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RESUMO

O ambiente costeiro e marinho se caracteriza pela falta de barreiras fisicas
aparentes, além de ser rico em espécies que possuem fase de desenvolvimento larval livre
natante. Devido a esta fase de desenvolvimento larval, as espécies marinhas geralmente
apresentam alta capacidade dispersiva, proporcionando alto fluxo génico e
conseqlientemente baixa estruturacdo populacional. Por outro lado, algumas espécies tém
apresentado padrdes filogeograficos que ndo sdo compativeis com este cenario classico.
Assim, fatores como tempo de duracdo da fase larval, predacdo da larva e o
hidrodinamismo podem interferir de maneira significativa na dispersao das espécies. Além
disso, fatores ambientais historicos, tais como as grandes mudancas climaticas do
Pleistoceno também influenciaram os padrdes de diversidade genética das espécies. Neste
sentido, estudos comparativos sdo importantes ferramentas para o entendimento dos
diferentes processos que deram origem a atual diversidade. Porém, poucos estudos
filogeograficos comparativos foram realizados em espécies marinhas costeiras, em especial
nenhum para a costa atlantica da América do Sul.

Neste estudo comparamos os padrdes de diversidade genética de quatro espécies
abundantes de invertebrados que ocorrem ao longo da costa sul-sudeste do Brasil, Uruguai
e Argentina, com o objetivo de entender a histéria evolutiva destas espécies e o que elas
podem contar sobre esta regido geografica. Sequenciamos parte do gene mitocondrial
Citocromo Oxidase I do mocambique Donax hanleyanus (n= 247), do marisco branco
Mesodesma mactroides (n=59), da tatuira Emerita brasiliensis (n= 191) e do caranguejo

maria-farinha Ocypode quadrata (n= 135). Anélises filogeograficas e populacionais foram



utilizadas a fim de elucidar e comparar os padrdoes evolutivos para estas espécies de
invertebrados costeiros.

Nossos dados revelaram um padrdo de variabilidade genética muito baixa para
todas as espécies, apesar de apresentarem ampla distribuicdo geografica e populagdes
censitdrias gigantescas, demonstrando a grande influéncia das flutuagdes populacionais
historicas na formag¢ao da variabilidade genética atual.

Apenas E. brasiliensis apresentou uma maior variabilidade ao norte da sua
distribuicdo o que ¢é compativel com expansdo populacional recente a partir de algum
refigio de baixa latitude, neste caso, ao norte. Além disto, foi a Uinica espécie a apresentar
indica¢do de isolamento por distancia.

As historias demograficas destas espécies, apesar de apresentarem algumas
diferencas, parecem estar intimamente ligadas as flutuacdes de temperatura durante o
ultimo grande ciclo glacial, pois trés delas apresentaram ancestral comum mais recente
(time to most recent commom ancestor — TMRCA) dentro dos 100 mil ultimos anos, com
excecao de O. quadrata, que apresentou TMRCA ha cerca de 500 mil anos. Para todas as
espécies constatamos a ocorréncia de um longo periodo de estabilidade demografica
(populagao reduzida) com expansao populacional mais recente, com excecao de M.
mactroides, que apresentou TMRCA e expansao populacional praticamente simultaneos.

Emerita brasiliensis foi a espécie com a histéria demografica mais recente,
apresentando expansdo populacional apos o ultimo maximo glacial (21 mil anos atras), e
coalescéncia ha cerca de 60 mil anos. As demais espécies apresentaram expansao
populacional entre 70 e 100 mil anos, entretanto ndo podemos descartar a hipotese de
expansao simultanea para estas trés espécies, ja que os intervalos de confianca destas

analises se sobrepdem, o que sugere a forte influéncia de um fator ambiental comum.
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Ocypode quadrata, além de ter apresentado a historia demografica mais antiga, apresentou
a maior diversidade genética, sendo também a espécie com a maior distribuicdo geografica,
sendo pancontinental, o que sugere ser a espécie mais resistente as mudancas ambientais.
As espécies D. hanleyanus e O. quadrata, apresentaram baixa estruturagdo filogeografica,
0 que sugere ndo haver barreiras biogeograficas efetivas para elas, e corrobora a hipotese
de que larvas livres natantes sdo fator importante para o fluxo génico elevado. Por outro
lado sugerem uma estruturacdo populacional para M. mactroides (com uma possivel
barreira biogeografica no sul de SP) e E. brasiliensis (barreira em Copacabana, RJ).

De maneira geral estes dados reforcam a idéia de que s6 a capacidade dispersiva
larval ndo ¢ suficiente para predizer fluxo gé€nico e estruturagdo populacional em
populacdes marinhas costeiras, mas sim uma combinacdo de fatores ecologicos intrinsecos
de cada espécie, assim como os fatores geoldgicos historicos, como os ocorridos no

Pleistoceno.
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ABSTRACT

Coastal and marine environments are usually characterized by lack of evident
physical barriers and having many species that show a free-swimming larval stage. Due to
this larval stage, marine species commonly show high dispersion rates resulting in high
gene flow and low geographical structure. Some species however present
phylogeographical patterns that differ from this standard scenario. Factors such as duration
of the larval phase, its predation level, and the hydrodinamism of the dispersion can
significantly impact species dispersion. Moreover, historical environmental factors, such as
the great climatic changes in the Pleistocene are also important elements to shape pattern
of genetic diversity of the species. In this sense, comparative analyses are important tools
for understanding the different processes that gave rise to the current diversity.
Unfortunately, few comparative phylogeographical studies were carried out in sea coastal
species, in special none for the Atlantic coast of the South America.

In this study we compare the patterns of genetic diversity of four abundant
invertebrate species that occur along the beaches of the Brazilian south and southeastern
coast, Uruguay and Argentina, to better understand their evolutionary histories as well as
what they could tell about the history of this geographical region. For this aim we partially
sequenced the mitochondrial Cytochrome Oxidase I gene of the mogambique Donax
hanleyanus (n=247), yellow clam Mesodesma mactroides (n=59), mole crab Emerita
brasiliensis (n=191) and of the ghost crab Ocypode quadrata (n = 135) and analyzed them
using several phylogeographical and populational genetic methods.

Our results revealed a pattern of very low genetic diversity for all four species, in
spite of their large geographical distribution and the huge population size, evidencing the

great influence of the population historical fluctuations in the current genetic variability.
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Only E. brasiliensis showed a relatively higher variability to the north of its distribution
what is compatible with a recent populational expansion from a refugium in low latitudes.
Besides it was the only species that presented evidence for isolation by distance.

The demographic histories of these species, in spite of presenting some differences,
seems to be closely connected with the climatic fluctuations during the last glacial cycle,
since three of them presented TMRCAs in the last 100 kyr ago, with the exception of O.
quadrata, which presented TMRCA about 500 kyr ago. All species presented a long period
of demographic stability with relatively reduced population followed by a more recent
population expansion. The exception to this picture is M. mactroides, which presented
TMRCA and population expansion nearly simultaneous.

Emerita brasiliensis depicted the most recent demographic history, presenting a
strong population expansion after the last glacial maximum (21 kyr ago), with TMRCA
around 60 kyr ago. The other species presented population expansions between around 70
and 100 kyr ago, however we can not to reject the hypothesis of a simultaneous expansion
for these three species, since to the confidence intervals of these analyses overlapped,
which would indicate a strong influence of a common environmental feature. Ocypode
quadrata presented the most ancient demographic history, the highest genetic diversity,
and the largest geographical distribution (it is a pancontinental species). This may indicate
that it could the most tolerant to the environmental changes.

D. hanleyanus and O. quadrata presented low phylogeographical structure, which
can mean the existence of no effective biogeographical barriers to these species,
corroborating the hypothesis that a free-swimming larval stage is an important factor for an

elevated gene flow. On the other hand, our results suggest a reasonable population
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structure for M. mactroides (with a possible biogeographical barrier in the south of Sdo
Paulo) and E. brasiliensis (barrier around Copacabana, Rio de Janeiro),

In conclusion, our results support the proposal that the existence of a free-
swimming larval stage is not sufficient to predict high gene flow and population structure
in sea coastal species, being this pattern likely a combination of intrinsic ecological factors

of each species, as well as biogeographical historical factors.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 Filogeografia em Ambientes Marinhos Costeiros

No ambiente costeiro marinho, as barreiras ao fluxo gé€nico sdo dificeis de
caracterizar ¢ raramente sao absolutas. Esta falta de barreiras fisicas aparentes no mar € o
fato de que as larvas de muitos grupos marinhos t€ém uma fase larval livre natante prediz
altas taxas de dispersao (Imron et al., 2007). Neste caso a alta conectividade faz com que
as populacdes sofram processos genéticos evolutivos interdependentes, inibindo a
divergéncia populacional (Luttikhuizen et al., 2003). Entretanto, a dispersdo larval pode
ser afetada por barreiras fisicas que impecam seu transporte e sobrevivéncia (Lazoski et
al., 2001). Caracteristicas marinhas, assim como barreiras biogeograficas, padrdes da costa
ou circulagdo estuarina, sdo alguns dos fatores que podem limitar o fluxo génico (Wares et
al., 2001; Bilton et al., 2002), além das caracteristica biologicas de cada espécie, como
preferéncia de habitat (Dawson et al., 2002).

Ha evidéncias de que a circulagdo oceanica ndo explica totalmente os padrdes
estruturais genéticos encontrados entre populacdes marinhas contemporaneas, porém o
papel de barreiras interferindo na dindmica evolutiva dos organismos em ambientes
marinhos permanece pouco compreendido, devido as poucas andlises comparativas em
ambientes costeiros (Perrin et al., 2004).

Espécies marinhas geralmente possuem grande tamanho populacional (Chambers et
al., 2006), entretanto, qualquer evento oceanografico que interfira na sobrevivéncia larval
pode afetar o recrutamento da espécie (Hedgecock, 1986). Além disso, o0 mecanismo de

reproducdo das espécies marinhas torna seu sucesso reprodutivo extremamente varidvel e
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dependente dos fatores fisicos e quimicos oceanograficos (Planes e Lenfant, 2002). Em
geral essa alta varidncia no sucesso reprodutivo ocorre porque as espécies ndo conseguem
conciliar sua alta fecundidade com as condigdes oceanograficas para permitir sua
maturagdo, fertilizacdo, desenvolvimento larval e recrutamento. Assim, apenas uma
pequena proporcao de adultos contribui para a manuten¢do de uma populacdo marinha
(Chambers et al., 2006). Sendo assim, poucos membros de cada populacdo acabam
contribuindo para a proxima gera¢do (Li and Hedgecock, 1998), o que sensivelmente
diminui o tamanho populacional efetivo em relagdo ao tamanho populacional censitario
(Hedgecock, 1986). Deste modo, esta alta varidncia no sucesso reprodutivo acelera os
processos de redugdo e até mesmo de extingdo populacional, acelerando processos de
coalescéncia porque, apesar destas espécies possuirem grandes populagdes, a
sobrevivéncia das linhagens se torna restrita a poucos individuos por geracao (Avise, 2000)

Um dos modelos filogeograficos de Avise et al, (1987) para relagdes
intraespecificas sugere que espécies com alta capacidade de dispersdao em alguma fase de
sua vida geralmente ndo apresentam estruturagdo populacional profunda. Neste sentido, a
diferenciagdo genética em muitas espécies marinhas deve ser influenciada pela sua
capacidade dispersiva larval (Santos et al., 2006) e, com base no pressuposto citado acima,
esperariamos baixo nivel de estruturacdo populacional para estes organismos. A grande
maioria das espécies marinhas possui pelo menos um ciclo de vida com alto potencial
dispersivo (estagio larval), periodo em que estariam sujeitas ao transporte através das
correntes marinhas por periodos de tempo que podem variar de semanas a meses, podendo
ser levadas a longas distancias. Além disso, em geral, espécies com grande capacidade
dispersiva possuem grande tamanho populacional e vasta distribuigdo geografica além do

alto fluxo génico (Palumbi, 1992, Imron ef al., 2007).
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Entretanto, alguns trabalhos tém demonstrado que a alta capacidade dispersiva
inferida para algumas espécies pode estar sendo superestimada por ndo levar em
consideracdo fatores como a predagdo e o comportamento larval, e a hidrodindmica da
dispersao (Cowen et al., 2000; Lazoski et al, 2001). Além disso, hd a constatacdo da
existéncia de novas espécies nestes ambientes, as quais ainda ndo haviam sido
reconhecidas através do uso de um pequeno niimero de caracteres taxondmicos e pela
superestimativa de sua capacidade de dispersdo larval (Lazoski et al., 2001).

Por outro lado, em espécies com caracteristicas ecologicas que podem restringir sua
dispersao, tais como ciclo de vida com fase larval muito curta ou preferéncia de habitat,
esperar-se-ia um menor nivel de fluxo génico e conseqlientemente algum grau de
estruturacdo populacional (Imron et al., 2007), como acontece com o crustaceo Tigriopus
californicus (Burton e Lee, 1994) e o peixe Embiotoca jacksoni (Bernardi, 2000) na costa
da California.

Encontram-se na literatura espécies marinhas que mostram uma alta estruturacao
populacional, como o molusco gastropodo Scutus antipodes na Austréalia, cuja estruturagao
foi atribuida, ou a presenca de uma barreira paleogeografica formada durante eventos de
transgressao marinha, ou a diferenca atual de temperatura (Waters et al., 2007). Outros
exemplos sdao o molusco bivalvo Deminucula atacellana, uma espécie pan-Atlantica
(Zardus et al., 2006), os crustaceos Mysis relicta e Limnocalanus macrurus na América do
Norte (Dooh et al., 2006), entre outros (Dawson, 2001; Barber et al., 2002; Satoh et al.,
2004; Bilodeau et al., 2005; Cardoso e Vogler, 2005; Etter ef al., 2005; Lourie et al., 2005;
Audzijonyte e Viinold, 2006). Mas também encontramos espécies com baixa ou nenhuma
estruturacdo populacional (Palumbi, 1992; Ignacio et al, 2000; Rocha et al, 2002;

Maggioni et al., 2003; Uthicke e Benzie, 2003; Richards et al., 2007; Imron et al., 2007),
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mesmo as espécies tendo semelhangas em termos de dispersdo, ja que sdo todas espécies
marinhas apresentando dispersdo larval durante seu desenvolvimento. Estas espécies que
ndo possuem estrutura filogeografica corroboram a hipdtese de que organismos com
grande capacidade de dispersdo, com freqiiéncia, resultam em grande fluxo génico e pouca
estruturagdo populacional.

Vale ressaltar ainda que a simples distancia entre diferentes regides ndo ¢
pressuposto para potencial dispersivo, pois se sabe, por exemplo, que em cerca de 2000 km
do mar da Tasmania, entre a Nova Zelandia e a Australia, os gastropodos Austrolittorina
antipodum e Scutus breviculus com conhecida alta capacidade larval dispersiva,
atualmente apresentam alta divergéncia genética. Por outro lado, outras espécies, um
crustaceo, Chamaesipho sp. € um gastropodo, Dicathais sp., apresentaram sinal de
dispersao recente entre as duas regides (Waters et al., 2007). Na costa brasileira, cerca de
2700 km foram suficientes para diferenciar esponjas do género Chondrilla apresentando
alta estruturacao populacional (Klautau et al., 1999). Por outro lado, em uma distancia de
aproximadamente 8600 km entre Bermudas e Brasil, a esponja Chondrosia reniformis
apresentou-se extremamente similar na analise eletroforética de alozimas (Lazoski et al.,
2001).

Estudos filogeograficos com uma espécie ou comparativos sao muito abundantes no
hemisfério norte, tornando estas regides muito bem documentadas e conhecidas. A costa da
Califérnia, por exemplo, possui grandes barreiras fisicas que inibem o fluxo génico entre
certas espécies e que poderiam causar estruturagdo populacional. Entretanto Dawson ef al.,
(2002) encontraram diferentes padrdes filogeograficos para espécies de peixes
(Clevelandia ios e Eucyclogobius newberryi) ocorrentes em simpatria nesta regido. Por um

lado, encontraram inexisténcia de estruturacdo genética para C. ios, refletindo um alto



18

fluxo génico histdrico e provavelmente atual entre as populagdes. Em contraste, um nivel
consideravelmente alto de variacdo genética populacional e regional foi detectado em E.
newberryi, refletindo um fluxo génico historico baixo. Presume-se que esses resultados
reflitam a maior capacidade de dispersdao encontrada para C. ios em relacdo a E. newberryi,
que praticamente ndo sofre dispersdao devido a caracteristicas ecologicas, como preferéncia
de habitat.

Os recentes periodos glaciais (Pleistoceno) tiveram interferéncia na arquitetura
genética e nos padrdes filogeograficos de diversas espécies em varias partes do mundo,
principalmente onde os efeitos foram mais severos, como por exemplo, na América do
Norte (Guralnick, 2006) e Europa (Pfenninger et al., 2003; Trewick et al., 2003), tendo
sido atribuido a falta de diversidade genética em duas espécies de crustaceos do Atlantico
Norte, as variagcdes de temperatura e perda de habitat durante o ultimo maximo glacial
(Bucklin e Wiebe, 1998).

Entretanto, no Hemisfério Sul, em paises onde o clima se assemelha ao do Brasil, e
onde os efeitos das glaciagdes foram menos intensos, também existem sugestdes da
interferéncia destes periodos glaciais na histéria evolutiva dos organismos de diferentes
habitats. Por exemplo, o molusco Potamopyrgus antipodarum na Nova Zelandia, apresenta
um padrao filogeografico de diferenciagdo populacional norte vs. sul, tendo provavelmente
se isolado em refligios pleistocénicos ao norte € ao sul, durante eventos glaciais (Neiman e
Lively, 2004). Ja na Australia a estrela-do-mar Coscinasterias muricata apresenta-se
geograficamente estruturada em um grupo de haplotipos norte € um sul, e mais ainda, no
grupo do norte ha uma subdivisdo geografica leste e oeste. Todas essas diferengas foram
atribuidas a eventos de isolamento populacional causadas no Plioceno e no Pleistoceno

(Waters e Roy, 2003).
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Atribuiu-se a essas mudangas climaticas, também, os padrdes filogeograficos
encontrados para o molusco bivalvo Macoma balthica, o qual se apresenta com grande
diferenciagdo genética nas populacdes européias e uma distribui¢ao espacial disjunta com
alta divergéncia mitocondrial, e em Mytilus edulis ocorrente no mar Baltico e costa oeste
do Pacifico e do Canadd, o qual apresenta 0 mesmo padrao de divergéncia (Luttikhuizen et
al., 2003). Padrdes populacionais semelhantes também foram encontrados no sudeste da
Asia inferindo-se que a capacidade dispersiva de quatro espécies de cavalos marinhos
pertencentes ao género Hippocampus, tenha sido limitada por eventos de glaciagcdes do
Pleistoceno, apresentando-se hoje altamente estruturadas geneticamente (Lourie et al.,
2005).

Além dos eventos geoldgicos e climaticos qualquer fendmeno que afete
drasticamente o ambiente marinho, assim como canais de descarga de 4gua doce ¢ a foz de
rios, mudam a salinidade, temperatura e gradiente de nutrientes, sendo barreiras
hidrodinamicas e impedindo a formagdao do sedimento e modificando sua textura,
dificultando, ou at¢ mesmo impedindo, a fixa¢ao de larvas ao substrato (Defeo e de Alava,
1995; Defeo, 1996).

As correntes marinhas e os ventos costeiros também sdo fatores que podem
interferir diretamente na distribui¢ao das espécies por promoverem a dispersao larval. Na
costa brasileira, a ocorréncia de correntes frias e quentes parece ser um fator importante na
estruturacdo genética do peixe Macrodon ancylodon o qual possui fase de
desenvolvimento larval. Através da analise de genes mitocondriais (Santos et al., 2003;
Santos et al., 2006), a espécie apresentou-se dividida em um grupo tropical, contendo

espécimes viventes em regioes influenciadas por aguas quentes, e um grupo subtropical,
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com individuos de ambiente atingido por aguas frias, provenientes das correntes do Brasil

e das Malvinas.

1.2 Filogeografia Comparada

Os estudos genealogicos tém utilizado as explicagdes geograficas historicas para
interpretar as relagdes evolutivas entre os tdxons e também para examinar a colonizagdo e
dispersao entre as populagdes dentro de um contexto filogeografico (Stevens e Hogg,
2003).

A filogeografia comparada tem o potencial de incorporar a informagdo dos
componentes histdricos e geograficos entre e dentro das espécies, assim tornando mais
detalhado o entendimento dos padrdes de variagdo em grupos codistribuidos (Hoffman e
Baker, 2003). Comparar esses padroes filogeograficos intraespecificos (Avise et al., 1987)
a partir de espécies codistribuidas promove a identificacdo de areas geograficas onde uma
comunidade inteira possa ter sofrido processos evolutivos dependentes, de acordo com os
eventos historicos que tenham ocorrido. Nesta abordagem comparativa, quando os padrdes
evolutivos encontrados sdo concordantes entre as diferentes espécies, revelam a historia
biogeografica da regido, sendo possivel encontrar padrdes de diversidade genética para esta
area, além de registrar os eventos evolutivos, como processos de vicariancia, dispersdo e a
presenca de barreiras biogeograficas (Avise et al., 1987; Moritz e Faith, 1998).

Infelizmente, devido a natureza multidisciplinar e seu grande porte, poucos estudos
deste tipo ja foram realizados. Os mais conhecidos sdo os realizados no sudeste da
América do Norte (Avise, 2000) e aqueles realizados em uma floresta tropical na Australia

(Hugall et al., 2002). Além disso, diversos estudos, embora realizados geralmente de modo
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independente, com diversos organismos na Europa e na América do Norte, tém permitido
uma compreensdo sem precedentes sobre a influéncia das glaciagdes mais recentes na
distribuicdo e diversidade da biota destas regides (Hewitt, 2001; Lourie et al., 2005;
Guralnick, 2006; Pfenninger et al., 2003; Trewick et al., 2003).

Por exemplo, padrdes filogeograficos comparativos apresentados para populagdes
codistribuidas de diferentes grupos de peixes em rios na costa sudeste dos Estados Unidos,
mostram uma clara divisdo de unidades filogeograficas nas populagdes do leste (costa do
Atlantico) e do oeste (costa do Golfo). Essas subdivisdes filogeograficas sdo consistentes
com o cenario biogeografico histérico que causou uma grande separacdo por rios de
drenagem, no Pleistoceno ou antes, causando uma separagdo entre os peixes das duas
regides (Walker e Avise, 1998).

Na América do Sul e no Brasil nenhum estudo comparativo em areas costeiras foi
realizado até o momento. Os trabalhos de filogeografia comparada costeira ja realizados no
Brasil se restringem basicamente ao estudo de peixes do género Acanthurus (Rocha et al.,

2002), entretanto sem amostrar toda a costa brasileira.

1.3 Ambientes costeiros do sudeste e sul do Brasil, do Uruguai e da Argentina

Praias sdo ambientes costeiros contiguos aos mares, oceanos, estuarios, entre outros
e se estendem, perpendicularmente a linha da costa, desde o nivel de baixa-mar média, até
a zona de vegetacdo terrestre permanente, como dunas e falésias. S3o compostas
basicamente de material mineral inconsolidado, mais comumente areias, podendo ser
compostas também por lodo, cascalhos, pedras roladas, seixos, calhaus, conchas de

moluscos, restos de corais e algas calcarias (Lamparelli e Moura, 1999).
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A dinamica costeira condiciona diretamente a construgdo geomorfoldgica da linha
da costa. No Brasil as costas sudeste e sul sdo batidas pelas ondas provenientes de sudeste,
geradas pelos ventos da zona tempestuosa subpolar do Atlantico Sul. No que se refere as
marés, as costas sudeste e sul mostram um regime de micromarés (amplitude < 2 m)
(Villwock, 1994).

A zona costeira do Brasil tropical atlantico estende-se por 1.500 km, do Cabo Frio
até o Cabo de Santa Marta, sendo o macrossetor litoraneo mais diversificado, recortado e
acidentado de todo o Pais. Esta zona ¢ marcada pela Serra do Mar, um conjunto de terras
altas constituidas pelo embasamento cristalino granito-gnaissico, cujas escarpas chegam
até o mar constituindo promontoérios rochosos, ornamentados por costdes, que se alternam
com reentrancias, quase sempre tectonicamente controladas. Nelas, associadas ou ndo a
desembocadura dos principais sistemas fluviais que chegam ao oceano, ocorrem pequenas
planicies costeiras compostas por laguna/barreira, simples ou multiplas, ou por sistemas de
corddes litoraneos regressivos, pleistocénicos e holocénicos, ou somente holocénicos,
parcialmente retrabalhados pelo vento. Algumas barreiras arenosas isolam areas lagunares
de pequeno porte onde, quase sempre, se desenvolvem manguezais (Villwock, 1994;
Ab’Saber, 2001). Nestas praias, os grupos faunisticos dominantes sao os anelideos
poliquetas, moluscos e crustidceos, sendo que a composicao de espécies e abundancia de
individuos variam de acordo com as caracteristicas ambientais das praias, especialmente
granulometria, hidrodinamismo, salinidade e quantidade de matéria organica (Lamparelli e
Moura, 1999).

A partir da ponta sul da ilha de Itanhaém (SP), surgem as primeiras baias de
ingressdo marinha quaternaria tipicas do litoral paranaense e norte catarinense. A mais

extraordinaria reentrancia de agua costeira de toda a regido ¢ a Baia de Paranagua-
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Antonina, que se inicia na Serra do Mar paranaense, com dois bragos principais irregulares
e diversas reentrancias secundarias em uma regido de tectonica complexa.

A costa sul, do Cabo de Santa Marta (SC) até o Arroio Chui (RS), caracteriza-se
por uma ampla planicie costeira com cerca de 700 km de comprimento com configuracdo
praticamente retilinea, sem reentrancias e irregularidades maiores, o que lhe confere um
carater aberto. Constitui o mais marcante habitat litoraneo arenoso do sul do Brasil, onde
um sistema multiplo e complexo de barreiras arenosas aprisiona um gigantesco sistema
lagunar (Laguna dos Patos e Mirim) e uma série de outros corpos de agua isolados e
interligados com o mar por intermédio de canais estreitos e rasos (Villwock, 1994).

Toda esta area de estudo ¢ influenciada pelas correntes marinhas que sdo chamadas
Corrente das Malvinas, vindas do sul e transportando 4gua subantartica gelada, e Corrente
do Brasil, vinda do norte e transportando agua tropical quente. A convergéncia e a mistura
dessas aguas forma a corrente chamada Agua Subtropical, também chamada Agua Central
do Atlantico Sul, e este fendmeno ¢ denominado Convergéncia Subtropical, o qual causa
eventos de ressurgéncia de nutrientes em uma variagdo sazonal entre as latitudes 18 e 35°
sul (Seeliger et al., 1998). Ja foi demonstrado que este fendmeno tem influéncia sobre a
distribuicdo de espécies ocorrentes nestas regides (Guimaraens e Coutinho, 1995;
Maggioni et al., 2003).

No Uruguai a planicie costeira ¢ formada por praias arenosas expostas, alternadas
por promontoérios rochosos. Estas praias sdo afetadas principalmente por canais artificiais
de descarga de agua doce (Lercari et al., 2002), tais como o Arroio Chuy no norte, € o
Canal Andreoni no sul. Estes canais influenciam na abundancia e distribuicao dos
organismos, pois afetam a salinidade, que ¢ um dos principais fatores que controlam a

distribuicado e abundancia das espécies, e influenciam nos processos fisiologicos dos
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organismos de praia. Os moluscos Donax hanleyanus e Mesodesma mactroides, € o
crustaceo Emerita brasiliensis tiveram sua densidade populacional reduzida em um trecho
de 22 km entre os dois pontos de descarga de agua doce, provavelmente pela mortalidade
das larvas, além de varios fatores ecologicos afetados (Lercari e Defeo 1999; Lercari ef al.,
2002).

A costa argentina ¢ uma plataforma larga e rasa coberta por dguas subantarticas,
sendo diretamente influenciada pela corrente das Malvinas (Seeliger et al, 1998),
entretanto sdo modificadas pelos ciclos de temperatura e prevaléncia de ventos locais
(Lucas et al., 2005). Foi fortemente afetada pelos eventos de transgressdo marinha,
especialmente apos o Ultimo Méaximo Glacial (h4 cerca de 21 mil anos) (Cavallotto ef al.,
2004).

Uma das principais descargas de dgua doce no mar em nossa area de estudo, ¢ o
Rio da Prata e estd localizado ao norte da Argentina no limite com o Uruguai. Com uma
vazao de cerca de 221 km, ¢ uma importante regido de estudo das flutuagdes do nivel do
mar durante o Holoceno, devido ao baixo relevo da costa que permitiu que o mar cobrisse
zonas extensivas tendo depositado um grande numero de sedimentos em varios ambientes
(Cavallotto et al., 2004). E também uma regido ecolégica muito dindmica devido as
mudangas de salinidade locais que interferem na vida das espécies que ali ocorrem (Lucas

et al., 2005).

1.4 A fauna de praia do sudeste e sul do Brasil

A fauna da zona de praia do sudeste e sul ¢ caracterizada por organismos habitantes

da areia que, em sua grande maioria, possuem desenvolvimento indireto, ou seja,
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apresentam uma fase de desenvolvimento larval, vivendo na coluna d’agua (Lamparelli e
Moura, 1999). Os moluscos e os crustdceos marinhos possuem larvas planctonicas, o que
lhes facilita a dispersao (Wells, 1995).

Simplificadamente, para os objetivos deste trabalho, podemos classificar os habitats
litordneos nas zonas de supralitoral, intermareal e zona de arrebentagdo, sendo que varios
fatores que agem sobre o ambiente de praia tém sido considerados como afetando
diretamente a distribui¢do e abundancia da fauna em cada uma destas zonas. Dentre estes
fatores incluem-se a a¢do das ondas, a declividade da praia, umidade da areia e nutrientes
na zona de arrebentacdo (McLachlan, 1990). Além disto, o nimero de espécies declina
com o aumento da latitude, refletindo a importancia da temperatura no limite de
distribuicdo dos invertebrados marinhos que vivem nas zonas intermareal e submareal rasa
(Ansell, 1983).

Na zona supralitoral, os organismos mais conspicuos sdo o caranguejo Ocypode
quadrata Fabricius, 1787 e o anfipode Orchestoidea brasiliensis Dana, 1853. Esta regiao
da praia ¢ caracterizada pela inundacdo com agua do mar apenas em eventos extremos,
como as mar¢s de tempestades (Seeliger ef al., 1998).

Ocypode quadrata (Caranguejo-fantasma ou Maria-farinha) ¢ um crustaceo de
ampla distribui¢cdo, ocorrendo desde Rhode Island na América do Norte até o Rio Grande
do Sul, no sul do Brasil (Alberto, 1995). Apesar de principalmente encontrados proximo as
dunas, os jovens podem ocorrer junto a linha da agua (Alberto, 1995; Vinagre et al., 2007).
Sua abundancia populacional pode variar sazonalmente e de acordo com a praia, e ¢
estimada através da contagem de tocas - geralmente encontra-se um individuo por toca
(Alberto, 1995) - sendo que o nimero delas pode variar de 0,4 a 5 tocas/m” (Neves e

Bemvenuti, 2006). Entretanto, em uma praia no México, por exemplo, a abundancia foi
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menor, tendo sido encontradas de 0,49 a 1,79 tocas/m’ (Valero-Pacheco et al., 2007). Nota-
se ainda, uma acentuada diminui¢cdo populacional em praias com densa ocupacdo humana
(Blankensteyn, 2006; Schlacher et al., 2007).

Na zona intermareal, observa-se a maior biomassa e producdo de invertebrados
bénticos (Gianuca, 1983, 1985), tendo seus limites de distribui¢dao restritos ao nivel da
dgua do mar e as alteragdes no perfil da praia (Gianuca 1987, Seeliger et al., 1998). O
crusticeo Emerita brasiliensis Schmitt, 1935 e os bivalvos Mesodesma mactroides
Deshayes, 1854 e Donax hanleyanus Philippi, 1847, sdo responsaveis por
aproximadamente 95% da biomassa total dos invertebrados desta zona na regido estudada
(Castello et al., 1998).

O bivalvo M. mactroides (marisco branco) possui distribuicdo geografica desde Ilha
Grande no Rio de Janeiro até Bahia Blanca na Argentina (Rios, 1994). E um bivalvo de
larva plantdnica, que habita a zona intermareal de praias arenosas de regimes subtropicais e
temperados, onde vivem agregados (Bergonci, 2005). A abundancia populacional desta
espécie ja teve registros de variagio de 920 até 8450 individuos/m? apenas no ano de 1980
(Gianuca, 1985). Entretanto, em €épocas mais recentes, registra-se um acentuado declinio
populacional da espécie (Bergonci, 2005).

Donax hanleyanus (mogambique), também com fase larval plantonica, ¢ uma das
quatro espécies do género Donax que ocorrem no Brasil, estando distribuida desde o
Espirito Santo, até Necochea na Argentina (Castellanos e Fernandez, 1965; Rios, 1994) a
cerca de 120 km de Mar Del Plata em direcao ao sul, e vive preferencialmente, na regiao
da praia varrida pelas ondas, onde o sedimento permanece saturado (Narchi, 1974; 1978).
Apesar de escassos, os registros de abundancia populacional, por exemplo, no Uruguai e

extremo sul do Brasil, variaram de um valor médio anual de 19 individuos/m?® a 178
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individuos/m?, variando também conforme a estagdo do ano, tendo chegado até 322
individuos/m® durante o verdo de 1990 (Defeo ¢ de Alava, 1995). Entretanto, destaca-se
que em ¢épocas de recrutamento ja foi registrada a ocorréncia de até 10.000 jovens
individuos/m” (Penchaszadeh e Olivier, 1975). Tanto M. mactroides quanto D. hanleyanus
tém alta importancia comercial, sendo alvo de intensivas coletas para fins alimenticios
(Bergonci, 2005; Gil, 2005).

Os crusticeos do género Emerita habitam as &4guas das regides tropicais e
temperadas de todos os oceanos, sendo exclusivamente marinhos. Estdo adaptados a uma
vida escavadora no interior de sedimentos ndo consolidados, sob as influéncias das
correntes e das rebentagdes das ondas, apresentando marcada distribuicdo vertical por
tamanho (Gil e Thomé¢, 2001). As larvas possuem uma fase planctonica e outra bentonica.
Apresentam habito alimentar diferenciado, sendo na fase larval carnivoros e na fase adulta
filtradores ou detritivoros. Nutrem-se principalmente de restos organicos de pequenos
anfipodos, isépodos e larvas em suspensao, recolhidos pelas anténulas, ou ainda de restos
de outros crustaceos pequenos ¢ de poliquetas (Bond-Buckup e Buckup, 1999). Emerita
brasiliensis (tatuira) distribui-se do Espirito Santo até¢ o Uruguai (Veloso e Valentin, 1993),
com relatos ndo confirmados de ocorréncia na Venezuela e norte do Brasil, em simpatria
com E. portoricensis (Defeo e Cardoso, 2004). E a de maior abundancia populacional entre
as espécies estudadas aqui, podendo ser encontrados até cerca de 3000 individuos por m*

(Defeo e Cardoso, 2004).
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2. OBJETIVOS

1.

Estudar a diversidade genética mitocondrial no espago e no tempo das espécies
Mesodesma mactroides, Donax hanleyanus, Emerita brasiliensis e Ocypode
quadrata ocorrentes no litoral sudeste e sul-brasileiro, uruguaio e do norte da
Argentina;

Comparar os padrdes filogeograficos inferidos para estas espécies para melhor
compreender a influéncia dos processos histéricos climaticos e geologicos na

historia evolutiva destas espécies.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem

Aproximadamente a cada 100km foram coletadas amostras de duas espécies do filo
Mollusca, os bivalvos Mesodesma mactroides (Fig. 1) (n= 59 em 9 pontos de coleta) e
Donax hanleyanus (Fig. 2) (n= 247 em 25 pontos de coleta), e duas espécies do filo
Crustacea, Emerita brasiliensis (Fig. 3) (n= 191 em 22 pontos de coleta) e Ocypode
quadrata (Fig. 4) (n= 135 em 16 pontos de coleta) em uma abrangéncia de cerca de 3000
km de costa brasileira, uruguaia e argentina (Fig. 5-6 e Tabela 1). As amostras foram
manualmente coletadas, sendo que quando necessario foi utilizada uma pequena pa, € os
pontos de coleta foram georreferenciados com o auxilio de um aparelho Global Positioning
System (GPS). E importante notar que D. hanleyanus e E. brasiliensis tiveram toda a sua

distribuicao conhecida amostrada.

Figura 1: Exemplar de M. mactroides.



Figura 2: Exemplar de D. hanleyanus. (Foto de Guacira Gil).

Figura 3: Exemplar de E. brasiliensis.

Figura 4: Exemplar de O. quadrata.

30
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Fig. 5- Distribuicdo geografica das quatro espécies utilizadas neste estudo. Cinza= O.
quadrata (ndo teve toda a sua distribui¢do representada, a qual estende-se até a América do
Norte); Vermelho= M. mactroides; Amarelo= E. brasiliensis; Azul= D. hanleyanus. Mais

detalhes na Introdugdo. Elipse: area amostrada.



32

500 1000 1500

Figura 6: Area amostrada, identificando os pontos de coleta.
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Tabela 1- Pontos de coleta e nimero de individuos estudados em cada ponto por espécie.

Pontos de Coleta \ Espécies

M. mactroides

1.Ilha dos Lengois, Maranhao (MA)
2.Itatinas, Espirito Santo (ES)
3.Vila Velha — Itapod, ES
4.Copacabana, Rio de Janeiro (RJ)
5.Iriri, RJ

6.Picinguaba, Sdo Paulo (SP)
7.Cocanha, SP

8.Itaguaré, SP

9.Enseada/Indaia, SP

10.Peruibe, SP

11.1lha Comprida, SP

12.Pontal do Sul / Ilha do Mel, Parana (PR)

13.Itapoa, Santa Catarina (SC)
14.Barra do Sul, SC

15.Pigarras, SC

16.Palmas, SC

17.Pinheira/Praia do Sonho, SC
18.Farol de Santa Marta, SC
19.Arroio do Silva, SC

20.Torres, Rio Grande do Sul (RS)
21.Tramandai, RS

22.Mostardas, RS

23.Cassino, RS

24 Ponto Médio, RS

25.Chui, RS

26.Cabo Polonio, Uruguai

27.La Paloma/La Pedrera, Uruguai
28.José Ignacio, Uruguai

29 Piriapolis, Uruguai

30.San Clemente, Argentina
31.Villa Gesell, Argentina

32.Mar del Plata/Punta Mogotes, Argentina

Total de individuos (n)

59

D. hanleyanus E. brasiliensis O. quadrata
8
10 8 14
14 5

6 13 5
7 5 11
9 5 7
11 6 11
10 10 8

12
17
31

247 191 135

Hachurado: nido encontrado, apesar de indicar na literatura.
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3.2 Extracao de DNA

O DNA gendmico total foi extraido dos moluscos a partir de um pequeno
fragmento de tecido muscular do pé através da técnica de precipitagdo por Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide (CTAB) (Doyle e Doyle, 1987) a fim de dissolver o muco de
polissacarideo existente nestas espécies, o qual tem a caracteristica de inibir reacdes de
PCR. Ja para os crustaceos utilizamos a técnica de precipitacdo por fenol-cloroférmio
(Sambrook e Russel, 2001) a partir de um pequeno fragmento de tecido muscular da perna.
Para algumas amostras mais dificeis de extrair o DNA a partir dos protocolos citados

acima, utilizamos o kit de extracdo Wizard® Genomic DNA Purification (Promega).

3.3 Amplificag@o e Sequenciamento

Os primers LCO1490 e HCO2198 (Folmer et al, 1994) foram utilizados para
amplificar aproximadamente 700 pb do gene mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade
I (COI). Entretanto foi necessaria a construgcdo de trés outros conjuntos de primers para
amplificar amostras de Donax hanleyanus, Emerita brasiliensis e Ocypode quadrata

(Tabela 2) as quais ndo amplificaram eficientemente com os primers de Folmer et al.

(1994).

Tabela 2- Lista de primers desenhados neste estudo.

Forward (5°- 3") Reverse (5-3")

D .hanleyanus CTGTTGGTTTAGTTTACAGTIGTTATAAT AAAGAACTGGATCCCCACCCCCTACAGG
E. brasiliensis GGAATAGTAGGAACTTCTCTAAGATTGAT AAATGTTGATAGAGAACAGGATCTCC

O. quadrata GGAGCTTGAGCAGGTATGGTAGG AGTGTTGGTATAGAACCGGGTCTCCACC
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Todas as reagdes de PCR foram feitas com volume final de 20 pl contendo 1,6 mM
de MgCl,, 200uM de dNTPs, 0,2 uM de cada primer, 1 U de TagDNA polimerase, 10X
PCR buffer (Invitrogen) e 1ul de DNA (variando de 10 a 40 ng de DNA). As condigdes
para amplificacdo a partir dos primers LCO1490 ¢ HCO2198 seguiram o seguinte
protocolo: 96° por 1 minuto, seguido de 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, touch down de
50°C a40°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Os demais primers foram utilizados com as
mesmas condi¢des descritas acima, porém utilizando-se para anelamento, fouchdown de
62°C a 52°C por 1 minuto.

Os produtos amplificados foram purificados com as enzimas Exonuclease I e
Shrimp Alkaline Phosphatase (Amersham Biosciences). Apds a purificagdo, os fragmentos
foram seqiienciados utilizando-se o kit DYEnamic™ ET Dye Terminator (MegaBACE ™)
(GE Healthcare) e as reagdes foram lidas no seqilienciador automatico de DNA

MegaBACE 1000.

3.4 Analise dos Dados

Foram geradas sempre, para cada individuo, leituras com o primer forward e com o
primer reverse, sendo que a partir das duas leituras foram geradas seqiiéncias consenso
com auxilio dos programas Phred, Phrap ¢ Consed na plataforma Linux. Além disto, o
programa Chromas 2.0 também foi utilizado para manualmente revisar os cromatogramas
resultantes. As seqiiéncias foram alinhadas através do programa ClustalX 1.81 (Thompson
et al., 1997) e foram manualmente ajustadas utilizando-se o programa Mega3 (Kumar et
al., 2004), onde também foi verificada a ocorréncia de cdédons de terminacdo e as

substituigdes de aminoacido.



36

Estatisticas basicas como diversidade nucleotidica () e haplotipica (Hd), e os testes
de neutralidade D de Tajima (Tajima, 1983), D de Fu e Li (Fu e Li, 1993), Fs de Fu (Fu,
1997) e F de Fu e Li (Fu e Li, 1993), foram estimados através do programa DnaSP 4.0
(Rozas et al., 2003).

A fim de se comparar a diversidade genética ao longo da area de estudo, valores de
1t ¢ Hd também foram calculados para cada ponto de coleta, sendo que, quando necessario
para se obter no minimo dez individuos por andlise, alguns pontos contiguos foram
agrupados (com excec¢do de O. quadrata do Maranhdo, em que devido a grande distancia
com os demais pontos de amostragem, manteve-se o numero de 8 individuos nesta
analise). Estes dados, juntamente com a distancia em kilometros entre pontos, a partir de
um ponto de referéncia, foram utilizados em uma analise de regressdo linear simples, com
intervalo de confianca de 95%, utilizando-se o programa MS Excel 2003, para verificar se
nestas espécies a diversidade genética varia conforme a sua distribuicdo geografica. O
ponto mais ao sul da amostragem de cada espécie foi designado como ponto zero,
aumentando em direcdo ao norte conforme as distancias verificadas entre cada ponto a
partir do GPS. A distancia geografica constituiu a varidvel independente nesta analise.

Para se identificar a ocorréncia de possiveis barreiras biogeograficas ao longo da
area de amostragem, utilizamos o algoritmo de Monmonier (Monmonier, 1973),
implementado nos programas AIS (A4lleles In Space) (Miller, 2005) e Barrier 2.2 (Manni et
al., 2004) (apenas para D. hanleyanus), através da distancia genética bruta, onde a maior
distancia genética entre quaisquer duas localidades forma o segmento inicial da possivel
barreira. Além disto, a correlagdo entre as distancias geografica e genética, entre todos os
pares de individuos, foi testada através do teste de Mantel (Mantel, 1967) com 1000

replicagdes, utilizando-se o programa Arlequin 3.11 (Schneider et al, 2000). Foram
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também realizadas andlises de autocorrelagdao espacial no programa AIS, tendo os dados
sido divididos em classes iguais de distancia e diferentes numeros de observagdes (nimero
de individuos amostrados por classe) para todas as espécies. O nimero de classes utilizado
para cada espécie variou conforme o tamanho de sua area de amostragem, sendo que para
O. quadrata optamos por excluir as amostras do Maranhdo, a fim de ndo termos a
existéncia de classes sem amostragem. Foram utilizadas 13 classes para M. mactroides, 30
classes para D. hanleyanus, 25 classes para E. brasiliensis e 14 classes para O. quadrata.
Para todas estas analises a significancia estatistica foi testada através de 1000 permutacdes.

Com os resultados obtidos através do uso do algoritmo de Monmonier, foi possivel
dividir os pontos de coleta em dois grupos para realizar a andlise da variancia molecular
(AMOVA) (Excoffier e Smouse, 1994) a partir das diferengas nucleotidicas (Pst) e
também apenas usando a freqiiéncia dos haplotipos (Fst classico) (Wright, 1978),
utilizando-se 1000 permutacdes. O st e o Fst também foram calculados par a par entre os
pontos de coleta. Testes de AMOVA também foram feitos em nivel de populacdo (pontos
de amostragem).

Redes de haplotipos foram estimadas através do método median-joining (Bandelt et

al., 1999), com auxilio do programa Network 4.1.0.8 (www.fluxus-engineering.com).

Para evidenciar a existéncia de sinal de expansao populacional realizamos analises
de mismatch distribution (Rogers e Harpending, 1992) com intervalo de confianca de 95%
e 1000 replicagdes de bootstrap para cada espécie, com o programa Arlequin 3.11
(Schneider et al., 2000).

O programa Lamarc 2.1 foi utilizado para as estimativas do parametro teta (0) e da
taxa de crescimento populacional, os quais foram utilizados para estimar o tamanho efetivo

populacional atual (Ney) e ancestral no tempo ¢ (Ney) utilizando:
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Neo= 0/(2.p.2)
e
Ne= 0t/2(p.g.Ney)
onde p € a taxa evolutiva por geragdo em unidades de mutagdo e g € o tempo de geragdo
(Kuhner, 2006). As andlises no Lamarc consistiram de trés replicatas de 20 cadeias iniciais
e duas cadeias longas finais. As cadeias iniciais foram processadas com 500 amostragens
com intervalos de 20 e burn-in igual a 1000. As duas cadeias finais foram processadas com
mesmo burn-in e intervalo de amostragem igual a 50, porém com 10000 amostragens
registradas. Os intervalos de confianca para o calculo de teta e taxa de crescimento foram
calculados pela abordagem de percentil.

Baseado nas estimativas utilizadas na maior parte dos trabalhos evolutivos de
invertebrados marinhos (Knowlton et al, 1993; Hellberg e Vacquier, 1999; Rocha-
Olivares et al., 2001; Mathews et al., 2002; Jolly et al., 2006; Waters et al., 2007), a taxa
de substituicao para o gene COI utilizada neste estudo foi de 2% por milhdo de anos.

O tempo de geracdo para cada espécie foi estimado levando-se em conta
caracteristicas bioldgicas assim como longevidade e idade reprodutiva, tendo sido
calculado com base em Graziottin et al. (2006), de acordo com a seguinte formula:

Tempo de geracdo = ((A + B)/2)(— 10% de A)
onde “A” ¢ a idade minima de maturidade sexual e “B” ¢ o tempo minimo de vida, ambos
expressos em ano. Para todas as espécies “A” foi igual a um ano, enquanto que “B” foi
igual a sete anos para M. mactroydes (Bergonci, 2005), trés anos para D. hanleyanus (Gil,
2005) e dois anos para E. brasiliensis (Silveira, 1998) e O. quadrata (Alberto, 1995).
Para estimar a flutuacdo do tamanho populacional de cada espécie utilizamos o

método Bayesian Skyline Plot (BSP) implementado no programa BEAST 1.4 (Drummond
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e Rambaut, 2003) o qual foi utilizado também para inferir a data do ancestral comum mais
recente (TMRCA) para os hapldtipos de cada espécie. Na andlise de BSP utilizou-se um
modelo de relégio molecular (com a taxa de substitui¢do de 2% por milhdo de anos)
relaxado, os modelos de substituicdo sugeridos pelo Modeltest v. 3.06 (Posada e Crandall,
1998) para cada espécie, e 10 000 000 cadeias para M. mactroides, 200 000 000 para D.
hanleyanus, 300 000 000 para E. brasiliensis e 200 000 000 para O. quadrata.

Além disto, a data de expansdo populacional foi calculada utilizando o valor do
parametro “tau” (época da expansdo) gerado na andlise de mismatch distribution no

Arlequin, e a taxa de substitui¢do descrita acima.
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4. RESULTADOS

4.1 Diversidade nas seqiiéncias do gene COI

Algumas seqiiéncias obtidas apresentaram substituicdes ndo-sindnimas, mas estas
foram entre aminoacidos de mesma cadeia lateral, que ndo interferem na atividade protéica
final. Além disso, ndo foram encontrados codons de terminagdo, sugerindo que nestas
seqiiéncias ndo estdo representadas inser¢cdes nucleares.

Com excecdo de E. brasiliensis, as demais espécies apresentaram alguns sitios
homoplésicos (mais de um passo de substitui¢do), detectados na andlise de rede de
haplotipos no programa Network 4.1.0.8. O. quadrata apresentou 16 sitios com alguma
homoplasia, seguida de D. hanleyanus, com nove sitios e M. mactroides com quatro.
Todos estes sitios foram minuciosamente reanalisados nos cromatogramas, sendo as suas

seqliéncias confirmadas em todos os casos.
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Os dados de diversidade genética, bem como os resultados dos testes de

neutralidade e os indices de fixacdo Pst e Fst (individuos agrupados de acordo com a

divisdo geografica proposta pelo algoritmo de Monmonier) estdo expressos na tabela 3.

Tabela 3- Estatisticas basicas e indices de diversidade genética para cada espécie.

Indices M. mactroides D. hanleyanus E. brasiliensis O. quadrata
N 59 247 191 135
Pares de base 578 548 515 518
Numero de sitios

variaveis 22 44 10 46
H/Hd 22/0,87+0,030 48/0,662+0,0013 11/0,347+0,0016 51/0,947 +0,0001
7 (%) 0,31 £ 0,038 0,21 +0,018 0,077 £ 0,010 0,71 £ 0,051
D de Tajima -1,796* -2,448%* -1,805* -1,715
DdeFueLi 1,796 -5,661* -4,076* -3,531%
Fde FueLi -2,749% -5,114* -3,889* -3,328%
Fs de Fu -16,853* -74,825% -10,518%* -47,197*
Dst 0,431* 0,04* 0,37* 0,004
Fst 0,43* 0 0,53* 0,0003

N= Tamanho amostral; H= Ntimero de haplotipos; Hd= Diversidade haplotipica;

1= Diversidade Nucleotidica (%); = desvio padrao; * = Significante (P<0,05).

De maneira geral, as espécies apresentaram baixos valores de diversidade

nucleotidica e valores mais altos de diversidade haplotipica, entretanto E. brasiliensis

apresentou diversidade nucleotidica tdo baixa quanto a sua diversidade haplotipica. Além

disto, todos os testes de neutralidade mostraram valores negativos e significantes (com
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exce¢do do D de Tajima de O. quadrata e do D de Fu e Li para M. mactroides), claramente

sugerindo cenarios de gargalos de garrafa populacional seguidos de expansao forte.

Os valores de Pst e Fst apresentaram-se semelhantes entre si para todas as espécies,

sugerindo estruturagdo populacional alta para M. mactroides ¢ E. brasiliensis, e baixa para

D. hanleyanus e O. quadrata.

Os valores de diversidade genética nas areas de coleta, apresentados nas tabelas 4-

7, de uma maneira geral mostram para cada espécie valores bastante semelhantes ao longo

da distribuicdo geografica, apesar de alguns pontos apresentarem valores mais

discrepantes.

Tabela 4- Diversidade genética por pontos de coleta para Mesodesma mactroides.

Locais de Coleta/indices de diversidade genética N H Hd SD(HD) = (%) SD (m)
Enseada/llha Comprida (SP) 13 5 0,769 0,099 0,333 0,00075
FSM/Torres (SC/RS) 17 8 0,772 0,097 0,313  0,00079
Tramandai/Mostardas (RS) 13 8 0,859 0,089 0,244  0,00044
Cassino/Ponto Médio/Chui (RS) 16 7 0,842 0,059 0,226  0,00034

N= tamanho amostral; H= Numero de haplotipos; Hd= Diversidade haplotipica;

1= Diversidade nucleotidica; FSM= Farol de Santa Marta; SD= Desvio padrao.



Tabela 5- Diversidade genética por pontos de coleta para Donax hanleyanus.

Locais de Coleta/indices N H Hd SD(HD) =%  SD(n)
ltaunas/Itapod/Copacabana (ES/RJ) 16 5 0,6 0,127 0,128  0,00034
Cocanha (SP) 10 3 0,511 0,164 0,101  0,00037
Enseada (SP) 10 5 0,667 0,163 0,292 0,00110
Peruibe (SP) 10 6 0,867 0,085 0,349  0,00055
llha Comprida (SP) 10 8 0,956 0,059 0,418  0,00052
Pontal do Sul (PR) 10 5 0,667 0,163 0,219  0,00086
Itapoda/Barra do Sul (SC) 14 8 0,769 0,120 0,253  0,00067
Picarras/Palmas (SC) 15 6 0,714 0,116 0,292  0,00078
Praia do Sonho/FSM (SC) 12 4 0455 0,170 0,091  0,00038
Torres/Tramandai (RS) 13 7 0,731 0,133 0,295 0,00094
Mostardas/Cassino (RS) 16 8 0,758 0,110 0,236  0,00059
Ponto Médio (RS) 11 3 0,564 0,134 0,192  0,00051
Chui (RS) 10 5 0,756 0,130 0,223  0,00053
La Paloma/La Pedrera (Uruguai) 19 8 0,647 0,120 0,197  0,00052
Jose Ignacio (Uruguai) 12 3 0,439 0,158 0,086 0,00034
San Clemente (Argentina) 13 2 0,154 0,126 0,028  0,00023
Villa Gesell (Argentina) 12 8 0,894 0,078 0,238  0,00041
Mar del Plata (Argentina) 23 9 0,585 0,122 0,173  0,00049

N= tamanho amostral; H= Numero de haplotipos; Hd= Diversidade haplotipica;

1= Diversidade nucleotidica; FSM= Farol de Santa Marta; SD= Desvio padrao.
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Tabela 6- Diversidade genética por pontos de coleta para Emerita brasiliensis.

Locais de Coleta/indices N H Hd SD(HD) =n(%)  SD(n)
Itatinas/Itapoa (ES) 22 4 0,515 0,111 0,132  0,00034
Copacabana/Picinguaba (RJ/SP) 18 3 0,569 0,071 0,123  0,00022
Enseada/Peruibe (SP) 17 2 0,309 0,122 0,06 0,00024
llha Comprida (SP) 10 1 0 0,000 0 0,00000
llha do Mel (PR) 10 2 0,02376 0,154 0,078 0,00060
Barra do Sul/Pigarras/Palmas (SC) 26 3 0,151 0,093 0,03 0,00019
Praia do Sonho (SC) 10 1 0 0,000 0 0,00000
Farol de Santa Marta (SC) 10 3 0,378 0,181 0,078  0,00040
Torres (RS) 13 1 0 0,000 0 0,00000
Tramandai/Mostardas (RS) 16 2 0,125 0,106 0,024  0,00021
Ponto Médio/Chui (RS) 16 3 0,242 0,135 0,07 0,00041
Cabo Polbnio/La Paloma/Piriapolis (Uruguai) 18 2 0,111 0,096 0,022 0,00019

N= tamanho amostral; H= Numero de haplotipos; Hd= Diversidade haplotipica;

1= Diversidade nucleotidica; SD= Desvio padrao.

Tabela 7- Diversidade genética por pontos de coleta para Ocypode quadrata.

Locais de Coleta/indices N H Hd SD(HD) =x(%) SD (r)
llha dos Lengois (MA) 8 7 094 0,077 0,490 0,00084
Itapod/Itaunas (ES) 19 13 0,953 0,031 0,831 0,00156
Iriri (RJ) 10 8 0,956 0,059 0,596  0,00143
Itaguaré (SP) 10 7 0,911 0,077 0,764  0,00150
IC/Pontal do Sul/Barra do Sul (SP/PR/SC) 21 12 0,924 0,038 0,517  0,00083
Pinheira/Farol de Santa Marta (SC) 17 12 0,934 0,046 0,886  0,00139
Arroio do Silva/Torres (SC/RS) 13 10 0,949 0,051 0,698 0,00163
Mostardas/Cassino (RS) 18 12 0,954 0,030 0,699 0,00105
Ponto Médio/Chui (RS) 19 11 0,889 0,058 0,768  0,00155

N= tamanho amostral; H= Numero de haplotipos; Hd= Diversidade haplotipica;

1= Diversidade nucleotidica; IC= Ilha Comprida; SD= Desvio padrao.
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4.2 Deteccao de Barreiras Biogeograficas

A analise utilizando o algoritmo de Monmonier para detec¢do de possiveis
barreiras entre as populacdes apresentou resultados diferentes para cada espécie (Figura 7).
Para M. mactroides a barreira principal divide as amostras entre os pontos I1ha Comprida,
SP e Farol de Santa Marta, SC, enquanto que para E. brasiliensis a divisdo de grupos foi
entre Copacabana, RJ e Picinguaba, SP. Ocypode quadrata foi dividida entre Mostardas,

RS e Cassino, RS, e D. hanleyanus entre Enseada e Prainha/Peruibe ambos em SP.
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Figura 7- Barreiras encontradas pelo teste utilizando-se o algoritmo de Monmonier para as

espécies 1: E. brasiliensis, 2: D. hanleyanus, 3: M. mactroides, e 4: O. quadrata.
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4.3 Redes de Haplotipos do gene COI

A andlise da rede de haplotipos mostra para M. mactroides (Figura 8) a presenca de
dois haplotipos mais freqlientes de onde irradiam os demais, separados praticamente por
apenas uma mutacdo. Além disto, ha dois grupos de hapldtipos com boa estruturagao
geografica, um com quase 90% dos haplotipos incluidos na regido ao sul da barreira gerada
pelo algoritmo de Monmonier (entre Ilha Comprida, SP e Farol de Santa Marta), e outro ao
norte. No grupo sul ha um alto compartilhamento de haplétipos entre as populagdes
amostradas (ndo identificadas na figura). Nao ¢ possivel estabelecer nenhuma tendéncia
geografica na relagdo entre os haplotipos de cada um dos dois grupos geograficos, ja que
esta relagdo ocorre no mesmo grau entre as populacdes mais distantes ou mais proximas

geograficamente (ndo representados na figura).
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Figura 8- Rede de haplotipos de M. mactroides. Rosa= Grupo ao sul da barreira gerada
pelo algoritmo de Monmonier (incluindo do Chui, RS até Farol de Santa Marta, SC),

Verde= Grupo ao norte da barreira (Ilha Comprida, SP e Enseada, SP).
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Na rede de haplotipos de D. hanleyanus (Figura 9) temos a presenca de um
haplétipo central de onde partem a maioria dos outros haplétipos, separados por apenas
uma mutagdo, além de um segundo haplétipo mais freqliente que apresenta um padrao
semelhante, mas em menor escala. Este ¢ um padrdo claramente identificado com um
bottleneck populacional seguido de expansao populacional rapida. Como neste caso ndo foi
possivel obter resultados pelo algoritmo de Monmonier, os haplotipos estdo divididos

politicamente pelos estados brasileiros, Uruguai e Argentina.

I~

Figura 9- Rede de haplotipos de D. hanleyanus. Rosa= Grupo ao sul da barreira gerada pelo
algoritmo de Monmonier (incluindo de Mar Del Plata, Argentina até¢ Prainha/Peruibe, SP),
Verde= Grupo ao norte da barreira (Enseada, SP até Itatnas, ES). Branco= haplétipo nao

amostrado, gerado pelo programa.
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Na rede de haplotipos de E. brasiliensis (Figura 10) todos os haplétipos estdo
separados por apenas uma muta¢do, com dois haplotipos mais centrais de onde irradiam os
outros, que também sdo indicativos de expansdo populacional. O padrdo geral desta
espécie ¢ semelhante ao de M. mactroides, porém com menor nimero de hapldtipos. Nao
encontramos um padrao de estruturacdo muito forte nesta andlise, apesar de indicado pelos
valores altos de ®st e Fst. A maior parte dos haplotipos do sul estdo no grupo a esquerda
da figura, enquanto que a maioria dos haplotipos do norte encontra-se no outro grupo,
entretanto existe um compartilhamento de hapldtipos entre norte e sul (divididos pelo

algoritmo de Monmonier).

o

Figura 10- Rede de haplétipos de E. brasiliensis. Rosa= Grupo ao sul da barreira gerada
pelo algoritmo de Monmonier (Picinguaba, SP - Piridpolis, Uruguai), Verde= Grupo ao

norte da barreira (Copacabana, RJ — Itatnas, ES).
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A rede de haplotipos de O. quadrata (Figura 11) é a que apresenta maior
complexidade, tendo dois haplotipos centrais mais comuns com um padrdo de irradiagao,
ocorrendo, entretanto com uma grande quantidade de outros haplotipos mais divergentes,
com freqiiéncia intermediaria. Pode também ser observado um alto compartilhamento de

haplotipos entre as populagdes.

Figura 11- Rede de haplotipos de O. quadrata. Rosa= Grupo ao sul da barreira gerada pelo
algoritmo de Monmonier (incluindo do Chui, RS at¢ Mostardas, RS), Verde= Grupo ao

norte da barreira (Tramandai, RS até Ilha dos Lengois, MA).
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4.4 Indices de Fixagdo ®st e Fst ¢ Analise da Variancia Molecular (AMOVA)

A analise de ®st e Fst par a par entre os pontos de coleta apresentaram valores
significativos separando praticamente as mesmas amostras separadas pelo algoritmo de
Monmonier para as espécies M. mactroides (Tabela 8) e E. brasiliensis (Tabela 9),
curiosamente diferindo nesta espécie que apresentou a barreira do Monmonier entre
Copacabana, RJ e Picinguaba, SP, e diferenciacdo do ®st e Fst nas amostras de Picinguaba
e ES com exclusio de Copacabana, RJ. O. quadrata (Tabela 10) apenas pelo Fst
apresentou uma diferenciacdo entre o Ponto Médio (RS) e alguns outros pontos, e D.
hanleyanus (Tabela 11) apresentou valores divergentes também apenas pelo Fst entre Ilha

Comprida (SP) e os demais.

Tabela 8- Resultado dos testes de ®st e Fst par a par entre os pontos de amostragem para

M. mactroides.

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 Chui (RS) e

2 Ponto Médio (RS) | - - -+ -+ 4+

3 Cassino (RS) | - - - - - -+ o+

4 Mostardas (RS) | - - - - - -+ -

5 Tramandai (RS) | - + - - - - Eas

6 Torres(RS) | - - - - - o+ o+

7 Farol de Santa Marta (SC) | - - - - - - 4 4

8 Ilha Comprida (SP) | + + + + + + + -
9Indaid(SP) | + + + - + + - -

Sinal postitivo= ®st > 0,05 e significante (p<0,05); sinal negativo= st < 0,05.
Tridngulo superior= Fst; Triangulo inferior= Pst;

Hachurado em azul= destaque aos valores de ®st e Fst significativamente divergentes.



Tabela 9- Resultado dos testes de ®st e Fst par a par entre os pontos de amostragem para E.

brasiliensis.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1 Piriapolis (Uruguai) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
2 La Paloma (Uruguai) | - - - - .- - - - - - - - - R + _ + +
3 Cabo Polénio (Uruguai) | - - - - - e e - - - - - - - ; - + . + +
4 Chui (RS) | - - - - - - - - - - - - - - - - + _ + +
5 Ponto Médio (RS) | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - e -
6 Cassino (RS) | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 4 +
7 Mostardas (RS) | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + +
8 Tramandai (RS) - - - - - - - - - - - - - - R - + . + +
9 Torres (RS) | - - - - - - - - - - - - - i, i, R + _ + +
10 Farol de Santa Marta (SC) | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - e +
11 Praiado Sonho (SC) | - - - - - - - - - - - - - - - ; - + . + +
12 Palmas (SC) | - - - - - - - e - - - - - - - - + _ + +
13 Pigarras (SC) | - - - - - - e e - - - - - - - - + _ + +
14 Barra do Sul (SC) | - - - - - - - e - - - - - - - - + _ + +
15 [tha do Mel (PR) | - - - - - - - - - - - - - R _ - R + _ + 4
16 Ilha Comprida (SP) | - - - e e e e e - - - - - - - R + _ + +
17 Peruibe (SP) | - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + i,
18 Indaia (SP) | - - - - - - e - - - - - - - - - - + -
19 Picinguaba (SP) - + o+ - -+ -+ - + + + + - + - - - - -
20 Copacabana (RJ) | - - - - - - - -+ - - - - - - - - - - + -
21 Itapoa (ES) | + + + + + + + + + - + + + + 4 + + + = = -
22 Itatnas (ES) + + + + - -+ 4+ 4+ - + + + 1 + + = = = - -

Sinal postitivo = dst > 0,05 e significante (p<0,05); sinal negativo = ®st < 0,05.
Triangulo superior= Fst; Triangulo inferior= ®st

Hachurado em azul= destaque aos valores de ®st e Fst significativamente divergentes.
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Tabela 10- Resultado dos testes de Pst e Fst par a par entre os pontos de amostragem

para O. quadrata.

1 23 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1 Chui (RS) + - - - - - - oL
2 Ponto Médio (RS) | - - - -+ 4+ - -+ 4+ + + -+
3 Cassino (RS) | - - -
4 Mostardas (RS) | - - - - - - - - ..o
5Torres(RS) | - - - - - - - - - ..
6 Farol de Santa Marta (SC) | - - - - - + -+ - 4+ - - - -
7 Arroio do Silva(SC) | - - - - - - e
8 Pinheira (SC) | - - - - - - - - - - - Lo
9BarradoSul(SC) | - - - - - - - - - - - - -+
10 Pontal do Sul (PR) | - - - - - - - - - - - - - -
11 Ilha Comprida (SP) | - - - - - - + - - - - - - -
12 Itaguaré (SP) | - - - - - - - - - - - - - -
BIriiR) |- - - - - - - - - - - - - -
14 Ttapoa (ES) | - - - - - - - - - - - - - -
15 Itatnas (BS) | - - - - - - - - - - - - - -
16 Ilha dos Lengois (MA) |+ - - - - - - - - - - - - - .

Sinal postitivo = ®st > 0,05 e significante (p<0,05); sinal negativo = Pst < 0,05.

Triangulo superior= Fst; Triangulo inferior= Pst.



Tabela 11- Resultado dos testes de ®st e Fst par a par entre os pontos de amostragem para D. hanleyanus.

2 3 4 5 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

1 Mar del Plata (Argentina) - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - -
2 Villa Gessel (Argentina) - + - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
3 San Clemente (Argentina) + - - - + - - - - - - + - - - + + R _ _ .
4 José Ignacio (Uruguai) - - - - - - - - - - - - - - - + + - _ - -
5 La Pedrera (Uruguai) + - - - - - - - - - - - - - - + - - - - -
6 Chui (RS) + -+ o+ - - - - - - - - - - - - - - - - - -
7 Ponto Médio (RS) + - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - -
8 Cassino (RS) + -+ - - - - - - - - - - - - - - - - - -
9 Mostardas (RS) - + + o+ - + - - - - - - - - - - - - - - -
10 Tramandai (RS) - -+ - - - - - - - - - - - - - - - - -
11 Torres (RS) - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - -
12 Farol de Santa Marta (SC) - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - -
13 Praia do Sonho (SC) - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - -
14 Palmas (SC) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
15 Pigarras (SC) - + -+ o+ + - - - - - - - - - - - - - - -
16 Barra do Sul (SC) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
17 Itapoa (SC) - - -+ - - - - - - - - - - - - - - - - -
18 Pontal do Sul (PR) - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - -
19 Ilha Comprida (SP) - + -+ - - - - - - - - - - - - - - - - -
20 Peruibe (SP) + + -+ o+ + - - - - - - - - - - - - - - -
21 Indaia (SP) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
22 Cocanha (SP) - - - - - + - - - - - - - - - + + - - -
23 Copacabana (RJ) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
24 Itapoa (ES) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

25 Itatnas (ES) - - - - - - - - - - - - + _ - R + + + _ . .

Sinal postitivo = ®st > 0,05 e significante (p<0,05); sinal negativo = ®st < 0,05.

Tridngulo superior= Fst; Triangulo inferior= ®Pst.
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O teste de Mantel apresentou correlagdo positiva e significativa entre as distancias
genética e geografica apenas para E. brasiliensis (1=0,14 p= 0,0009), sendo também
positiva, mas nao significativa para M. mactroides (r=0,1 p= 0,07) e proxima a zero para
D. hanleyanus (r=-0,014, p= 0,68), e para O. quadrata (r=0,00078, p= 0,49). Estes
resultados podem ser melhor visualizados através do teste de Autocorrelagdo Espacial,
onde para E. brasiliensis nota-se um aumento continuo da distdncia genética com o
aumento da distancia geografica entre as populagdes, padrao compativel com a ocorréncia
de isolamento por distancia (Fig. 12). J4 para as outras espécies apenas algumas poucas
classes de distancia geografica mostram valores de distancia genética significativas

(Figuras 13-15).
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Figura 12- Analise de Autocorrelacdo Espacial para E. brasiliensis. Ay= média da

€6,

distancia genética entre pares de individuos. Linha paralela ao eixo “x” indica o valor

médio de Ay para o grupo de dados. *= estatisticamente significante (p<0,05).
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Figura 13- Analise de Autocorrelacdo Espacial para M. mactroides. Ay= média da

distancia genética entre pares de individuos. Linha paralela ao eixo “x” indica o valor

médio de Ay para o grupo de dados. *= estatisticamente significante (p<0,05).
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genética entre pares de individuos. Linha paralela ao eixo “x” indica o valor médio de Ay

para o grupo de dados. *= estatisticamente significante (p<0,05).
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A analise da variancia molecular (AMOVA) (Tabela 12) mostra dois padrdes para
os valores de variancia intra e inter grupos (considerando que cada espécie esta dividida
em dois grupos de populagdes como sugeridos pela andlise de algoritmo de Monmonier).
Para D. hanleyanus e principalmente O. quadrata praticamente toda a diversidade
encontra-se dentro das populagdes, enquanto que para M. mactroides e E. brasiliensis
aproximadamente metade da variabilidade encontra-se dentro das populagdes e a outra
metade entre os dois grupos de populagdes. A variancia encontrada para o teste AMOVA
considerando-se apenas em nivel de populacao (cada ponto amostral, conforme a tabela 1)
apresentou valores entre 18 e 30% da diversidade entre as populacdes para M. mactroides e

E. brasiliensis, e entre 0,06 e 3 % para O. quadrata e D. hanleyanus.
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Tabela 12- Resultados do teste de AMOVA.

Variancia ®st/Fst (%)
\ Espécies M. mactroides D. hanleyanus E. brasiliensis O. quadrata
Grupos de populagdes
Entre os grupos 42,46 -0,06 47,46 -0,04
15,28 0 50,29 0,66
Entre as populagdes 0,7 3,95 6,04 0,08
dentro dos grupos 0,15 0 6,19 2,7
Dentro das populagdes 56,84 96,10 46,5 99,97
84,57 100 43,52 96,65
P 0,0000 0,00684 0,0000 0,43109
0,0000 1,00 0,0000 0,47605
Nivel de populagao
Entre populagdes 18,15 3,93 29,30 0,06
23,37 35,58 29,29 8
Dentro das populagdes 81,85 96,07 70,70 99,94
76,63 64,42 70,71 92
P 0,0000 0,00782 0,0000 0,42913
0,0000 0,0000 0,0000 0,0000

P= significancia estatistica.
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4.5 Expansao e Tamanho Populacional

Para as analises de flutuagdo historica do tamanho populacional (Bayesian Skyline
Plot) e tempo da coalescéncia (TMRCA), utilizamos os tempos de geracao estimados em
3,9 anos para M. mactroides, 1,9 anos para D. hanleyanus, ¢ 1,4 anos para E. brasiliensis e
O. quadrata, e os modelos evolutivos sugeridos pelo Modeltest, que foram HKY para os
dois moluscos e para E. brasiliensis, e GTR para O. quadrata.

Os TMRCAs para os haplotipos deste gene para cada espécie obtido no BEAST
apresentaram resultados bem distintos, tendo E. brasiliensis uma coalescéncia mais recente
entre todas estas espécies, 57 mil anos atras, com um intervalo de confianga (IC) entre 7 a
146 mil anos, enquanto que O. quadrata parece ter uma historia bem mais antiga, com
ancestral comum mais recente de S08 mil anos atras (IC= 209 a 885 mil anos atras). Os
tempos de coalescéncia para M. mactroides e D. hanleyanus foram de 79 mil (IC= 23 a
162 mil) e 107 mil (IC=33 a 213 mil) anos atras, respectivamente.

Os graficos de BSP, que estimam a flutuacdo populacional através do tempo,
sugerem uma expansdao populacional forte (a semelhanca dos testes de neutralidade) e
relativamente recente para todas as espécies. Para E. brasiliensis (Figura 16) a expansdo
populacional parece ter sido muito rapida e com maior intensidade do que ocorreu com as
demais espécies, bem como mais recente, tendo ocorrido entre 10 e 20 mil anos atras. Nas
demais espécies (Figuras 17-19) a expansdo foi mais antiga, aproximadamente entre 70 e
100 mil anos atrds. Uma comparagao entre todas as espécies pode ser visualizada na figura

20, sugerindo que a expansao para as trés ultimas espécies possa ter sido simultanea.
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Figura 17- Analise Bayesian Skyline plot para a espécie M. mactroides. Superior e Inferior

sao os limites do intervalo de confianga.



67

Donax hanleyanus

r 100.000.000

10.000.000 E
c
/_ o
Y 1000000 'O
o
2 | — Mediana
100.000 o )
/ o | — Superior
° —_ .
10.000 > Inferior
il
Q
1.000 w
o]
e
c
100 ©
S
(1}
10 =
r T T T —— T T T T T 1
g &8 8 ¢ & 8 8 8 g & -°
N - - - - -
Tempo

Figura 18- Analise Bayesian Skyline plot para a espécie D. hanleyanus. Superior e Inferior

sao os limites do intervalo de confianga.
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Figura 19- Andlise Bayesian Skyline plot para a espécie O. quadrata. Superior e Inferior

sao os limites do intervalo de confianga.
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Figura 20- Analise Bayesian Skyline Plot para todas as espécies. Apenas a linha mediana ¢

mostrada para facilitar a visualizagao.

A existéncia de expansdo populacional foi corroborada pela anélise de mismatch
distribution, a qual mostra um sinal de expansdo populacional subita para as quatro
espécies (Figuras 21-24). Porém, as datacdes de expansdo populacional calculadas através
do parametro “tau”, gerado na analise de mismatch distribution e corroborado através do
programa DnaSP de modo geral apresentaram datas mais antigas do que as encontradas na
analise Bayesian Skyline Plot (Tabela 13). O valor de “tau” para E. brasilienis foi
calculado pelo programa DnaSP, ja que ocorreu um erro na analise para esta espécie no

programa Arlequin.
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Figura 21- Anélise de mismatch distribution para M. mactroides. Intervalo de confianca

Superior e Inferior (alpha= 0,05 com 1000 replicacdes).
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Figura 22- Andlise de mismatch distribution para E. brasiliensis. Intervalo de confianga

Superior e Inferior (alpha= 0,05 com 1000 replicagdes)



71

Mismatch distribution - Emerita brasiliensis

20000
© 15000
g —— Obsenado
‘¢ 10000 - — Inferior
o
o Superior
% 5000 |

0
0 1 2 3
Diferencas

Figura 23- Anélise de mismatch distribution para D. hanleyanus. Intervalo de confianca

Superior e Inferior (alpha= 0,05 com 1000 replicacdes).
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Tabela 13- Valores de “tau” e os intervalos de confianga superior e inferior.
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Parametros M. mactroides  D. hanleyanus E. brasiliensis* O. quadrata
Tau 2,016 0,967 0,395 1,4
Limite Superior 2,656 1,428 - 6,76
Limite Inferior 1,453 0,717 - 0,297
Data de expansao (milhares de

anos antes do presente) 174 88,22 38 135

* estimado pelo DnaSP, que ndo calcula os limites de confianga.

4.6 Tamanho Efetivo e Taxas de Crescimento Populacionais

Os valores de teta (8) e crescimento populacional calculados pelo programa Lamarc

2.1, assim como o célculo de tamanho efetivo populacional atual (Neg) e ancestral (Ne;)

para as quatro espécies estdo representados na tabela 14. Todas as espécies apresentaram

forte sinal de crescimento populacional, representados nas grandes taxas de crescimento

(todas superior a mil), e nos valores de tamanho efetivo populacional atual, quando

comparado aos valores de Ne historicos. E. brasiliensis foi a espécie que apresentou o

maior teta e a maior taxa de crescimento, apresentando um Ne atual bastante alto, acima de

15 milhdes, sendo que todas as espécies apresentaram Ne maior do que 2 milhdes.

Tabela 14- Parametros demograficos obtidos com o programa Lamarc.

M. mactroides  D. hanleyanus  E. brasiliensis  O. quadrata

0 0,136019 0,223063 0,3958 0,157279
Nep 2060 893,93 7435 433,33 15223 076,92 6049 192,30
Ne; 40 586,33 20,31507 1950,729 6121,387
G 3 106,297 6 563,46 15 000 1 345,543

0= teta; G= Taxa de crescimento populacional; Ne;= Tamanho Efetivo Populacional atual;

Ne= Tamanho Efetivo Populacional ancestral.
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4.7 Diversidade Genética vs. Geografica

As analises de regressdo linear entre diversidade genética intrapopulacional e
latitude (representadas pela distancia do ponto mais ao sul) estdo expressas nas figuras 25-
28, parecendo haver uma tendéncia de aumento de diversidade em direcdo ao norte da
amostragem, em especial em E. brasiliensis, porém nenhum destes resultados apresentou
correlagdo significativa. Esta analise tinha como objetivo tentar identificar se, durante o
bottleneck populacional sugerido pelos resultados acima, as espécies poderiam ter
permanecido em refagios (ao norte ou ao sul da distribui¢do), identificados como regides
com maior diversidade genética, dos quais teriam se expandido para as demais localidades

onde se encontram hoje.

Andlise de Regressao para Mesodesma mactroides
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Figura 25- Anélise de Regressao para M. mactroides. P>0,05.
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5. DISCUSSAO

Para se entender os processos que determinam a diversidade de organismos
costeiros € marinhos, ¢ fundamental que se conheca a histéria evolutiva e os fatores que
determinaram a distribuicdo espacial das espécies que vivem nestes ambientes. Neste
sentido, ressaltamos que este estudo ¢ o primeiro trabalho de filogeografia comparativa na
area geografica em que foi desenvolvido (regido costeira da América do Sul) e o primeiro
para estas espécies, além de ser um dos poucos a incluir uma area tao abrangente.

Apesar de a biologia destas espécies de moluscos e crustdceos apresentarem
semelhancas em termos ecologicos, tais como a fase larval livre natante, o tempo de
geracdo e a longevidade, os padrdes foram parcialmente concordantes, revelando a

complexidade da historia filogeografica de uma regido e de suas espécies.

5.1 Diversidade Genética e Historia Demografica

As quatro espécies apresentaram diversidade genética relativamente baixa quando
comparadas a outros invertebrados marinhos (p.ex. Bucklin e Wiebe (1998), Hamm e
Burton (2000), Marko (2004)), com diversidade nucleotidica entre ~0,3% e ~0,7%, sendo
que E. brasiliensis apresentou uma diversidade ainda menor, de 0,07%. Interessantemente,
nao hé relagdo entre a diversidade genética e a abundancia atual das espécies, pois E.
brasiliensis ¢ a mais abundante atualmente, e a espécie menos abundante, M. mactroides,
apresentou a segunda maior diversidade nucleotidica e haplotipica. Um fator que pode
auxiliar no entendimento desta falta de correlagdo entre abundancia populacional censitaria

e diversidade genética ¢ uma alta varidncia no sucesso reprodutivo, um fendmeno muito
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conhecido em invertebrados marinhos (Boudry et al., 2002; Planes e Lenfant, 2002;

Chambers et al., 2006). Quanto maior a variancia no sucesso reprodutivo individual menor
o tamanho efetivo de uma populagdo, chegando a casos em que o Ne ¢ varias ordens de
magnitude menor do que a tamanho populacional censitario (p.ex. Hedgecock, 1986;

Hedrick, 2005; Chambers et al., 2006; Araki et al., 2007; revisao em Avise 2000).

5.2 Coalescéncia, Expansao Populacional e as Glaciagdes

As estimativas de ponto de tempo de coalescéncia dos haplotipos (TMRCA) foram
diferentes para as quatro espécies, trés dentro do ultimo ciclo glacial (com inicio hé cerca
de 100 mil anos) e O. quadrata bem anterior, o que sugere que as quatro espécies tiveram
histérias demograficas com pelo menos alguns detalhes diferentes, que pode ser diferentes
tamanhos para as populagdes ancestrais, ou que as mesmas tivessem diferentes graus de
estruturacao populacional. Por outro lado, os intervalos de confianga das estimativas de
TMRCA das espécies (com excegdao de O. quadrata) se sobrepdem, o que significa que
nao podemos refutar a hipotese de que os TMRCAs destas trés espécies sejam simultaneos.
Porém o tempo de coalescéncia para os haplétipos de O. quadrata apenas marginalmente
se sobrepde ao de D. hanleyanus, sugerindo fortemente que podemos considera-lo como
sendo mais antigo do que as outras trés espécies.

Os resultados adicionais tais como os testes de neutralidade e as estimativas do
mismatch distribution, parecem sugerir que estas ¢épocas de TMRCA ocorreram
simultaneamente a um forte efeito “gargalo de garrafa” populacional (bottleneck) antigo,
seguido de expansado rapida, para as quatro espécies. Porém, os resultados mais detalhados

do BSP sugerem que, com exce¢do de M. mactroides, as expansdes sao mais recentes do
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que as datas de coalescéncia (Fig. 20) e que as espécies passaram por periodos de

relativa “estabilidade demografica” com diferentes duragdes, anteriores a expansao
populacional. Entretanto, esta “estabilidade demografica” ndo deve ser considerada de
modo literal, pois, sabe-se que populacdes estruturadas podem inflar estes valores, mas
apesar disto, estes resultados sugerem para as trés espécies um longo periodo com
populagdes no minimo uma ordem de magnitude mais reduzidas do que a atual. Isto sugere
que estas populacdes menores devem ter tido distribuicdo bem mais limitada durante este
periodo, cujas areas de ocorréncia poderiam ser caracterizadas como refugios, dos quais as
espécies teriam se expandido espacial e numericamente (ver abaixo). No caso de M.
mactroides, cuja coalescéncia ocorreu imediatamente antes da expansdo, o resultado pode
ser explicado simplesmente considerando um tamanho populacional ancestral bastante
pequeno em termos absolutos, forcando uma coalescéncia muito rapida.

Os periodos glaciais, em especial o mais recente € no hemisfério norte, reduziram
drasticamente a distribuicdo das espécies a poucos refigios em latitudes menores, onde
elas ficaram abrigadas e dali se expandiram, como estd bem documentado para muitas
espécies, por exemplo, na América do Norte (Marko, 2004), na Europa (Verovnik et al.,
2005; Gittenberger et al., 2004) e no Artico (Audzijonyte e Viinold, 2006). Estes
provaveis refugios glaciais sdo também os locais de maior diversidade genética em relagao
as regides mais recentemente colonizadas (Stevens e Hogg, 2003). Contudo, as
conseqiiéncias dos periodos glaciais no hemisfério sul, em especial em regides de latitudes
intermediarias (com ¢ o caso aqui) sdo ainda pouco conhecidas e muito debatidas (Lessa et
al., 2003). Além disso, a influéncia destes ciclos glaciais nas espécies marinhas de praia ¢
ainda menos conhecida e geralmente menos drastica, neste caso devido a auséncia de

geleiras em boa parte da costa apesar de elas ocorrerem no continente na mesma latitude



79
(Murray-Jones e Ayre, 1997; Collin, 2001; Andrade et al., 2003; Lessa et al., 2003;

Hickerson et al., 2005; Kelly et al., 2006; Wilson, 2006).

Nao observamos nenhuma tendéncia clara de correlacao estatistica entre valores de
diversidade dentro das populagdes e a latitude, em especial para D. hanleyanus, M.
mactroides ¢ O. quadrata. Esta andlise tinha como objetivo tentar identificar se, durante a
estabilidade populacional sugerida pelos resultados, as espécies poderiam ter permanecido
em refligios (ao norte ou ao sul da distribuicao), identificados como regides com maior
diversidade genética atual, dos quais teriam se expandido para as demais localidades onde
se encontram hoje. Entretanto, ndo ha evidéncia com nossos dados de que estas trés
espécies tenham passado por um processo em que tenham se abrigado em refugios,
semelhante ao encontrado nas zonas continentais do hemisfério norte. Estes resultados
estdo em concordancia com aqueles obtidos nos poucos estudos de diversidade genética ao
longo do litoral brasileiro (Ignacio et al., 2000; Rocha et al., 2002). Além disso, mesmo no
hemisfério norte, muitas espécies também apresentam este mesmo cenario evolutivo, nao
tendo se abrigado em refugios € mostram hoje, padrdes de estruturagdo populacional e de
diversidade genética semelhantes aos de D. hanleyanus ¢ O. quadrata (Bucklin e Wiebe,
1998; Wares, 2002).

Apenas os dados de diversidade de E. brasiliensis (Tabela 6) sugerem maior
diversidade nas duas regides mais ao norte da distribui¢do, compativel com um cendrio de
expansao populacional recente a partir de refigio ao norte da distribuigdo.
Interessantemente, os resultados da histéria demografica estimada pelo BSP mostram que
E. brasiliensis ¢ a Unica espécie que apresenta um padrdo de expansdo populacional
diferente das demais, muito mais recente, mais especificamente imediatamente apds o

LGM, seguindo o aumento da temperatura e do nivel do mar. Este resultado ¢ compativel



80
com um cenario em que E. brasiliensis teria estado reduzida a um refigio em baixas

latitudes durante a ultimo ciclo glacial, em especial durante o LGM e que teria se
expandido em dire¢ao ao sul deste refugio apds o LGM (ver abaixo).

No caso de M. mactroides, a coalescéncia se deu exatamente no momento da
expansao, o que sugere um “bottleneck™ populacional intenso daquele momento para o
passado, sugerindo possivelmente ser esta a espécie mais suscetivel as mudancas
ambientais relacionadas ao ciclo glacial. Apesar de especulativo, esta maior sensibilidade
pode ser um dos fatores explicativos (junto com a exploragdo humana) da aparente
diminui¢do populacional recente observada nesta espécie.

Um tempo de coalescéncia muito mais antigo € a maior diversidade de O. quadrata
poderia ser explicada porque € Unica das quatro espécies que apresenta uma distribui¢ao
muito maior do que a regido de estudo (at¢ a América do Norte), o que sugere uma
tolerancia ecoldgica bastante extensa, além de dificultar a interpretacdo da questdo dos
reflgios, pois, por exemplo, ela pode ter se abrigado em refiigios fora de nossa area
amostral.

Diferentemente de E. brasiliensis, as outras trés espécies (M. mactroides, D.
hanleyanus e O. quadrata) apresentam um cenario de expansao populacional entre o final
do ultimo interglacial e a metade da ultima idade glacial (entre 100 ¢ 60 mil anos atras,

Fig. 29).
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Considerando o largo intervalo de confianga e a natureza qualitativa desta

avaliacdo, os resultados sdo compativeis com a hipotese de que estas expansdes tenham
ocorrido simultaneamente, durante o periodo glacial (mas antes do LGM), sugerindo que
elas podem ter se beneficiado de algum modo das condigdes ambientais durante o periodo
glacial, ao contrario de E. brasiliensis.

Uma expansao populacional bastante rapida e forte ocorreu ha aproximadamente 15
mil anos (entre 20 e 10 mil anos atras) em E. brasiliensis. A partir de 21 mil anos atras
(LGM) teve inicio o aumento acentuado da temperatura global em direcao ao atual clima
interglacial (Smith et al, 2005) acompanhado da subida do nivel do mar atingindo
gradualmente o nivel atual (Fig. 29). A coincidéncia temporal entre a curva do aumento de
temperatura e a curva da expansdo populacional sugere fortemente uma relacao causal da
primeira em relagao a segunda. Portanto, no caso de E. brasiliensis, o final do clima glacial
parece ter sido o fator que mais influenciou a dindmica demografica da espécie.

Todas as espécies aqui estudadas possuem caracteristicas bioldgicas dependentes
de calor, assim como reproducao, crescimento ¢ at¢ mesmo disponibilidade de alimento
(Silveira, 1998; Bergonci, 2005), sendo que E. brasiliensis ¢ capaz de interromper a
reproducao em condi¢cdes de temperatura desfavoraveis (Silveira, 1998). O pico
reprodutivo de E. brasiliensis ocorre no verdo, com o aparecimento de larvas maiores,
ocorrendo quase a auséncia de larvas no inverno e seu reaparecimento na primavera. Neste
periodo ocorre uma grande queda de temperatura e salinidade, entretanto, em aguas mais
frias os ovos sdo maiores € possuem mais reserva nutritiva, podendo sobreviver por mais
tempo no plancton (Silveira, 1998).

A drastica diminuicdo populacional desta espécie durante o LMG pode ser

explicada pelo provavel deslocamento para o norte devido a queda na temperatura do mar,
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aliado a diminui¢do do nivel do mar em mais de 100 metros, o que deve ter reduzido

drasticamente o habitat adequado a espécie, visto que a plataforma continental ¢ mais
vertical em dire¢do ao norte do litoral brasileiro, e nesta profundidade, o nivel do mar
alcancou o talude, o qual, na regido ao norte da distribuicdo de E. brasiliensis, apresenta-
se na forma de grandes canions (Figueiredo Jr e Madureira, 2004). Além disso, as
caracteristicas biologicas desta espécie, como sendo a unica que tem um sistema de
alimentacdo por filtragdo passiva, necessitando de um fluxo laminar de 4gua para obter
alimento, também pode ajudar a explicar este padrao demografico diferente, j& que o mar
estando a mais de 100 metros impossibilitava a ocorréncia de locais onde a espécie pudesse
sobreviver (sedimento) e se alimentar (ndo havendo fluxo de agua). Entretanto, apesar de
especulativo, uma analise detalhada de mapas batimétricos (Dias, 1999) da regido de
ocorréncia da espécie, mostra pequenos locais onde a declividade ¢ significantemente
menor, podendo ter sido locais de refligio para a espécie.

Ja a expansao populacional intensa apds o LGM pode estar relacionada a expansao
para o sul e o aumento expressivo do habitat favoravel com a recolonizagao da planicie
costeira, onde a plataforma continental ¢ bem menos inclinada.

Os jovens e recrutas de M. mactroides sao migradores mareais, enquanto que os
adultos tendem a permanecer na mesma posicao, independente da maré, movendo-se
somente durante ocasioes incomuns, como uma forte e brusca mudanga no nivel das marés
(Bergonci, 2005). O inverno, devido as baixas temperaturas, ¢ o periodo em que a espécie
menos cresce, € apresenta uma mudanga em relagdo ao seu comportamento, migrando para
a regido inferior da zona de varrido. Este comportamento pode ser devido a escassez de
alimento, quando os animais reduzem a atividade metabolica, ou uma tentativa de evitar o

estresse provocado por temperaturas extremamente frias (Bergonci, 2005).
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E sabido que O. quadrata ¢ muito sensivel ao frio, sendo que o acasalamento
ocorre no verao, pois ela necessita de calor para a reproducdo, além disso, depende da
umidade nos seus canais branquiais para respiracao (Alberto, 1995). Em meses de inverno,
com temperaturas abaixo de 16°C, a espécie hiberna, e devido a necessidade de umidade,
as tocas onde vivem ndo podem ser construidas muito longe da linha do mar (Alberto,
1995). Além disto, o clima glacial era frio e seco (Porter, 2000) e tendo afetado as
populagdes da maioria das espécies (Souza et al, 2005), pode ter interferido na
disponibilidade de alimento para O. quadrata, a qual alimenta-se de restos organicos que
se acumulam na praia (peixes, ovos de passaros e vegetais).

Ao mesmo tempo, as diferengas encontradas entre as espécies em termos de
diversidade genética, nivel de estruturagdo e taxa de crescimento populacional, podem ter
sido influenciadas pelas diferengcas ecoldgicas intrinsecas entre as espécies, que
determinam respostas idiossincraticas aos eventos de mudanca ambiental, influenciando a
sua historia demografica e o nivel de fluxo génico, como ocorreu com E. brasiliensis.

Além destes fatores, ndo podemos desconsiderar que processos estocasticos
também s3o importantes na determinacdo da variagdo genética das populagdes,
possibilitando que as espécies respondam de maneira diferente aos mesmos eventos
ambientais. Por exemplo, no hemisfério norte, duas espécies de gastropodo marinho com
mesmo tipo de desenvolvimento larval, apresentam hoje diferentes padrdes de estruturagao
populacional, inferindo-se que as diferencas ecoldgicas entre os grupos foi fator
determinante na sua historia evolutiva, mais at¢ mesmo do que a sua capacidade dispersiva

larval (Marko, 2004).
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5.3 Estruturagao Populacional

Embora contestado por alguns trabalhos (Dooh et al., 2006; Zardus et al., 2006;
Waters et al., 2007), um dos pressupostos a respeito da estruturagdo populacional em
espécies marinhas supde que em espécies com ciclo de vida larval relativamente longo, a
alta conectividade marinha resultaria em alto fluxo génico e conseqiiente baixa
estruturacdo populacional. Porém, existem trabalhos que mostram evidéncias de que
organismos com dispersao larval nem sempre realizam todo seu potencial dispersivo
(Becker et al., 2007), pois muitas vezes as larvas sdo predadas antes mesmo de
dispersarem a longas distancias, além do fato de que estas constata¢des de dinamica larval,
geralmente feitas em laboratério, ndo levam em consideragdo, por exemplo, o
comportamento larval e a hidrodinamica da dispersao (Cowen et al., 2000; Lazoski et al,
2001).

Neste caso, ndo ¢ surpreendente encontrarmos organismos marinhos com fase
larval livre natante com alto nivel de estruturacdo populacional, como encontrado neste
trabalho para o molusco M. mactroides e o crustaceo E. brasiliensis, os quais apresentaram
alto indice de estruturacdo em praticamente todas as analises, apresentando barreira ao
fluxo génico em locais muito proximos aos locais com valores de Pst e Fst
estatisticamente divergentes.

Resultados similares de estruturacdo populacional para organismos com aspectos
ecoldgicos semelhantes aos das espécies aqui estudadas, como a presenca de fase larval,
foram encontrados para uma espécie de camardo na regido do Indo-Oeste Pacifico.
Haptosquilla pulchella apresentou alto padrao de estruturagao populacional diferenciando

populagdes habitantes de diferentes bacias ocednicas separadas durante os eventos glaciais
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pleistocénicos quando o nivel do mar baixou a ponto de separar essas populagdes, e

mostrou que mesmo as larvas desta espécie tendo a capacidade de se dispersarem pelas
correntes marinhas, elas nao se distanciaram mais de 300 km de seu local de origem
(Barber et al., 2002). Entretanto para esta mesma regiao o gastropodo Haliotis asinina com
a mesma capacidade dispersiva, ndo apresentou nenhum padrdo de estruturagao
populacional (Imron et al., 2007).

Este trabalho sugere que M. mactroides esta dividida em duas subpopulacdes: uma
incluindo as amostras aqui denominadas do Sudeste (representadas por Ilha Comprida e
Peruibe ambas pertencentes ao estado de Sdo Paulo) e outra incluindo as amostras
denominadas do Sul (do Farol de Santa Marta, SC até o Chui, RS). Através da analise da
rede de haplotipos, 81,8% dos pertencentes ao Sudeste apresentaram-se em um
agrupamento separado do grupo Sul, entretanto estdo separados por uma unica mutagao, o
que indica um nivel de estruturagio populacional recente (Avise, 2000). E claro que esta
subdivisdao pode também ser explicada pelo hiato amostral entre estes dois grupos,
principalmente se houver um isolamento por distancia nestas populagdes. Porém, a analise
de autocorrelagdo espacial (Fig. 13) ndo apresenta evidéncias deste fendmeno para esta
espécie.

Por outro lado, M. mactroides nao apresenta diferenciacdo populacional para as
amostras da regido costeira do extremo Sul, onde o sucesso amostral foi significativamente
maior, o que poderia ocorrer se as saidas de agua doce desta regido fossem barreiras
significativas a dispersao larval desta espécie. Este resultado corrobora o unico estudo para
esta espécie nesta regido, realizado mais especificamente no sul do Rio Grande do Sul, em
que Marins e Levy (2000) inferiram homogeneidade genética e alto fluxo génico em uma

regido de 100 km ao redor da desembocadura da Lagoa dos Patos.
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E. brasiliensis também apresentou padrao de estruturagdo populacional pelos

indices de fixacao ®gt e Fgt, dividindo-se em uma populagao incluindo desde Picinguaba
(norte de Sao Paulo) até Itaunas (norte do Espirito Santo), e outra popula¢do abrangendo as
demais amostragens em dire¢do ao sul, embora curiosamente Copacabana (RJ) ndo tenha
apresentado esta diferenciacdo. Entretanto, a barreira gerada pelo algoritmo de Monmonier
foi encontrada entre Copacabana (RJ) e Picinguaba (SP). Apesar disto, a analise da rede de
haplotipos ndo deixa clara esta divisdo, apresentando um alto compartilhamento de
haplotipos nos dois agrupamentos resultantes.

Cabo Frio a cerca de 120 km ao norte de Copacabana tem sido reconhecido como
uma barreira biogeografica entre as regides Tropical e Temperada-Quente (Maggioni et al.,
2003). Esta regido foi considerada barreira biogeografica para o camardo Litopenaeus
schmitti (Maggioni et al., 2003) e para algumas espécies de algas bentdnicas que sé
ocorrem deste ponto para o norte, além de se encontrar uma maior diversidade de
organismos ao norte de Cabo Frio, provavelmente devido a abundancia de nutrientes
proporcionado pelo fendmeno da ressurgéncia (descrito na Introdu¢do) (Guimaraens e
Coutinho, 1995). Entretanto, apesar de estar proxima a drea onde encontramos a barreira
para E. brasiliensis, com os dados que temos, ¢ dificil avaliar se esta regido e estes
fenomenos realmente serviram como uma barreira para esta espécie.

Por outro lado as espécies D. hanleyanus e O. quadrata ndo apresentaram
estruturagdo populacional significativa, estando quase ao nivel de populagdo panmitica,
revelado pelos valores de Pst e Fst muito proximos a zero (Wright, 1978). Além disto, as
analises de AMOVA em nivel de populacao e utilizando-se a divisdo sugerida pelo
algoritmo de Monmonier corroboram esta falta de estruturacdo, apresentando valores

muito baixos de variancia entre as populagdes (pontos de coleta). Estes resultados estariam
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de acordo com outros estudos costeiros investigando espécies com ou sem ciclo de vida

larval, para espécies de invertebrados ocorrentes no Brasil (Ignacio et al., 2000; Maggioni
et al., 2003) e em outras partes do mundo (Barber et al., 2002; Uthicke e Benzie, 2003;
Richards et al., 2007).

Sendo assim, a ocorréncia de estruturacdo populacional para duas espécies
estudadas neste trabalho, assim como a sua auséncia para outras duas, apesar de todas
possuirem modos de vida semelhantes, sugere que a dinamica larval ¢ muito especifica e
depende de varios fatores ambientais e casuais, o que ja foi mostrado até mesmo para as
espécies do mesmo género, Mytilus californianus € M. galloprovincialis que apresentaram

diferentes padrdes de dispersdo larval na costa da California (Becker ef al., 2007).

5.4 Saidas de Agua Doce no Mar como Barreiras Biogeograficas?

Nenhuma foz representada por rios que desembocam ao longo da regido costeira
estudada foi significativa para diferenciacdo das populagdes para as quatro espécies. Por
maior que seja o volume de agua destes rios, a maioria deles € constituida de uma pequena
extensdo em sua foz, de 100 a 200 m de vazdo em média. Entretanto, a maior vazdo de
agua doce encontrada em nossa area amostral, ¢ a foz do Rio da Prata, entre a Argentina e
o Uruguai, com cerca de 230 km de extensdao (Urien, 1972), lancando um volume
consideravel de agua doce na costa. Porém, para D. hanleyanus, a qual pudemos amostrar
ambos os lados deste rio (Argentina ¢ Uruguai) esta foz ndo se apresentou como uma
barreira efetiva para a dispersdo desta espécie, sendo que nenhuma das andlises mostrou

possibilidade de barreira geografica nesta regiao.
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Entretanto, durante as transgressoes marinhas pleistocénicas, a salinidade na foz

do Rio da Prata era muito maior do que a que encontramos a partir do tltimo maximo
regressivo hé cerca de 21 mil anos, o que tornava a zona da foz deste rio com caracteristica
euhalina, ou seja, com salinidade maior do que 30% (Fucks et al., 2005). Esta maior
salinidade pode ter proporcionado o fluxo génico em ambos os sentidos norte e sul do Rio
da Prata, podendo ter sido um dos fatores responsaveis por uma homogeneizagdo genética
para esta espécie.

Para o litoral brasileiro o uUnico rio que ja se mostrou como uma barreira
biogeografica (para os peixes Acanthurus bahianus e A. coeruleus) foi o Rio Amazonas, o
qual possui uma vazao que pode chegar at¢ 230 km em época de cheia (Siqueira et al.,
2006) e tem se mostrado como uma das principais barreiras biogeografica entre o Brasil e
o Caribe (Rocha et al., 2002). Entretanto para outra espécie deste mesmo género, A.
chirurgus, esta barreira ndo teve nenhum efeito (Rocha et al., 2002). Esta diferenca foi
atribuida a diferengas de preferéncia de habitat do animal adulto, ja que A. chirurgus,
possui menor restricdo de habitat, podendo se dispersar muito mais do que as outras duas

espécies (Rocha et al., 2002).

5.5 Influéncia das Correntes Marinhas e Ventos Litoraneos

As correntes marinhas e os ventos litordneos podem influenciar na dispersdo das
espécies, pois ambos tém influéncia direta ou indireta sobre a margem e a plataforma
continental (Seeliger ef al., 1998). Na costa sudeste e sul brasileira, temos o registro da
acdo de algumas destas correntes. O anticiclone do Atlantico Sul, criado pela zona de

convergéncia entre a corrente das Malvinas, vinda do Sul e trazendo aguas frias, com a
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corrente do Brasil, vinda do norte e trazendo aguas quentes, tem uma posi¢ao que varia

na faixa de 18° a 35° de latitude Sul, que corresponde desde o Uruguai até o Espirito Santo
(Vieira e Rangel, 1988). A agdo destas correntes certamente tem influencia (direta ou
indiretamente) na dispersdo das larvas das espécies aqui estudadas e pode ser um fator de
homogeneizacao para D. hanleyanus e O. quadrata.

Os ventos de Nordeste que atingem a costa sul ao longo do ano e os de Sudoeste
que atingem a costa durante a passagem de frentes frias sdo fendmenos resultantes
diretamente do efeito do anticiclone do Atlantico Sul (Seeliger et al., 1998). A direcao dos
ventos, sendo diretamente influenciada pela acdo das correntes, interfere nos padrdes de
circulacao locais e na margem continental, ¢ influencia at¢ mesmo na descarga de adgua
doce a partir de canais de acesso ao mar, além do fato de essas correntes poderem chegar
até a margem continental. Sendo assim, além do transporte de agua sobre a plataforma
continental ser influenciado pelos ventos, ele também ¢ uma conseqiiéncia do impacto de
correntes do oceano aberto nas fei¢des topograficas da plataforma (Seeliger et al., 1998),
onde as larvas dos invertebrados aqui estudados podem ser encontradas (Alberto, 1995;
Silveira, 1998; Bergonci, 2005; Gil, 2005). Sendo assim, a dispersao larval destas espécies
pode ser proporcionada por efeito tanto das correntes marinhas quanto dos ventos
litoraneos.

Nao existem estudos sobre a dindmica da dispersao larval na natureza para estas
quatro espécies. Em condi¢des de laboratério as larvas de D. hanleyanus podem viver até
30 dias antes de se fixar no substrato para se desenvolver (Gil, 2005), e para as demais
espécies ha registros de apresentarem um periodo larval entre 60 e 90 dias (Alberto, 1995;
Silveira, 1998; Bergonci, 2005), porém as larvas devem se comportar de maneira muito

mais dindmica em campo, como ja citado (Cowen et al., 2000; Lazoski et al., 2001). Neste
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sentido, se torna extremamente dificil estabelecer qualquer relacao entre a dispersao

larval proporcionada pelos ventos e pelas correntes marinhas, e a estruturacao populacional
encontrada para duas das quatro espécies aqui estudadas, ja& que o periodo de dispersdao
para cada uma delas pode variar significativamente.

Santos et al. (2006) atribuiram a alta estruturacdo populacional encontrada para o
peixe Macrodon ancylodon na costa brasileira a presenca de correntes marinhas frias e
quentes, interferindo na dispersao da espécie, dividindo-a em um grupo compreendendo a
regido Espirito Santo - Argentina, denominado subtropical, e outro denominado tropical,
compreendendo Venezuela - Bahia. Porém para o camarao Lifopenaeus schmitti coletado
em quase toda costa brasileira, cinco de um total de seis loci de microsatélites sugeriram
que as correntes marinhas tenham agido como fator homogeneizador nesta espécie
(Maggioni et al., 2003).

Para a area de divisao populacional encontrada para as espécies aqui estudadas, ndo
ha ocorréncia de encontro entre correntes, além da Convergéncia do Atlantico Sul.
Entretanto esta convergéncia nao sendo fixa, podendo flutuar sazonalmente, impossibilita a

sua relacao com a separagao de M. mactroides e E. brasiliensis ao norte de SP e sul do RJ.
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