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Introducao

1. Comportamento social

O surgimento do comportamento social €, até hoje, uma questdo controversa na
Biologia Evolutiva e a selecdo de parentesco tem sido uma das principais teorias
utilizadas para explica-lo (Eberhard, 1975). De acordo com essa teoria, inicialmente
proposta por Hamilton (1964), acdes sociais sdo favorecidas pela sele¢do natural se
aumentam o fitness inclusivo do individuo que as realiza. Este é composto pelo fitness
direto - impacto das a¢es do individuo sobre sua propria aptiddo reprodutiva - e
indireto - impacto das aces do individuo sobre o sucesso reprodutivo do parceiro
social, multiplicado pelo coeficiente de parentesco entre ambos (Davies, Krebs & West,
1981). Dessa forma, a teoria de selecéo de parentesco pode explicar relagdes sociais no
nivel do individuo e tem como componentes principais a variagdo no fitness inclusivo
e 0 grau de parentesco entre os membros dos agrupamentos (Eberhard, 1975).

Sistemas sociais podem ter diferentes formas, desde simples agregados
efémeros de poucos individuos, até sociedades complexas (Raboski et al., 2012).
Apesar dessa diversidade, entre os vertebrados, a maior parte dos estudos tem focado
em comportamentos sociais complexos, exibidos por espécies de aves e mamiferos,
que normalmente requerem cuidado parental obrigatério e sdo mediados por pistas
visuais e acusticas (Clark et al., 2012; Davis et al., 2010). Assim, tem se priorizado o
conhecimento sobre a manutencédo e funcionamento das sociedades e ndo sobre o seu
surgimento (Raboski et al., 2012), de forma que estudar espécies que apresentam
sistemas sociais simples, facultativos e sem cuidado parental, como ocorre nos
Squamata, pode ser fundamental para a compreensédo da transicdo do modo de vida
solitario para a vida em sociedade (Davis et al., 2010).

2. Sistemas sociais em lagartos

Trabalhos que examinam a evolucgdo de agrupamentos sociais nos Squamata e,
especialmente, nos lagartos, foram deixados para tras por muitos anos, gracas a ideia
de que eles apresentariam sistemas sociais simples, com cuidado parental e cooperacao
limitados (Gardner et al., 2016) e com a formacdo de agrupamentos efémeros,

associados aos periodos de reproducdo ou de termo-regulagdo (Chapple & Keogh,
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2006). Porém, mesmo esses simples agrupamentos podem evoluir em direcéo a niveis
mais complexos de interacdo social (Amarello & Smith, 2012), podendo trazer
contribuicbes para o entendimento da passagem da vida solitaria para os sistemas
sociais (Gardner et al., 2016).

O estudo de sistemas sociais em lagartos comegou a receber mais atencao
gracas a descoberta de agrupamentos estaveis em algumas espécies, muitas vezes
compostos por individuos geneticamente aparentados (Chapple, 2003; Chapple &
Keogh, 2006; Davis, 2011; Masters & Shine, 2003; O’Connor & Shine, 2003; Rabosky
et al.,, 2012; Werner et al., 1987). Dentro da infra-ordem Gekkota, agrupamentos
sociais foram observados nas familias Spherodactylidae (de Oliveira, de Queiroz &
Mesquita, 2014), Gekkonidae (Cooper, Caffrey & Vitt, 1985; Kearney et al., 2001,
Meyer & Mouton, 2007) e Phyllodactylidae (Lima, Passos & Borges-Nojosa, 2011,
Righi, Galdino & Nascimento, 2004), mas foram descritos somente com base em
evidencias observacionais de campo, de forma gque a relacao genética entre os membros
ainda ndo é conhecida no grupo (Barry, 2010).

Os nucleos familiares sdo considerados a forma mais simples e comum de
agrupamento social e sdo caracterizados pela presenca de adultos e jovens aparentados
num mesmo local (Gardner et al., 2016; Masters & Shine, 2003). Apesar de serem
considerados comuns entre os lagartos, sua ocorréncia s6 foi comprovada até o
momento, através de estudos genéticos e moleculares, nas familias Scincidae e
Xantusiidae (Chapple, 2003; Davis, 2011; Davis et al., 2010).

3. Marcadores moleculares

A evolucdo das analises de maternidade e paternidade ocorreu de forma
concomitante ao surgimento e emprego de novos marcadores moleculares. Iniciando
nos anos 60 com o emprego de alozimas, a &rea passou por uma revolucdo com a
descoberta dos microssatélites (Tautz, 1989).

Os microssatélites permanecem até a atualidade como um dos principais
marcadores moleculares utilizados para analises de maternidade e paternidade por
diversos fatores: serem codominantes, possuirem alto nivel de polimorfismo,
obedecerem a uma heranca mendeliana e pelo fato de serem amplificados através
reacOes em cadeia da polimerase (PCR) (Davies, Krebs & West, 1981). Assim, 0

marcador de escolha para este trabalho foram os microssatélites.
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A utilizacdo destes marcadores € dificultada pela falta de sequéncias
disponiveis para organismos nao-modelo, além do alto custo de desenvolvimento e
dificuldades técnicas na criacdo das bibliotecas através das estratégias tradicionais de
clonagem (Kang, Han & Park, 2015). Com o surgimento das técnicas de
Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS), tais obstaculos estdo sendo superados,
levando a uma maior producdo de dados, por um custo mais baixo e de forma mais
rapida (Yu et al., 2011). Portanto, neste trabalho, optou-se pelo emprego de técnicas de
NGS para a criacdo de bibliotecas de microssatélites.

4. Técnicas empregadas em andlises de maternidade e paternidade

Tao importante quanto a escolha do marcador molecular adequado para o
sistema estudado é a escolha da técnica adequada de analise de maternidade e
paternidade. De acordo com Jones e colaboradores (2010), as técnicas disponiveis
atualmente podem ser divididas em seis categorias diferentes: (1) exclusdo; (2)
atribuicdo categérica; (3) atribuicdo fracionada; (4) modelos de probabilidade total; (5)
reconstrucdo parental e (6) reconstrucdo de grupos de irmaos.

Idealmente, com marcadores moleculares de alto poder de resolucdo e alto
polimorfismo e com uma amostragem adequada da populacdo, todas as técnicas
resultariam no mesmo cenario. Porém, erros de genotipagem, presenca de alelos nulos,
desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligacao entre os loci, além
de dificuldades técnicas na amostragem podem influenciar nos resultados obtidos
dependendo da técnica escolhida (Jones et al., 2010). Assim, é importante entender as
vantagens e limitacOes de cada técnica ao realizar as anlises.

A técnica de exclusdo é a mais antiga empregada em estudos de maternidade e
paternidade em espécies diploides (Jones & Arden, 2003). Partindo do pressuposto de
que pais e filhotes vao compartilhar pelo menos um alelo em cada loci utilizado
(Chakraborty, Shaw & Schull, 1974) qualquer incompatibilidade resulta em exclusao
do candidato da lista de possiveis pais. E uma técnica Gtil nos casos em que parentes
préximos dos filhotes estdo na lista de possiveis pais e quando o nimero de filhotes é
pequeno, menor do que 8-10 (Jones et al., 2010). Porém, problemas surgem quando
erros de genotipagem, alelos nulos e ocorréncia de mutagdes levam a excluséo de pais

verdadeiros. Assim, como uma tentativa de solucionar estas dificuldades, muitos
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programas exigem incompatibilidade de pelo menos dois alelos para excluir um
candidato (Jones & Arden, 2003).

Assim como a técnica de exclusdo, as técnicas de atribuicdo categorica e
fracionada sdo indicadas para 0s casos em que o0 objetivo € identificar a paternidade
e/ou maternidade de um grupo focal de filhotes, dada uma lista de candidatos
amostrados (Jones et al., 2010). E a principal técnica utilizada nos casos em que a
exclusdo ndo pode ser realizada, podendo acomodar erros de genotipagem e mutacoes
(Marshall et al., 1998; Kalinowski et al., 2007). A principal diferenca, no entanto,
reside na ideia de que diferentes gendtipos parentais possuem probabilidades diferentes
de gerar um gendtipo no grupo de filhotes (Meagher & Thompson, 1986). Por exemplo,
é muito mais provavel que um alelo apresentado pelo filhote tenha sido herdado de um
individuo que é homozigoto para este alelo do que de um individuo que é heterozigoto
(Jones et al., 2010). Através da utilizacdo de diferentes equacdes, um valor logaritmico
de probabilidade (“logarithm of the odds” ou LOD) € calculado a partir da raz&o entre
a probabilidade de um individuo ser o pai do filhote e a probabilidade de ambos 0s
individuos ndo serem relacionados geneticamente (Jones & Arden, 2013). Ap6s uma
analise de todos os possiveis gendtipos dos pais, cada candidato recebe um valor de
LOD e, aquele com maior valor, é indicado como o mais provavel pai ou mée do filhote
(Jones & Arden, 2013). Esta técnica pode ser utilizada em casos em que a mae é
conhecida e o objetivo é identificar o pai, quando o oposto é verdadeiro ou ainda
quando nenhum dos pais é conhecido a priori (Jones et al., 2010).

A diferenca entre a atribuicdo categorica e fracionada € que no primeiro método,
o filhote é atribuido para o mais provavel pai, enquanto que no segundo método o
filhote ¢ “dividido” entre todos os pais compativeis (Jones & Arden, 2013). Dessa
forma, enquanto a atribuicdo categdrica se aproxima mais a realidade bioldgica, pois
cada filhote tem somente um pai ou mae, a atribuicdo fracionada € util na estimativa de
proporcao de filhotes gerados por cada pai quando observamos a popula¢do como um
todo (Devlin et al., 1988).

Ao lado das técnicas de exclusao e atribui¢do, os modelos de probabilidade total
tém aparecido como uma opg¢do promissora. Este método, assim como a atribuicéo
fracionada, estima relacGes de maternidade e paternidade considerando a populagéo
como um todo e permite a insercdo de informacgdes ecoldgicas conhecidas a priori

sobre a espécie, como a localizacdo espacial dos individuos e dados comportamentais,
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como a existéncia de dominancia ou territorialidade (Hadfield, Richardson & Burke,
2006). A principal desvantagem desta técnica é justamente a necessidade de
informacdes sobre ecologia comportamental, que normalmente néo sédo conhecidas
para a maior parte das espécies estudadas. Assim, sua utilizacdo é indicada somente
para sistemas ja extensivamente estudados (Jones et al., 2010).

Por fim, as técnicas de reconstrucdo parental e reconstrucao de grupos de irmé&os
focam na utilizacdo do gendtipo da prole para inferir o gen6tipo dos pais. No primeiro
caso, a prole é amostrada em conjunto, o que permite, através de uma analise de alelos
compartilhados entre os filhotes, reconstruir o genotipo dos pais daquele grupo. Por
outro lado, a reconstrucdo de grupos de irmdos é adotada quando nenhum parental foi
amostrado e ndo é possivel reconhecer a priori se o grupo de filhotes é composto por
irmdos ou meio-irmé&os (Ashley et al., 2009). Estas técnicas sao indicadas em casos em
que ndo é possivel coletar adultos candidatos a paternidade e maternidade e se a prole

for formada por um grande numero de filhotes (Jones et al., 2010).

5. Considerac0es sobre a espécie de estudo: Gymnodactylus amarali

Dentre os membros da familia Phyllodactylidae, o género Gymnodactylus é
endémico da América do Sul. Sdo animais pequenos (cerca de 5 cm de corpo), em sua
maioria noturnos, terrestres, cripticos € possuem estratégia do tipo “senta-e-espera” de
predacdo (Vanzolini 1953, 1982). Dentre as espécies deste género, Gymnodactylus
amarali Barbour, 1925 (Figura 1), recentemente considerada um complexo de espécies
cripticas (Domingos et al., 2014), é caracteristica de campos rupestres espalhados pelo
Cerrado brasileiro. Se alimentam majoritariamente de cupins, além de pequenos
invertebrados, e as fémeas produzem normalmente 2 ovos por ciclo reprodutivo. Séo
geralmente encontrados em micro-habitats distintos, como dentro de cupinzeiros e sob

rochas ou troncos caidos e.



Figura 1: Individuo de Gymnodactylus amarali encontrado no interior de um

cupinzeiro na Estacdo Ecoldgica Serra Geral do Tocantins (EESGT). Foto tirada por

Mauro Teixeira Jr.

Em estudo recente, feito com duas populacdes de G. amarali, coletados na
Estacdo Ecoldgica Serra Geral do Tocantins (EESGT), descobriu-se que, na linhagem
de animais que habitavam o interior de cupinzeiros (Figura 1), ndo havia variacéo
genética para ambos os marcadores mitocondriais utilizados (Citocromo B e 168S),
indicando alta proximidade entre os individuos desse micro-habitat quando
comparados com os individuos de habitat rochoso das proximidades. Além disso, ap6s
sexagem e classificacdo do nivel de maturidade sexual, descobriu-se que, em cada
cupinzeiro, haviam pequenos grupos normalmente formados por machos e fémeas
sexualmente maduros e individuos jovens (Magalhdes, 2016). Dessa forma, este
trabalho procura dar continuidade a tais descobertas, investigando a possivel relacao
de paternidade e maternidade entre os membros desses agrupamentos, de forma inédita
na infra ordem Gekkota e na familia Phyllodactylidae.
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Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

Identificar microssatélites polimorficos para a especie Gymnodactylus amarali,
através de técnicas de sequenciamento de nova geracao;

Utilizando os marcadores encontrados, atribuir aos individuos juvenis os mais
provaveis pais dentro da populacéo;

Analisar a relacdo de maternidade e paternidade entre individuos encontrados
no interior de cada um dos cupinzeiros e entre individuos provenientes de

cupinzeiros distintos.
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Materiais e Métodos

1. Area e métodos de coleta

Os espécimes utilizados neste trabalho foram coletados entre 27 de janeiro e 4
de fevereiro de 2008, na porc¢do sul da Estacdo Ecologica Serra Geral do Tocantins
(EESGT), no municipio de Almas (TO) (Figura 2). Além deste, a EESGT engloba os
municipios de Ponte Alta do Tocantins, Mateiros e Rio da Conceicdo, no Tocantins, e
de Formosa do Rio Preto, na Bahia, totalizando uma éarea aproximada de 707 mil
hectares (ICMBIO). Em conjunto com outras Unidades de Conservagdo, a EESGT
compde o Corredor Ecologico da Regido do Jalapdo, integrando o maior conjunto de

areas protegidas no Cerrado (Cavalcanti & Joly, 2002).

Figura 2: Area de estudo na regido do Jalapdo. Simbolos vermelhos: pontos

amostrados; Simbolos Brancos: pontos de coleta de Gymnodactylus em areas rochosas,
Ponto Verde: ponto de coleta de Gymnodactylus em cupinzeiro, em campo tmido.

Os 43 individuos foram coletados através de coleta manual ativa no interior de
cupinzeiros encontrados em areas de solo arenoso, parcialmente exposto, proximas a
campos Umidos e veredas na regido sul da EESGT (Recoder et al., 2011), no ponto
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verde indicado no mapa. Os cupinzeiros amostrados foram numerados, identificando

0s animais encontrados em cada um (Tabela 1).

Figura 3: Visdo geral da vereda e campo Umido na &rea amostrada (topo), exemplos

de cupinzeiros amostrados (embaixo a esquerda) e galerias dos cupinzeiros expostas
onde os Gymnodactylus eram encontrados (embaixo a direita). Fotos tiradas por Mauro

Teixeira Jr.

Os exemplares foram eutanasiados com injecdo de lidocaina e amostras de
figado ou fragmentos da cauda foram coletados, preservados em etanol absoluto e
depositadas no Banco de Tecidos do Laboratério de Herpetologia do Instituto de
Biociéncias da Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo. Os animais foram entdo
preservados em formol 10%, transferidos para etanol 70% e incorporados a colegdo
herpetoldgica do mesmo laboratério.

Anélises morfoldgicas foram feitas, determinando o sexo de cada individuo
amostrado através da observagao da morfologia interna das gonadas. Além da presenga

dos orgaos reprodutivos, foi possivel a identificacdo da maturidade sexual dos
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individuos observando a presenca de testiculos desenvolvidos e tubulos seminiferos
enovelados nos machos e de foliculos vitelogénicos, corpora lutea ou ovos ovidutais

nas fémeas (Colli et al., 2003; Magalh&es, 2016).

Tabela 1. Registro do nimero de fémeas (F), machos (M) e juvenis (J) amostrados em cada cupinzeiro.

Cupinzeiro F M J
1 - 1 2
2 2 1 1
4 - - 2
5 1 - 3
6 1 1 1
7 1 1 1
8 1 1 1
9 3 2 1
10 - 1
12 1 1 2
13 1 2 -
14 2 1 1
15 1 1 1

2. Estudo Molecular

2.1. Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada utilizando o kit Wizard® Genomic DNA
Purification, Promega. Um fragmento do tecido de cada individuo foi retirado e
pressionado contra papel absorvente até a eliminagdo completa do etanol. Em cada tubo
contendo o tecido, foi adicionado 300ul de Solucdo de Lise Nuclear e 5ul de
Proteinase-K (20mg/ml). A mistura foi deixada em estufa a 65°C até a completa
digestdo dos tecidos. Depois, foi deixada para resfriar a temperatura ambiente e
adicionou-se 300ul de acetato de amodnia, sendo misturada em vortex logo em seguida.
Os tubos foram entdo colocados em gelo por 30 minutos e centrifugados a 13.000 rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo contendo 600ul de
Isopropanol e a mistura foi feita por inversdo. Novamente, o tubo foi colocado em
centrifuga por 10 minutos em velocidade maxima e o sobrenadante foi entdo
descartado. Adicionou-se ao tubo 600ul de etanol 70%, seguindo-se de mais uma

centrifugacdo de 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e a amostra foi deixada
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para secar a temperatura ambiente até estar completamente livre do etanol. Por fim,
adicionou-se 50pul de Solucéo de Reidratacdo de DNA em cada tubo. A quantificacédo
foi realizada em um espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Para as
reagdes de PCR o DNA de cada individuo foi diluido para a concentragéo de 20ng/pl.

2.2. ldentificacdo de loci de microssatélites a partir de sequenciamento de nova
geracao.

O servigo de sequenciamento de nova geracdo foi realizado pelo Centro de
Gendmica Funcional da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ)
da Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo. A qualidade do DNA dos individuos
coletados foi testada inicialmente através de eletroforese em gel de agarose 2% e
posteriormente foi realizada a quantificagdo do DNA com o equipamento Qubit
fluorometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Para a preparacdo da
biblioteca, 50 ng de DNA de um dos individuos (MTR14637) foi utilizado, de acordo
com o protocolo do kit Nextera DNA (lllumina). O sequenciamento foi realizado
utilizando o kit MiSeq v2 500 ciclos (Illumina, Inc., San Diego, CA) com
sequenciamento bi-direcional (paired-end; 2x250 ciclos).

Os dados obtidos foram analisados pelo Centro de Gendmica Funcional
utilizando o programa Real Time Analysis (fornecido pela Illumina), identificando as
bases nas imagens do sequenciamento e convertendo-as em sequéncias no formato
fastq. A cada base foi entdo assinalado um valor Phread de qualidade (Ewing & Green,
1998) e a avaliacdo inicial das leituras foi feita com o programa FastQC versao 0.11.5
(Andrews, 2010). A filtragem das sequencias de adaptadores e das bases com baixa
qualidade (qualidade minima de 10 e média minima de qualidade por leitura de 15) fo1
feita com o programa BBDuk, do pacote BBTools versaio 37.50
(http://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/). Por fim, leituras com menos de 75 pares de
bases e seus respectivos pares também foram excluidas da anélise, preservando o
pareamento correto do sequenciamento.

Para a montagem do rascunho do genoma da espécie, foi utilizado o software
MEGAHIT versao 1.1.2 (Li et al., 2015). As montagens foram feitas com tamanhos de
kmer de 21 a 71, em incrementos de 10, além de uma montagem com kmer de 75. Os
rascunhos intermediarios obtidos foram entdo condensados em um rascunho final do

genoma da espécie.
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A busca por sequéncias de microssatélites foi feita utilizando o programa MISA
versao 1.0 (Thiel et al., 2003) e os parametros utilizados foram repeti¢cdes perfeitas,
com pelo menos 7 repetigdes para di-nucleotideos, e 5 repeti¢des para tri-, tetra-, penta-,
hexa- e hepta-nucleotideos. Utilizou-se entdo o programa Primer3 versao 1.1.4 (Rozen
& Skaletsky, 2000) para desenhar primers flanqueando as regides identificadas.

Ao final das andlises foi obtido um total de 78.419 loci de microssatélites
perfeitos para a espécie, com 35.356 di-nucleotideos, 22.373 tri-nucleotideos, 19.131
tretra-nucleotideos, 1.093 penta-nucleotideos, 452 hexa-nucleotideos e 14 hepta-
nucleotideos. Destes, foi possivel o desenho de primers para um total de 42.521 loci,
distribuidos entre 17.496 di-nucleotideos, 14.370 tri-nucleotideos, 10.013 tetra-
nucleotideos, 536 penta-nucleotideos, 103 hexa-nucleotideos e somente 3 hepta-
nucleotideos.

A escolha de primers para genotipagem seguiu critérios recomendados por
Gardner e colaboradores (2011). Assim, foram priorizadas sequéncias com repetices
de di-nucleotideos, por serem altamente polimdrficos, ainda que normalmente
apresentem mais ruido em sequenciamento, e de tri-nucleotideos, que normalmente
apresentam menor ruido. Além disso, foram escolhidos produtos com tamanho
aproximado de 150 e 250 pares de bases, primers que tivessem alta propor¢do CG/AT
e ndo possuissem repeticdes de um nucleotideo em sua sequéncia. Foram inicialmente
sintetizados 23 pares de primers, sendo 14 de microssatélites com di-nucleotideos e 9

com tri-nucleotideos (Anexo 1).

2.3. Genotipagem dos individuos

Diversos experimentos de PCR foram realizados para a otimizacdo dos
protocolos de amplificacdo. Os testes iniciais foram feitos utilizando o DNA de dois
individuos da espécie (MTR 14641 e MTR 14651), em reacGes em gradiente de
temperatura variando de 54°C a 64°C, de acordo com as temperaturas sugeridas pelo
programa Primer3 verséo 1.1.4 (Rozen & Skaletsky, 2000).

O volume de reagéo foi de 10pl, contendo 5,375ul de agua Milli Q, 1l de DNA
(20 ng), 1l de tampéo, 0,75ul de MgCl> (2,5 mM), 0,5ul de DNTPs (2 uM), 0,5 ul de
primer M13 (5uM) marcado com fluorescéncia (FAM, HEX ou NED, Applied
Biosystem), 0,5ul do mix de primers (0,5uM do primer forward modificado com a
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cauda M13 e 5uM do primer reverse) e 0,125ul de Taq DNA Polimeras Recombinant
(Fermentas) (0,06 U).

O programa geral utilizado nos termocicladores foi de desnaturacédo inicial a
95°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos com 30 segundos de desnaturagéo a 95°C, 30
segundos de hibridacdo a temperaturas em gradiente, variando de 54°C a 64°C, 30
segundos de extensdo a 72°C e um ciclo de extensao final a 72°C por 15 minutos, com
a finalizagéo a 4°C.

Os resultados da PCR foram analisados atraves de eletroforese em gel de
agarose 2%, corados com GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotum). Reacdes que que
produziram com sucesso bandas limpas e do tamanho esperado foram repetidas
utilizando o DNA dos 43 individuos coletados e com a temperatura adequada.

Apos verificacdo da qualidade da PCR de todas as amostras em eletroforese em
gel de agarose 2%, foi feito o preparo para a genotipagem, acrescentando 8ul de uma
mistura contendo 7,9ul de formamida Hi-Di e 0,1l do marcador de peso molecular
GeneScan-500 ROX (Applied Biosystem) a aliquota de 2ul de cada uma das amostras
amplificadas diluidas. As amostras foram entdo analisadas no sequenciador ABI Prism
Genetic Analyser (3500) do Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias da
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo.

Os resultados obtidos a partir da genotipagem foram analisados utilizando o
programa Geneious 6.1. (https://www.geneious.com). Com o plugin Geneious
Microsatellite Plugin, especifico para analise de microssatélites, foi possivel identificar
visualmente o tamanho dos diferentes alelos dos loci testados. A partir destes valores,
foi manualmente montada uma tabela de gendtipos e erros na genotipagem foram
avaliados utilizando o programa MicroChecker 2.2.3 (van Oosterhout et al., 2004). O
teste de equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado no programa Genepop on the Web
4.7.5. (Raymond & Rousset, 1995; Rousset, 2008), com base na frequéncia de
heterozigotos esperada e observada. Também utilizando este mesmo programa foi
realizado o teste de ocorréncia de equilibrio de ligacao a partir da construcéo de tabelas

de contingencia para todos os pares de microssatélites.

3. Andlises de maternidade e paternidade
A técnica utilizada para a analise de maternidade e paternidade entre os

individuos de G. amarali foi escolhida com base no fluxograma apresentado por Jones
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e colaboradores (2010). A possibilidade de coletar individuos adultos que s&o
candidatos a paternidade e maternidade dos filhotes e 0 conhecimento limitado sobre a
ecologia comportamental da espécie, aliada a possibilidade de acomodar possiveis
erros de genotipagem, fazem com que a técnica mais adequada para a anélise de
maternidade e paternidade neste caso seja a atribui¢do categorica.

As andlises foram entdo conduzidas utilizando o programa CERVUS 3.0.7
(Kalinowski et al., 2007), que utiliza dados de marcadores co-dominantes, como
microssatélites, assumindo que a espécie seja diploide e que os marcadores sejam
autossdmicos e estejam em equilibrio de ligacdo. A partir dos gendtipos, foram entéo
realizadas trés andlises: frequéncia alélica, simulacdo de analise de maternidade e

paternidade e, finalmente, a prépria analise de maternidade e paternidade.

3.1. Andlise de frequéncia alélica

Com a analise de frequéncia alélica foi calculada a heterozigose esperada (Nei,
1987), contetdo de informacao polimorfica (P1C) (Botstein et al., 1980; Hearne, Ghosh
& Todd, 1992), probabilidade de ndo-exclusdo em casos em que um ou os dois
geno6tipos dos pais sdo desconhecidos (Jamieson & Taylor, 1997; Marshall et al., 1998)
e probabilidade de que o gendtipo em um locus ndo varie entre dois individuos ndo
relacionados e entre dois irmaos (Waits, Luikart & Taberlet, 2001). Usando como base
as frequéncias alélicas observadas e esperadas, foi calculada uma estimativa de

frequéncias de alelos nulos em cada um dos loci estudados (Summers & Amos, 1997).

3.2. Simulacio da analise de maternidade e paternidade

A simulag@o de analise de maternidade e paternidade realizada pelo programa
CERVUS 3.0.7 tem como objetivo estimar o poder de resolugdo dos loci estudados
com base nas frequéncias alélicas e estimar valores criticos de LOD de forma que a
confianca na identificacao das relagdes possa ser avaliada estatisticamente (Kalinowski
etal.,2007).

A simulacdo se inicia quando o arquivo de frequéncias alélicas gerado na
analise anterior € utilizado na gerac¢do de genotipos ficticios de um casal de pais e, por
heranga mendeliana, na geracao do gendtipo de seus filhotes. Além destes, uma série

de gendtipos de adultos nao relacionados também sao gerados.
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Os dados de genotipo de todos os individuos sao entdo alterados para acomodar
possiveis erros nos dados reais de genotipos da populagdo estudada ou mesmo na
propria amostragem destes animais na natureza. Os parametros que podem ser alterados
para acomodar estes erros sdo: numero de possiveis maes e pais dentro do total de
animais amostrados, propor¢ao de maes e pais amostrados na populagdo, considerando
que normalmente ndo ¢ possivel coletar 100% da populagdo na natureza, e proporcao
de loci com erros de genotipagem (Marshall ez al., 1998).

Na simulagao feita para os individuos de G. amarali, foram consideradas 14
possiveis maes e 13 possiveis pais, com base no nimero de animais de ambos o0s sexos
sexualmente maduros a época da coleta (Magalhaes, 2016). Além disso, levando em
conta o processo de coleta, o isolamento dos cupinzeiros na regido de estudo e o proprio
modo de vida destes animais, ¢ provavel que grande parte dos adultos desta populacao
tenham sido amostrados, assim a propor¢ao de maes e pais coletados utilizada na
simulagdo foi de 80%. Por fim, com relagdo a erros de genotipagem, foi utilizado o
valor padrao do programa (1%), considerando que em analise anterior, realizada no
programa MicroChecker 2.2.3 (van Oosterhout et al., 2004), nao foram indicados erros
nos loci utilizados.

Ap0s incluir as taxas de erro, o programa conduz uma série de andlises de
maternidade e paternidade, identificando o mais provavel casal de pais para cada filhote
ficticio, podendo ou ndo coincidir com o casal de pais verdadeiro. Os valores de LOD
sdo registrados e um valor critico ¢ determinado apos a comparagdo entre casos de erro
e acerto na identificagdo dos pais verdadeiros. Dessa forma, quando a anélise de
maternidade e paternidade for realizada com os dados reais, se um candidato possui um
LOD mais alto do que o valor critico estabelecido na simulagao, a relagdo de parentesco
pode ser determinada com 95% (critério rigoroso) ou 80% (critério relaxado) de
confianca (Marshall et al., 1998).

Além do LOD, o programa também utiliza o valor delta (A), que ¢ a diferenca
entre o valor de LOD entre o primeiro e o segundo candidato mais provavel a
paternidade/maternidade (Marshall ef al., 1998). Os valores de LOD e A variam de 999
para ambos, em caso de marcadores com baixo poder de resolugdo, a -999 para LOD
ou 0 para A, caso os marcadores possuam alto poder de resolucao (Kalinowski et al.,

2007).
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3.3. Andlise de maternidade e paternidade

Com os resultados da anélise de frequéncia alélica e das simulacdes realizadas,
foi feita a analise de identificacdo de possiveis pais dos 16 individuos juvenis de G.
amarali. Os adultos foram divididos de acordo com o0 sexo, com 14 fémeas e 13
machos, todos sexualmente maduros e considerados possiveis pais para os filhotes.

O programa realiza diversos tipos de analise de parentesco, como analise de
paternidade, maternidade ou a analise do casal de pais mais provavel para o filhote.
Esta é a mais indicada quando nenhum dos pais é conhecido a priori e, portanto, foi a
escolhida para o presente estudo.

Analisando cada filhote separadamente, o programa calcula o valor de LOD
para todos casais de possiveis pais. Se o valor for maior que o LOD critico calculado
na simulagdo, o filhote é atribuido ao casal. Se o valor de LOD ndo for alto suficiente,
significa que ndo € possivel realizar a atribuicdo com os niveis de confianca escolhidos
na simulacédo, de 95% e 80%. Os resultados podem incluir o mais provavel casal de
pais ou todos os pais com LOD positivo, ainda que este valor seja menor que o valor
critico estimado (Kalinowski et al., 2007).
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Resultados

1. Isolamento de microssatélites especificos e genotipagem dos individuos

Dentre os 23 loci de microssatélites selecionados para os testes de amplificagdo, 15
ndo puderam ser analisados devido a amplificagdo inespecifica ou inexistente para
todos ou alguns individuos. Entre os 8 microssatélites restantes, somente um foi
monomorfico (GD21) e os demais se mostraram polimorficos, contendo de 3 a 6 alelos

para 0s 43 individuos testados (Tabela 2).

Tabela 2. Primers especificos para a espécie Gymnodactylus amarali. Nome do microssatéite (Micro), unidade de
repeticdo, sequéncias dos primers, tamanho esperado do produto, fluor6foro utilizado, temperatura de hibridagdo
(Th) e nimero de alelos encontrados (Na).

Tamanho Fluoroforo  Th Na

Micro Repeticao Primers (5°-3°) do r()rclJ)(;Iuto
p
com (o U CSASCMICTACCCACTONGY p  PAM W9
oo (eme EIASIASIICOACACECTSES i MEX
coos ns LI SHCHATICCANCETCS MO w0
oo (1015 SCASCOACATICACOTTIOS e PAM 8T 3
O3 (1O 5 accacaatcecTICAGACOAs 2L P E
oo pon [IACECASGTICCOY M
oo (crop L SAISCIGNCSAONIGONCE S iy X e
oo ooy L3 UAISCCACATITACTES N W

As analises realizadas indicaram a presenca de erros de genotipagem no locus
GDO09, devido ao excesso significativo de homozigotos e alelos com somente uma
unidade de repeticdo de diferenga. Possivelmente os erros foram resultado de ruido
gerado no sequenciamento. Este locus, assim como os loci GD04 e GD08, mostraram-
se em desequilibrio de ligacéo e, portanto, foram retirados da analise. Assim, quatro
microssatélites especificos foram utilizados para as analises de maternidade e

paternidade.

2. Andlises de maternidade e paternidade



26

2.1. Andlise de frequéncia alélica

O namero de alelos identificados para os 43 individuos amostrados variou de 4
a 6 dependendo do locus, com uma média de alelos por locus de 4,75 nos quatro loci
utilizados. A heterozigosidade média esperada foi de 0,6430 e a média de contetdo de
informacao polimorfica foi de 0,5932 para todos os loci.

A analise indicou ainda a presenca de alelos nulos no locus GD07, com uma
frequéncia estimada de 0,1167. O programa trata a presenca de alelos nulos como se
fossem erros de genotipagem, sugerindo a ndo utilizacdo de um locus em caso de alto
valor de frequéncia de alelos nulos (> 0,05). Dessa forma, o locus GDO7 também foi
retirado das analises. Ao retirar este locus da analise de frequéncias alélicas, o numero
médio de alelos por locus passou para 5, a heterozigosidade média esperada e
observada passaram a ser 0,6320 e 0,6243, respectivamente, e a média de contetdo de
informacao polimorfica passou a ser 0,5847.

Com relacdo as probabilidades médias de ndo-excluséo, os resultados obtidos
foram: 43,71% de probabilidade de que o grupo de loci falhe na exclusdo de um
candidato a paternidade ou maternidade néo relacionado ao filhote; 20,46% de que o
grupo de loci falhe na exclusdo de um candidato, dado que o genotipo do parental do
sexo oposto é conhecido; e somente 6,73% de que o grupo de loci falhe na excluséo de
um casal de pais ndo relacionado ao filhote. Por fim, a probabilidade média de que os
loci falhem na diferenciacdo de dois individuos escolhidos ao acaso é de 0,5% e a
probabilidade média de que os loci falhem na diferenciacdo entre dois irmaos

selecionados ao acaso é de 11,04%.

Tabela 3. Resultado da analise de frequéncia alélica utilizando o programa CERVUS 3.0.7. Nome do
microssatélite (Micro), nimero de alelos (Na), heterozigosidade esperada (He), heterozigosidade observada (Ho),
contetido de informacéao polimdrfica (PIC), probabilidade média de ndo-excluséo de um candidato a
paternidade/maternidade que ndo seja relacionado ao filhote (NE-1P), probabilidade média de ndo-exclusdo de um
candidato ndo relacionado, dado que o gendtipo do segundo parental é conhecido (NE-2P), probabilidade média
de ndo-exclusdo de um casal de pais ndo relacionado ao filhote (NE-PP), probabilidade média de néo-
diferenciacao entre dois individuos selecionados ao acaso (NE-I) e probabilidade média de ndo-diferenciacéo entre
dois irmos selecionados ao acaso (NE-SI).

Micro  Na He Ho PIC NE-1P NE-2P NE-PP NE-I NE-SI

GD13 4 0,6711 0,6512 0,6044 76,21% 60,07% 43,14% 13,23% 46,14%

GD14 5 04651 0,4419 0,4380 88,30% 72,20% 54,49% 31,36% 59,85%

GD15 6 0,7598 0,7674 0,7116 64,97% 47,18% 28,67% 10,13% 39,99%

Média 4,75 0,6320 0,6243 05847  43,71% 20,46% 6,73% 0,5% 11,04%
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2.2. Simulacéo de analise de maternidade e paternidade

A simulacdo de analise de maternidade e paternidade foi feita com os loci
GD13, GD14 e GD15 e foram realizadas 100.000 simulacGes de testes de paternidade.
Considerando um nivel de confianca de 95% na determinacdo dos verdadeiros pais, 0
valor critico de LOD deve ser no minimo 9,99 para o casal. Ou seja, para que dois
adultos sejam considerados como os verdadeiros pais do filhote, com 95% de
confianga, o valor de LOD do casal deve ser maior que 9,99 apos andlise com os
genotipos reais dos filhotes amostrados da espécie. Se o nivel de confianca na
determinacéo dos pais for de 80%, o valor critico desce para 7,55. Com relacao ao valor
critico de delta, considerando-se 95% de confianca, o valor foi de 6,94 e, considerando-
se 80% de confianga, o valor foi 4,79.

Entre os 100.000 testes de paternidade simulados, somente 15 resultaram na
identificacdo correta dos pais levando em conta um nivel de confianca de 95%. Ao
reduzir o nivel de confianca para 80%, o nimero de identificacdes corretas subiu para
683. No entanto, para cerca de 99% dos testes nao foi possivel identificar os pais do
filhote.

2.3. Andlise de maternidade e paternidade

No total, 267 casais obtiveram um valor de LOD positivo (Anexo 2) e, portanto,
ndo foram excluidos como possiveis pais dos filhotes. O nimero de possiveis pais
variou de 1 a 57 entre os filhotes: para o filhote MTR14605, coletado no cupinzeiro
numero 4, somente um casal de pais aparece com valor de LOD positivo, enquanto que
para o0 filhote MTR14609, coletado no cupinzeiro 2, foram encontrados 57
possibilidades (Tabela 4).
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Tabela 4. Nimero total de casais com valor de LOD positivo mantidos como possiveis pais dos filhotes
identificados. Identificacdo dos filhotes (Filhote 1d.) e nimero total de casais com LOD positivo.

Filhote Id. Numero total de casais com LOD positivo
MTR 14610 6
MTR 14611 4
MTR 14609 57
MTR 14605

MTR 14607

MTR 14637

MTR 14639

MTR 14640 44
MTR 14643 23
MTR 14645 18
MTR 14649 36
MTR 14656 21
MTR 14698 24
MTR 14700 5
MTR 14709 12
MTR 14805 2

Na lista de possiveis pais (Anexo 2), foram identificados alguns casais que eram
do mesmo cupinzeiro que os filhotes, como no caso dos filhotes MTR 14609, MTR
14643, MTR 14649 e MTR 14646. Em outros casos, somente candidatas a maternidade
eram provenientes do mesmo cupinzeiro e, no caso do filhote MTR14611, um dos
candidatos a paternidade também foi coletado no mesmo cupinzeiro. No entanto, para
oito filhotes, os adultos que viviam no mesmo cupinzeiro foram excluidos da lista de
possiveis pais. Além disso, para todos os filhotes também foram indicados possiveis
pais que eram de outros cupinzeiros (Tabela 5).
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Tabela 5. Distribuigdo dos candidatos a maternidade e paternidade de cada filhote em relacéo ao cupinzeiro onde
foram coletados.

c':gggggt)agea N””?e“’ de\ cgr?(ri?gerl(t)ogeé N"J”.‘em de\

; candidatas a . candidatos a

Filhote Id. maternidade maternidade paternidade paternidade

encontrad_as no encontradas em encontradgs no encontrados em
MESMO CUpINZEIro outros cupinzeiros MESMO CUPINZEIro outros cupinzeiros
que o filhote que o filhote

MTR 14610 0 6 0 1
MTR 14611 0 2 1 1
MTR 14609 2 10 1 9
MTR 14605 0 1 0 1
MTR 14607 0 3 0 1
MTR 14637 1 0 0 3
MTR 14639 0 2 0 7
MTR 14640 0 9 0 7
MTR 14643 1 6 1 4
MTR 14645 0 6 0 3
MTR 14649 1 5 1 6
MTR 14656 1 6 2 2
MTR 14698 1 8 0 4
MTR 14700 0 1 0 1
MTR 14709 1 5 0 2
MTR 14805 0 2 0 1

No entanto, utilizando os trés microssatélites obtidos, ndo foi possivel verificar
com 95% ou 80% de confianca a paternidade ou maternidade dos individuos estudados,

pois o valor critico de LOD ndo foi atingido por nenhum casal.



30

Discussao

1. Identificagdo de microssatélites especificos através de NGS

A utilizacdo de técnicas de Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS) tem
revolucionado o campo da ecologia molecular, permitindo o desenvolvimento de forma
mais rapida e barata de diferentes marcadores utilizados nessa area de conhecimento.
A combinacéo do elevado numero de dados obtidos e de analises de bioinformatica tem
diminuido o tempo de laboratério na montagem de bibliotecas de microssatélites
(Gardner et al., 2011).

Em estudo realizado por Lance e colaboradores (2013) com 32 espécies de seis
filos diferentes, foi encontrada uma média de 128 mil loci de microssatélites utilizando
técnicas de NGS. Com relacdo aos répteis estudados pelos autores (Lampropeltis
getula, Sceloporus getula e Batagur trivittata) a média aproximada de loci encontrados
foi de 135 mil, com numeros variando de 245 mil loci para a serpente Lampropeltis
getula e 22 mil loci para o queldnio Batagur trivitatta. O nimero de microssatélites
encontrados para a espécie Gymnodactylus amarali neste trabalho, de
aproximadamente 78 mil loci, estd em consonancia com estes altos valores.

Este numero é em parte reduzido quando consideramos somente loci para 0s
quais os programas utilizados conseguem identificar primers nas regides flanqueadoras
(Gardner et al., 2011). Assim, a partir dos 78 mil loci descobertos foram desenhados
primers para um total de 42.521 loci. No entanto, ao contrario do que foi verificado por
Gardner e colaboradores (2011), o numero de loci para os quais foi possivel o desenho
de primers foi maior no caso de microssatélites com repeti¢bes de di-nucleotideos do
que para microssatélites com tri-, tetra- ou penta-nucleotideos.

Entre os 23 microssatélites escolhidos inicialmente para a genotipagem, 15 nao
puderam ser utilizados devido a amplificacdo inespecifica ou inexistente de todos ou
alguns dos individuos amostrados. Como discutido por Gardner e colaboradores
(2011), entre os passos de identificacdo dos loci de microssatélites e a selecéo final de
microssatélites polimérficos para uma espécie, ha um grande esforco laboratorial de
testagem e um alto nimero inicial de microssatélites € necessario.

O numero elevado de microssatélites e primers obtidos através de técnicas de
NGS implica na necessidade dos pesquisadores em priorizar certos critérios para

escolher quais loci serdo levados adiante nas analises (Gardner et al., 2011). Um dos
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aspectos importantes para essa escolha é a prépria utilizacdo de diferentes classes de
repeticdes, uma vez que cada classe possui vantagens e desvantagens especificas. No
presente trabalho, priorizou-se a utilizacdo de di- e tri- nucleotideos, devido ao alto teor
de polimorfismo e menor ruido na analise dos gendtipos, respectivamente. Porém,
como previsto por Gardner e colaboradores (2011), a genotipagem de di-nucleotideos
foi mais trabalhosa devido ao grande ruido nos sequenciamentos, possivelmente
levando a erros de genotipagem, como foi identificado para o locus GD09, que foi
excluido das anélises. Em relacdo aos microssatélites com repeticdes de tri-
nucleotideos, quando amplificados com sucesso para os individuos, a identificacdo dos
alelos foi mais facil, contando com menor nivel de ruido, mas foi também identificado
um locus monomdrfico (GD21), ilustrando o menor polimorfismo em microssatélites
desta classe. Para futuras andlises na espécie G. amarali, uma possibilidade é a
utilizacdo de microssatélites com repeticGes de tetra-nucleotideos, apontados como

altamente polimorficos e com alelos facilmente identificaveis (Gardner et al., 2011).

2. Desequilibrio de ligacao

Entre os 8 microssatélites que foram amplificados com sucesso para todos 0s
individuos, os loci GD04, GD08 e GDO09 exibiram evidencias significativas de
desequilibrio de ligacdo. Quando ocorre a ligacdo fisica entre os loci, ha uma reducgédo
no grau de variabilidade genética e, portanto, usa-los em analises de maternidade e
paternidade diminui a probabilidade de exclusao de alguns individuos, prejudicando a
atribuicdo correta de pais entre os filhotes (Chakraborty & Hedrick, 1983). Além disso,
os programas de andlise de maternidade e paternidade que empregam técnicas de
atribuicdo categdrica, como o programa CERVUS 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007),
assumem que os loci analisados estdo em equilibrio de ligagdo. Como poucos loci sdo
utilizados em analises com microssatélites, ha uma baixa probabilidade de que eles
estejam ligados entre si, portanto os pesquisadores normalmente assumem que ha
equilibrio de ligacdo na utilizacdo dos diferentes programas. No entanto, diversos
estudos tém mostrado a ocorréncia de desequilibrio de ligacdo em diferentes espécies
(Ardrenetal., 1999; Jones et al., 1998; Nagarajan et al., 2009; Sherrington et al., 1991),
indicando a importancia de testes de ocorréncia de desequilibrio entre os
microssatélites estudados antes de partir para analises de maternidade e paternidade.

Como sugerido por Jones e Ardren (2003), como os programas atualmente disponiveis



32

ndo acomodam casos de desequilibrio de ligacdo entre os marcadores utilizados, 0 mais

indicado é excluir loci com evidéncias de desequilibrio das analises.

3. Alelos nulos

Outra questao extensivamente abordada em analises utilizando microssatélites
é a presenca e o impacto do emprego de loci contendo alelos nulos. Alelos nulos séo
alelos que ndo sdo amplificados em PCR e podem ser causados por (1) falha na
hibridacdo gracas a divergéncias entre os primers desenhados e o DNA estudado, (2)
amplificacdo diferencial entre alelos de diferentes tamanhos, pois alelos menores
normalmente sdo amplificados de forma mais eficiente do que alelos maiores, fazendo
com que em heterozigotos somente o menor alelo seja amplificado e, por fim, (3) pela
baixa qualidade ou quantidade de DNA disponivel dos espécimes estudados (Dakin &
Avise, 2004). Na prética, a presenca de alelos nulos gera discrepancias na frequéncia
alélica da populacéo, pois o alelo de individuos homozigotos pode nao ser amplificado
e heterozigotos passam a ser identificados erroneamente como homozigotos. Em
andlises de maternidade e paternidade, gracas a tais erros de genotipagem produzidos,
a recomendacao geral € a ndo utilizacdo de loci com suspeita de alelos nulos, pois gera-
se um aumento na probabilidade de exclusdo de verdadeiros pais (Carlsson, 2008).

O principal método utilizado na identificacdo de possiveis alelos nulos, também
empregado pelo programa CERVUS 3.0.7 (Kalinowski et al., 2007), utilizado neste
trabalho, é a identificacdo de excesso de homozigotos na populacgéo através de desvios
no Equilibrio de Hardy-Weinberg. No entanto, outros fatores bioldgicos podem causar
0s desvios observados, como consanguinidade, selegdo e estruturagcdo populacional
(Dakin & Avise, 2004). Uma solucdo empregada para determinar com mais confianga
a presenca de alelos nulos é o estudo genético de grupos familiares para os quais ha
evidencia observacional de maternidade e paternidade (McCoy, Jones & Avise, 2001).
Infelizmente, ndo ha evidéncias desse tipo para a populacdo de G. amarali estudada,
de forma que a certeza sobre a ocorréncia de alelos nulos entre os loci analisados néo
é garantida. Diante desta incerteza e da recomendacdo dos proprios autores do
programa CERVUS, de exclusdo de loci com alta frequéncia de alelos nulos (>0,05),
optou-se pela exclusdo do locus GDO7 das analises.

Em futuros estudos seria interessante desenhar novos pares de primers para este

locus de microssatélite, de forma tentar alcangar as frequéncias alélicas esperadas em
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caso de Equilibrio de Hardy-Weinberg. Caso isso seja possivel, também seria
importante sequenciar esse trecho para identificar o que causou o alelo nulo em
primeiro lugar. De acordo com revisdo feita por Dakin e Avise (2004), somente cerca
de 3% dos trabalhos publicados que identificaram a ocorréncia de alelos nulos chegou
a investigar as bases moleculares para seu surgimento, como ocorréncia de delecdes ou

substituicdes entre pares de base.

4. Andlises de maternidade e paternidade entre individuos de Gymnodactylus
amarali

Apesar do sucesso em caracterizar trés loci de microssatélites polimérficos e da
baixa probabilidade média de ndo exclusdo de um casal de pais ndo relacionados ao
filhote (6,73%), ndo foi possivel atribuir com os niveis pré-determinados de confianca
(80% e 95%) a paternidade e maternidade dos juvenis de G. amarali. Nenhum dos pares
de pais formados durante a analise superou o valor critico de LOD (9,99) estimado
durante a simulagdo de anélise de maternidade e paternidade.

A incerteza na determinacdo dos pais € evidente quando se observa a lista de
casais que obtiveram um valor de LOD positivo e que, portanto, ndo foram excluidos
como possiveis pais. Para alguns filhotes, como MTR 14609, MTR 14640 e MTR
14649 existem, respectivamente, 57, 44 e 36 casais para 0s quais pode ser atribuida a
paternidade/maternidade. Enquanto isso, para o individuo MTR 14605, por exemplo,
somente um casal ndo foi excluido como possibilidade. Dessa forma, pode-se concluir
gque um numero maior de loci de microssatélites polimorficos é necessario para a
identificacdo com maior confianca dos pais dos filhotes.

Entre os possiveis pais, foram observados casos em que os casais de adultos e
o filhote em questdo viviam no mesmo cupinzeiro, como para os filhotes MTR 14609
(cupinzeiro 2), MTR 14643 (cupinzeiro 6), MTR 14649 (cupinzeiro 8) e MTR 14656
(cupinzeiro 9). Porém, para a maior parte dos filhotes, os adultos que viviam no mesmo
cupinzeiro ndo apareceram na lista de possiveis pais, sugerindo a possibilidade de
existirem outros motivos além da selecdo de parentesco para a formacéo de grupos na
espécie.

Em estudo publicado por Kearney e colaboradores (2001), explicacdes de
origem abidtica, como utilizacdo de reflgios contra alteracdes de temperatura, e

explicacbes bidticas, como abundancia de alimentos, prote¢do contra predadores e



34

atracdo entre individuos da mesma espeécie, foram levantadas como possiveis motivos
para o agrupamento de individuos verificado na infra-ordem Gekkota.

Apesar da hipotese inicial de que os individuos encontrados no mesmo
cupinzeiro durante a coleta sejam realmente grupos de mées, pais e filhotes, existem
outras alternativas para explicar alguns dos resultados obtidos. Uma delas é de que
tanto jovens como adultos podem se mover entre cupinzeiros. Esta hipoOtese esta de
acordo com o estudo feito por Mesquita e colaboradores (2006), no qual individuos de
Gymnodactylus amarali foram capturados em cercas-guia que eram monitoradas
durante as primeiras horas da manhd, sugerindo uma movimentacdo dos animais do
lado de fora de cupinzeiros, especialmente durante a noite.

Com a caracterizacdo de um maior nimero de marcadores de microssatélites e
um incremento no conhecimento atual sobre a ecologia comportamental da espécie,
com observacdes ao longo de todo o ano e técnicas de marcagdo e recaptura, sera
possivel no futuro testar a hipotese de formacdo de grupos estaveis em G. amarali,

assim como verificar a composi¢do genética desses grupos.
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Conclusoes

O presente trabalho permitiu concluir que:

As técnicas de Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS) podem ser
empregadas com sucesso para a identificacdo de loci de microssatélites
polimorficos para espécies ndo-modelo.

Apesar do grande namero de loci obtidos através das técnicas de NGS, em
muitos casos a amplificacdo ndo ocorre ou ocorre de forma inespecifica. Além
disso, a suposicao de que microssatélites estdo em equilibrio de ligacdo nao foi
verificada para parte dos loci estudados, de forma que a ocorréncia de
desequilibrio deve ser sempre testada.

Na atribuicdo categorica, foram observados casos em que os candidatos a
paternidade e maternidade, assim como o filhote, viviam no mesmo cupinzeiro.
Porém, para a maior parte dos casos, 0s adultos que viviam no mesmo
cupinzeiro ndo apareceram na lista de possiveis pais, sugerindo a possibilidade
de existirem outros motivos além da selecdo de parentesco para a formacao de
grupos na espécie.

Para que a atribuicdo categdrica de mées e pais dos filhotes seja realizada com
maior nivel de confianca (95% ou 80%), ha a necessidade de um maior nimero

de microssatélites polimoérficos para a espécie estudada.
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Resumo

Sistemas sociais podem variar desde simples agregados efémeros de poucos
individuos até sociedades complexas e a selecdo de parentesco € uma das principais
teorias utilizadas para explica-los.

Em estudo recente, feito com populaces de Gymnodactylus amarali coletadas
na Estacdo Ecoldgica Serra Geral do Tocantins (EESGT), descobriu-se a formacéo de
pequenos grupos no interior de cupinzeiros, normalmente compostos por machos e
fémeas sexualmente maduros e individuos jovens. Dessa forma, os objetivos deste
trabalho foram atribuir aos filhotes os mais provaveis pais dentro da populacéo e
analisar a relacdo de maternidade e paternidade entre individuos encontrados no interior
de cada um dos cupinzeiros e entre individuos provenientes de cupinzeiros distintos.
Para isso, foram empregadas técnicas de Sequenciamento de Nova Geragdo na
construcdo de biblioteca de microssatélites para a espécie.

O genoma de um individuo foi parcialmente sequenciado utilizando a
plataforma MiSeq v2 (lllumina) e, ao final das analises, foi obtido um total de 42.521
loci de microssatélites perfeitos para os quais puderam ser desenhados primers. Destes,
foram sintetizados 23 pares de primers, sendo 14 de repeticdes de di-nucleotideos e 9
de repeticdes de tri-nucleotideos. Entre estes, quinze ndo puderam ser analisados
devido a amplificacdo inespecifica ou inexistente, um foi monomérfico e quatro foram
excluidos devido a presenca de desequilibrio de ligacdo, indicios de erros de
genotipagem ou alta frequéncia de alelos nulos.

Trés microssatélites se mostraram polimérficos e foram utilizados na
genotipagem dos 43 individuos amostrados. Apesar da baixa probabilidade média de
ndo excluir um casal de pais ndo relacionados ao filhote (6,73%), ndo foi possivel
atribuir com os niveis pre-determinados de confianca (80% e 95%) a paternidade e
maternidade dos jovens. Apds a analise, entre os casais que apareceram na lista de
possiveis pais, foram observados casos em que os trés individuos viviam no mesmo
cupinzeiro. No entanto, para a maior parte dos agrupamentos, os adultos que viviam no
mesmo cupinzeiro que os filhotes ndo apareceram como possiveis pais, indicando a

possibilidade de outras explicagdes para a formagéo de grupos na espécie.
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Abstract

Social systems might range from simple, transient groups composed by few
individuals to complex societies, and kin selection is one of the main theories used to
explain them.

In recent study on Gymnodactylus amarali’s populations, sampled at Estacdo
Ecoldgica Serra Geral do Tocantins (EESGT), small groups of individuals, composed
by sexually mature males and females as well as juveniles, were found inside termite’s
nests. With that said, the main goals of this work is assign the offspring to to the most
likely parents within the population and analyze the maternity and paternity
relationships between individuals found in the same termite’s nest, as well as between
individuals from different nests. To achieve these goals, next-generation sequencing
technology was used to develop a microsatellite-enriched library for the species.

The partial genome of one individual was sequenced using the lllumina MiSeq
platform, resulting in a total of 42.521 perfect microsatellite loci for which primers
could be design. Among these, 23 primer pairs were design for microsatellite sequences
amplifications, being 14 for di-nucleotides and 9 for tri-nucleotides. Fifteen of those
could not be used due to problems during the amplification process, one showed no
signs of polymorphism and four were excluded from the analysis due to linkage
disequilibrium, genotyping errors or high frequency of null alleles.

Three microsatellite loci showed polymorphism and were successfully scored
in all 43 individuals. Even though they showed a low average probability that this set
of loci will not exclude a pair of unrelated candidate parents from parentage of an
arbitrary offspring (6,73%), the parentage assignment could not be achieved under the
pre-determined levels of confidence (80% e 95%). After the analysis, among the
couples that appeared in the list as possible parents, there were cases where the trio
(male, female and offspring) lived in the same termite’s nest. However, for most
groups, the adults that lived in the same nest as the offspring did not appear in the list
as possible parents, suggesting other reasons besides kin selection as an explanation for

the group formation in the species.
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Anexo 1. Primers especificos da espécie Gymnodactylus amarali, desenvolvidos a partir de sequenciamento de
préxima geracdo. ldentificacdo do microssatélite (Micro.), unidade de repeti¢do, sequéncias dos primers e
tamanho esperado do produto em pares de base.

Micro. Repeticao Primers (5°-3°) Tamanho do produto (bp)
con o L ASeCsoecIescoTer
oo cnn Ly SAATAecTeRctoceres
GD03  (CA4 3 TTACGAGGGCTGGATCTGACS 120
oo LIS
oo qone L3 AScceRcTAcAccomce
oo o §5 SICASTIOATSRCeeAe
omome ISR,
cos o L3 SercemATIccacere )
oo o 5 SCASceeTIeeeTTe)
O -
GO M2 3 CCAACAATGCATGACTGGAG. 27
o om L3 Teoscccmiemancics,
GO (TON7 i A CCAGAATCOCTTCACACOAS 21
cou  pom  §3ACTeCRmocATISccce
GDIS  (CTOW i AGGATACATOCOOTICOAAGS 129
oo crow k3 CoATICTAACCGCTITOAG
o oLy SCANTACeCTAGCCTCTen
oo i L ISCMCTOMISMIICOCR]
oo (acomz L J SAACSOCATCACATACAAG S
GO (ACDM i ACGOTCATOCAGTCTACAS: 228
com oop & 3 CACATCOCCACCATITACTS
GDZ2  (AGDI2 i CNaCCATICATGAGCTTG S 226
GD23 (ATC)14 E: 5>-TGCAGAAAGTCCCAGGTTCT-3’ 224

: 5-ACCTACTGGCTGGTCCTTCA-3’
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Anexo 2. Lista de filhotes e possiveis pares de pais com valores de LOD positivo. Identificagdo dos filhotes

(Filhotes 1d),

identificagdo das fémeas candidatas a maternidade (Fémeas Id), identificacdo dos machos

candidatos a paternidade (Machos Id), nimero dos cupinzeiros onde cada individuo foi identificado (N. do
cupinzeiro) e valor de LOD para o trio composto por filhote, mée e pai (LOD).

Filhotes Id. cu;,)\liﬁ(:giro Fémeas Id. cu;l)\:h(zjgiro Machos 1d. cu;’)\:hg:iro LOD

MTR 14610 1 MTR 14807 15 MTR 14711 14 3.20E+14
MTR 14610 1 MTR 14651 8 MTR 14711 14 4,87E+13
MTR 14610 1 MTR 14708 14 MTR 14711 14 4,87E+13
MTR 14610 1 MTR 14658 9 MTR 14711 14 4,87E+13
MTR 14610 1 MTR 14710 14 MTR 14711 14 4,87E+13
MTR 14611 1 MTR 14708 14 MTR 14606 1 1,83E+14
MTR 14611 1 MTR 14708 14 MTR 14691 10 1,49E+14
MTR 14611 1 MTR 14701 12 MTR 14606 1 1,13E+14
MTR 14611 1 MTR 14646 MTR 14691 10 1,056+14
MTR 14611 1 MTR 14655 9 MTR 14693 2.20E+13
MTR 14611 1 MTR 14703 13 MTR 14693 2.27E+13
MTR 14611 1 MTR 14613 2 MTR 14693 2.27E+13
MTR 14611 1 MTR 14604 2 MTR 14693 2.27E+13
MTR 14611 1 MTR 14807 15 MTR 14705 13 3,86E+12
MTR 14609 2 MTR 14703 13 MTR 14608 2 3.75E+14
MTR 14609 2 MTR 14604 2 MTR 14608 3.75E+14
MTR 14609 2 MTR 14613 2 MTR 14608 3.75E+14
MTR 14609 2 MTR 14604 2 MTR 14806 15 3,08E+14
MTR 14609 2 MTR 14613 2 MTR 14806 15 3,08E+14
MTR 14609 2 MTR 14703 13 MTR 14806 15 3,08E+14
MTR 14609 2 MTR 14655 9 MTR 14806 15 3,07E+14
MTR 14609 2 MTR 14646 7 MTR 14641 6 3,07E+14
MTR 14609 2 MTR 14613 2 MTR 14650 8 3,06E+14
MTR 14609 2 MTR 14604 2 MTR 14650 8 3,06E+14
MTR 14609 2 MTR 14703 13 MTR 14650 8 3,06E+14
MTR 14609 2 MTR 14658 9 MTR 14608 2 3,06E+14
MTR 14609 2 MTR 14710 14 MTR 14608 2 3,06E+14
MTR 14609 2 MTR 14703 13 MTR 14705 13 2.38E+14
MTR 14609 2 MTR 14613 2 MTR 14705 13 2.38E+14
MTR 14609 2 MTR 14604 2 MTR 14705 13 2.38E+14
MTR 14609 2 MTR 14613 2 MTR 14704 13 2.38E+14
MTR 14609 2 MTR 14604 2 MTR 14704 13 2.38E+14
MTR 14609 2 MTR 14703 13 MTR 14704 13 2.38E+14
MTR 14609 2 MTR 14642 6 MTR 14608 2.38E+14
MTR 14609 2 MTR 14710 14 MTR 14650 2.38E+14
MTR 14609 2 MTR 14658 MTR 14650 2.38E+14
MTR 14609 2 MTR 14655 MTR 14705 13 1,70E+14
MTR 14609 2 MTR 14642 MTR 14650 8 1,70E+14
MTR 14609 2 MTR 14658 MTR 14704 13 1,69E+14
MTR 14609 2 MTR 14710 14 MTR 14704 13 1,69E+14
MTR 14609 2 MTR 14710 14 MTR 14705 13 1,02E+14
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Cont. Anexo 2. Lista de filhotes e possiveis pares de pais com valores de LOD positivo. Identificacdo dos filhotes

(Filhotes 1d),

identificagdo das fémeas candidatas a maternidade (Fémeas Id), identificacdo dos machos

candidatos a paternidade (Machos Id), nimero dos cupinzeiros onde cada individuo foi identificado (N. do
cupinzeiro) e valor de LOD para o trio composto por filhote, mée e pai (LOD).

Filhotes Id. Cur’)\'ih‘:gim Fémeas Id. cu;l)\:h(zjgiro Machos 1d. cu;’)\:hggiro LOD

MTR 14609 2 MTR 14658 9 MTR 14705 13 1,02E+14
MTR 14609 2 MTR 14642 6 MTR 14704 13 1,01E+14
MTR 14609 2 MTR 14642 6 MTR 14705 13 3.43E+13
MTR 14609 2 MTR 14694 9 MTR 14641 6 2,09E+13
MTR 14605 4 MTR 14646 7 MTR 14711 14 1,12E+14
MTR 14605 4 MTR 14646 7 MTR 14699 12 1,03E+14
MTR 14607 4 MTR 14651 8 MTR 14606 1 3,156+13
MTR 14607 4 MTR 14651 8 MTR 14704 13 3,13E+12
MTR 14637 5 MTR 14638 5 MTR 14691 10 2,01E+14
MTR 14639 5 MTR 14646 7 MTR 14711 14 3,626 +14
MTR 14639 5 MTR 14651 8 MTR 14711 14 3,62E+14
MTR 14639 5 MTR 14651 8 MTR 14699 12 3.61E+14
MTR 14639 5 MTR 14651 8 MTR 14608 2 9,17E+12
MTR 14640 5 MTR 14703 13 MTR 14704 13 2.36E+14
MTR 14640 5 MTR 14613 2 MTR 14704 13 2.36E+14
MTR 14640 5 MTR 14604 2 MTR 14704 13 2.36E+14
MTR 14640 5 MTR 14642 6 MTR 14608 2 2.36E+14
MTR 14640 5 MTR 14642 6 MTR 14606 1,68E+14
MTR 14640 5 MTR 14642 6 MTR 14704 13 1,68E+14
MTR 14640 5 MTR 14642 6 MTR 14650 8 1,67E+14
MTR 14640 5 MTR 14658 9 MTR 14704 13 1,67E+14
MTR 14640 5 MTR 14710 14 MTR 14704 13 1,67E+14
MTR 14640 5 MTR 14651 8 MTR 14705 13 9,95E+13
MTR 14640 5 MTR 14642 MTR 14705 13 3.20E+13
MTR 14643 6 MTR 14642 MTR 14641 6 3,14E+14
MTR 14643 6 MTR 14613 MTR 14704 13 2 44E+14
MTR 14643 6 MTR 14703 13 MTR 14704 13 2 44E+14
MTR 14643 6 MTR 14604 2 MTR 14704 13 2 44E+14
MTR 14643 6 MTR 14658 9 MTR 14704 13 1,76E+14
MTR 14643 6 MTR 14710 14 MTR 14704 13 1,76E+14
MTR 14643 6 MTR 14642 6 MTR 14704 13 1,09E+14
MTR 14643 6 MTR 14807 15 MTR 14641 6 7.99E+13
MTR 14643 6 MTR 14642 6 MTR 14705 13 4,07E+13
MTR 14645 7 MTR 14703 13 MTR 14641 6 4,47E+14
MTR 14645 7 MTR 14604 2 MTR 14641 6 4,47E+14
MTR 14645 7 MTR 14613 2 MTR 14641 6 4,47E+14
MTR 14645 7 MTR 14710 14 MTR 14641 6 3.78E+14
MTR 14645 7 MTR 14658 9 MTR 14641 6 3.78E+14
MTR 14645 7 MTR 14642 6 MTR 14641 6 3,10E+14
MTR 14645 7 MTR 14613 2 MTR 14705 13 173E+14
MTR 14645 7 MTR 14604 2 MTR 14705 13 173E+14
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Cont. Anexo 2. Lista de filhotes e possiveis pares de pais com valores de LOD positivo. Identificagdo dos filhotes

(Filhotes 1d),

identificagdo das fémeas candidatas a maternidade (Fémeas Id), identificagdo dos machos

candidatos a paternidade (Machos Id), nimero dos cupinzeiros onde cada individuo foi identificado (N. do
cupinzeiro) e valor de LOD para o trio composto por filhote, mée e pai (LOD).

Filhotes Id. Cur’)\'ih‘:gim Fémeas Id. Cu:)\:'n‘zjgim Machos 1d. cu:)\:hg:iro LOD

MTR 14645 7 MTR 14703 13 MTR 14705 13 173E+14
MTR 14645 7 MTR 14658 9 MTR 14705 13 1,04E+14
MTR 14645 7 MTR 14710 14 MTR 14705 13 1,04E+14
MTR 14645 7 MTR 14807 15 MTR 14641 6 7.60E+13
MTR 14645 7 MTR 14642 MTR 14705 13 3,66E+13
MTR 14649 8 MTR 14655 MTR 14608 2 3,60E+14
MTR 14649 8 MTR 14604 MTR 14608 2 3,60E+14
MTR 14649 8 MTR 14703 13 MTR 14608 2 3,60E+14
MTR 14649 8 MTR 14613 MTR 14608 2 3,60E+14
MTR 14649 8 MTR 14655 9 MTR 14606 1 2.92E+14
MTR 14649 8 MTR 14604 MTR 14606 1 2.92E+14
MTR 14649 8 MTR 14613 2 MTR 14606 1 2.92E+14
MTR 14649 8 MTR 14703 13 MTR 14606 1 2.92E+14
MTR 14649 8 MTR 14655 MTR 14650 8 2.92E+14
MTR 14649 8 MTR 14651 MTR 14608 2 2.91E+14
MTR 14649 8 MTR 14613 MTR 14650 8 2.91E+14
MTR 14649 8 MTR 14604 2 MTR 14650 8 2.91E+14
MTR 14649 8 MTR 14703 13 MTR 14650 8 2.91E+14
MTR 14649 8 MTR 14651 8 MTR 14606 1 2.23E+14
MTR 14649 8 MTR 14651 8 MTR 14650 8 2.23E+14
MTR 14649 8 MTR 14655 9 MTR 14704 13 2.23E+14
MTR 14649 8 MTR 14604 2 MTR 14704 13 2.22E+14
MTR 14649 8 MTR 14613 2 MTR 14704 13 2.22E+14
MTR 14649 8 MTR 14703 13 MTR 14704 13 2.22E+14
MTR 14649 8 MTR 14655 9 MTR 14705 13 1,55E+14
MTR 14649 8 MTR 14703 13 MTR 14705 13 1,54E+14
MTR 14649 8 MTR 14604 2 MTR 14705 13 1,54E+14
MTR 14649 8 MTR 14613 2 MTR 14705 13 1,54E+14
MTR 14649 8 MTR 14651 8 MTR 14704 13 1,54E+14
MTR 14649 8 MTR 14651 8 MTR 14705 13 8,60E+13
MTR 14656 9 MTR 14642 6 MTR 14693 3,33E+14
MTR 14656 9 MTR 14658 9 MTR 14657 9 3.31E+14
MTR 14656 9 MTR 14658 9 MTR 14704 13 3.31E+14
MTR 14656 9 MTR 14642 6 MTR 14657 9 2.64E+14
MTR 14656 9 MTR 14642 6 MTR 14705 13 1,95E+14
MTR 14698 12 MTR 14701 12 MTR 14641 4,83E+14
MTR 14698 12 MTR 14703 13 MTR 14693 2.78E+14
MTR 14698 12 MTR 14604 2 MTR 14693 2.78E+14
MTR 14698 12 MTR 14613 2 MTR 14693 2.78E+14
MTR 14698 12 MTR 14703 13 MTR 14691 10 2.78E+14
MTR 14698 12 MTR 14604 2 MTR 14691 10 2.78E+14
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Cont. Anexo 2. Lista de filhotes e possiveis pares de pais com valores de LOD positivo. Identificagdo dos filhotes

(Filhotes 1d),

identificagdo das fémeas candidatas a maternidade (Fémeas Id), identificacdo dos machos

candidatos a paternidade (Machos Id), nimero dos cupinzeiros onde cada individuo foi identificado (N. do
cupinzeiro) e valor de LOD para o trio composto por filhote, mée e pai (LOD).

Filhotes Id. Cur’)\'ih‘;gim Fémeas Id. cu;’)\:h(zjgiro Machos 1d. cu;’)\:ﬁ(zjgiro LOD

MTR 14698 12 MTR 14613 2 MTR 14691 10 2.78E+14
MTR 14698 12 MTR 14655 9 MTR 14693 2.78E+14
MTR 14698 12 MTR 14658 9 MTR 14606 2. 77E+14
MTR 14698 12 MTR 14658 9 MTR 14691 10 2,09E+14
MTR 14698 12 MTR 14710 14 MTR 14691 10 2,09E+14
MTR 14698 12 MTR 14642 MTR 14691 10 141E+14
MTR 14698 12 MTR 14655 MTR 14641 3.74E+13
MTR 14700 12 MTR 14642 6 MTR 14647 4,20E+14
MTR 14700 12 MTR 14807 15 MTR 14647 3,65E+13
MTR 14709 14 MTR 14658 9 MTR 14693 3.38E+14
MTR 14709 14 MTR 14658 9 MTR 14705 13 2,69E+14
MTR 14805 15 MTR 14651 8 MTR 14693 1,56E+14
MTR 14805 15 MTR 14651 8 MTR 14657 1,03E+14
MTR 14805 15 MTR 14651 8 MTR 14699 12 9.27E+13
MTR 14805 15 MTR 14642 6 MTR 14691 10 6,67E+13
MTR 14805 15 MTR 14646 7 MTR 14711 14 3 44E+13
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