterozigéticos numa
populagdo. Esta proporgéo apresenta um valor observado (Ho) que pode diferir do seu
valor esperado (H.). As diferengas entre ambas reflectem-se na estatistica Fis.

- indice Fis

A estatistica F, ou indice de Fixacdo, foi descrita por Wright (1921) para
caracterizar a distribuicdo genotipica num /ocus de dois alelos. Posteriormente, o mesmo
autor desenvolveu este conceito descrevendo trés novos indices: Fis, Fsr @ Fir.

As frequéncias genotipicas observadas podem comparar-se com as frequéncias
esperadas de acordo com a formulagdo de Hardy-Weinberg. Estes autores
demonstraram que em geragbes consecutivas a distribuigdo dos genétipos na populagéo
ndo se altera. Os desvios ao equilibrio de HW indicam que pelo menos um dos
requerimentos n&o se cumpre. O grau de desvio é geraimente formulado como:

Fis=(Fi-Fs){(1-Fsr)

donde Fir é 0 cruzamento (inbreeding) ou a correlagdo de genes dentro do individuo; Fsr
é a correlagdo de genes de diferentes individuos da mesma populagéo (coancestry) e Fis
é a correlagdo de genes dentro de individuos dentro de populagbes (Wright, 1951, 1965).

Desenvolvendo esta formula obtém-se a expresséo:
Fis=(He-Ho)He = 1-(Ho/He)

donde H, é a heterozigotia observada (numero observado de heterozigéticos) e H, a
heterozigotia esperada (niumero de heterozigéticos esperados a partir das frequéncias
alélicas estimadas).

Esta estatistica descreve a intensidade e o sinal do desvio ao equilibrio. E positivo
quando existe uma deficiéncia de heterozigéticos (ou excesso de homozigéticos) na
populagdo. Quando Fis é negativo, existe um excesso de heterozigéticos. Em alguns
casos, Fig pode ter um valor positivo muito elevado devido a factores como presenca de

alelos nulos, cruzamentos preferenciais, efeito de Wahlund, efc..
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O valor desta estatistica obteve-se pelo método descrito por Weir & Cockerham
(1984) com ajuda do programa GENEPOP 3.4 (Raymond & Rousset, 1995). Este
programa baseia-se no uso de testes exactos, ou seja, ndo afectados pelo conhecimento
imperfeito de alguns parametros. Baseia-se em técnicas de permutagdo. O valor de P
obtém-se da soma de probabilidades de todas as amostras e pode ser estimado com o
GENEPOP 3.4 (Raymond & Rousset, 1995) considerando uma subamostra ao acaso das
amostras iniciais mediante duas técnicas distintas: a permutagéo ou os algoritmos das
Cadeias de Markov baseadas em réplicas de Monte Carlo. Em ambos, a probabilidade de
amostrar um elemento particular é igual & sua probabilidade de ocorréncia segundo a
hipétese nula. Os algoritmos da Cadeia de Markov usam-se com a mesma finalidade que
as permutagdes mas sdo mais exactos e rapidos quando se trabalha com grandes
tamanhos amostrais e com nuimero elevado de /oci (Raymond & Rousset, 1997).

2.7. Anélise da estruturagio genética
- indice Fsr

Fsr define-se como a correlagdo entre gametas tirados ao acaso da mesma
subpopula¢éo em relagéo ao total (Wright, 1951, 1965). Também se pode definir como a
variancia estandardizada das frequéncias génicas ou coeficiente efectivo de hibridagdo
(Weir & Cockerham, 1984). Os subindices desta estatistica significam subpopulagéo (S) e
populaggo total (7). Fsr € uma medida do grau de diferenciagéo entre subpopulagdes.
Para cada locus, pode ser definida combinando as frequéncias de todos os alelos desse
locus (Chakraborty & Leimar, 1987).

Esta estatistica estima a conectividade e os padroes de fluxo génico entre
populagdes. Inicialmente foi descrito para estudar o efeito de cruzamentos dentro das
populagdes, e posteriormente ampliou-se o conceito a populagdes interrelacionadas. Fsr
proporciona uma medida da distancia genética e descreve-se como:

Fs'r= 1 -(HsfHT)

donde

Hs= (% H;)/ n éamédiade H,
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H; = 1- 3, kpy’ , é a heterozigotia esperada segundo o equilibrio de HW para a
subpopulagéo, ou a medida da probabilidade de nao identificagdo dos alelos amostrados

na mesma subpopulagéo i.

Hr= 1- kpkz

Px=(Zikp)/n

sendo p e k as respectivas frequéncias dos alelos de um /ocus (Chakraborty & Leimar,
1987).

Fsr foi descrito como a correlagéo entre dois alelos escolhidos ao acaso dentro de
subpopulagdes e os alelos amostrados no total das populagdes (Wright, 1951, 1965).
Weir & Cockerham (1984) descrevem esta estatistica como:

Fsr=0y/p(p-1)
donde p é a frequéncia média da amostra de alelo A e a,,2 € a variancia.

Um valor nulo de Fsr indica-nos que amostramos uma unidade panmitica, isto &,
uma populagdo em que os individuos se reproduzem ao acaso, e as frequéncias
genotipicas podem ser calculadas a partir das gaméticas. Neste caso ha auséncia de
diferenciacdo. Quando o valor de Fsr se aproxima da unidade significa que existe
divergéncia entre as populagbes e que pelo menos duas das populagbes amostradas
estdo fixadas para diferentes alelos. Fsr € sensivel ao alto polimorfismo quando a
migragdo é escassa (Raymond & Rousset, 1995; Balloux & Lugon-Moulin, 2002).

Os valores da estatistica Fsr variam entédo de 0 (toda a diversidade génica é
compartilhada igualmente dentro de uma espécie e ndo ha diferengas genéticas entre as
populacdes) a 1 (toda a diversidade génica dentro de uma espécie € encontrada como
diferengas fixas entre populagdes e sem diversidade génica dentro das populagées).

Este valor € estimado no programa ARLEQUIN 3.01 (Excoffier et al., 2005).
- Estimativa do fluxo génico (Nm)

Esta estimativa é inversamente proporcional a propor¢éo de variancia dentro de
uma espécie devida a subdivisdo populacional, isto é, ao valor de Fsr. Segundo Balloux e
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Lugon-Moulin (2002), a estrutura genética de uma espécie reflecte o numero de alelos
intercambiados entre populagbes e estes fluxos génicos tornam homogéneas as
frequéncias de alelos entre essas populagbes, determinando os efeitos relativos da
seleccdo e da deriva genética e, consequentemente, a composigdo genética dos
individuos. Um fluxo génico alto evita a adaptacéo local, reduzindo a fixagéo de alelos
que sdo favorecidos sob condigdes locais e impedindo o processo de especiagéo. Por
outro lado, o fluxo génico gera novos polimorfismos nas populagbes e aumenta o
tamanho efectivo da populagdo local e sua habilidade de resistir a mudangas aleatorias
nas frequéncias génicas, opondo-se 3 deriva genética e gerando novas combinagbes de
genes nos quais a selecgdo natural pode actuar. Esta estimativa é determinada com o
programa GENETIX (Belkhir et al., 1996).

- Testes exactos de Fisher

O teste exacto de Fisher & um teste estatistico usado para determinar se
existem associagdes ndo ao acaso entre duas variaveis dicotomicas, atraves de
uma matriz 2X2. O programa calcula a diferenca entre os dados observados e 0s
dados esperados, assumindo um modelo de independéncia. Para calcular o valor
de probabilidade do teste, as tabelas devem estar ordenadas segundo um critério
que meca a dependéncia, e as tabelas que apresentem desvios de independéncia
iguais ou maiores que os da tabela observada ficam com as suas probabilidades
unidas. Existe uma série de critérios que podem ser utilizados para medir a
dependéncia. No caso do teste exacto de Fisher s&o tipicamente usados o qui-
quadrado de Pearson ou diferengas nas proporgbes, que séo equivalentes
(Weisstein, on-line).

Para a andlise estatistica foi usado o método AMOVA, Andlise de Variancia
Molecular. E um método para estimar diferengas populacionais partindo de dados
genéticos, dando uma ideia da estrutura genética populacional medida atraves da
particdo da variancia genética. Os dados dos marcadores microssatélites podem ser
analisados desta forma para comprovar se a diferenciagdo estimada por permutagdes ao
acaso é significativa. No entanto, ndo existem algoritmos que introduzam os padrbes de
desequilibrio na anélise genética da estrutura populacional, de modo que se assume uma
populagdo em equilibrio (Excoffier et al., 1992, Michalakis & Excoffier, 1996).
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- AMOVA

Para realizar a AMOVA empregou-se o programa ARLEQUIN 3.01 (Excoffier et
al., 2005). Este programa permite definir grupos de populagdes nos quais se quer
comprovar a existéncia de diferenciagéo genética. Para o célculo desta estatistica parte-
se de uma matriz inicial de gendtipos. A AMOVA trata os dados moleculares como um
vector booleano, p;, ou seja, uma matriz 1 x n de zeros e uns que indicam a auséncia ou
presenca de um marcador. Calculam-se as distancias euclideas entre pares de vectores,
calculam-se as distancias quadradas euclideas e constréi-se uma matriz dividida em
submatrizes correspondentes as divisdes dentro da populagéo (Excoffier et al., 1992). As
somas dos quadrados podem ser analisadas por uma andlise de varidncia aninhada. Os
dados moleculares séo distancias euclideas derivadas de vectores de uns e zeros de
modo que & improvavel que sigam uma distribuigdo normal. Computa-se uma distribui¢éo
nula reamostrando os dados. Em cada permutagéo atribui-se ao acaso cada individuo a
uma populagdo mantendo o tamanho da amostragem constante. Estas permutagdes
repetem-se varias vezes até construir uma distribui¢cdo nula. E importante que os dados
derivem de um numero adequado de marcadores. Neste estudo foram usados 5
marcadores microssatélites. Foram aplicados os valores 1000000 para © numero de
passos da Cadeia de Markov e 50000 para o nimero de passos de dememorizagdo e
1500 permutagbes para testar a significancia dos indices de Fixag&o. Foram feitas duas
andlises com agrupamentos de populagdes distintos com base na distribuicdo geografica.
Na primeira analise foram definidos quatro grupos, de acordo com a localizag&o
geografica, tendo a seguinte composi¢ao:

- Grupo 1: Agores (Flores, Faial, Pico, Graciosa, Terceira, Sdo Miguel e Santa Maria);
- Grupo 2: Canarias.

Na segunda anélise optou-se por usar apenas as populagbes dos Agores e
definir trés grupos:
- Grupo 1: Flores;

- Grupo 2: Faial, Pico, Graciosa e Terceira,

- Grupo 3: Sao Miguel e Santa Maria.
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- Inferéncia Bayesiana

Os métodos de andlise Bayesiana apresentam inumeras vantagens
relativamente aos anteriores, nomeadamente o facto de serem baseados num
modelo genético, incorporarem a incerteza inerente ao facto das frequéncias
alélicas serem estimadas e, consequentemente, conhecidas com um determinado
nivel de erro e permitirem uma modelagéo e aplicagdo computacional facilmente
adaptadas a diferentes aproximagdes (Anderson & Thompson, 2002). Assumem,
ainda, particular importancia quando as populagdes parentais ndo possuem
diferencas alélicas fixas nos marcadores genéticos analisados.

Por definicdo, o paradigma Bayesiano baseia-se no facto da probabilidade ser
uma medida directa de incerteza relativamente a um determinando parametro fixo, mas
desconhecido. Deste modo, a andlise Bayesiana procura fazer inferéncias relativamente
ao valor desse parametro (Schoemaker et al, 1999), através da obten¢cdo de uma
distribuicdo de probabilidade posterior (posterior distribution) de acordo com os dados
obtidos e o conhecimento a priori, ainda que incompleto, da distribuicdo de um ou mais
parametros do modelo (prior distribution). Esta inferéncia consiste na especificagéo dessa
distribuicdo a prnori (que representa uma certeza relativamente aos valores dos
parametros) e utilizagdo do teorema de Bayes para a transformar na distribuicdo a
posterioni, que representa a certeza ap6s observagdo dos dados (Dawson & Belkhir,
2001).

De modo a testar o poder dos microssatélites estudados na alocagdo de
individuos nas populagdes foi feita uma andlise Bayesiana com o programa BAPS -
Bayesian Analysis of Population Structure - versdo 4.14 (Corander et al, 2003), que
estima estruturagéo populacional escondida agrupando populagdes (isto &, localizagbes
geograficas de amostragem) em grupos panmiticos. Esta versdo do BAPS usa
optimizagao estocastica para inferir a estrutura genética, ao contrario do algoritmo MCMC
usado pelo programa STRUCTURE (Pritchard et al, 2000), também de andlise
bayesiana, dando resultados 100 a 1000 vezes mais depressa e com um nivel de
exactidao comparavel. O agrupamento das populagdes foi feito usando um modelo néo-
espacial e outro espacial (que incorpora coordenadas dos locais de amostragem),
definindo o nimero maximo de populagdes (K) igual a 8. As coordenadas utilizadas na
andlise espacial encontram-se no Anexo 2; estas ndo correspondem aos verdadeiros
pontos de amostragem, uma vez que néo existe essa informagéo, mas a pontos proximos
na ilha respectiva.
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2.8. Anélise do gene mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase

Foram analisadas 172 sequéncias da subunidade | do gene mitocondrial
Citocromo ¢ Oxidase, provenientes de 27 individuos das Flores, 18 da Graciosa, 24 do
Pico, 19 de S. Miguel, 23 do Faial, 24 de Santa Maria, 20 da Terceira e 16 das Canarias,
recorrendo ao programa NETWORK 4.0.2.1. (Fluxus Technology Ltd., on-fine), de modo a
obter uma distribuicdo dos diferentes haplétipos. As sequéncias foram obtidas a partir do
trabalho de Sa-Pinto e colaboradores (in press).

O programa NETWORK gera arvores evolucionarias a partir de informagao
genotipica. Pode, assim, fornecer estimativas de idade para qualquer ancestral na arvore.
E um programa usado para reconstruir redes e arvores filogenéticas, inferir tipos
ancestrais ou potenciais, ramificagées e variantes evolucionarias e estimar datagbes. Os
algoritmos foram desenhados para bio-moléculas nao-recombinantes, como por exemplo
o ADN mitocondrial.

Este software foi desenvolvido para reconstruir todas as arvores de maxima
parsiménia para os dados inseridos. Apenas considera informacédo variavel, isto é,
posi¢cdes que permitam separar os individuos em pelo menos dois grupos. Inclui duas
opgdes para a construgdo das redes; foi escolhida a opgéo que utiliza um algoritmo
Median-Joining (Bandelt et al., 1999) e que permite que a informagéo tenha posi¢des
ambiguas ou varias possibilidades (por exemplo, em determinada posi¢cdo pode haver um
nucleotideo A, C, G, ou N).
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3. Resultados
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3.1. Selecgio de microssatélites e amplificagdo por PCR

Dos 20 loci utilizados inicialmente, 5 ndo amplificaram; para os restantes, a
temperatura de annealing variou entre os 46°C para o Pca11 e os 58 para o Pca15 e a
concentragdo de MgCl; variou entre 1 mM para o Pde5 e 3 para o Pde1, sendo as
condigdes mais comuns uma temperatura de 50°C e uma concentragéo de MgCl, de 1,5
mM. A enzima Gofag apenas ndo amplificou 3 Jocii o Pde1 e o Pde7 que foram
amplificados com a polimerase Tag DNA Poly e o Pde5 para o qual foi utilizada a enzima
Ecotaq. As condigbes para todos os /oci estio descritas na tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Condigbes de amplificagéo dos microssatélites.

Locus Sequéncias dos primers Fe R(5°-37) T.(°C) MgCl, (mM) Enzima
Pdel GGA TTA CCC GTA GAA ACC 50 3 Taq DNA
ACC TGG TTA GCA TTG AGC Poly

GTATTA TGT CGT CGC CCC TC

Pde3 ATG CCC CAA AAA CAA TAG G 35 2,7 s,
CTG TAG GCG AAC CAC AGA C A )

Pt GCA TCC CAG GTT AGT ATG TAG Milla mpiifica
CGG AGC AGA ACA GTA GGA C

Pes CAA TCA AAT GGG AAT AAA CAT i i E60] 44
AAC CGA ACA CAT TAC GAC G

Peeo AGC TTA TAC CCA CAA CAA A a7 1.5 TR,

e CAA CAA CCA GGG GCG TAT T - . Taq DNA
AGA AAT GCG GCC TGT AGG T ’ Poly
CGC GAG AGA ATT TGT GCC TA

i ATC AAG TGG CCT GTG GTT TC >0 o i,

I AAG CCC CAA CTT CAC TAC e N —

ATG GAC ATT CAA AGC CAG

CTT CTT CAT GGG GAC TTC
ek GGA TCT TCC TTG GGG TAT BB Ty .

GAA CTA GCC GTG CCA ATA

ESE TCA ACT AGG TCG CTT CTG AG 50 2 Gotaq
CAA ACG AAAA ATC TGT GA
e AAT AAT GCC TTT CTA CGC A% 15 Gotan
e ecin AAT AAT GCC TTT CTA CGC = " —_p
CGA CGA CTT AGA CAA ACG i
e ACC CTA CAA GTC CAA GAA CC - e —
TIT TAT.ACG CCCACA TITTT
s TGT CTT CAT GCT TAT TA i -
TTT TCA TCC ACT TTT AT RO
. AAT AAA CAC CTA CAC CAA GT R R
GTC ACC CTC CTC TCC TAC P
- GTA CGC TCT AAC AAA AT T
TTC TAT ACA ATC CGA TT FpLTeS
g ATC TCA GCATTG GCT C - -
AAG TTT GAA CAT CCT AGC e IAlGe
CGT TAT AGT GTC CCA AAA AGT
HRIES ATT CTC TCA AAC CCC ATC CAG 2% b s
TAG CTT CGA CAG GCA ACC
Finats CGT GTC CCA AAA AGT GTG = b2 Gotag
T8 TGA ATC ATC CAG TTA CTG TA - 5 ot

CGT AGT ATT AGA TGT TTT GG
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Ap6s obter sucesso na amplificagdo, foram tipados 5 individuos por populagéo ou
uma populago inteira para detectar o polimorfismo dos microssatélites. Dos 15 /oci que
amplificaram 8 revelaram-se monomorficos (tabela 3.2). Dos microssatélites polimoérficos
foram seleccionados 5 de acordo com o nimero de alelos que apresentavam, dando-se
preferéncia aos locus mais varidveis: Pde1, Pde3, Pde5, Pde6 e PrC5. Na tabela 3.2 esta
descrito o intervalo de tamanho dos alelos detectados para cada /oci, que variam entre
um minimo de 94 pb (Pde1) e um maximo de 350 pb (Pca15).

Tabela 3.2 - Descrigio da variagdo do tamanho de alelos detectados e consequente classificagéo dos /oci
quanto ao morfismo alélico; P: polimérfico; M: menomérfico.

Locus | Pdel | Pde3 | Pde5 | Pde6 |Pde7|Pde9|Pcati| Pcal5 |Pcad6|PrB7|PriC2| PrC5 |PrF6| PrG6N |PrG12

[ Tamanho [94-121{120-138211-259] 117-129[ 172 [ 130 | 118 [340-350] 168 [ 155 | 146 |116-196] 200 |250-261| 134

Modfissol P | P | P [ P [M(M]| M| P [MI|M|M|] P M| P |M

3.2. Detecgao de erros de genotipagem

Face a observagédo da existéncia de um elevado défice de heterozigéticos para a
maioria dos /oci e populagdes, foi utilizado o programa MICRO-CHECKER para detectar
a presenga de alelos nulos. Foi aplicada o estimador Oosterhout por ser o que melhor se
aplica. Foram detectados erros que possivelmente correspondem a alelos nulos em todas
as populagbes para os loci Pde5 e PrC5; para o locus Pde3 apenas nao foram
detectados alelos nulos nas populagdes Pico e Graciosa e para o locus Pde1 nao foram
detectados estes alelos nas populagdes das Flores, Pico e S&o Miguel; para o /locus Pde6
apenas foram detectados alelos nulos para a populagéo da Graciosa.

3.3. Anilise da diversidade genética: frequéncias alélicas e estimativas de
diversidade genética

As frequéncias alélicas encontram-se representadas na forma de graficos nas
figuras 3.1 a 3.5 e descritas em tabela no anexo 3. A excepgéo de Pd6, que possui dois
alelos quase equifrequentes em todos os locais de amostragem, todos os Joci
apresentam um alelo muito frequente, comum a todos os locais de amostragem. A
frequéncia estimada de alelos nulos chega por vezes a ser mais elevada que a
frequéncia do alelo ndo nulo mais comum. Para as Canarias, os loci Pde1, Pde5 e PrC5
apresentam uma distribuicdo mais homogénea das frequéncias alélicas por diferentes
classes de tamanho.
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Fig. 3.1 - Frequéncias alélicas do locus Pde1 para cada populagéo (a.n.- alelo nulo).
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Fig. 3.2 - Frequéncias alélicas do locus Pde3 para cada populagéo (a.n.- alelo nulo).
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Fig. 3.3 - Frequéncias alélicas do /ocus Pde6 para cada populagéo (a.n.- alelo nulo).
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Fig. 3.4 - Frequéncias alélicas do /ocus Pde5 para cada populagéo (a.n.- alelo nulo).
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Fig. 3.5 - Frequéncias alélicas do /ocus PrC5 para cada populagéo (a.n.- alelo nulo).

Nos 5§ loci tipados o numero de alelos por locus variou entre 7 para o Pde6 e 25
para o Pde1 (fig. 3.6 A). O maior valor de nimero médio de alelos foi o obtido para a
populagdo da Graciosa com um valor na ordem dos 9,6 alelos para 47 individuos
analisados; o menor valor aparece para a populagdo de Sdo Miguel com um valor na
ordem dos 7 alelos para 41 individuos tipados (fig. 3.6 B).

Os parametros da diversidade genética determinados para os 5 /oci analisados
estdo representados na tabela 3.3, estando apenas contabilizado o alelo considerado
nulo nos parametros “numero de alelos” e “riqueza alélica” apesar de estar incluido na
determinagédo dos restantes parametros. Dos /oci analisados, o Pde1 revelou-se 0 mais
polimérfico, com um numero de alelos por populagdo entre 8 e 14. Os microssatélites
Pde5 e PrC5 apresentam entre 6 a 13 e 10 a 13 alelos diferentes por populagéo,
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respectivamente, ja incluindo um alelo nulo. Para os restantes /oci foram detectados entre
5 a 8 alelos para o Pde3 (alelo nulo incluido), e 4 a 6 alelos para o Pde6. Em termos de
riqueza alélica, a relagdo mantém-se, apresentando o Pde1 o maior valor (12,383) e o
Pde6 o menor valor (3,860).
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Fig. 3.6 - A: Representacéo grafica do numero de alelos por locus detectados no total de individuos (350);
B: Representagdo grafica da relagdo entre o nimero médio de alelos e o efectivo das populagdes
consideradas (1 - Flores; 2 - Faial; 3 - Pico; 4 — Graciosa; 5 — Terceira; 6 — Sdo Miguel; 7 — Santa Maria;
8 — Canarias).

O locus Pde6 apresenta apenas um alelo privado na populagdo das Canarias,
enquanto o Pde1 apresenta 8 alelos privados distribuidos por 5 populagdes.

Os locus Pde1, Pde3 e PrC5 apresentam um valor modal igual para todas as
populagdes (110, 130 e 168, respectivamente); o Pde6 apresenta uma distribuigéo
unimodal para o alelo 129 nas ilhas Flores, Faial e Terceira e 126 nas restantes ilhas. O
locus Pde5 apresenta um valor bimodal para a populagdo da Graciosa (243-245) e
valores unimodais para os alelos 245 nas populagbes de Faial e Pico, 229 para a
populagédo das Canarias e 243 para as restantes populagdes.

O parametro amplitude alélica & bastante variavel de populagéo para populagéo
excepto para o locus Pde6, que vai de 117 a 129 pb em todas as populagdes. Para os
restantes /oci, o Pde3 apresenta a menor diferenga de pares de bases (8) enquanto o
PrC5 apresenta o maior valor (80).

Os valores mais baixos de heterozigotia, tanto esperada como observada, foram
obtidos para o locus Pde3 (0,168 a 0,549). Os loci Pde1, Pde5 e PrC5 apresentaram
valores altos de heterozigotias, entre 0,562 e 0,888. O locus Pde6 apresentou valores
intermédios (0,575 a 0,705).
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Para o locus Pde1 todas as populagdes apresentaram valores significativos para
o indice Fs. Igualmente, a excepgdo das populagdes das Flores, Faial e Pico para o Pde5
e Flores e Santa Maria para o PrC5, todas as populagbes apresentam desvios
significativos ao equilibrio de Hardy-Weinberg para estes dois /oci. Um padrdo diferente
foi detectado nos loci Pde6 e Pde3, para os quais apenas um e dois locais de
amostragem respectivamente apresentam desvios significativos ao equilibrio de Hardy-
Weinberg.

3.4. Anidlise da estruturagido genética

Na tabela 3.4 estdo representados os valores do indice Fsr e da estimativa do
numero de migrantes por geragdo. As comparagdes envolvendo a amostra das Canarias
apresentam os valores de Fst mais elevados (0,05<Fgr<0,08). Entre as populagdes dos
Acores, os valores deste indice sdo inferiores a 0,05 para todos os pares de populagbes.
Os valores de Fgr séo significativos para a maioria dos pares (79%), sendo significativos
para todos os pares Canarias-Agores.

O numero de migrantes estimados entre as Canarias e as ilhas Agoreanas varia
entre 2,8 e 4,5. Dentro dos Agores, as estimativas de migragdo mais elevadas foram
obtidas entre Terceira-Santa Maria (50,1), Sdo Miguel-Santa Maria (25.2) e Terceira-Sao
Miguel (20,5).

Tabela 3.4 - Valores da estimativa do coeficiente de diferenciagdo populacional entre pares de populgagdes,
Fst, na parte superior da matriz e da estimativa do fluxo génico, Nm , na parte inferior; O significativo
(P<0.01), (] ngo significativo.

Populacao Flores Faial Pico Craciosa | Terceira | Sao Miguel ] Santa Maria] Canarias
Flores -— | 0,024 | 0023 | b (i AF : e
Faial 10,141 o | 0,020 | 0,016
Pico 10,797 9,714 — 0,014 | i
Graciosa 16,642 12,200 17,932 --- 0014 | 0025 |
Terceira 10,263 15,603 7,659 17,607 - 0,012 0,005 | ER
Sio Miguel | 10,667 7,224 10,787 9,798 20,497 --- 0.010 | i
Santa Maria| 7,974 8,621 10,573 13,293 50,052 25,234 -—- - 0,076
Canarias 2,939 4,102 2,846 3,722 4,532 3,643 3,038 o

Os valores de probabilidade do Teste Exacto (tabela 3.5) séo significativos
(p<0,01) para todos os pares de locais de amostragem estudados excepto dois: Faial-
Terceira e Terceira-Santa Maria.
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Tabela 3.5: Valores do teste exacto de Fisher; O significativo (P<0.01), Cnao significativo.

Local de amostragem

—

Faial
Flores St

Pico

RN

Faral G

Pico =
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e
T AR S B

ne. [EEEEEEE

v T

Terceira -

# RreRTA

Canarias
it SR

| Séo Miguel -

Santa Maria -

Os resultados da AMOVA indicam que, nas duas analises, a maior percentagem

de variagdo é devida a variagdo entre individuos: 75,95% para a analise com 2 grupos,

77,47% para a analise com 3 grupos e 89,59% para a andlise sem grupos (tabelas 3.6,

3.7 e 3.8); a percentagem de variagédo entre grupos é muito maior na analise que inclui a

populagdo das Canarias, observando-se aproximadamente 5% de variagdo entre

arquipélagos; na analise feita apenas com as populagdes dos Acores agrupadas

geograficamente, a variagédo entre grupos nao é significativa.

Tabela 3.6 - Resultados da AMOVA considerando 2 grupos: 1- Agores; 2- Canarias; *- P <0.01.

Fonte de Variagdo d.f. | Soma dos Quadrados | Componentes de Variagdo | Percentagem de Variacdo
Entre grupos 1 17,883 0,097 * 4,990
Entre populacdes dentro de grupos | 6 30,366 0,032* 1,670
Entre individuos dentro de populacdes |338 475,654 0,389 * 19,990
Entre individuos 346 494,000 1428* 73,34
Total 691 1287903 1,836

Tabela 3.7 - Resultados da AMOVA considerando 3 grupos: 1- Flores; 2-Faial, Pico, Graciosa e Terceira; 3-
S&o Miguel e Santa Maria; *- P <0.01; ™- n&o significativo.

Fonte de Variagdo d.f.| Soma dos Quadrados | Componentes de Variagdo | Percentagem de Variagdo
Entre grupos 2 12,489 0,008 "* 0,460
Entre populagdes dentro de grupos | 4 17877 0,027 * 1470
Entre individuos dentro de populagdes {301 655,614 0,378* 20,590
Entre individuos 308 438,000 1422* 77,470
Total 615 1123,981 1,836

Tabela 3.8 - Resultados da AMOVA néo considerando nenhum grupo e utilizando apenas individuos dos

Acores; *- P <0.01.

Fonte de Variagdo d.f. | Soma dos Quadrados | Componentes de Variago | Percentagem de Variagdo
Entre populacies 6 37,806 0,04910* 261
Entre individuos dentro de populacdes |302 598,438 0,14694* 780
Entre individuos 309 521,500 1,68770* 89,59
Total 617 1157,744 1,88374
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O meétodo de agrupamento Bayesiano deu resultados semelhantes as analises
anteriores, apontando para a existéncia de dois grupos diferenciados, um
correspondendo a populagdo das Canarias e o outro ao conjunto das populagbes dos
Acores (fig.3.7 A). A andlise espacial do programa BAPS deu um resultado concordante
(fig.3.7 B).

1 2 3 4 5 6 7 8

H W WD N HE B OQ

#F BR R & R R B B &

Fig. 3.7 — Resultados da analise com o programa BAPS; A: anélise ndo espacial; B: andlise espacial.; 1:
Flores; 2: Faial; 3: Pico; 4: Graciosa; 5: Terceira; 6: Sdo Miguel; 7: Santa Maria; 8: Canarias.

3.5. Distribuigdo geografica dos polimorfismos de ADNmt

Nas 172 sequéncias correspondentes a uma porgédo da subunidade | do
gene mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase analisadas detectou-se um total de 23
haplétipos e 56 posigbes variaveis. A rede de haplétipos obtida com o programa
NETWORK encontra-se apresentada na figura 3.9 e a representagdo dos
haplétipos por ilha para os Agores na fig. 3.10.

Os haplétipos 1 a 12 sdo exclusivos de sequéncias provenientes dos
Agores e os restantes sdo exclusivos de amostras das Canarias. A sub-rede dos
Acores apresenta uma configuragéo em estrela, com uma haplétipo central muito
frequente e varios haplétipos mais raros que diferem do alelo central num maximo
de quatro mutagdes.

49



Analise da estruturacéo genética da sub-espécie Patella candei gomesii no Arquipélago dos Agores
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Fig. 3.8: Rede de maxima parsimonia dos haplétipos obtidos a partir da analise de 172 sequéncias de uma
porcdo da sub-unidade | do gene mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase, de populagbes dos Acores e das
Canarias.

Dentro do arquipélago dos Agores, o haplétipo 1 é o mais frequente, sendo
comum a 76 sequéncias e presente em todas as ilhas; existem haplétipos exclusivos de
algumas ilhas, como o H5 exclusivo das Flores (comum a 5 individuos), H6 da Terceira (6
individuos), H11 do Faial (2 individuos) e H12 exclusivo da Graciosa (apenas 1
individuo). Pode-se ainda observar que as ilhas do grupo oriental, Sdo Miguel e Santa
Maria, partiihnam os mesmos haplétipos, e as ilhas Terceira e Graciosa, geograficamente
proximas, partiham apenas o haplétipo mais comum e sdo as ilhas que apresentam
menor variedade haplotipica. Nas Flores, o haplétipo mais comum é o H3, que s6 se volta
a encontrar na ilha do Faial, a mais préxima geograficamente.
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Dentro do arquipélago dos Agores, o haplétipo 1 € o mais frequente, sendo
comum a 76 sequéncias e presente em todas as ilhas; existem hapl6tipos exclusivos de
algumas ilhas, como o H5 exclusivo das Flores (comum a 5 individuos), H6 da Terceira (6
individuos), H11 do Faial (2 individuos) e H12 exclusivo da Graciosa (apenas 1
individuo). Pode-se ainda observar que as ilhas do grupo oriental, Sdo Miguel e Santa
Maria, partilham os mesmos haplétipos, e as ilhas Terceira e Graciosa, geograficamente
proéximas, partilham apenas o haplétipo mais comum e sdo as ilhas que apresentam
menor variedade haplotipica. Nas Flores, o haplétipo mais comum é o H3, que s0 se volta
a encontrar na ilha do Faial, a mais préxima geograficamente.
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4. Discussio
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4.1. A utilizagdo de marcadores microssatélites em P. candei

Pode-se verificar que os microssatélites isolados em P. depressa funcionaram
melhor, isto €, apenas nao amplificou 1 em 7, e, dos que amplificaram, 4 revelaram-se
polimoérficos e puderam ser utilizados neste trabalho; pelo contrario, os microssatélites
isolados em P. rustica tiveram uma taxa de amplificagdo baixa (60%) e apenas 1
amplificou para a quase totalidade dos individuos, revelando-se polimorfico e podendo
ser utilizado. Este resultado € concordante com o trabalho de Pérez e colaboradores
(2007), que analisaram 6 loci para 10 a 23 individuos, obtendo valores de amplificagao
dos microssatélites de P. depressa em P. candei de 78% sendo em P. rustica apenas
44%, o que era esperado do ponto de vista evolutivo, uma vez que se encontram
flogeneticamente mais proximas, (Sa-Pinto et al., 2005), esperando-se por isso maior
similaridade nas regides flanqueantes. Apesar de a espécie P. caerulea estar mais
proxima filogeneticamente de P. candei do que P. depressa (Sa-Pinto et al., 2005), nao
houve melhor amplificagdo dos microssatélites isolados naquela espécie mas pode
dever-se a terem sido experimentados apenas 3 loci.

Existe uma variagdo do tamanho dos alelos entre a espécie onde o microssatélite
foi isolado e a espécie em estudo, 0o que se podera dever tanto ao maior ou menor
namero de repeticgbes em tandem como a existéncia de variagdo nas regides
flanqueantes do microssatélite (Colson & Goldstein, 1999).

Excepto o Pde3, os loci apresentaram valores de heterozigotia esperada entre
0,575 e 0,888, valores semelhantes aos obtidos para outros moluscos (Kenchington et
al., 2006; Lado-Insua, 2006).

Para quase todos os microssatélites analisados observou-se a existéncia de um
défice de heterozigdticos na maioria das populagdes analisadas. Embora a mistura de
mais do que uma local de amostragem ou espécie num dado local de amostragem (efeito
de Wahlund), a ocorréncia de cruzamentos consanguineos (inbreeding) ou a acgao da
selecgdo natural possam resultar em défice de heterozigéticos, as caracteristicas dos
microssatélites e da sua analise tornam mais provavel a hipétese de este défice se dever
a ocorréncia de alelos nulos efou erros de leitura provocados pelo aparecimento de
bandas stfuter e efeito drop-out. E improvavel que o défice de heterozigéticos observado
se deva a um erro de amostragem dado que se analisou um numero apropriado de
individuos por local de amostragem nao se verificando uma relagéo directa entre o
efectivo amostral e o nimero médio de alelos, isto &, os locais com maior nimero de
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individuos amostrados ndo sdo os que apresentam o valor mais elevado do numero
médio de alelos. Na leitura dos géis de acrilamida prestou-se especial atengdo a
presengca de alelos drop-out e a bandas sobrepostas, estabelecendo-se regras de
genotipagem comuns para todos os loci e populagdes. A baixa heterozigotia parece
dever-se entdo a presenga de alelos nulos.

A presenga de alelos nulos em marcadores microssatélites é frequente,
especialmente em grandes populagdes naturais, sendo um fenémeno comum em
populagdes de moluscos marinhos (Bruford & Wayne, 1993; Li et al., 2003; Karlsson &
Mork, 2005). Para determinar a presenga de alelos nulos nos loci analisados deveria
fazer-se um estudo sobre a linha germinal. Sendo detectada a existéncia de alelos nulos
seria necessario desenhar novos primers e, se o problema persistisse, seria aconselhavel
procurar outros marcadores, dado que a presenga de alelos nulos subestima a
heterozigotia e a riqueza alélica, produzindo erros nos calculos de desequilibrio de
ligamento (Diz, 2005). Com a aplicagdo do programa MICRO-CHECKER foi detectado
um elevado numero de alelos nulos nos microssatélites analisados; foi escolhido o
estimador Oosterhout para corrigir os genétipos por ser o que melhor se adequou,
permitindo uma melhor aproximagdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg. As correcgdes
genotipicas propostas por este estimador foram usadas para calcular os pardmetros de
diversidade genética, para a analise estatistica e para estimar distancias genéticas.
Contudo, estas correcgdes também tém implicagbes, limitando a analise de sub-
estruturagdo genética, uma vez que, para cada loci, € impossivel saber se existe um ou
mais alelos nulos e se estes diferem ou néo entre locais de amostragem.

Assim, os /oci utilizados devem ser vistos como um ponto de partida para o estudo
das relagbes populacionais neste arquipélago mas sera indicado utilizar /oci especificos
para tentar evitar estes problemas; o locus Pde6 podera ser utilizado uma vez que
apresenta alelos nulos apenas numa populagdo e com uma frequéncia baixa. A
correcgao dos gendtipos com o MICRO-CHECKER néo eliminou totalmente os desvios
ao equilibrio, contudo permitiu reduzir os valores significativos do indice de fixagéo para
55%.

4.2. Estimativas da diversidade genética e analise da estruturagio

Para organismos intertidais, as ilhas sdo modelos particularmente adequados que
permitem testar predigdes relacionadas com a eficacia de dispersao das larvas peldgicas,
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uma vez que o fluxo génico tem de ser assegurado pela disperséo larvar (Sa-Pinto et al.,
in press).

Apesar desta localizagao isolada, foram encontradas poucas espécies marinhas
endémicas, o que pode ser explicado pelo facto de se supor que a fauna existente é
muito recente, tendo resultado de uma repovoagao das ilhas durante a pos-glaciagao
(10000 a 12000 anos) (Titselaar, 1998). Além deste facto, tem vindo a ser reportado um
aumento das espécies em extingdo pelo que é indispensavel aumentar o conhecimento
sobre as espécies al existentes.

O conjunto de resultados obtidos permitiu individualizar faciimente o arquipélago
dos Acores do arquipélago das Canarias, ndo permitindo individualizar populagbes bem
definidas nos Agores, a partir dos locais de amostragem. Contudo, os valores
significativos de Fsr (P<0,01) e os resultados do teste exacto observados indicam que os
diferentes locais de amostragem provavelmente ndo fazem parte de uma populagédo
panmictica, parecendo existir alguma restricdo ao fluxo génico em algumas ilhas,
nomeadamente entre a ilha das Flores, no grupo Ocidental, e as restantes ilhas (fig. 4.1).

Fig. 4.1 — Representacéo da diferenciagéo populacional entre as ilhas dos Agores;
«++» diferenciagdo significativa; auséncia de simbolo - diferenciagéo néo significativa.

Foram obtidos baixos valores absolutos de Fsr, inferiores a 0,05 unidades, entre
todos os pares de populagbes agorianas; estes baixos niveis de estruturagdo podem
dever-se a existéncia de algum fluxo génico entre locais, contudo menor do que o
esperado numa populagdo panmictica pois os valores de Fgsr séo significativos, tal como
o teste exacto, ou a uma recente origem das diversas populagbes que ainda néo tiveram
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tempo de se diferenciar e que consiste também numa das possiveis hipéteses para
explicar a rede em estrela do ADNmt. Os maiores valores de Fsr foram obtidos entre
Acores e Canarias, entre 0,05 e 0,08 unidades, tal como esperado de acordo com os
dados de ADNmt e de outros estudos ja referidos que evidenciam a existéncia de
subespécies diferentes em cada arquipélago. No entanto, estes valores deveriam ser de
uma ordem de grandeza maior, traduzindo a diversidade genética de forma mais préxima
da realidade; esta reducdo pode ser devida a fendmenos como homoplasia e/ou

ocorréncia de alelos nulos.

Estes resultados ndo sao totalmente concordantes com os valores de Fgr obtidos
no trabalho de Sa-Pinto e colaboradores (in press) em que utilizaram ADN mitocondrial.
Os autores obtiveram valores de Fgsr altos e muito significativos em todas as
comparagdes envolvendo a ilha das Flores (0,11<Fst<0,38) ou a ilha da Graciosa
(0,13<Fst<0,23), para as restantes ilhas obtiveram valores mais baixos (inferiores a 0,09).
A diferenciacdo envolvendo a ilha das Flores pode ser explicada, segundo os autores,
pela grande distancia geografica que separa esta ilha das restantes. No entanto, néo foi
detectado um padréo significativo de isolamento pela distancia, o que parece indicar que
outros factores além da distancia, como por exemplo o padrdo das correntes, poderéo
estar envolvidos na diferenciagao populacional. Estes factores poderao explicar a elevada
diferenciacdo observada entre a Graciosa e as restantes ilhas do grupo central. Os
autores defendem que os microssatélites poderiam revelar melhor os padrées de
estruturagdo uma vez que a falta de diferenciacdo observada pode ser devida a baixa
resolugéo do fragmento de ADN mitocondrial analisado naquele estudo.

Os resultados da AMOVA mostram que a maior percentagem de variagéo € obtida
entre individuos (73 a 90%). Pode-se, no entanto, observar que a percentagem de
variagdo entre grupos é cerca de 11 vezes superior na analise que incluiu a populagédo
das Canarias como um grupo (4,99), por comparagéo a analise feita sem esta populagéo
(0,46), o que mais uma vez mostra a separagdo da populagao deste arquipélago com os
locais de amostragem do arquipélago dos Acores mas ndo permite inferir qualquer
diferenciagao dentro deste.

Os resultados obtidos com o programa de analise Bayesiana BAPS fizeram
igualmente distingdo entre a populagdo das Canarias e os locais de amostragem
acorianos mas nao mostram qualquer estruturacdo dentro do arquipélago dos Agores. A
analise espacial permitida pelo BAPS, que incorpora coordenadas dos pontos de
amostragem, nao permitiu recuperar mais nenhum grupo, concordando com a analise
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néo-espacial. No entanto, 0 método bayesiano implementado no BAPS foi testado por
Waples & Gaggiotti (2006) e provou ser muito conservativo a identificar estruturagdo
populacional; no estudo feito por estes autores, diferentes grupos genéticos sé foram
detectados sob uma migragdo muito restrita (Nm=1; Fsr>0,13). Segundo os autores, as
razbes para isto acontecer ndo sdo muito claras mas sugerem possiveis explicagdes: (i)
penalizagdo muito severa para postular populagdes adicionais (e daqui estimar
parametros adicionais); (i) migragdo recente que pode atenuar diferengas entre

populagdes.

A rede de haplétipos de ADNmt obtida (figs. 3.8 e 3.9) esta, de modo geral, de
acordo com os resultados ja discutidos. Obteve-se um total de 23 haplotipos, 12 dos
quais exclusivos dos individuos provenientes do arquipélago dos Agores e os restantes
exclusivos de individuos das Canarias. Dentro dos Agores, foi possivel observar
diferencas entre a ilha das Flores e as restantes, obtendo-se uma distribuicdo dos
haplétipos em estrela, estando o haplétipo mais frequente presente em todas as ilhas e
iradiando deste os restantes haplotipos excepto para o caso das Flores, com um
haplotipo mais frequente diferente. Os haplétipos exclusivos de cada ilha sdo apenas
partilhados por alguns individuos (entre 1 a 6).

A diferenciagdo encontrada para as Flores, tanto com a analise mitocondrial como
nuclear, pode ser devida a grande distancia que separa esta ilha das restantes
estudadas. Tendo em conta o valor de velocidade média da Corrente dos Agores de 10
m.s™ [1], numa situagdo normal seriam precisos 23 dias para atravessar uma distancia de
aproximadamente 200 km e a duragdo da fase pelagica nao é suficiente.

A menor variabilidade no ADN mitocondrial nos Agores face ao observado noutras
regides como as Canarias pode ter varias origens como efeitos de fundador (colonizagao
a partir de um pequeno namero de individuos), bottlenecks histéricos ou selective sweep
(fenébmeno que leva a uma perda de biodiversidade por arrastar a sequéncia de ADNmt
que esta a ser estudada; Sa-Pinto et al., in press). Neste estudo, pela analise do
parametro de riqueza alélica observa-se o mesmo padrdo: nos Agores a media dos
valores de riqueza alélica € sempre menor que o valor obtido para a populagado das
Canarias, sendo esta diferenga acentuada para trés dos loci (Pde1-1,79; Pde3-1,72;
Pde6-1,73; Pde5-0,94;, PrC5-0,39). Pode-se assim dizer que a baixa variabilidade
encontrada nos microssatélites da maior suporte as hipéteses que invocam a ocorréncia
de um bottleneck ou colonizagdo recente dos Acores em relagao a hipétese de ocorréncia
de um selective sweep para explicar a baixa variabilidade no mitocondrial.
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5. Concluséo e sugestdes para futuros estudos
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Apés os estudos com aloenzimas e ADN mitocondrial, a incorporagéo de
microssatélites pretendia ajudar a resolver o problema dos /oci submetidos a selecgdo e
que apresentam baixa variabilidade, como as aloenzimas, ou a tendéncia da heranga
materna do ADN mitocondrial. Apesar de todos os problemas detectados, como alelos
nulos e desvios ao equilibrio de Hardy-Weinberg, foi possivel diferenciar perfeitamente as
populagbes dos Agores das populagdes das Candrias. Dentro do arquipélago dos Agores
foi possivel observar alguma diferenciagdo entre a ilha das Flores e as restantes ilhas, o
que deve ser tido em conta em eventuais planos de gestéo.

Sugere-se, entdo, para futuros estudos:
- aumentar o numero de marcadores na andlise, acrescentando microssatélites entretanto
isolados noutras espécies do género Patella e também isolar microssatélites em P.
candei, de modo a tentar diminuir a quantidade de alelos nulos;

- alargar a andlise feita com ADNmt, pois apesar de pouco varidvel, mostrou ser

informativo;

- analisar sequencias de taxa de evolugdo intermédia, como por exemplo sequéncias
intrénicas, sequéncias néo codificantes do ADN nuclear;

- aumentar o nimero de locais amostrados, principalmente incluir uma amostra da ilha
Corvo, que estando geograficamente muito préximo das Flores permitira comprovar ou
ndo que a diferenciagio desta ilha se deve a distancia geogréfica relativamente as
restantes ilhas.
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Anexo 1

Protocolo de extracgdo de ADN: método salino/ fenol-cloroférmio (Pérez, 2003)
1-Cortar um bocado de tecido (~100mg), lava-lo em agua e corta-lo em
pedacinhos.

2-Colocar o tecido num eppendorf de 1,5mi com 300 pul de tampéo de lise (0.1M
Tris; 0.01M EDTA; 0.1M NaCl; 1% SDS; pH=0.8). Adicionar 30yl de Pronase- PK
(20mg/ml). Vortexar uns segundos e incubar a 40°C durante 15h ou até o tecido
se encontrar completamente dissolvido.

3-Adicionar 150u! de NaCl 5M e misturar fortemente durante 2min.

4-Centrifugar a 12000rpm durante 5min( os mucossacarideos precipitam juntamente com
as proteinas).

5-Transferir o sobrenadante para um eppendorf limpo e adicionar 150ul de NaCl 5M;
mexer fortemente durante 2min; centrifugar a 12000rpm durante Smin.

8-Cuidadosamente, transferir 0 sobrenadante para um eppendorf limpo e precipitar o
ADN com uma concentragdo final de 0.2M de NaCl (60pl) e etanol puro até encher o
eppendorf.

7-Centrifugar a 14000rpm durante 15min; eliminar o sobrenadante vertendo o eppendorf
se a pellet estiver bem presa e resuspender com 300pl de agua do esguicho usando a
pipeta.

8-Adicionar 0.5ul de RNAse (10mg/ml) e deixar a temperatura ambiente no
rotamix durante 1h.

A partir daqui é feito na hote!

9-Misturar bem com 1 volume de Phenol:Chlorophorme:lsoamyl alcohol (25:24:1) (agitar

antes de usar) (300ul). Colocar no rotamix durante 30min.

10-Centrifugar a 8000 rpm durante Smin.
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11-Transferir o sobrenadante para um eppendorf limpo e misturar com 0.5
volumes de Chlorophorme:lsoamyl alcohol (49:1) (150ul). Misturar bem durante

10min.
12-Centrifugar a 8000 rpm durante Smin.
13-Transferir 0 sobrenadante para um eppendorf limpo (definitivo).

14-Adicionar 2 volumes de etanol puro (600ul) Misturar. Incubar 10min a -20°C
(congelador). Centrifugar a 12000 rpm a 4°C e durante 12min.
15-Eliminar o sobrenadante vertendo o eppendorf e lavar a pellet com 750! de

alcool a 70%. Centrifugar a 14000 rpm a 4°C e durante 5 min.

16-Eliminar o dlcool vertendo e com a ajuda da pipeta na parte final. Deixar a
pellet a secar de um dia para o outro.

17-Ressuspender em 50ul de AE (buffer) e colocar no balancé o resto do dia.
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Anexo 2

Coordenadas utilizadas na analise espacial do programa BAPS.

Coordenadas
Populagdo N ®)
Flores 392 131,0
Faial 38,3 28,3
Pico 38,2 | 28,1
Terceira 39,0 | 27,6
Graciosa | 38,3 | 27,1
Séo Miguel | 37,4 | 254
Santa Maria] 36,5 | 24,5
Canarias | 28,2 | 14,1
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Anexo 3

Frequéncias alélicas para os locus Pde1, Pde3, Pde6, Pde5 e PrCS.

Populagdo
Locus Flores Faial Pico Graciosa Terceira S.Miguel | Sta.Maria | Canarias

Pde1
94 0 0,0135 0 0 0 0 0 0
95 0 0,0135 0 0 0 0 0 0
97 0 0 0 0 0,0222 0 0 0
100 0 0,027 0 0 0,0222 0,0156 0 0,0625
101 0,0114 0,027 0 0 0,0444 0 0,102 0,125
102 0 0 0 0 0 0 0,051 0,0417
103 0,0114 0 0 0,0222 0 0 0 0,0625
104 0,0114 0 0 0 0 0 0 0
105 0 0 0 0,0222 0 0 0,0102 0,0625
106 0,0114 0,0135 0 0 0 0 0 0,0417
108 0,1818 0,0811 0,2222 0,1222 01111 0,0781 0,1429 0,1042
109 0 0 0 0,0111 0 0 0 0
110 0,375 0,3514 0,5926 0,3444 0,3444 0,5625 0,4388 0,1875
111 0 0 0 0,0111 0,0111 0 0 0,0625
112 0,0568 0,1081 0,0556 0,1889 0,1556 0,1563 0,0816 0
113 0,0227 0 0 0,0333 0,011 0 0 0,0417
114 0,0341 0,027 0,0185 0,0444 0,0222 0,0313 0,0102 0,0417
115 0,0227 0,0541 0 0 0,0667 0,0938 0 0
116 0,1932 0,0676 0,0556 0,1 0,0556 0,0313 0,0408 0
117 0,0114 0,0541 0,0185 0,0222 0 0 0 0
118 0,0341 0,0541 0 0,0111 0,0222 0,0313 0,051 0
119 0,0227 0 0 0 0 0 0 0
120 0 4] 0,0185 0 0 0 0 0
121 0 0 0,0185 0 0 0 0 0
122 0 0,1081 0 0,0667 0,111 0 0,0714 0,1667

Pde3
120 0 0 0 0 0 0 0 0,0143
122 0 0 0 0 0 0 0 0,0429
124 0 0,0256 0 0 0 0 0 0
128 0,051 0,0769 0,0357 0,0455 0,0652 0,0417 0 0,0143
128 0 0,0513 0 0,0114 0,0435 0 0,0778 0,0266
129 0 0,0128 0,0179 0 0,0217 0,0278 0,0222 0,0143
130 0,7959 0,6795 0,107 0,875 0,6957 0,75 0,7444 0,6429
132 0 0,0128 0,0179 0,0227 0 0 0 0
134 0,0408 0,0256 0,0179 0,0341 0,0217 0,0139 0,0333 0
138 0,0102 0 0 0,0114 0 0 0,0111 0,0714
140 0,102 0,1154 0 Q 0,1522 0,1667 0,1111 0,1714

Pde6
117 0,0349 0,0323 0,0862 0,0341 0,0455 0,1081 0,0543 0,08
120 0 0 0 0 0 0 0,0217 0,06
121 0 0,0484 0 0 0 0 0 0,1
123 0,0465 0,2258 0,069 0,1364 0,1023 0,0676 0,0978 0,02
126 0,4535 0,3387 0,5345 0,4091 0,375 0,5 0,4457 0,4
129 0,4651 0,3548 0,3103 0,3182 0,4773 0,3243 0,3804 0,34
132 0 0 0 0,1023 0 0 0 0
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Anexo 3 (continuagao)

Frequéncias alélicas para os locus Pde1, Pde3, Pde6, Pde5 e PrC5.

Populagdo

Locus Flores Faial Pico Graciosa Terceira S. Mlguel Sta.Maria | Candrias
Pdeb

211 0,0135 0 0 0 0 0 0,0106 0
221 0 0 0 0 0 0 0 0,0263
223 0 0 0 0 0 0 0 0,0526
225 0 0 0 0 0 0 0 0,0263
227 0 0 0,0217 0 0 0 0,0106 0,0395
229 0,0676 0,0556 0,087 0,1071 0,051 0,0658 0,0319 0,2763
231 0 0,0185 0,0435 0,0119 0,0102 0 0,0319 0,0658
233 0,0405 0,0556 0 0 0,0102 0 0 0
235 0 0,0185 0 0,0119 0,0102 0 0 0
237 0,027 4] 0 0,0238 0 0 0 0
239 0,0135 0 0,0217 0,0476 Q 0 0,0108 0,0263
24 0,0946 0,0741 0,1087 0,0714 0,0306 0,1053 0,0638 0,0132
243 0,3649 0,2778 0,1739 0,1667 0,3061 0,4605 0,3936 0,0263
245 0,1216 0,3148 0,3043 0,1667 0,2551 0,1053 0,1596 0,1316
247 0 0,0556 0,0435 0,0238 0,0408 0,0395 0,0213 0
249 0,027 0 0,0217 0,1071 0,0102 0 0,0106 0
251 0,0135 0 0 0,0238 0 0 0 0
253 0 0 0 0 0,0306 0 0 0
255 0,0135 0 0 0 0 0 0 0
257 0,0135 0 0 0,0119 0 0 0 0
259 0 0 0 0 0 1] 0,0106 0
261 0,1892 0,1296 0,1739 0,2262 0,2449 0,2237 0,2447 0,3158
Prcé

116 0 0,0143 0 0 0 0 0 0
120 0 0 0,0192 0 [*] 0 0 0
136 0 0 0,0385 0 0 0 0 0,027
140 0 0 0 0,0227 0,0357 0 0,0513 0
142 0 0 0,0385 0 0 0 0 0
144 0 0,0857 0 0,0114 0,0476 0,0139 0,0641 0,0405
146 0 0 0 0 0 0,0278 0 0,0541
148 0,0104 0,0571 0 0,0568 0,0238 0 0,0128 0,027
150 0,0104 0,1286 0,0385 0,0568 0,0714 0,0139 0,0385 0
152 0,0104 0 0,0769 0,0795 0,0357 0,0417 0,1154 0,0541
154 0,0104 0 0 0 0 0,0417 0 0,027
156 ¢] 0 0,0192 0,0227 0,0119 0,0417 0,0513 0,1757
158 0 0,0143 0 0 0 0 0,0256 0
160 01771 0,1714 0,0577 01477 0,2024 0,0833 0,0897 0,1351
164 0 0,0429 0,0577 0,0341 0,0238 0,0417 0,0128 0
166 0 0 0 0,0114 0 0,0278 0 0
168 05417 0,2857 0,3462 0,3977 0,381 0,3889 0,3462 0,1892
172 0,0313 0,0286 0 0,0114 0 0 0,0256 0,0541
176 0 0 0 0 0,0119 0 0 0
180 0,0104 0,0286 0 0 0 0 0 0
184 0 0,0429 0,0385 0 0,0357 0 0 0
192 0 0 0 0 0 0,0278 0 0
196 0,0104 0 0 0 1] 0 0,0385 0
200 0,1875 0,1 0,2692 0,1477 0,119 0,25 0,1282 0,2162
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