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“Em varias classes de animais ocorrem alguns casos excepcionais, na qual a fémea,

em vez do macho, adquiriu caracteres sexuais secundarias bem pronunciadas, tais

’

como cores mais vivas, maior tamanho, for¢a ou combatividade.’

Charles Darwin, 1871
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Resumo

A familia Syngnathidae (pipefish, pipehorses, cavalos-marinhos e dragdes do mar),
contém 52 géneros e aproximadamente 215 espécies. Os individuos desta familia
exibem uma forma especializada de cuidados parentais, caracterizada por adaptacdes
extraordinarias para o cuidado paternal associado a ocorréncia da inversao de papéis

sexuais.

Neste presente estudo investigou-se se o Syngnathus abaster ¢ monogamico ou se
apresenta multipla maternidade. Em outras palavras, verificou-se se o S. abaster
acasalou com mais de uma fémea dentro de um grupo, assim como se uma unica fémea
acasalou com um ou mais machos. Para o cumprimento deste objectivo, foram
utilizadas técnicas de extraccdo de ADN, PCR e marcagdes com microssatélites que

possuem alta variabilidade genética.

Os resultados do presente estudo confirmam que a maternidade multipla ocorre
claramente entre os individuos da espécie Syngnathus abaster amostrados na Ria
Formosa — Portugal, bem como mostram a importancia de se utilizar um maior numero

de marcadores moleculares para a indicagdo da ascendéncia com exclusividade,

Palavras-chave: Syngnathus abaster, cuidado parental, selec¢ao sexual, multipla-

maternidade, ascendéncia, comportamento reprodutivo
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Abstract

The genetic mating system in the black-striped pipefish, Syngnathus abaster Risso,

1827, in Ria Formosa, revealed by microsatellite DNA markers.

The family Symgnathidae (pipefish, pipehorses, seahorses and sea dragons),
contains 52 genera and about 215 species. Individuals of this family exhibit a
specialized form of parental care, characterized by remarkable adaptations for paternal

care associated with the occurrence of sexual role reversal.

In this work, it was investigated if the Syngnathus abaster is monogamous or
presents multiple parentages. In other words, it was studied if the S. abaster mated with
more than one female within a group, as if a single female mated with one or more
males. To accomplish this objective, DNA extraction technique, PCR and microsatellite

markers with known high genetic variability were used.

The results confirm that multiple maternity clearly occur between individuals of the
species Syngnathus abaster sampled in the Ria Formosa — Portugal, and show the
importance of using a larger number of molecular markers for indicating the descent

exclusively.

Key words: Syngnathus abaster, parental care, sexual selection, multiple-maternity,

parentage, reproductive behaviour
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O sistema de acasalamento genético no Black-striped pipefish, Syngnathus abaster, na Ria Formosa, revelado por microssatélites

1 INTRODUCAO

A familia Syngnathidae (pipefish, pipehorses, cavalos-marinhos e dragdes do mar),
contém 52 géneros e aproximadamente 215 espécies. A maioria das espécies encontra-
se amplamente distribuida nas areas costeiras da zona tropical as zonas temperadas, com
17 espécies que habitam zonas de dgua doce e 35 que habitam zonas de agua salobra
(Nelson, 1994). Os individuos desta familia exibem uma forma especializada de
cuidados parentais, caracterizada por adaptagdes extraordinarias para o cuidado paternal

associado a ocorréncia da inversdo de papéis sexuais.

Este grupo oferece oportunidades Uinicas para explorar hipdteses sobre a relagdo
entre investimento parental, os papéis sexuais e a selec¢do sexual. Com as fémeas
depositando os seus ovos nao fertilizados em uma area de incubacao especializada
localizada no abdémen (Gastrophori) ou na cauda (Urophori) do macho (Monteiro et
al., 2005), sendo que a complexidade dessa area varia em cinco tipos: i) uma simples
area ventral desprotegida onde os ovos ficam colados, ii) compartimentos membranosos
individuais que recebem o ovo, iii) proteccdo dos ovos em uma bolsa com bolsa de
placas, iv) bolsa com dobras bilaterais que se tocam na linha média em uma bolsa
fechada e v) a bolsa incubadora mais complexa e completamente fechada dos cavalos-

marinhos (Herald, 1959), como ilustrado na Figura 1.

[A-Urophori (pouch under tail) | | B-Gastrophori (pouch under abdomen) |
r T T T 1 F 1
INVERTED SEMI OVERLAPPING EVERTED SEALED
(Adi) (Ads) (Ade) (A5)
DORYRHAMPHINAE (B2 & B3)
Syngnathus ) Doryrhamphus
{ Hippocampus (Dunckerocampus) Oosthethus
| P B2 B3
o Hippichthys
i Hypselognathus ~ HIPPOCAMPINAE fa'sesh )
' Stigmatopora Kaupus 6N
Gaad &
Subgenus Subgenus Subgenus Subgenus j} 7
Syngnathus Bryx Microsyngnathus ~ Parasyngnathus L2 }
|
L1 1) i \
Corythciichrhys A
SOLEGNATHINAE (A2) SYNGNATHINAE(A4) NEROPHINAE (B1)
Nerophis
Entelurus

PROTO- UROPHINAE (A1)

R
i Ancestral Pipefish

Figura 1. Evolugdo hipotética da bolsa incubadora nos singnatideos (Herald, 1959),
demonstrando as radia¢des independente de Urophori e Gastrophori ¢ a diversificagdo dos tipos
de bolsa.
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Pelo que a ecologia do acasalamento tem merecido um enorme esfor¢o ao nivel da
investigacdo cientifica, principalmente as relacdes entre a razao sexual operacional ¢ a

inversao dos papéis sexuais (Berglund ez al., 1986; Jones e Avise, 1997a).

As relagdes filogenéticas dentro dessa familia foram estudadas por Herald (1959),
baseado em observagdes morfoldgicas, ou seja, a posi¢ao ou o método do fechamento
da area de incubagdo, e Wilson et al. (2001, 2003), que propds uma nova filogenia
mitocondrial baseada em ADN. Ambas as abordagens concordam que a radiacdo
evolutiva desta familia foi seguida por uma diversificacao das estruturas envolvidas no
cuidado parental, a partir de um ancestral marinho, que provavelmente apresentava uma
estrutura incubadora bastante simples. Independentemente do grau de complexidade,
todas as estruturas incubadoras dos singnatideos foram concebidas ja com o proposito
de proporcionar o desenvolvimento dos embrides, facultando-lhes protec¢ao, nutrigdo e
osmorregulacdo, (Vincent et al., 1992). Todavia, um estudo anatomico relativamente
recente, descreve a morfologia e a ultra-estrutura de trés distintas estruturas de
incubagdo, refutando que essa tal estrutura incubadora tenha a uma funcionalidade
uniforme, sugerindo que o epitélio tem fungdes diferentes nos diferentes tipos de

estruturas (Carcupino et al., 2002).

Além da “gravidez” do macho, algumas espécies de singnatideos mostram a
inversao de papéis sexuais, com as fémeas competindo pelo acesso aos companheiros e
as vezes apresentando caracteres sexuais secundarios visiveis (Monteiro et al., 2002;
Silva et al., 2006). O investimento energético, a reducdo da drea de incubacdo e a
duragdo da incubagdo, actuando isoladamente ou em simultdneo, podem limitar o
sucesso reprodutivo das fémeas, explicando assim as diferengas sexuais (Berglund &
Rosenqvist, 2003). Apesar de ja terem sido feitas muitas tentativas para identificar
claramente os mecanismos por tras da evolucdo da reversdo dos papéis sexuais nos
singnatideos, ainda ndo foi possivel comprovar com precisdo a existéncia de uma
relacdo directa entre os papéis sexuais ¢ qualquer um desses factores (Wilson et al.,
2003). A ocorréncia multipla de inversdo de papéis sexuais dentro de diferentes clados,
exibindo diferentes adaptacdes dos pais, sugere um processo muito mais dinamico

subjacente as particularidades comportamentais e morfologicas desses peixes.

Os padroes de acasalamento, por sua vez, parecem estar fortemente relacionados
com a direc¢do da seleccdo sexual, sendo que os singnatideos que apresentam inversao

dos papéis sexuais sdo poligdmicos ao passo que as espécies com padrdes de
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acasalamento competitivos nao invertidos sdo geralmente monogamicas (Vincent et al.,
1992; Avise et al.,, 2002). Apenas o Corythoichthys haematopterus tem sido
considerado uma excepgdo a esta associacdo, pois, ¢ monogamico. Entretanto foram
feitas observagdes comportamentais em uma populacdo selvagem que sugerem a

inversao de papéis sexuais (Matsumoto & Yanagisawa, 2001).

O Black-striped pipefish Syngnathus abaster (Risso, 1827) é um pequeno peixe
eurialino com uma area de distribuicdo restrita, que inclui o Mediterraneo ¢ o Mar
Negro, do norte ao sul da Baia de Biscaia (norte da Espanha) (Figura 2). Ele pode ser
encontrado tanto em areas costeiras ou em agua salgada e doce (Cakic et al., 2002),
principalmente em substrato arenoso, lama ou nos prados de ervas marinhas, entre

profundidades de 0,5-5 metros, dentro de uma faixa de temperatura de 8-24 °C

(Dawson, 1986; Froese & Pauly, 2010; Riede, 2004).

P
| -9.‘?
| e ” ey |

Figura 2. Distribuicdo geografica de Syngnathus abaster em negrito (tal como apresentado por
Dawson, 1986)

Os machos podem ser facilmente distinguidos das fémeas devido a presenca da
bolsa ventral (marsupio), localizada na cauda, formada por duas pregas de pele que
entram em contacto na linha mediana do corpo através das suas extremidades livres
(Herald, 1959). A copula longa e ritualizada precede a danca mutua em todas as
Marinhas. Em S. abaster a fémea transfere os ovos para uma bolsa incubadora debaixo

da cauda do macho, onde, em seguida, fertiliza-los (Silva, 2008) (Figura 3).
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Figura 3. Resumo das principais fases do comportamento de corte ¢ acasalamento: (A) natagdo
vertical, (B) transferéncia dos ovos, (C) natagdo paralela e (D) desova (Silva, 2008).

Os estudos sobre o S. abaster sdo escassos e as caracteristicas do seu ciclo de vida
ainda sdo superficialmente conhecidas. Campolmi et al. (1996), Tomasini et al. (1991) e
Riccato et al. (2003) apresentaram dados basicos sobre a reproducao desta espécie ¢ a
sua estrutura populacional em trés lagoas do Mediterraneo. Todos os trés estudos
sugeriram uma vida curta, com apenas uma ou poucas estagoes reprodutivas. As fémeas
sdo reprodutores de lote € os machos podem incubar varias ninhadas durante uma época
reprodutiva. Outras referéncias a S. abaster sdo de Carcupino et al. (1997), que
descreveu a organizacao ultra-estrutural do epitélio da bolsa incubadora do macho e
Cakic et al. (2002), que apresentou uma andlise biométrica das populagdes de S. abaster
experiencias comportamentais em aquarios por Silva (2008) e alguns comentarios

generalizados aos singnatideos com incidéncia sobretudo em fichas de campo.

As espécies da familia Syngnathidae, dependem fortemente das ervas marinhas e o
habitat destas espécies mostram um declinio acentuado em relacdio a reducdo de
plancton vegetal e a destruicdo do habitat (Baillie et al., 2004; Hughes et al., 2009). O
habitat das ervas marinhas esta em declinio em todo o mundo (Duarte, 2002; Orth et al.,
2006), embora alguns estudos tém-se centrado na fragmentacao de pradarias e os efeitos
sobre a diversidade genética das populacdes de ervas marinhas, o efeito da reducao de
habitat na conectividade das populacdes de espécies associadas tem sido largamente

negligenciado.
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O desaparecimento de populagdes de angiospermas marinhas, que a par de outros
constituem importantes habitats para os singnatideos, que assumem um papel
multifuncional decisivo nos ecossistemas marinhos (Bell & Harmelin-Vivien, 1983;
Almeida, 1994; Nagelkerken et al., 2000), esta acontecendo actualmente a um ritmo
deveras inquietante. Ainda persistem apenas pequenos focos distantes, cujo futuro ¢
incerto, e simultaneamente o efeito aditivo dos impactos humanos negativos estao a ser

cada vez mais sentidos nos estuarios e nas zonas costeiras (Powles et al., 1999).

O §. abaster estd associado principalmente as ervas marinhas e parece restrito aos
estuarios e lagoas de agua salgada como ¢ o caso da Ria Formosa, objecto deste estudo.
Os juvenis sdo libertados em uma fase avangada de desenvolvimento e imediatamente
adoptam uma vida bentonica (Silva et al, 2006). Esse comportamento diminui
fortemente a capacidade de dispersao e contribui para o isolamento continuo de
populagdes geograficamente distantes como o aumento da fragmentagdo de habitats de
ervas marinhas. A redu¢do do habitat, o aumento da distancia geografica entre as
populagdes e o comportamento bentonicos dos juvenis, interagem em conjunto e
contribuem para reduzir a conectividade entre as populacdes. Entretanto, nao ha dados
genéticos para confirmar essas previsoes. Para o estudo de conectividade e de dispersdo,

s30 necessarios marcadores genéticos altamente polimorficos.

Neste presente estudo pretende-se investigar se o S. abaster ¢ monogamico ou se
apresenta multipla maternidade. Em outras palavras, pretendeu-se verificar se o S.
abaster acasalou com mais de uma fémea dentro de um grupo, assim como verificar se
uma Unica fémea acasalou com um ou mais machos. Uma vez que ¢ dificil mostrar isso
em campo, utilizou-se uma abordagem genética com marcadores genéticos altamente
variaveis. Recentemente, foram desenvolvidos marcadores microssatélites para o S.
abaster segundo Diekmann et al. (2009), que sdo muito Uteis na analise de paternidade

por causa da sua alta variabilidade genética.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

A amostragem de espécimes de Black-striped pipefish, S. abaster, foi realizada em
24 de Julho de 2009 no Ramalhete, no Parque Natural da Ria Formosa, no sul de
Portugal (37°00°19,12”N e 7°58°01,57”W) (Figura 4).

 {

Ramalhete collection site

Image @ 2009 DigitalGlobe

,._...,Google

Imagery Date: Dec 31, 2004 37°0019.12° N 7°58'01.57" W Eyealt 302m

© 2002 Tele Atlas

Figura 4. Localizagao do local de amostragem (Foto: Google Earth, 2009).

Para a colecta foram utilizadas redes de malha fina encaixadas em cabos
telescopicos de 150cm, com as amostras a serem conservadas em uma caixa térmica
com agua da Ria e gelo (choque térmico) e transportadas até o Centro de Ciéncias do

Mar (CCMar) da Universidade do Algarve (UAIg).

2.2 Dissecacio e preservacio

No laboratorio os individuos foram medidos e preservados com Etanol a 96% em
tubos plésticos individuais devidamente rotulados (local da colheita, data, identificacao

dos amostradores), com a atribuicdo de um ntimero Unico a cada amostra (p.e. 661, em
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que os dois primeiros digitos correspondem ao numero atribuido ao macho gravido, e os
digitos seguintes representam o niamero do ovo/embrido encontrado dentro do macho).
Os individuos foram dissecados, com os ovos € os embrides extraidos dos machos a
serem dispostos em placas de diluicao (contendo alcool) consoante a configuragao

original observada no interior da bolsa incubadora.

2.3 Extraccao de ADN

Os métodos de extracgdo de ADN combinam processos fisicos, quimicos e
mecanicos fundamentados na lise celular, limpeza (para a eliminagao de proteinas,

lipidos e ARN) e precipitagdo.

Para a lise celular usa-se tampdes de extraccdo que contém detergentes, um
composto quelante que retira os catides da solugdo desestabilizando assim a membrana
celular; TRIS-HCI para manter o pH estavel e proteinase K (PK) para degradar as

proteinas e enzimas celulares.

A limpeza ¢ efectuada com sais que formam uma capa idnica sobre o ADN
protegendo da degradagio e, com Ribonuclease (RNase) que elimina o Acido
ribonucleico (ARN) da amostra. A seguir, uma etapa de a centrifugagdo, permite separar

as impurezas (o deposito) do ADN (o sobrenadante).

Posteriormente o ADN ¢ precipitado por reaccdo e centrifugado novamente. Uma
vez precipitado, o ADN foi lavado com um 4lcool para eliminar todos os sais que
permanecem na solugdo. Por ultimo, elimina-se o dlcool com centrifugacdo e secagem

das amostras secarem a temperatura ambiente.
Protocolo de extracgdo

O tratamento das amostras para extrac¢do de ADN foi realizado nos laboratorios do
grupo de investigacdo de Biogeografia, Ecologia e Evolu¢dao (BEE) do CCMar, no
campus Gambelas da UAlg. No presente estudo, para a extraccdo do ADN utilizou-se
cerca de 1 cm de tecido (preferencialmente a cauda, ou junto) (Figura 5) que foi cortado
para dentro de um tubo de 2 ml, em seguida juntaram-se 500 pl de tampao de extrac¢ao
(para 10 individuos) [2 ml EDTA 0,5M pHS; 7,63 ml H,O Elix autoclavada; 100 pl
TRIS 1M pHS8; 250 ul SDS 20%; 20 ul RNase (10 mg/ml); 50 ul PK (20 mg/ml)] para
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incubagdo a 50-55°C no banho seco em bloco, até o tecido se desfazer totalmente (pode

ficar overnight).

o

Figura 5. Localizagdo do tecido caudal usado na extraccao de ADN (seta vermelha).

A extraccdo de ADN foi efectuada pelo método padrao de Sambrook et al. (1989)
que consiste na adigio de 250 pl de Fenol equilibrado e 250 ul de Cloroférmio+Alcool
Isoamilico 24:1 misturando devagar e invertendo os tubos durante 10 minutos para
homogeneizar a amostra. A seguir, as amostras foram centrifugadas durante 5 minutos a
10.000 rpm em uma centrifuga refrigerada a 4°C e 400 pl do sobrenadante aquoso foi

transferido para um novo tubo identificado.

Neste sobrenadante, procedeu-se a precipitagdo do ADN da extrac¢do por adi¢do de
100 pl de Acetato de Amonia OM e 1000 pl de Etanol 100% frio e inversdo do tubo
varias vezes para homogeneizar, seguida de uma incubacdo overnight a -20°C.
Realizou-se uma nova centrifugacao a 4°C (30 minutos a velocidade méxima de 13.000

rpm) e eliminag@o do sobrenadante.

O ADN precipitado foi entdo lavado com 200 pl de Etanol 70% gelado invertendo
suavemente o tubo e centrifugado a 4°C (5 minutos a velocidade méxima), ficando,

assim, o pellet (depdsito que contém o ADN) no fundo do tubo.

Procedeu-se a remoc¢ao do Etanol sobrenadante e o tubo foi deixado aberto a secar
durante alguns minutos no speedvac (ou ao ar) para remog¢ao do alcool restante. O pellet

¢ ressuspendido em 50 pl H,O Mili-Q autoclavada e dissolvido incubando a 50°C
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durante 10 minutos. Seguindo-se a quantificacdo do ADN no Thermo Scientific

NandoDrop1000®Spectrophotometer.

2.4 Amplificacdo do ADN pela Técnica da PCR

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction - Reacgcdo em Cadeia pela
Polimerase) foi inventada em 1983 por Kary Mullis, que 10 anos depois venceu o
prémio Nobel da Quimica pelo desenvolvimento de um método que permite sintetizar,
em poucas horas e in vitro, uma grande quantidade de um determinado fragmento de
ADN. Esta técnica faz parte integrante da moderna biotecnologia molecular, tendo
promovido uma enorme revolugdo em areas como a identificacdo de fingerprint
genético (usado em testes de paternidade/maternidade e na medicina forense), a
detec¢do de diagnodstico de doencas infecciosas, a criagdo de organismos transgénicos,
entre outras, além da investigagdo em Biologia (Biochemicals, 1999; Eguiarte et al.,

2007; Falcon e Valera, 2007).

Durante a PCR sao usadas elevadas temperaturas de forma a separar as moléculas
de ADN em duas cadeias simples, permitindo entdo a ligagdo de oligonucledtidos
iniciadores (primers), também em cadeia simples e geralmente constituidos por 15-30

nucledtideos, obtidos por sintese quimica (Biochemicals, 1999).

Para amplificar uma determinada regido sdo necessarios dois iniciadores
complementares das sequéncias que flanqueiam o fragmento de ADN a amplificar, nos
seus terminais 3', de modo a permitir a actuacdo da ADN polimerase durante a sintese
da cadeia complementar, usando como molde cada uma das duas cadeias simples

constituintes do ADN a amplificar (Biochemicals, 1999).

Para realizar a PCR sdo necessarias pequenas quantidades do ADN-alvo, um
tampao salino contendo a polimerase, oligonucledtidos iniciadores, os quatro
desoxinucledtidos constituintes do ADN e o co-factor Mg . Esta mistura ¢

submetida a varios ciclos de amplificacdo (Figura 6) que consistem em:

- Desnaturagdo do ADN alvo pelo calor (tipicamente 1 minuto a 94-96°C), de modo

a separar as duas cadeias;

- Associacdo dos iniciadores por ligagdes de hidrogénio ao ADN alvo em cadeia

simples. Para permitir essa associa¢do, a mistura de reaccdo ¢ arrefecida
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(tipicamente a temperaturas entre 50 e 65°C, durante 1 minuto; a temperatura a

usar depende da % GC da sequéncia a amplificar);

- Extensdo dos iniciadores através da sintese da cadeia complementar de cada

cadeia molde, catalisada pela ADN polimerase (tipicamente 1 minuto a 72°C);

Figura 6. Representacdo grafica dos ciclos de temperaturas efectuados na reacgao de PCR

O processo envolvendo estes trés passos, pode ser repetido varias vezes (25-30
ciclos) sendo possivel aumentar, em cada ciclo, duas vezes a concentracdo de ADN pré-
existente (Figura 7). Em teoria, se for possivel levar a cabo 25 ciclos de amplificacdo
seguidos, a concentracdo de ADN aumentaria 225 milhdes de vezes embora, na pratica,
devido a alguma ineficiéncia no processo de amplificagdo, esse aumento fique por um

milhdo de vezes (Eguiarte et al., 2007).
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Figura 7. Esquema ilustrativo dos resultados da reac¢do de PCR durante os trés primeiros
ciclos. Os iniciadores sdo representados pelas cores Vermelho (forward) e preto (reverso). As
moléculas verdes e amarelos sdo as copias da regido amplificavel do ADN (CF, 2010).

Como na técnica de PCR se encontram envolvidos vérios ciclos de amplificagdo,
foi desenvolvido equipamento que permite programar, de forma continua e
automatizada, os vdrios ciclos de aquecimento e arrefecimento. Para tal ser
concretizavel, as ADN polimerases utilizadas deverdo ser termoestaveis, tendo tal sido
conseguido com o isolamento da ADN polimerase da estirpe termofilica Thermus
aquaticus (Tag DNA polymerase) que actua a temperaturas elevadas levando assim a
um aumento da especificidade da reac¢do. De referir ainda que o produto de PCR pode
ser visualizado apos eletroforese em gel de agarose e o seu tamanho ser estimado por

comparacao com padroes lineares de ADN (Roche applied Science®).

Programa de PCR

Para o S. abaster os Loci ampliados foram 28E6 (F:5’-TTCCCCCTAGGACCA
ATAAAGTATCT-3’; R:5’-TGAGAGTGGTTGCCTCCAGC-3’) e 28E8 (F:5’-ACAA
AATGCAAGTGATCCTGTGTAGG-3’; R:5’-TGGTGTGGTGGAACTGAATGACG-
3’). Cada locus ¢ amplificado utilizando um par de primers, em que um deles esta
marcado com um fluor6foro que permite a sua visualizagdo quando sdo genotipados

pelo sequenciador automatico. Neste caso, o loci 28E6 estava marcado com um

11
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fluoroforo azul chamado FAM, e o loci 28E8 estava marcado com um fluor6foro verde
chamado HEX. Para além de possibilitar a visualizagdo dos loci, o fluor6foro permite
que consigamos determinar qual o seu tamanho, que podera ser diferente para cada

individuo.

Os Loci foram amplificados com GoTaq® DNA Polymerase (Promega). Foram
incluidos um controle negativo na amplificagdo para despistagem de contaminagdes e
um controle positivo para verificar se a PCR funcionou. A reac¢do de PCR foi realizada

a um volume total de 10 pl de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1. Reagentes usados na reac¢do do PCR duplex 28E6/28ES.

Para 1 reacgdo: 10 pl
Concentra¢do Concentra¢do Volume dos

Reagentes do Stock dos reagentes reagentes na
na Reaccao Reacc¢ao
H,O > - - 3,85 ul
5x Go taq® Flexi Buffer 10 X 1 X 2 ul
MgCl, 25 mM 2 mM 0,8 ul
dNTPs 10 mM 0,8 mM 1 ul
Primer F: 28E6 10 mM 0,5 mM 0,5 ul
Primer R: 28E6 Fam 10 mM 0,1 mM 0,1 ul
Primer F: 28E8 10 mM 0,5 mM 0,5 ul
Primer R: 28E8 Hex 10 mM 0,1 mM 0,1 ul
GoTaqg® DNA Polymerase 5 U/ml 0,75 U/ml 0,15 ul
DNA - - 1 ul
TOTAL 10 ul

Os ciclos de amplificacao foram iniciados com uma desnaturacdo de 95°C por 6
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 30 segundos, Anneling ou
ligacdo dos iniciadores a 60°C por 30 segundos e extensdo com a GoTaq® DNA

Polymerase a 72 °C por 1 minuto. A extensdo final foi de 20 minutos a 72 °C.

12
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2.5 Electroforese - Verificacio dos produtos de PCR em gel de agarose

A electroforese em gel por ac¢do de um campo eléctrico ¢ frequentemente utilizada
para separar e estimar o tamanho de fragmentos de acidos nucléicos. Através da
comparacao da distancia percorrida pelos fragmentos com a percorrida por fragmentos
de peso molecular conhecido (padrdes de peso molecular) ¢ possivel estimar o peso

molecular de cada fragmento da amostra a analisar (Asuar, 2007).

A electroforese de ADN ¢ normalmente realizada em gel de agarose. Quando
sujeitos a um campo eléctrico, os acidos nucléicos migram em direccdo ao podlo
positivo, uma vez que apresentam carga negativa a pH neutro. A agarose funciona como
uma rede cujos poros deixam passar mais facilmente as moléculas mais pequenas que
migram mais do que as de maiores dimensdes. A migracao de um fragmento de ADN
na forma circular, como € o caso de um plasmideo ndo digerido, ¢ diferente da migragdo
do mesmo plasmideo sob a forma linear (ap6s digestdo com uma enzima de restri¢ao).
Por outro lado, moléculas com uma conformagdo mais compacta migram mais
rapidamente do que moléculas com uma conformacdo molecular mais fragmentada

(Asuar, 2007).

Depois de preparado, o gel de agarose foi imerso numa tina de electroforese com

uma solu¢do tampao que estabelece a condugao eléctrica com a fonte de alimentacao.

Uma vez aplicadas as amostras de ADN e o padrao de pesos moleculares (Ladder)
nos pocgos, iniciou-se a electroforese. A aplicacdo do campo eléctrico foi efectuada
através de 2 eléctrodos situados paralelamente a fileira de pogos. Terminada a separacao
electroforética, o gel deve ser imerso numa solucdo de Brometo de Etideo (ou uma
solucao de TAE 1% com adi¢ao de GelRed™ em cada poco) (Tabela 6 em Anexos) que
permitiu a visualizacdo das bandas de ADN por exposi¢do a luz ultravioleta (UV)

(Figura 8a,b e Figura 9).
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Figura 8. a) Tina de electroforese em gel de Agarose. b) Molecular Imager® Gel Doc™ XR+
With Image Lab™ Programa (BioRad), sistema de foto-documentagdo dos géis por exposigdo a
luz UV.

Os produtos de PCR amplificados nesse estudo foram separados em gel de agarose
a 1% e Brometo de Etideo (10 ng/ul) a 90V por 30 minutos, seguida da visualizagdo
num trans-iluminador de luz ultra-violeta. Também foram separados em gel de agarose

a 1% e com a adigdo de 1 pl de GelRed™ 1:500 a cada pogo).

A solugdo tampao utilizada para a electroforese em ambos os casos foi o TAE a
concentragdo 1X. Os géis foram foto-documentados e o tamanho do fragmento de ADN

foi estimado pela comparag@o com o padrao Ladder 100bp.
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Figura 9. Visualizagcdo dos produtos de PCR no gel de agarose.

2.6 Genotipagem dos produtos de PCR

As amostras que apresentaram bandas na etapa descrita no item 0 foram preparadas
para a genotipagem. A placa multi-pocos (com 96 pocos) foi mantida sobre gelo seco
durante toda a preparagdo), Em cada pogo foram adicionados 1 pl do produto de PCR e
9 ul do Mix Standard (0,25 pl de GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard e 8,75 pl de
Hidi-Formamida). Em seguida fez-se um spin para que todo o liquido escorre-se para o
fundo dos pocos. As amostras foram desnaturadas a 95°C durante 5 minutos no
termociclador. A placa, foi imediatamente colocada em uma caixa com gelo seco e
transportada até aos Servigos de Biologia Molecular do CCMar, onde as amostras foram
genotipadas no sequenciador ABI prism 3130XL capilar usando o GeneScan™ 500

LIZ® Size Standard (Applied Biosystems™).

2.7 Analise de dados

O tratamento dos dados foi realizado com o uso de trés programas de computador
especialmente concebidos para a biologia molecular. A anélise dos tamanhos dos alelos
foi feita com o STRand® (Figura 10), usando o R package® e o MsatAllele (Alberto,
2009), e as ambiguidades foram revistas manualmente. O grau de parentesco foi

analisado pelos programas CERVUS3.0® e GERUDI1.0® (Genetic Evaluation and

15
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Reconstruction of parental genotypes Using multilocus DNA Data) (Jones, 2001), e
com MS Office Excel 2007®.

GERUDI1.0® ¢ um programa que reconstroi os parentes de uma descendéncia. A
partir do conhecimento do genotipo de um dos pais (ou até mesmo sem conhecer
nenhum deles), o programa consegue encontrar todos os genotipos possiveis que podem
representar uma partilha de genes da mae/do pai entre todos os descendentes. O
programa usa um algoritmo exaustivo que testa todos os possiveis genotipos dos pais
com o vector de descendéncia para encontrar 0 minimo numero de genotipos necessario
para explicar a matriz. Este abordagem permite encontrar o nimero minimo de
pais/maes, e leva em conta as associagdes de alelos entre locus. Além de determinar
nimero minimo numero de pais/maes, ainda fornece os relatérios com os respectivos

genoétipos (Jones et al., 2010).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Extraccdo de ADN e Marcacao dos alelos

No decorrer da experiéncia houve algumas dificuldades a quando da amplificacao
do ADN extraido dos embrides e principalmente dos ovos, porque os microssatélites
anteriormente desenvolvidos por Diekmann et al. (2009) foram desenhados para actuar
com amostras em que a concentragao de ADN era grande, como no caso dos individuos
de Syngnathus abaster adultos, mas essa dificuldade foi ultrapassada com a realizagao
de varios testes fazendo variar a concentragdo do ADN das amostras usadas. De acordo
com os resultados obtidos no ThermoScientific NanoDrop1000® Spectrophotometer, as
amostras tiveram que ser diluidas 1X, 5X, 10X, 15X e 20X para que se pudesse obter

resultados satisfatorios.

A electroforese em gel de agarose com Brometo de Etideo ou com GelRed™,
demonstraram bons resultados em ambos os casos, destacando-se a grande melhoria que
se registou na qualidade da foto-documentacao dos géis proporcionada pela mudanga do
sistema de imagem do Electrophoresis Documentation and Analysis System120 (Kodak
digital Science™) para o Molecular Imager® Gel Doc™ XR+ With Image Lab™,

resultando em imagens mais nitidas e de facil observagao e interpretacao.

As dificuldades que ocorreram na amplificagdo do ADN jé descritas, tiveram um
grande impacto ao nivel da genotipagem, uma vez que sempre que os produtos de PCR
ndo eram positivos perdeu-se algum tempo na repeti¢ao dos PCR e posterior analise em
gel de agarose. Também, houve casos em que apds a genotipagem verificou-se que
havia microssatélites cujo sinal se apresentava excessivamente alto ou entdo muito
baixo, obrigando a dilui¢do dos produtos de PCR antes de serem enviados a
genotipagem. Na Figura 10, pode-se ver um exemplo do aspecto normal da marcagdo

dos alelos feita no programa STRand®.
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Figura 10. Visualizacdo no programa STRand® dos picos correspondentes aos Loci 28E6 e
28E8 genotipados para um individuo heterozigdtico em ambos os Loci.

3.2 Grau de parentesco

Na etapa para se determinar o parentesco na amostra, o programa CERVUS3.0®
foi testado com os dados deste trabalho. O CERVUS3.0® atribui as probabilidades de
parentesco por verosimilhangas, assim como considera possiveis erros da marcagdo
genética e erros de digitacdo (Marshall et al., 1998). Porém, apds a importacdo dos
dados e alguns testes, constatou-se a necessidade de um maior nimero de dados para o

uso apropriado do programa.

Perante isto, foi utilizado o programa GERUDI1.0® para a partir do gen6tipo dos
pais conhecidos determinar o nimero minimo de mades envolvidas em cada caso,
contribuindo para uma matriz de descendentes e permitindo reconstruir os genotipos

com base nos dados fornecidos pelos microssatélites.

Com os resultados do GERUD1.0® foi utilizado o programa MS Office Excel®

2007 para a analise das relagdes de parentesco dentro da amostra.

Primeiramente, apds a importacdo dos dados do programa STRand®, os dados
estavam ordenados pela identificacdo de cada individuo (coluna A) e os respectivos

alelos (colunas de B a E), como ilustra a Figura 11.

18



O sistema de acasalamento genético no Black-striped pipefish, Syngnathus abaster, na Ria Formosa, revelado por microssatélites

¥ | B C D E

1 Individual ID 28E6a 28E6h Z28E8a 28E8h
2 541 194 221 226 250
3 545 184 205 226 270
4 548 198 221 238 270
5 543 198 221 238 250
6 3410 198 221 238 250
7 5411 198 221 231 270
8 5412 217 221 231 270
9 5413 217 221 238 250
10 5414 205 217 231 270
11 5417 217 221 238 270
12 5418 217 221 250 270
13 5420 217 221 231 250
14 5421 198 221 231 250
15 5423 217 221 238 250
16 5425 217 221 238 270

T

Figura 11. Amostra do programa Excel com a base de dados importada do programa STRand®.

Os dados dos genotipos de pais e maes (Tabela 2) foram tabulados para o uso da

funcao “PROCV”. Desta maneira estabeleceram-se as correspondéncias entre os alelos

dos descendentes com os seus pais e/ou maes.

Tabela 2. Genotipos dos 12 pais e das 27 maes amostrados.

ID 28E6 28E8
Pai 54 205 221 250 270
Pai 55 178 205 225 274
Pai 56 205 283 203 266
Pai 57 194 271 207 242
Pai 58 205 216 250 282
Pai 60 178 287 138 206
Pai 61 174 213 225 282
Pai 62 166 247 242 274
Pai 64 201 205 241 294
Pai 67 221 308 230 254
Pai 68 194 205 230 250
Pai 72 201 205 262 282
Mae 24 136 186 134 182
Mae 25 205 264 254 270
Mae 26 149 186 241 254
Mae 27 190 229 270 274
Mae 28 186 205 222 230
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ID 28E6 28E8
Mae 31 194 209 244 262
Mae 32 209 229 213 254
Mae 33 178 244 254 272
Mae 34 209 225 242 282
Mae 35 189 162 219 262
Mae 36 213 225 219 244
Mae 37 194 283 250 254
Mae 38 205 209 211 251
Mae 39 169 174 233 274
Mae 40 189 194 290 204
Mae 42 186 190 241 254
Mae 43 197 205 230 262
Mae 44 194 244 254 282
Mae 45 190 209 225 260
Mae 46 229 232 238 254
Mae 47 190 205 254 262
Mae 48 170 205 242 286
Mae 49 194 217 168 238
Mae 50 190 205 222 234
Mae 51 213 217 219 286
Mae 52 161 166 226 241
Mae 53 194 232 277 286

Para se considerar a presenca de pelo menos um alelo de cada marcador, foram
atribuidos os nimeros “1” para a presenca do alelo (correspondéncia com o pai ou a
mae) e “0” para a auséncia do alelo. Com as fungdes “MAXIMO” e “SE” determinou-se

o parentesco de cada individuo com o progenitor testado (Figura 12).

Desta maneira, todos os pais e todas as maes foram testados contra todos os

descendentes amostrados.

!
A A B B D E F G H | J K L
1 Selecionar Pai/Mie 54|
2 |Individual |~ |28E6a |~ |28E6b |v|28E8a |+ |28ESh |~v i ~hd “Iad 2  |Contar| ¥ | Pai/ME »

3 541 154 221 226 250 0 1 0 1 2 54
4 545 184 205 226 270 0 1 0 1 2 54
5 548 198 221 238 270 0 1 0 1 2 54
G 549 198 221 238 250 0 1 0 1 2 54
7 5410 198 221 238 250 0 1 0 1 2 54
8 5411 198 221 231 270 0 1 0 1 2 54
9 5412 217 221 231 270 0 1 0 1 2 54
10 5413 217 221 238 250 0 1 0 1 2 54
11 5414 205 217 231 270 1 o 0 1 2 54
12 5417 217 221 238 270 0 1 0 1 2 54
13 5418 217 221 250 270 0 1 1 1 2 54
14 5420 217 221 231 250 0 1 0 1 2 54
15 5421 198 221 231 250 0 1 0 1 2 54

Figura 12. Exemplo do uso das fungdes MAXIMO” e “SE” para a atribui¢io da contagem dos
alelos e a determinacao de parentesco.
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Com a aplicagdo de filtros seguida pela copia dos dados, foi possivel a construgdo
de uma nova base de dados. O filtro na coluna “K” (Figura 13), permite visualizar quais

sao os descendentes da “mae 25”, por exemplo.

A A B C D E F G H J K

1 selecionar Pai/Mie 25|

2 Individual - 28E6a |* 28E6b |* 28EBa |~ 28EBb |~ I I I 2 ~ Contar| = | Pai/M3 -7
4 545 184 205 226 270 0 1 0 1 2 25
11 5414 205 217 231 270 1 0 0 1 2 25
175 644 205 233 254 294 1 1] 1 0 2 25
176 646 205 275 241 254 1 0 0 1 2 25

269

Figura 13. O uso de filtros para a obtengdo da lista de individuos em fung@o de um progenitor.

Nesta nova base de dados totalizou-se o valor de 305 correspondéncias de
paternidade e/ou maternidade entre os 266 descendentes, 12 pais e 27 fémeas

amostrados.

Os filtros indicaram que um mesmo individuo descendente pode ser apontado com
mais de uma mae. Com isso auxiliaram a confirmar a suspeita de multipla maternidade,
visto que na observagdo ja realizada durante a dissec¢cdo dos individuos, constatou-se
que no interior de um macho estavam sendo incubados descendentes em estados de

desenvolvimento bem distintos.

Devido a alelos numericamente iguais em locus diferentes, mais de uma fémea
adulta pode vir a ser indicada como a possivel mae de um descendente. A origem desta
duplicagdo/triplicagao de maternidade pode ser devido a existéncia de mutagdes, alelos
nulos, a ndo ampliacdo de genes durante a PCR, a selec¢do dos picos no programa
STRand® ou ainda durante o processo de transferéncia dos dados do STRand® para o

programa estatistico R®.

O uso de um maior nimero de marcadores genéticos, no caso de microssatélites,
pode clarificar esses casos em que temos mais de uma made possivel para um
descendente, embora seja pouco relevante neste estudo por se registar pouco casos. Vale
ressaltar, que o programa CERVUS3.0® ndo apontou este facto durante a andlise dos
dados e que por esta razao, optou-se por fazer uma analise complementar utilizando o
programa GERUD1.0®, e os filtros e a tabela dinamica no Excel. A segunda parte desta

analise, semi-manual relativamente as maes, foi possivel pelo facto do tamanho da

21



Mestrado em Biologia Marinha — Especializagdo em Biotecnologia Marinha

amostra ser relativamente pequena. Para amostras maiores, recomenda-se testar e

validar o uso de programas para a determinagao do grau de parentesco.

Teste de maternidade

Dos 266 filhos amostrados, apenas 39 obtiveram correspondéncia materna com as
fémeas amostradas. Das 27 fémeas amostradas, 16 eram madies dos individuos desta

amostra representando 59% (Figura 14, Tabela 4 em anexos).

Maternidade das fémeas amostradas

B Fémeascom
correspondéncia na
amostra
Fémeassem
correspondéncia na
amostra

Figura 14. Teste de maternidade. Percentagem de correspondéncia entre descendentes e fémeas
amostradas.

Combinando estas informagdes, sabemos que a média de descendentes por cada
mae ¢ de 2,4 individuos nesta amostra. Porém, o GERUDI.0® estima que pela
combinacdo de alelos os 227 individuos sem correspondéncia materna nesta amostra
sejam descendentes de outras 12 fémeas ndo amostradas, o que apoia fortemente a ideia
de que apesar de a amostragem ter sido feita dentro de uma area relativamente pequena,
muito provavelmente foram amostradas mais de uma populacdo em vez da tUnica

populagdo inicialmente prevista.

Sugere-se que outros estudos sejam feitos com uma maior amostragem de fémeas,
para se estimar com maior exactiddo o niimero de descendentes de diferentes fémeas

que um macho pode vir a incubar.
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Distribuicdo de pais e mdes

A Figura 15 ilustra o uso da tabela dindmica para a obtencdo de dados. No
exemplo, a identificagdo “ID” e o “Pai” estdo dispostos em uma coluna com filtro
“Mae” = 34 aplicado. Desta maneira, tem-se os descendentes da “mae 34” e os seus
respectivos pais. Com informagdes como esta, construiram-se as Tabelas 3 ¢ 4 (em

Anexos).

.

I_;] J' Calibri [ A & |||= ==l | | SiMoldarTe
Colar 7 |.H I s -||@ |- A-|||E = =||E £E| Hunirecen
= |
A5 - £ |
4 A B C D E F G H
1
2
3 |m3e-1 (34 [ |
a
> | ' Largue os campos de coluna aqu
6 |ID ~|pai |~ o
7 =726 72
8 =5814| 58 .
9 =6232] 62l Largue os itens de dados aqui
10 =6237| 62
11 |Total Geral
12
13

Figura 15. Uso da tabela dindmica para a obtencgdo das listas de individuos em fun¢do de cada
pai ou mae.

A Tabela 3 (ver Anexos) confirma a existéncia de maternidade multipla para 11 das
14 fémeas que apresentaram correspondéncia materna com a amostra deste estudo. Pelo
que se pode constatar o acasalamento de uma fémea com um macho, mas também o
acasalamento de uma fémea com 2, 3 e até 4 machos. A frequéncia e o nimero dos

acasalamentos para os machos e as fémeas sdo ilustrados na Figura 16.
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0,60 -
0,50 -
0,40 -
0,30 -
0,20 -
0,10 - .

0,00 -

Frequéncia

1 2 3 4 5

Numero de acasalamentos nos machos

(A)

0,40 -
0,35 -
0,30 -

0,25 -

0,20 -

0,15 -

0,10 -

0,05 -

0,00 T T T !
1 2 3 4

Numero de acasalamentos nas fémeas

Frequéncia

(B)

Figura 16. Frequéncia dos acasalamentos com sucesso para os machos (A) e as fémeas (B).

Neste trabalho, a desvantagem do uso do MS Excel® em substitui¢do do programa
CERVUS3.0®, ¢ notada principalmente na obtengdo dos valores estatisticos de erro e
da distribuicdo da amostra. Embora que os parametros apresentados pelo programa
CERVUS3.0® sdo baseados em calculos estatisticos para grandes populagdes € um
maior nimero de marcadores, tornando-se pouco eficaz face ao numero de individuos
amostrados neste estudo. Por outro lado, pelo facto de se ter utilizado o programa
GERUDI.0® antes do MS Excel® 2007, permitiu obter resultados com um intervalo de
confianca de 95%.
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Com o GERUDI.0® também foi possivel saber que de acordo com os genotipos
dos pais conhecidos, ha mais 12 fémeas que contribuiram para a descendéncia mas que

ndo foram amostradas.

Perante os casos em que existe a probabilidade de temos mais de uma mae para o
mesmo individuo, fica patente a importancia e a necessidade de se utilizar um maior
nimero de marcadores, pois isso permite confrontar, comparar e clarificar as

ambiguidades directamente ligadas ao uso dos microssatélites.

As possiveis razdes por um individuo ter mais de uma candidata a mae, sdo a
existéncia de mutacdes, alelos nulos (genes nao amplificados durante a PCR), erros no
momento das marcagdo dos picos no STRand®, ou entdo algum erro de conversao
durante a passagem dos dados do STRand® para o programa R package® podendo
resultar na criacdo de falsos alelos que os programas CERVUS3.0® ¢ GERUDI1.0®

consideram como sendo mutagdes e assim nao os considera nas analises de parentesco.

Actualmente, o grupo de pesquisa de Biogeografia, Ecologia ¢ Evolucao (BEE) ja
estd a realizar testes com mais 2 microssatélites nos individuos usados neste presente
trabalho, pelo que se espera obter dados suficientes para clarificar os casos em que sdo

apontadas mais de uma mae possivel para um individuo.

Os resultados deste estudo vao de encontro com as constatagdes de Vincent et al.
(1992) e de Avise et al. (2002) que defendem a poligamia nas espécies de singnatideos
que apresentam inversdo dos papéis sexuais, na medida em que ficou provada a

existéncia de poligamia entre as fémeas de S. abaster presentes na Ria Formosa.

Viérios autores (Berglund ef al., 1988; Vincent ef al., 1992, 1995; Jones & Avise,
2001), ja tinham dito que entre os singnatideos os machos podem carregar os ovos de
fémeas diferentes e uma fémea pode distribuir os ovos maduros, entre muitos parceiros.
Berglund et al. (1988) apresentaram duas hipoteses para explicar este padrdo de

distribui¢ao dos ovos:

- Pode ser uma consequéncia do tempo necessario para a maturagao de todos os
ovos. Entretanto em S. abaster, algumas fémeas depositam os seus ovos dentro de 24
horas, periodo de tempo em que os ovos, provavelmente, ndo tém tempo para
amadurecer (Wallace & Selman, 1981).

- E uma tactica de adaptagdo do sexo masculino e/ ou da fémea, para aumentar a

propria sobrevivéncia ou a dos descendentes.
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Segundo Berglund et al. (1988), a tinica explicacdo aceitavel para um macho
empenhar-se em acasalamentos multiplos ¢ com o intuito de evitar receber uma ninhada
inteira de uma fémea com baixa qualidade genética. Nesse contexto, Ahnesjo (1996)
refere que um preenchimento parcial do marsipio pode ser um meio que permite ao
macho optimizar a troca entre os custos da procura de grandes fémeas atraentes e
acasalar com outras menores. Se essa for a estratégia, os machos podem ter uma
tendéncia a aceitar menos ovos das fémeas pequenas, perante a possibilidade da
companheira na vizinhanga poder ser maior. Portanto, o macho garante alguns
descendentes, e reserva um espago para a eventualidade da fémea maior aparecer mais
tarde (Jones et al., 2000).

Tal como descrito por Silva (2008), os resultados desta tese ndo mostram
diferengas significativas no nimero de ovos incubados pelos machos da espécie alvo
deste estudo, quando acasalam com as fémeas grandes ou pequenas (Tabela 4). Ao
invés, os resultados sugerem que as fémeas desta espécie (pelo menos as grandes)
podem ter um controle aperfeigoado sobre o numero de ovos transferidos, uma vez que
possuem uma maior quantidade de ovos para depositarem em varios machos.

Se os machos forem vitimas de preda¢do, uma fémea corre o risco de perder
todos os seus filhos se ela tiver depositado todos os seus ovos em um Unico parceiro
(Berglund et al., 1988; Tomasini et al, 1991). Além disso, torna-se importante
minimizar a variacdo no nimero de descendentes produzidos ("bet-hedging"), pelo que
a distribuicao dos ovos entre varios machos talvez seja a melhor estratégia (Berglund et
al., 1988).

Berlgund et al. (1988) e Ahnesjo (1996) também defendem que a dispersao dos
ovos entre varios machos pode reduzir a concorréncia entre os irmdos no interior do

marsupio do macho, dependente da densidade.

Estimativa do tamanho populacional

Os marcadores moleculares neutros sdo frequentemente usados para calcular as
estimativas indirectas do tamanho efectivo de uma populacao (Hartl e Clark, 1989). No
contexto dos microssatélites baseados em estudos de parentesco, uma medida mais
directa do tamanho da populacdo adulta pode ser obtida através de uma “marcagao-

recaptura" pré-definida (Jones e Avise, 1997b). O procedimento requer uma colec¢do de
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individuos vindos directamente da natureza com machos adultos gravidos, as suas
proles intactas, e fémeas adultas, e tem a vantagem que os microssatélites podem
combinar fémeas e ninhadas colectadas separadamente com uma grande precisao. O
método pelo qual o tamanho da populagcdo adulta ¢ estimado pode ser descrito
analogamente a tradicional marcacao-recapturar, que sdo os procedimentos utilizados

rotineiramente pelos ecologistas de campo (Pollock et al., 1990).

Segundo o método convencional marcagdo-recaptura de Lincoln-Peterson, uma
amostra inicial de animais n; sdo capturados, marcados e libertados. Uma segunda
amostra de animais n, depois ¢ capturada, e o numero de animais marcados (mp) ¢
registado. Depois obtém-se uma estimativa do tamanho médio da populagdo através da

equacao (Pollock et al., 1990):

. (m+1D +1)
B (m; + 1) -

€ uma variancia

__ [+ Dy + D(ny — my)(ny; — my)]
vt = [(my + D2(m, + 2)]

Neste estudo, as “marcas” iniciais foram fornecidas pela inferéncia dos genotipos
das fémeas que contribuiram para as proles dos machos gravidos. Assim sendo, 28
fémeas marcaram a si proprias por se terem depositado os seus ovos nos machos
amostrados. As 27 fémeas adultas que foram colectadas e geneticamente analisadas

foram consideradas a segunda amostra ou a “recaptura” dos individuos marcados.

Por conseguinte, temos n; = 28 (o numero de fémeas que marcaram a si mesmas
geneticamente), n, = 27 (o nimero total de fémeas capturadas), e m; = 16 (o nimero de
fémeas com o genotipo conhecido). A aplicagdo da formula de Lincoln-Peterson fornece
uma estimativa de n = 47 (com um intervalo de confianca de 95%, 6-90) para o tamanho
da populagdo de fémeas adultas de S. abaster na nossa localidade micro espacial. Esse
nimero parece pequeno, mas pode ser plausivel devido ao facto que os pipefish ndo sao
considerados altamente moéveis. Naturalmente, que esta estimativa nao ¢ equivalente ao
tamanho efectivo da populagdo evolutiva (N.), porque a populagdo reprodutora local
representada nesta amostra pode ser parte de uma meta-populacdo muito maior
composta por muitos desses grupos de melhoramento local ligados entre si por um

simples fluxo génico.
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Este modelo de marcagdo-recaptura de Lincoln-Peterson tem na sua base trés

suposi¢des necessarias para que possa ser aplicada a um estudo genético (Pollock et al.,

1990):

A populagdo esta fechada a adigcoes (nascimentos/ imigrantes) e supressoes
(mortes/ emigrantes) - Raramente algum estudo satisfaz completamente esta suposi¢ao,
embora que neste caso se fosse violada, ndo mudaria substancialmente as interpretagdes
feitas. Na medida em que qualquer imigragao em direc¢dao a populacdo seria sempre de
individuos ndo marcados, € a nossa estimativa do tamanho da populagdo permaneceria
valida para o tempo da recaptura (Pollock et al., 1990). Por outro lado, as mortes ou as
emigracgodes ocorridas ao acaso em relagdo aos individuos marcados e ndo marcados nao

afectam a estimativa do tamanho da populagdo na época de acasalamento.

Todos os animais tém a mesma probabilidade de serem capturados em todas as
amostras Se as fémeas permanecessem perto dos seus companheiros apds o
acasalamento, o tamanho da populagdo poderia ser seriamente subestimados por este
tipo de abordagem. De qualquer maneira, para afectar seriamente os nossos resultados,
as fémeas teriam de permanecer na proximidade dos seus companheiros até que os
embrides se desenvolvessem até ao estado em que foram analisados, sendo que
provavelmente varia entre alguns dias a duas semanas (Jones e Avise, 1997b). Até agora
so foi observada a fidelidade nos cavalos-marinhos (Vincent e Sadler, 1995), enquanto
as fémeas de S. abaster parecem mover-se aleatoriamente através de um habitat de ervas
marinhas durante a temporada de acasalamento (Vincent et al., 1994). E constata-se isso

quando se vé que uma fémea deposita os seus ovos no interior de varios machos.

4

As marcas ndo sdo perdidas ou esquecidas Essa suposicdo ¢ inteiramente
completamente satisfeita neste estudo, porque todas as fémeas adultas colectadas foram
genotipadas. Assim sendo, na nossa amostra ndo foi esquecida nenhuma das marcas

genéticas.

Uma vez que a estimativa ¢ de 47 fémeas na populacdo, e como foi observada uma
propor¢ao de 1:1 na relagdo existente entre fémeas e machos gravidos (27 fémeas na

amostra deste estudo), ¢ de se esperar uma populagao em idade reprodutiva formada por
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94 adultos (sendo 47 individuos de cada sexo). Cada macho gravido incuba em média
1,85 ninhadas (onde uma ninhada ¢ considerada um grupo de ovos de uma mae ¢ um
pai). Portanto, ¢ de se esperar que o numero total de ninhadas na populacdo a quando da
amostragem seja aproximadamente de 87, e o nimero médio de parceiros por fémea

pode ser 1,85 (obtido pela frac¢ao 87/47).
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4 CONCLUSOES

Este estudo realizado na Ria Formosa em Portugal, permitiu clarificar alguns
aspectos comportamentais dentro da espécie Syngnathus abaster, sendo que o0s

resultados indicam:

Entre os individuos amostrados ha fémeas monogamicas e poligamicas, pelo que

ficou comprovada a existéncia de multipla maternidade.

Os varios cruzamentos que ocorreram e a respectiva troca de material genético,
originaram uma alta diversidade genética, em uma &area geografica relativamente

pequena.

O sistema de acasalamento genético dessa populagdo ¢ poliginandrica, em que tanto
os machos como as fémeas frequentemente tém multiplos parceiros, durante uma tinica

gravidez masculina.

Na andlise do grau de parentesco chegou-se a conclusdo que o programa
CERVUS3.0® ndo ¢ adequado para analisar dados resultantes de uma amostra

relativamente pequena, como no caso do presente estudo.

O uso dos filtros do Excel evidenciou a importancia de se utilizar um maior nimero

de marcadores moleculares para a indicagdo da ascendéncia com exclusividade.
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6 ANEXOS

Tabela 3. Lista de individuos em fun¢ao de cada pai.
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Tabela 4. Lista de individuos em funcdo de cada mie.

MielD FilhoID Pailp - deMachos o e Filhos COMPrimento
Conhecidos (cm)
545 54
5414 54
25 " " 2 4 7,9
646 64
583 58
585 58
27 6436 64 3 5 8,2
677 67
678 67
32 6226 62 1 1 7,5
697 69
698 69
6910 69
6911 69
33 6912 69 1 9 7,7
6913 69
6914 69
6919 69
6922 69
5814 58
6232 62
34 o927 o 3 4 8,6
726 72
541 54
681 68
37 cale os 2 4 5,5
6819 68
38 693 69 1 1 6,0
582 58
6436 64
678 67
6712 67
42 6726 67 3 9 7,3
6727 67
6729 67
6731 67
6750 67
43 683 68 2 2 7.9
724 72
45 5814 58 1 1 5,7
47 582 58 4 11 6,2
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644 64
646 64
678 67
6712 67
6726 67
6727 67
6729 67
6731 67
6750 67
724 72
5413 54
5417 54
5423 54
5425 54
573 57
49 578 57 11 6,4
5712 57
5714 57
691 69
692 69
724 72
671 67
675 67
>0 6719 67 4 6.6
683 68
51 721 72 1 6,7
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Tabela 5. Solugdes necessarias ao processo de extraccdo de ADN

Tampao Extrac¢io (para 10 individuos)

2 ml EDTA 0,5M pH8

7,63 ml H,O Elix autoclavada
100 pl TRIS 1M pHS

250 ul SDS 20%

20 ul RNase (10 mg/ml)

50 pl PK (20 mg/ml)

Obs: Misturar tudo e manter a temperatura ambiente.

EDTA 10 mM (pH 8)

4,65 g de Dissodium ethilenediaminetetracetato. 2H,O (EDTA)
1000 ml H,O ultra pura

Obs: Misturar vigorosamente com o agitador magnético. Ajustar o pH a 8 com
NaOH (~0,5 g de NaOH em sal). Fazer aliquotas, autoclavar ¢ manter a
temperatura ambiente.

TRIS 10 mM (pH 8)

SDS 10%

44

1,36 g de Tris base (2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol)
800 ml H,O ultra pura
42 ml HCI

Obs: ajustar a 1000 ml com agua ultra pura, autoclavar e manter a temperatura
ambiente.

100 g de Dodecil sulfato de sddio (SDS)
900 ml H,O ultra pura

Obs: Misturar vigorosamente no agitador magnético a temperatura de 68°C até
a dissolucdo completa. Ajustar o volume a 1000 ml com H,O e manter a

temperatura ambiente.
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Tabela 6. Solugdes necessarias ao processo de Electroforese em gel de agarose

TAE 50X (Solu¢iio Stock)

o 242 g de Tris Base (2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol)
e 57,1 ml de Acido acético glacial
e 100 ml de 0,5M EDTA (pHS)

Obs: Ajustar o volume final a 1000 ml com H,O e manter a temperatura de 4°C.

TAE 1X (Concentracio de trabalho na electroforese)

e 20ml TAE 50X
e 980 ml H,O ultra pura

Obs: Manter a temperatura de 4°C.

Brometo de Etidio 10mg/ml (para Eletroforese)

e 1 gde Brometo de Etidio
e 100 ml H,O ultra pura

Obs: Agitar no Agitador magnético por algumas horas até que o pellet se

dissolva. Envolver o recipiente com papel de aluminio € manter num local escuro
a4°C.

Gel Red ™ 1:500 (para Eletroforese)

e 2 ul GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10.000X in DMSO
e 998 ul H,O ultra pura

Obs: Agitar no Agitador magnético até completa dissolu¢do. Envolver o
recipiente com papel de aluminio e manter num local escuro a 4 °C.
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