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RESUMO

Alitta succinea tem uma distribuicdo considerada cosmopolita e € comum em habitats
marinhos, tropicais e temperados. E provavel que seja nativa da ecorregido do Mar do
Norte. Atualmente, os Estados Unidos, Australia, Coldbmbia e Brasil sdo o0s unicos
paises que consideram Alitta succinea como invasora devido aos seus impactos
potenciais. Meios de introducdo comuns desta espécie incluem invasdo através da
agua de lastro dos navios e também como devido a sua incrustacdo, em cascos das
embarcacdes, além de também ser resultante da atividade de maricultura. Os objetivos
deste estudo foram: avaliar a variacdo morfolégica perante a analise meristica das
paragnatas de Alitta succinea das populacbes do Para, Pernambuco, Bahia, Rio de
Janeiro e Parana e também avaliar a diversidade genética dessas populagdes, perante
uso de marcador molecular ISSR. Exemplares de Alitta succinea foram coletados em
cinco pontos do litoral brasileiro. Houve corroboracdo entre grande parte dos dados
obtidos pelas analises meristicas das paragnatas de Alitta succinea (Analise de cluster,
MDS) e das analises moleculares (Topologias de Neighbor-Joining, Maxima Parcimbnia
e Estruturacdo Bayesiana) indicando a divergéncia entre as populacdes e a presenca
de dois grupos geograficos distintos, um composto pela populacdo do Para,
Pernambuco e Bahia e outro composto pela populacdo do Rio de Janeiro e Parana. O
conjunto de dados aqui obtidos sugere a direta associacdo dos grupos genético-
evolutivos com a presenca de duas grandes barreiras biogeograficas que afetam o
transporte de ovos, larvas ou individuos de A. succinea no seu processo de dispersao:
a Cadeia Submarina de Vitéria-Trindade e o fendbmeno de Ressurgéncia de Arraial do
Cabo.

Palavras-chave: Nereididae, Genética de Populacdes, Biogeografia.
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ABSTRACT

Alitta succinea has a cosmopolitan distribution and is considered common in marine,
tropical and temperate habitats. It is probably native to North Sea ecoregion. Currently,
only the United States, Australia, Colombia and Brazil are the countries that consider
Alitta succinea as invasive due to its potential impacts. The introduction of this species
occurs by ships’ ballast water, due of his fouling on hulls of boats and also is the result
of shellfish culture. The objectives of this study were to assess the morphological
diversity through the meristic analysis of paragnaths of Alitta succinea populations from
Para, Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro and Parana and also assess the genetic
diversity of these populations using ISSR molecular marker. Specimens of Alitta
succinea were collected at five points along the Brazilian coast. There was corroboration
between largely of the data obtained by the paragnaths meristic analysis of Alitta
succinea (cluster analysis, MDS) and molecular analyzes (Neighbor-Joining, Maximum
Parsimony Topologies and Bayesian Structuring), indicating the divergence between
populations and the presence of two geographically distinct groups, one consisting of
Para, Pernambuco and Bahia populations and another composed of the Rio de Janeiro
and Parana populations. The data set obtained here suggests a direct association of
genetic-evolutionary groups with the presence of two major biogeographic barriers that
affect the transport of eggs, larvae or individuals of A. succinea in its dispersion process:
Underwater Chain of Vitéria and Trindade and the resurgence phenomenon of Arraial do
Cabo.

Keywords: Nereididae, Population Genetics, Biogeography.
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1. INTRODUCAO

Os poliquetas sdo, em sua maioria, marinhos, com mais de 12.632 espécies
marinhas e 168 de agua doce conhecidas (Appeltans et al., 2012; Glasby & Timm,
2008). Sao encontrados em gquase todos os ambientes marinhos e sua grande maioria
€ bentdnica. Entretanto, ha poliquetas pelagicos e algumas espécies que ocorrem em
agua doce e em ambientes terrestres Umidos (Rouse & Pleijel, 2001). Os poliquetas
estdo entre os invertebrados marinhos com maior diversidade morfolégica, o que
provavelmente esta relacionada a ocupacdo de uma grande variedade de habitats
(Pardo & Amaral, 2006).

A razao entre espécies descritas e espécies nédo descritas varia de acordo com o
habitat e a regido biogeografica. Aléem disso, existe uma porcentagem da fauna de
poliquetas que permanece nao identificada e outra grande parcela que necessita ser
corretamente identificada. Assim, ndo ha duvida de que os poliquetas compdem um
grupo bastante diverso (Hutchings, 1998).

A familia Nereididae esta entre as mais diversas familias de poliquetas, com
mais de 540 espécies e 43 géneros (Hutchings et al., 2000). Alguns destes géneros séo
conjuntos heterogéneos de taxons e tém sido divididos em grupos informais baseados
em caracteres morfolégicos (Bakken, 2004).

Desde 1993, com o trabalho de Glasby sabe-se que Nereididae em si é um
grupo monofilético, pela presenca de notopodios distintos, caracterizando uma
autapomorfia da familia e geralmente com |6bulos achatados e notocerdas compostas
falcigeras ou espinigeras. Os nereidideos ainda sdo diferenciados dos demais
poliguetas pelas seguintes caracteristicas: faringe com um par de garras laterais,
cabeca compacta e discreta, boca dorsal, antenas prostomiais inseridas
anterolateralmente, cerdas capilares ausentes e apéndices pigidiais presentes (Glasby
& Fauchald, 2002).

Os nereidideos sdo mais comuns em aguas rasas, mas ocorrem em uma ampla
gama de ambientes, de locais profundos aos estuarios, riachos, pocas de aguas

pluviais temporarias e em ambientes terrestres umidos (Wilson, 2000).
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Existem em cerca de 91 espécies de nereidideos registrados no Brasil, sendo 40
destas ocorrentes no nordeste (Amaral et al., 2012). A sua prevaléncia em habitats
marinhos acessiveis, combinado com sua aptiddo para cultura em laboratério, facilita a
coleta de diversas espécies que sdo usadas comercialmente como isca de peixe, e
também como organismos-testes dentro de pesquisas relacionadas a fisiologia, a
endocrinologia e ao ambiente (Nithart, 2000).

O primeiro estudo filogenético com nereidideos foi conduzido por Fitzhugh (1987)
onde a subfamilia Nereidinae foi diagnosticada por incluir tAxons com paragnatas
(estruturas rigidas formadas por escleroproteinas) na probéscide, e apos este, varios
outros investigaram acerca da monofilia da subfamilia Nereidinae. A espécie Alitta
succinea (Leuckart, 1847) apresenta paragnatas e por isso estad inclusa nesta
subfamilia.

Khlebovich (1996) ressuscitou o género Alitta Kinberg, 1865, para designar um
grupo de espécies proximas, A. virens, A. brandti e A. grandis e que supostamente
formam um grupo de espécies cripticas que possuem as ligulas notopodiais dos
parapodios posteriores bastante alongadas, caracterizando uma sinapomorfia do grupo.
Posteriormente Bakken & Wilson (2005) transferiram a espécie Neanthes succinea para
0 sinbnimo sénior Alitta succinea (Figura 1) devido ao fato de que a presente espécie
obteve maior semelhanca e proximidade com o clado de Alitta virens a partir de uma
analise cladistica entre os nereidideos com paragnatas. Tal relacdo se baseou na
mesma sinapomorfia das demais espécies deste género, ligula notopodial dorsal
alongada nos parapédios da regido posterior (Figura 2). Este caractere € homoplastico
em Cheilonereis cyclurus e Pseudonereis. Mesmo sendo baixo o suporte do ramo
(bootstrap de 53%) encontrado para o clado que une Alitta virens com Neanthes
succinea e, devido a escassez de outros trabalhos que complementem este acima
citado, a aceitacdo deste resultado foi grande. Porém, suspeita-se que as espécies do
género Alitta formam um complexo de espécies cripticas, necessitando de estudos
aprofundados com um maior nimero de dados.

Incertezas taxondémicas resultam predominantemente da auséncia de dados
adequados (Frankham et al., 2008). Além disso, a taxonomia atual de invertebrados

marinhos € baseada em informacdes limitadas, causando a juncdo de espécies
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morfologicamente similares, mas evolutiva e filogeneticamente diferentes, como uma
Unica espécie (Maltagliati et al., 2001).

Espécies de nereidideos que sao referidos a géneros diversos baseados em
alguns caracteres morfolégicos s&@o constante e erroneamente classificadas e
necessitam de andlises mais robustas, sejam elas baseadas em caracteres
morfoloégicos ou combinados com outras categorias de dados.

Alitta succinea é o sinbnimo sénior valido para Nereis succinea, Leuckart 1847;
Neanthes (Nereis) succinea Imajima 1972; Nectoneanthes oxypoda Imajima 1972;
Nereis alatopalpis Wesenberg-Lund, 1949; Nectoneanthes alatopalpis Wu et al., 1985.
Ainda hoje muitos autores se referem a essa espécie como Neanthes succinea, porém,
neste trabalho seguimos a pesquisa de Bakken & Wilson (2005).

Alitta succinea tem uma distribuicdo considerada cosmopolita e € comum em
habitats marinhos, tropicais e temperados (Pardo & Dauer, 2003). De acordo com o
Global Invasive Species Database (GISD) esta espécie € nativa da costa Atlantica das
Américas. Todavia, de acordo com registros mundiais da espécie é provavel que seja
nativa da ecorregido do Mar do Norte (Oceano Atlantico), situado entre as costas da
Noruega e da Dinamarca ao leste, a costa das Ilhas Britanicas ao oeste e a Alemanha,
Paises Baixos, Bélgica e Franca ao sul. Sua origem € da regido sul do Mar do Norte,
gue compreende desde o limite oeste do Canal da Mancha até os litorais da Alemanha
(Villalobos-Guerrero, 2012). Segundo Bakken & Wilson (2005) a localidade tipo desta
espécie é a llha Helgoland, pequena ilha alema.

Anteriormente se acreditava que A. succinea além de ser nativa da costa
Atlantica das Américas, ocorria como uma espécie introduzida ao longo das costas da
Europa e Africa, no Mar Negro, Caspio e Aral, Sudeste da Australia e ao longo da costa
do Pacifico dos Estados Unidos (Pardo & Dauer, 2003). Atualmente, os Estados
Unidos, Australia, Coldmbia e Brasil sdo os Unicos paises que consideram Alitta
succinea como invasora devido aos seus impactos potenciais (Villalobos-Guerrero,
2012; Neves & Rocha, 2008).

Alitta succinea pode ser encontrada em uma variedade de habitats néo

sedimentares, ocupando fendas entre as conchas de ostras, entre cracas, associados
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com mexilhdes, as massas da esponja e outros tipos de habitats epifaunais (Pettibone,
1963; Muus, 1967; Dauer, 1973; Dauer et al., 1982; Powers, 1999; Sagasti et al., 2000).
E uma espécie detritivora com grande capacidade de bioacumulagéo, e faz a conex&o
entre os detritos acumulados no sedimento e 0s organismos de niveis tréficos
superiores incluindo aves e peixes (Detwiler et al., 2002). Em ambientes contaminados,
sua atividade alimentar possibilita a transferéncia de contaminantes do sedimento para
outros niveis tréficos, podendo assimilar o metilmercurio de duas a dez vezes mais
eficientemente que o mercurio (ISSG 2007). H&a registros também de impactos
econbmicos causados por esta espécie. Na Califérnia, possivelmente a ostreicultura
esta sendo afetada pela densidade de individuos de A. succinea que vivem associados
ao banco de ostras, afetando as larvas destes moluscos, tanto pela predacéo direta
como pela liberacdo de substancias quimicas toxicas (Barnes et al., 2010).

Meios de introducdo comuns desta espécie incluem invaséo pela agua de lastro
dos navios e também como devido a sua incrustacdo, em cascos das embarcacoes,
aléem de também ser resultante da atividade de maricultura (Wilson, 1999; Hewitt et
al.,2004).

No Brasil, existem registros de Alitta succinea para o Piaui, Rio Grande do Norte,
Sergipe e da Bahia ao litoral de Santa Catarina (Amaral et al., 2012) e Pernambuco
(Sette et al. no prelo).

Alitta succinea (Figura 1) possui um corpo robusto com regifes distintas:
prostdbmio com dois pares de olhos, um par de pequenas antenas, quatro pares de
cirros tentaculares, um par de palpos; faringe eversivel (proboscide) dividida em anéis
oral e mandibular, ambos com presenca de paragnatas conicas, arranjadas em areas
determinadas (Figura 2) (Kinberg, 1865), e ligulas notopodiais dorsais alongadas nos
parapodios posteriores (caracteristica distintiva da espécie) (Figura 3).

A variabilidade morfolégica encontrada entre individuos ou populacdes de uma
espécie pode ter diversas fontes: de ordem genética, onde muitos individuos das
populacdes sdo possuidores de genotipos distintos e estas diferencas acarretarem
mudancas na sua aparéncia externa, comportamentais e fisiolégicas e pode ser de

natureza ecofenotipica. Esta ultima resultante de adaptacfes a diferencas no habitat
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(salinidade, pluviosidade, temperatura) resultando na presenca de distintos habitos de
vida (predadores, suspensivoros, tubicolas) (Oliveira, 2009).

O estudo das diferencas morfologicas entre organismos pode ser realizado por
diversos métodos. Entre esses estdo aqueles baseados em caracteres meristicos e 0s
baseados em caracteres morfométricos. As duas categorias de caracteres fenotipicos
sdo mais frequentemente empregados para delimitar espécies (Swain & Foot, 1999). Os
caracteres meristicos sao séries de estruturas contaveis (como as paragnatas) e séo
estabelecidos nos estagios iniciais de vida. Os caracteres morfométricos sao caracteres
continuos que descrevem aspectos da forma do corpo e mostram tipicamente
mudancas ontogenéticas associadas com o crescimento alométrico (Gould, 1966).

A morfometria em uma de suas definicbes mais classicas designa qualquer
analise quantitativa da variacdo morfolégica dos organismos (Moraes, 2003). Variaveis
meristicas (como numero de paragnatas) sao potencialmente Uteis para
complementagéo de estudos morfométricos. Um estudo morfométrico com a espécie
Alitta succinea avaliando a relacdo entre paragnatas e comprimento total foi realizado
com 34 exemplares do estuario da Bacia do Pina (Recife, Pernambuco) e nédo revelou
evidéncia de correlacdo entre as paragnatas e o comprimento total, pois desde juvenis
0 numero de paragnatas total ndo sofre alteracdo ao longo do desenvolvimento (Sette &
Souza, 2011). Este resultado foi encontrado também para a espécie de nereidideos
Perinereis cultrifera (Rouabah, 2009). Adicionalmente diversos trabalhos apontam as
paragnatas como elementos importantes na diferenciacdo entre populacdes (Breton et
al., 2004; Maltagliati et al., 2001; Scaps et al., 2000) e espécies.

A forma e disposicdo das paragnatas na faringe de poliquetas da familia
Nereididae tem sido usada ha 150 anos como um sistema principal de caracteres para
distinguir espécies. Recentes estudos tém mostrado que as relacdes filogenéticas com
base unicamente em paragnatas podem originar diferentes topologias e um maior
suporte de ramo do que relacdes inferidas a partir de outros de caracteres morfolégicos
(Bakken et al.,2009, Breton et al.,2004).
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A B

1 mm

Figura 1: Alitta succinea (com proboscide evertida, evidenciando-se as paragnatas cénicas nos anéis oral
e mandibular) coletada no estuario da Bacia do Pina/ Recife. A) Regido anterior dorsal; B). Regido

anterior ventral.

anel oral
L)

T e . : L ':‘.;‘-
fa
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Figura 2: Disposicao das paragnatas em areas determinadas (I, 11, Ill, IV, V, VI e VII-VIII) da
probéscide (faringe eversivel) por Kinberg, 1865. A) vista frontal. B) vista ventral. (Modificado de Bakken
& Wilson, 2005).
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Figura 3: Parapddios de Alitta succinea coletada no estuario da Bacia do Pina/ Recife.

A) 6° parapddio; B) 20° parapddio; C) 45° parapdédio evidenciando a ligula notopodial dorsal alongada.

Uma populagcdo é uma entidade em mudanca e a densidade, a natalidade, a
sobrevivéncia, a estrutura etaria, a taxa de crescimento e outros atributos das
populacbes geralmente flutuam na medida em que as espécies se ajustam
constantemente as estacbes, as forcas fisicas e umas as outras (Odum, 1988).
Consequentemente o estudo das populacbes se faz necesséario para uma melhor
compreensao da relacdo entre os varios componentes de um ecossistema e da sua
relacdo com ecossistemas circunvizinhos. A capacidade dos organismos em
reconhecer, selecionar ou procurar o ambiente adequado, permite estabelecer uma
correspondéncia entre as propriedades do ambiente e as caracteristicas das espécies.
Entretanto, os fatores que determinam sua dinamica populacional agem de formas
muito diversas, sendo dificil elaborar regras simples para previsbes demograficas
(Margalef, 1980).

A diferenciacdo geogréafica de populacdes resultando em uma estruturacéo
genética depende da capacidade de dispersao de larvas e adultos ha manutencéo do
fluxo génico entre as mesmas (Breton et al., 2003; Pannacciulli et al., 2009; Fernandez
et al.,, 2011). Porém, em alguns casos, populacdes de invertebrados aquaticos com
fase dispersiva larval planctbnica possuem grande estruturacdo genética local, pois o
fluxo génico entre populacdes distintas é impedido por barreiras como a salinidade,

temperatura, disponibilidade de espaco, predacdo e também devido a selecao péds-
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assentamento, além da existéncia das barreiras biogeograficas (Silva, 2009; Doonan et
al., 2011;Fadhlaoui-Zid et al., 2012).

Os estuarios sdo ecossistemas onde encontramos grande numero de larvas de
invertebrados e de muitos peixes que vivem toda a sua vida ou apenas parte dela
(geralmente o ciclo reprodutivo) nestes locais. Assim, avaliar os efeitos da dispersao
destes animais é fundamental para a compreensdo da biologia e evolucdo das
populacbes desses organismos em sistemas naturais. O conhecimento da
conectividade populacional destas espécies requer a compreensdo da origem e
trajetorias de dispersao de ovos e larvas entre as populacdes (Pineda et al., 2007).

A espécie Alitta succinea sofre uma metamorfose pré-reproducdo, chamada de
epitoquia. Os individuos epitocos possuem alteracfes que os possibilitam viver no meio
pelagico, como cerdas adaptadas para o nado e neste meio ocorre a liberacdo dos
gametas, fecundacao e eclosdo dos ovos (Hardege et al., 2004). Seu desenvolvimento
larval no ambiente pelagico dura cerca de 15 dias e apds este periodo ocorre o
assentamento das suas larvas no meio benténico (Villalobos-Guerrero, 2012).

Acerca das espécies estuarinas postulou-se a hipétese de que as populacdes de
estuarios distantes entre si vivem em isolamento geografico e reprodutivo (Palumbi,
1994). Tais condicdes de isolamento sdo reconhecidas como precursoras de
divergéncia genética entre populacdes e de especiacao (Nei, 1975).

A genética de populacbes apresenta ferramentas Uteis para testar hipoteses de
isolamento, por meio da investigacdo da variabilidade genética, do fluxo genético,
permitindo uma percepcao da histéria demografica das populacdes, pressdes seletivas
agindo na variacdo genética e processos mutacionais que geram diversidade (Freeland,
2005; Conrad & Hurles, 2007).

Nos ultimos anos uma série de estudos moleculares em poliguetas tem
contribuido muito para a avaliacdo da biodiversidade local através da resolucdo da
taxonomia de espécies cripticas formando complexos de espécies (Kruse et al., 2003;
Maltaglialti et al., 2005; Barroso et al., 2010; Nygren & Pleijel 2011; Arias et al., 2011;
Nygren et al., 2011). A genética de populacdes pode, ainda, ser considerada como uma

ferramenta necessaria em programas de conservac¢ao da biodiversidade, tendo em
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vista que a diversidade biolégica envolve ndo somente a riqgueza de espécies, mas a
variagdo genética intraespecifica (Taberlet, 1998; Frankham et al., 2008).

Um marcador molecular de DNA, em sua esséncia, detecta variacdo nas
sequéncias de nucleotideos num determinado local do genoma e pode gerar
impressoes digitais, que sao padrdes distintos de fragmentos de DNA separados por
eletroforese em gel de agarose e detectados por coloragéo (Bakkappa et al., 2011).

O uso de marcadores moleculares em estudos de genética populacional provou
ser determinante para lancar luz sobre diversos aspectos relacionados com a biologia,
ecologia e evolucdo de muitos organismos. No entanto, quanto a escolha de um
marcador molecular especifico, deve-se considerar ndo apenas o objetivo do estudo,
mas também outros aspectos importantes relacionados com a acessibilidade e
viabilidade das técnicas (Britto et al., 2011).

Os marcadores moleculares podem ser utilizados como ferramenta para estudos
de diversidade genética entre individuos, dentro e entre populacdes ou espécies
relacionadas (Souza et al.,, 2008). Os marcadores Inter Simple Sequence Repeats
(ISSRs) de sequencias repetidas de di ou trinucleotideos ndo requerem informacdes
prévias de sequencias de DNA da espécie-alvo. Produzem fragmentos com grande
reprodutibilidade (Wolfe & Liston, 1998), onde sua técnica envolve a utilizacdo de
sequéncias de setores de microssatélites (genoma nuclear) como ancoradouros (Figura

4) para os seus primers, a fim de gerarem marcadores multiloci (Reddy et al., 2002).
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r
Figura 4. Diagrama do anelamento de primers ISSR e possivel formacéo do padrdo de bandas. A e B

N c~ i ~ . . s1: ~ cpe L —
referem-se as regifes repetitivas de sequéncia entre microssatélites que sdo amplificadas. (ZZ2)

representam os primers orientados na direcdo 5’-3’ e (3:*) representam primers na fita de DNA

complementar (Fonte: Wolfe et al., 1998).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais:

e Avaliar a diversidade morfolégica perante a analise meristica das paragnatas de
Alitta succinea das populacdes do Para, Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro e

Parana.

e Avaliar a diversidade genética, perante uso de marcador molecular ISSR, das

populacdes do Para, Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro e Parana.

2.2 Objetivos Especificos:

e Avaliar a variacdo intra e interpopulacional das populacfes de Alitta succinea do

Para, Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro e Parana.
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e Detectar a importancia de cada area da proboscide e qual a mais conservada
(possui menos variagao) na distingdo interpopulacional entre as populagdes de
Alitta succinea do Para, Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro e Parana.

e Detectar possiveis barreiras biogeograficas que estejam separando as
populacdes de Alitta succinea.

e Determinar padrdoes de conectividade interpopulacional de Alitta succinea entre

os locais amostrados.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 COLETAS DOS EXEMPLARES

Exemplares de Alitta succinea foram coletados em cinco pontos do litoral
brasileiro: na regido Norte (Praia da Beira/PA), na regiao Nordeste (Bacia do Pina/PE;
Jaguaripe/BA), na regido Sudeste (Rio Caceribu/RJ) e na regidao Sul (Rio Pinheiros/PR)
(Figura 5).

No Para, 21 exemplares foram coletados na Praia da Beira (00°36' S / 047°33'
W) que se localiza na llha oceéanica do Algodoal. Seu nome é llha de Maiandeua,
conhecida por Ilha de Algodoal. A distribuicdo das chuvas neste local define dois
periodos distintos: um mais chuvoso (dezembro a maio), onde as precipitacdes sao
muito intensas, principalmente no trimestre fevereiro, marco e abril, e 0 outro menos
chuvoso (periodo de estiagem) que atinge os demais meses do ano, quando ocorre
pronunciado déficit hidrico. A temperatura média anual situa-se em torno de 27°C com
amplitude inferior a 5°C (Girard, 2009).

Em Pernambuco, 30 exemplares foram coletados no Cais José Estelita (08°03’S
e 034°51°'W) préximo ao forte das Cinco Pontas no estuario do Pina que é formado pela
confluéncia dos rios Tejipio, Jiquia, Jordao, Pina e braco sul do Capibaribe e esta
situado proximo ao porto do Recife (08°04’S e 34° 52'W), sendo separado do oceano
através de um digue natural de arenito. Esta regido se caracteriza por possuir periodos

distintos de regime pluviométrico: uma estacdo seca ou de estiagem, que vai de
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setembro a fevereiro e uma estacdo chuvosa, de marco a agosto, possuindo uma
extensdo de 3,6 km e largura variavel, sendo a minima de 0,26 Km e a maxima de 0,86
Km, perfazendo uma &rea total de, aproximadamente 2,02 Kmz2 (Santos et al., 2009).

Na Bahia, 25 exemplares foram coletados no Rio Jaguaripe (13°06°S /
038°54'W) que € localizado na Baia de Todos os Santos e possui 2200 km2 de
extensdo. A circulacdo no interior da baia é predominantemente forcada pelas marés.
Durante o verdo, as aguas dentro da baia tém caracteristicas oceanicas, enquanto que
durante o Inverno, h4 um aumento significativo de fluxo de agua doce (Hatje & Barros,
2012).

Os 15 exemplares do Rio de Janeiro foram coletados no rio Caceribu (22°44' S /
043°03' W) que nasce no municipio de Rio Bonito, na Serra do Sambé e possui a foz
com condicbes de um estuario relativamente preservado, com a manutencdo de
manguezais em grande parte da baixada. O clima desta regido é caracterizado com um
inverno seco, enquanto o verdo se caracteriza como umido e com chuvas torrenciais
(Silva et al.,2011).

Os 11 exemplares do Parana foram coletados no Rio Pinheiros, na Fazenda
Projeto, em Cabaraquara na baia de Guaratuba (25°33' S / 048°23' W). A baia de
Guaratuba abriga um estuario margeado por vegetacao rasteira e florestas de mangue,
englobando uma area total de 48,57 km2 As principais influéncias de &aguas
continentais no estuario sdo decorrentes dos rios Cubatdo e Sdo Jodo, com um aporte
médio de 80 m3/s de agua doce (Marone et al.,2006 apud Castilho-Westphal, 2012).

Todos 0s cinco pontos se caracterizam por serem estuarinos com salinidade
inferior a 30 %,, sendo os pontos localizados nas regifes Sudeste e Sul os que
possuem maior amplitude, no Rio Caceribu /RJ, por exemplo, as salinidades
encontradas variaram de 4 a 22 %,. Uma maior amplitude também é encontrada para a

temperatura da agua para estes pontos localizados mais ao sul do Brasil.
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Figura 5: Mapa dos locais de coleta dos exemplares de Alitta succinea na costa brasileira.

3.2 ESTUDO DAS PARAGNATAS

As analises meristicas foram realizadas a partir de exemplares das populacdes
do Pard, Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro e Parand, totalizando 127 exemplares. As
paragnatas foram visualizadas e contadas com auxilio de microscopio estereoscopico.

Para realizacdo das analises estatisticas, ndo retiramos o efeito do tamanho,
pois num estudo preliminar com 34 exemplares da populacdo de Pernambuco a partir
de uma matriz de correlacdo multipla entre todos os parametros: areas da probdscide |,
A, 1B, III, IVA, IVB, V, VIA, VIB, VII-VIII, nimero de segmentos e o comprimento total
para verificar a presenca de parametros com fortes correlacdes entre pares foi
verificada a auséncia de relacéo direta entre o nimero de paragnatas e o comprimento

total do animal, sendo esse parametro morfométrico mais conservado e, portanto sem

27



Cristiana Sette, S.C. Variacdo Populacional de Alitta succinea (Leuckart,1847) com base nas
Paragnatas e Marcadores Moleculares ISSR, ao longo da Costa Brasileira.

covariancia com o comprimento, o Unico parametro que obteve alta correlacdo o
comprimento total foi 0 nimero de segmentos, previamente registrada para a espécie e
comum entre os poliquetas (Sette & Souza, 2011).

As andlises de agrupamentos (analise de Cluster por ligagdo média néo
ponderada), escalonamento multidimensional ndo-métrico (n-MDS) e a analise de
similaridade (ANOSIM) foram realizadas com auxilio do software Primer v.6, utilizando-
se os dados transformados por raiz quadrada e o coeficiente de associagcéao Bray Curtis.

O n-MDS é utlizado para o melhor entendimento das relagcdes entre as
populacdes, por meio da sua maior ou menor “proximidade” espacial em duas ou mais
dimensdes. Além disso, também constréi mapas ou configuracfes dos objetos a partir
dos caracteres analisados (Clarke & Warwick 1994 apud Garrafoni, 2006). A analise de
agrupamentos tem como objetivo reconhecer grupos discretos nas amostras analisadas
classificando seus valores a partir do maior ou menor compartilhamento de atributos
especificos.

O teste de permutacdo ANOSIM foi empregado a fim de avaliar a significancia
das diferencas entre os grupos pré-definidos a partir da andlise de agrupamento
representadas no método de ordenamento n-MDS. Este teste produz um valor de R que
varia em uma amplitude de -1 a +1. Valores R iguais a +1 séo obtidos apenas quando
todos os individuos dentro de uma populacdo sdo mais similares entre si do que com
gualquer individuo de outra populacéo (Masi & Zalmon, 2008).

A rotina SIMPER (percentagens de similaridade — Clarke 1993) foi realizada no
software Primer v.6 com intuito de encontrar as areas da probdscide que mais
contribuiram para a similaridade dos grupos formados e para a dissimilaridade entre
eles.

O numero das paragnatas de cada area da probdscide foi logaritmizado, apos
testar a homocedasticidade dos mesmos com o teste de Bartlet, para a realiza¢cédo, no
software Statistica, da analise de variancia (ANOVA) e posteriormente o teste de Tukey
com o objetivo de se comparar a diferenca no nimero de paragnatas em cada area da
probdscide em relacdo as cinco populagdes estudadas.

A Andlise Discriminante Multipla foi realizada com auxilio do software Statistica,

sendo esta analise uma “ferramenta” estatistica utilizada para classificar um
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determinado elemento (populacdo) num determinado grupo de variaveis (paragnatas)
(Kasznar & Gongalves, 2012), ou seja, objetiva detectar e descrever padroes
estruturais, espaciais e temporais que sao Uteis na ordenacao dos dados.

3.3 ANALISES MOLECULARES

Primeiramente foram separadas as regides posteriores de todos 0s exemplares
coletados para uso do tecido muscular como fonte de material genético para as
extracoes de DNA das localidades PA, PE, BA, RJ e PR. Posteriormente, tais amostras
foram imersas e mantidas em Etanol 96% e depositadas em freezer a -20° C. A
extracdo de DNA foi conduzida por meio dos protocolos propostos por Sambrook &
Russel (2001; Fenol associada).

ApOs a extracdo, os DNAs foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1%, para verificar a integridade do material genético extraido. Para tal, em cada poco
do gel foram colocados 3 pL de DNA, 1 pL de gel loading dye blue (6x) (tamp&o de
carregamento) e 1 uL de Gel Green (0,5ml 10.000X em H20) (corante de visualizagao
do DNA), sempre acompanhados de uma série de concentracbes conhecidas de DNA
fago lambda (10, 25, 50 e 100 ng). Apos eletroforese, a concentracdo de DNA foi
estimada através da comparacao visual das bandas do DNA do fago Lambda. Os géis
foram fotodocumentados e arquivados.

As reacdes de amplificacdo (PCRs) foram executadas segundo o protocolo de
Almeida et al., (2003) que compreendeu a solucdo de PCR com 20 ul volume total que
consistia em 0,2 unidades de Taq Dna Polimerase (New England/ Biolabs), 10x
Tampao, 50mM MgCl,, 50 yM de primer, 0,2 yM de dNTP e 20 ng de DNA genémico.
As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador Biocycler e eram compostas por
1 ciclo de 4 minutos a 94 °C; 39 ciclos de 40s a 94 °C, 40s a °C (primers especifico) e
120s a 72 °C, com alongamento final de 420s. As rea¢Bes foram acompanhadas por
controle negativo contendo todos os componentes da reacdo, exceto o DNA gendmico.

Apés as PCRs, foram realizadas eletroforeses em gel de agarose a 1,8%, em
cuba horizontal. Tais reacdes continham tampdo TBE 0,5x diluido de uma solucéo
original de 10x (Tris 0,89M, Acido Bérico 0,89M e EDTA 0,01M, pH= 8,3). Foram ainda
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mantidas por tempo variavel dependendo do tamanho da cuba, a 60 volts, onde em
cada poco do gel era inserida uma solucéo contendo 10 yL da reagdo de PCR, 1,5 uL
de gel loading dye blue (6x) e 1,5 pyL de gel green (0,5ml 10.000X em H20). Para
auxiliar a andlise das bandas, foram utilizados, em um dos pogos do gel, 2 pL do
marcador DNA Ladder 1 Kb (Amresco) com 1,5 pyL de gel loading dye blue (6x) e 1,5 pL
de gel green (corante fluorescente). Em seguida, os géis foram fotodocumentados em
transluminador sob fonte de luz ultravioleta.

Inicialmente, 17 primers diferentes de sequencias repetidas de di ou
trinucleotideos (especificas para sequéncias de microssatélites) foram testados,
utilizando para tal, trés individuos de cada populacdo (Tabela 1). Os 7 primers que
apresentaram a maior proporgéo de loci variantes em fungédo do numero de loci gerados
(os mais polimorficos) foram entdo escolhidos para amplificagdo do DNA de todos os
individuos. Seguiu-se a orientacao de Telles et al., (2001), que indica a estabilidade do
desvio padrdo sobre a variancia, com base no uso de um nimero minimo em torno de
60 loci polimorficos com pelo menos 6 primers. Apds a fotodocumentacdo, 0os geis
foram transformados em uma matriz binaria de presenca e auséncia de bandas de DNA
(0O para auséncia, 1 para presenca). Tais bandas foram selecionadas quando na
fotografia se apresentavam bastante nitidas e robustas, ndo sendo contabilizadas

aguelas que eram visualizadas como manchas nos géis.

Tabela 1: Primers ISSR testados, suas respectivas sequéncias e temperaturas de anelamento. Os

primers selecionados estédo marcados com um asterisco.

Primer | Sequéncia 5’ 3’ Temperatura de
anelamento em °C
ISSR 1 (AG)8T 50
ISSR 2* (AG)8C 53
ISSR 3 (GA)8T 50
ISSR 4* (GA)8C 53
ISSR 5 (CT)8G 52
ISSR 6 (AG)8YC 53
ISSR 7* (AG)8YA 54
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ISSR 8 (GA)SYT 53
ISSR 9* (GA)8YC 53
ISSR 10* (GA)BYG 54
ISSR 11 (CT)8RA 50
ISSR 12 (AC)8YG 54
ISSR 13* (GGAC)3A 51
ISSR 14* (GGAC)3C 51
ISSR 15 (GGAC)3T 51
ISSR 16 (AACC)4 51
ISSR 17 (GGAC)4 51

De posse dessa matriz binaria, foram desenvolvidas andlises de agrupamento,
em que os dados foram analisados atraves de trés algoritmos: Neighbor-joining (NJ),
Méaxima Parcimbnia (MP) e simulacdo Bayesiana. As espécies Pseudonereis palpata
(Treadwell, 1923) e Perinereis ponteni Kinberg, 1866 foram utilizadas como grupos
externos para as analises de NJ e MP. Tais analises foram desenvolvidas por meio do
programa PAUP v.4.0b10* (Swofford, 2000), pela sua interface grafica PaupUp
v.1.0.3.1 (Calendini & Martin, 2005). A simulacédo Bayesiana foi realizada para estimar a
estruturacdo populacional, inferindo o possivel nimero de K-populacdes genéticas por
meio do software STRUCTURE 2.3.3 (Falush et al.,2003, 2007; Hubisz et al.,2009;
Pritchard et al.,2000).

A Analise de Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) € um método de similaridade
baseado em distancia e no principio da evolucdo minima. Apesar de ndo analisar todas
as topologias possiveis, procura encontrar sequencialmente vizinhos que minimizem o
comprimento total da arvore (Miyaki et al., 2001). Para a analise de Maxima Parcimonia,
todos os caracteres foram considerados como nao-ordenados e com pesos iguais,
pelas otimizacbes Acctran (Transformacdo acelerada) e Deltran (Transformacao
atrasada). Foi estabelecido um ndmero maximo de 100.000 arvores com 5.000
replicacfes aleatérias, e as topologias foram selecionadas por meio do consenso de

maioria. Tanto para a analise de distancia quanto para a de parcimonia, a robustez dos
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ramos foi testada pelos indices de suporte de Bootstrap e Jacknife, seguindo a regra de
consisténcia dos ramos igual ou maior a 50%, a partir de 1000 pseudo-réplicas.

A analise de Maxima Parcimdnia (Fitch, 1971) utiliza a homologia como principio
e assume que o critério de parcimdnia leva ao maior nimero total de acertos da arvore
verdadeira, quando se minimiza o numero de passos evolutivos na topologia (Miyaki et
al, 2001). Este método ainda procura selecionar com maior acuidade a topologia que,
de fato, representa a filogenia do grupo e, para isso, pressupde que a arvore com o
menor namero de mudancas para explicar a variacdo observada na matriz de
caracteres, é provavelmente a mais proxima de refletir a real evolugcdo do grupo
(Swofford & Berlocher, 1987).

Foi ainda realizada a Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para testar os
desvios estatisticos da hipotese de uma populacdo panmitica, a fim de avaliar a
existéncia de estruturacdo genética nas populacdes estudadas (Excoffier et al.,1992).
Esse meétodo permite ainda calcular o indice de fixacdo intraespecifica da variacéo
genética (Fsr), além de Fcr e Fsc, que indicam quanto da variagdo pode ser atribuida a
diferencas entre os grupos e as diferencas entre as populacdes dentro dos grupos,
respectivamente. Para tal metodologia, foi utilizado o software ARLEQUIN .3.5.1.2
(Excoffier et al., 2010).

Com os dados de distancia genética par-a-par entre os individuos, fornecidos
pelo NJ, foi construida uma matriz das médias das distancias genéticas entre todos os
individuos para as localidades estudadas. As distancias geograficas foram estimadas
de forma linear pelo uso da plataforma Google Earth (Google Inc., 2013). A partir destas
informacdes e por meio do software BioEstat 5.0, foi realizada uma regressao linear das
variaveis distancia genética e distancia geografica afim de testar a hipdtese de
isolamento genético-evolutivo por distancia.

Os parametros de genética populacional do tipo fluxo génico (Nm=Numero de
migrantes por geracao) e diferenciacdo genético-evolutiva interespecifica (Gst) globais

e pareadas foram obtidos por meio do uso do software Popgene 1.32 (Yeh et al, 1999).
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4. RESULTADOS

4.1 ESTUDO DAS PARAGNATAS

O n-MDS realizado com os dados do numero de paragnatas em cada area da
proboscide de todos os exemplares de Alitta succinea dos cinco locais amostrados
(Para, Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro e Parana) distinguiu dois grupos de acordo
com a regido geografica (Figura 6), com separacao das regiées Norte-Nordeste (Para,
Pernambuco e Bahia) das regifes Sudeste-Sul (Rio de Janeiro, Parana). O teste de
permutacdo ANOSIM (R=0,297; p=0,001) mostrou que a separacdo entre as duas
regides detectadas pelo n-MDS é significativa apesar do R baixo.

2D Stress: 0,17

v N-NE
v S-SE

Figura 6: Andlise de escalonamento multidimensional com exemplares de Alitta succinea do Par4,

Pernambuco, Bahia, Rio de Janeiro e Parana.
A andlise de cluster (Figura 7) apresenta um grupo com similaridade proxima a
95 % entre os estados do Parana e Rio de Janeiro (SE-S), com as populac¢des do grupo
N-NE apresentando grande numero de clados formados por encadeamento. Além
disso, por essa anadlise ndo foi possivel a deteccéo das cinco populacbes (PA, PE, BA,
RJ, PR) de forma individual, sendo possivel apenas a deteccdo dos dois grupos
geograficos (N-NE/ SE-S).

33



Cristiana Sette, S.C. Variacdo Populacional de Alitta succinea (Leuckart,1847) com base nas
Paragnatas e Marcadores Moleculares ISSR, ao longo da Costa Brasileira.

Ao realizar a andlise de SIMPER verificamos que a &rea VII-VIII foi o caractere
gue mais contribuiu para a similaridade das populacdes dos cinco diferentes Estados
guanto para a similaridade dos grupos N-NE e SE-S (Tabelas 2 e 3), sendo esta
considerada a mais conservada. Por outro lado, encontramos o valor de dissimilaridade
de 3,91 entre estes dois grupos (N-NE / SE-S), sendo a area Ill a que mais contribuiu
para esta dissimilaridade (23,46 %).

Tabela 2: Andlise de SIMPER com a similaridade dentro de cada populacao e a contribuicédo da area VII-

VIl para a similaridade entre as cinco populacdes.

Populacédo | Similaridade Contribuicdo da area VII-VIII
PA 96,95 14,03 %
PE 96,48 14,34 %
BA 94,99 14,32 %
RJ 96,88 13,65 %
PR 97,47 14,05 %

Tabela 3: Anélise de SIMPER com a similaridade dentro dos dois grupos (N-NE e SE-S) e a contribuicédo

da area VII-VIll para a similaridade entre eles.

Grupo | Similaridade Contribuicdo da area VII-VII
N-NE 96,43 14,23 %
SE-S 97,05 13,79 %
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Figura 7: Dendrograma (média ndo ponderada) das paragnatas de Alitta succinea dos estados do Para (PA), Pernambuco (PE), Bahia (BA), Rio
de Janeiro(RJ) e Parani(PR), evidenciando a separacao entre regides (N-NE e SE-S).Dados transformados em raiz quadrada e coeficiente de

Bray-curtis.
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O resultado obtido na andlise de variancia (ANOVA) (Figura 8) e teste a
posteriori de Tukey (Tabela 4) evidencia a area Il da probdscide como sendo
possuidora da maior variagio no numero de paragnatas, sendo esta variacdo
responsavel pela divisdo das cinco populagbes estudadas nos dois grupos
anteriormente descritos pelas andlises acima, N-NE/ SE-S, e com significAncia
estatistica (Fa,122= 42,799; p< 0,00001).
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Figura 8: Andlise de variancia (ANOVA), evidenciando a maior similaridade da média do nimero de
paragnatas na area lll da probdscide dos individuos dos Estados do PA, PE, BA (N-NE) contra a maior
similaridade e médias entre os individuos dos Estados RJ, PR (SE-S). Barras verticais correspondem a

dois desvios padrdes.
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Tabela 4: Teste a posteriori de Tukey, evidenciando em negrito preto os altos valores de similaridades
entre os individuos do PA, PE e BA e em negrito vermelho, o alto valor de similaridades entre os
individuos do RJ e PR.

PE PR BA PA RJ
PE 1 0.000017 0.768666 0.999644 0.000017
PR 1 0.000017 0.000017 0.868558
BA 1 0.907498 0.000017
PA 1 0.000017
RJ 1

A Analise Discriminante Mdultipla evidencia que o Wilks' lambda (parametro
basico usado para indicar a significancia estatistica da forca discriminatéria do corrente
modelo) é significativo para as variaveis independentes das areas I, IV, V e VII-VIII ao
nivel de significancia 95% (tabela 5) também detectou que 67,7% dos individuos
representaram corretamente sua origem geografica (tabela 6). O Rio de Janeiro teve a
menor variagao intrapopulacional, visto que dos exemplares coletados neste Estado,
por analise das diferencas entre 0os mesmos possui 86% de seus individuos
discriminados como representantes originais do Rio de Janeiro e 0 Parana, possui a
maior parte de seus exemplares referidos como pertencentes ao Estado do Rio de
Janeiro, evidenciando a grande similaridade entre as populacdes do RJ e PR e os
individuos coletados no N-NE foram referidos como pertencentes a esse grupo, com

apenas um individuo referido como pertencente ao grupo SE-S.

Tabela 5: Andlise Discriminante Mdltipla evidenciando que o A de wilks é significativo para as variaveis

independentes das éareas lll, 1V, V e VII-VIII.

Variavel Wilk’s Lambda F P
AREA | 0,928 2,349 0,058
AREA I 0,947 1,719 0,150
AREA I 0,364 53,312 <0,0001
AREA IV 0,865 4,747 0,001
AREA YV 0,820 6,674 0,00007
AREA VI 0,945 1,773 0,139
AREA VII-VIII 0,904 3,247 0,0143
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Tabela 6: Caracterizagdo de correspondéncia geogréfica entre os individuos e os Estados onde foram

coletados. 67,7% dos individuos representaram corretamente sua origem geogréfica.

% Corrigida PE PR BA PA RJ
PE 76,47 26 0 3 1
PR 27,27 0 3
BA 50,00 0 12 5
PA 63,64 4 0 4 14
RJ 86,11 2 0 31
TOTAL 67,72 38 5 22 23 39

Analisando as principais fun¢des candnicas resultantes da analise discriminante

multipla, conclui-se que apenas a primeira delas (Figura 9) atua na distincdo entre as

duas regides geograficas (N-NE/ SE-S) e a area da probdscide que mais contribui para

composicao desta funcéo candnica foi a area lll.
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Figura 9: Funcéo discriminante das paragnatas de Alitta succinea de cinco regides do Brasil,

evidenciando que apenas a fungéo candnica 1 atua na distingcdo entre as regides geogréficas

(N-NE/SE-S).
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4.2 ANALISES MOLECULARES

4.2.1 REACOES PCR-ISSR

Os exemplares do Pard ndo obtiveram sucesso nas reacdes de PCR,
provavelmente devido a excesso de fenol impregnado no DNA extraido, o que dificulta
a amplificacdo do mesmo, com a inibicdo da enzima Taq polimerase. Devido a isto hao
puderam ser analisados juntamente com os dados dos demais Estados no que se
refere as analises moleculares a partir de marcadores ISSR.

Os dados obtidos a partir das amplificacdes de DNA (Tabela 7, Figura 10) com
0s primers ISSRs selecionados, resultaram em um total de 114 loci que variaram de
150bp (pares de base) a 1800bp, sendo todos polimorficos, o que revela uma
diversidade genética de 100% para a espécie estudada na regido amostrada.

Tabela 7: Primers utilizados nas reades de PCR-ISSR e resultados.

Ta = Temperatura de anelamento.

Primer | Sequéncia 5-3° Ta°C Faixa de tamanho das bandas N° de loci
2 (AG)8C 53 1400-225 17
4 (GA)8C 53 900-300 11
7 (AG)8YA 54 1000-250 14
9 (GA)8YC 53 1500-150 16
10 (GA)8YG 54 1400-200 17
13 (GGAC)3A 51 1800-150 21
14 (GGAC)3C 51 1500-250 18
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Figura 10: Eletroforese em gel de agarose a 1,8%. (Primer de ISSR 10) exemplificando os perfis ISSRs e

o polimorfismo das bandas em Alitta succinea de PE. L= Ladder; Nimeros representam os individuos.

4.2.2 ANALISES DE AGRUPAMENTO

NEIGHBOR JOINING (N])

A analise de NJ (Figura 11) revelou a diferenciacdo de dois grupos genéticos, um
composto pelos exemplares de Pernambuco (PE) e Bahia (BA) e 0 outro composto
pelos exemplares do Rio de Janeiro (RJ) e Parana (PR). Os valores de suporte de ramo
de bootstrap/jacknife apresentaram-se medianamente satisfatérios (maior que 50 e
menor que 70) em sua maioria, porém o clado que une os individuos do RJ ndo obteve
suporte de ramo estatisticamente robusto, indicando que had uma maior variacdo
genética entre estes. O ramo que reuniu 0os exemplares da BA foi o que obteve maior

valor de suporte (89/84).
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A relacdo entre as distancias genéticas e geograficas (tabela 8) néo foi

significativa (rg1,4.0,05= 0,244; p=0,64) pois a distancia geografica explicou apenas 6% da

distancia genética.

Tabela 8: Valores de distancia genética (acima da diagonal) e distancia geografica (abaixo da diagonal

em km) entre as populacfes de Alitta succinea ao longo da costa do Brasil.

PE BA RJ PR
oE ] 0,282632 0,303403 0,339883
14514 47544

BA 784 ) 0,3145 0,3475
RJ 2068 1406 - 0325132

PR 2661 2092 608 -

MAXIMA PARCIMONIA (MP)

A analise de maxima parcimoénia revelou que dos 114 caracteres obtidos, apenas

8 deles foram constantes e 106 variaveis (parcimoniosamente informativos). A analise

de consenso (Consenso maioria) gerou uma topologia (Figura 12) com L (numero de

passos) = 594, indice de consisténcia (Ci)=19 e indice de retencao (Ri)= 64.

A topologia obtida revelou existéncia de dois grupos monofiléticos principais, um

compreendendo as populacdes de Pernambuco e Bahia (NE) e outro as populacfes do

Rio de Janeiro e Parana (SE/S). O grupo NE recebeu um bom suporte de ramo (85/83)

no clado que reuniu a populacdo de A. succinea da Bahia. De maneira geral, os

suportes de ramo de bootstrap/jacknife quando acima de 50%, foram de baixos a altos

(54-85/53-83). No grupo SE/S o clado que reuniu a populacdo do Parana apresentou

um suporte de ramo baixo.
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Figura 11: Topologia de Neighbor-Joining com os exemplares de Alitta succinea coletados em
Pernambuco (PE), Bahia (BA), Rio de Janeiro (RJ) e Paran& (PR), evidenciando a presenca de dois

ramos principais que separam as 4 populagfes em dois grupos, Nordeste/Sudeste-Sul (NE/SE-S). Os

valores de Bootstrap/Jacknife encontram-se indicados nos ramos.
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Figura 12: Topologia de Maxima Parcimdnia com os exemplares de Alitta succinea coletados em
Pernambuco (PE), Bahia (BA), Rio de Janeiro (RJ) e Parana (PR), evidenciando a presenca de dois
grupos monofiléticos principais que separam as 4 popula¢gfes em dois em dois clados Nordeste/Sudeste-

Sul (NE/SE-S). Os valores de Bootstrap/Jacknife encontram-se indicados nos ramos.
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SIMULACAO BAYESIANA (STRUCTURE)

Os resultados relativos ao teste de estruturagdo populacional (Figura 13 e 14)
pela analise Bayesiana revelaram a existéncia de K= 2 popula¢gbes genéticas pelos
dados de verossimilhanca. Porém, ndo houve diferenca estatistica (X?= 0,067; p=0,79)
entre os valores de AK para K=2 e K=3. Assim, assume-se que a estruturagcao
populacional pela andlise Bayesiana revelou a existéncia de trés populacdes genético-
evolutivas em A. succinea local/regionalmente localizadas evidenciando a populacao da
Bahia como intermediaria entre a populacdo de PE e as popula¢des mais ao sul (RJ e
PR).

1.00

0.80
0.60
0.40
020
0.00
PE BA RJ PR
Figura 13: Estruturacdo bayesiana mostrando a existéncia de trés populacfes genéticas para Alitta
succinea.
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Figura 14: Grafico mostrando os valores de AK e n° de populagdes genéticas obtidas pela analise
Bayesiana de estruturacéo populacional de Alitta succinea.
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AMOVA

A andlise de variancia molecular (AMOVA) global evidenciou que 59,86% da
variacdo total é encontrada dentro das populacbes estudadas e 40,14% entre as
populagcdes, com indice com indice Fsr global igual a 0,401 (Tabela 9). No que diz
respeito ao indice Fsr, valores entre 0 e 0,05 indicam falta de estruturacao genética,
entre 0,05 e 0,15 indicam pouca estruturacédo, entre 0,15 e 0,25 média estruturacao,
entre 0,25 e 1 grande grau de estruturacao e superior a 1 indica altissima diferenciacéo
(Wright, 1978), caracterizando uma espécie diferente. Nosso resultado indica uma alta
diferenciacao entre as populacdes, mas todas elas pertencentes a uma Unica espécie,
ndo caracterizando um complexo de espécies cripticas como anteriormente se
suspeitava.

A AMOVA foi realizada também para os dois grupos (NE/SE-S), baseado nas
topologias obtidas (Tabela 10). Este segundo teste de estruturacdo evidenciou que
58,16% da variacdo genética se encontra dentro das populacdes, 33,18 % entre as
populacdes dentro dos grupos e 8,66% entre os grupos. Tal resultado foi corroborado
com os indices de fixacdo, sendo 0 maior componente da variancia corresponde aquela
encontrada dentro das populacdes (Fst = 0,418) e em segundo lugar se encontra a
variancia entre as populacdes, dentro dos grupos (Fsc = 0,363) e a variancia entre os

grupos (Fcr) nédo teve significancia estatistica.

Tabela 9: Resultados da andlise de variancia molecular para todas as popula¢des estudadas de Alitta

succinea ao longo da costa do Brasil. gl= graus de liberdade.

o Soma dos Componentes da Percentual de
Fonte de variacdo | gl . o
quadrados variancia variacao

Entre populacdes 3 322.636 7.09748 Va 40.14

Dentro (jas 57 603.364 10.58533 Vb 59.86

populacdes

Total 60 926.000 17.68281
Fst=0.40138
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Tabela 10: Resultados da analise de variancia molecular para as populacdes estudadas de Alitta
succinea compondo dois grupos distintos (NE/ SE-S) ao longo da costa do Brasil. gl= graus de liberdade;

n.s.= ndo significante.

o Soma dos Componentes da Percentual de
Fonte de variacéo o o
quadrados variancia variagao
Entre grupos 1 147.619 1.57536 Va 8.66
Entre as populagdes, dentro 2 175.017 6.03884 Vb 33.18
dos grupos (NE/ SE-S)

Dentro das populagdes 57 603.364 10.58533 Vc 58.16

Total 60 926.000 17.68281 60

indices de fixacdo Fcr= 0.08656 (n.s)
Fsc = 0.36326 (p < 0,01)
Fsr= 0.41837 (p < 0,01)

PARAMETROS DE GENETICA POPULACIONAL

Os parametros de genética populacional apresentaram valores globais para Gsr=
0,298 e Nm= 1,17. A analise pareada revelou que 83,33% das comparacfes tiveram
um Gst maior do que 0,15, porém menor do que 0,25 e 16,67% um Gst maior do que
0,25. Além disso, observa-se um alto valor de nimero de migrantes, sendo acima de 1
para todas as relacdes pareadas. Tais resultados estdo sumarizados na tabela 11.

Segundo Nei (1987) e Meirmans & Hedrick (2011) para uma diferenciacao
genética moderadamente grande, o Gsr varia de 0,15 até 0,25, e uma forte

diferenciacao genética possui Gst = 0.25.
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Tabela 11: Valores de GST (acima da diagonal) e Nm (abaixo da diagonal) obtidos entre as amostras
estudadas de Alitta succinea.

PE BA RJ PR
PE - 0,2 0,18 0,23
BA 1,92 - 0,22 0,27
RJ 2,19 1,7 - 0,17
PR 16 13 2,28 -
5. DISCUSSAO

5.1 DADOS MERISTICOS DAS PARAGNATAS

A forma, distribuicdo e namero das paragnatas na probodscide de poliquetas
parecem ser relacionados com os mecanismos de escavacdo e alimentacdo (Dales,
1950), ou ao tipo de sedimento em que vivem (Garcia-Arberas & Rallo, 2000). As
populacdes de Alitta succinea apresentaram diferencas no nimero de paragnatas, com
as populacdes do SE-S apresentando maior numero. Todos os individuos estudados
foram capturados em ambientes estuarinos, vivendo em associacdo aos bancos de
bivalves (ostras e mariscos) incrustados em boias, piers, costées rochosos ou nas
raizes de mangues, compondo a epifauna, com bastante material em suspensao,
independentemente das variacdes regionais. Os nereidideos possuem estruturas
especializadas para a macrofagia (predacdo), com mandibulas desenvolvidas,
paragnatas e faringe eversivel (Fauchald & Jumars, 1979). Entretanto, muitas
populacbes também apresentam habitos micréfagos (sedimentivoria, suspensivoria),
mesmo com estas estruturas (Costa et al, 2006; Pardo & Dauer, 2003).

Com base nas diferencas encontradas no numero total de paragnatas para as
populacdes de Alitta succinea do PA, PE, BA (maior quantidade de paragnatas) RJ e
PR (menor nimero de paragnatas) e sabendo-se que pode haver variacdo na dieta e
dominancia de um modo de alimentacdo (macrofagia ou microfagia), entre populaces
diferentes de uma mesma espécie de nereidideo (Pardo & Dauer, 2003; Rouabah et al.,

47



Cristiana Sette, S.C. Variacdo Populacional de Alitta succinea (Leuckart,1847) com base nas
Paragnatas e Marcadores Moleculares ISSR, ao longo da Costa Brasileira.

2009), sugere-se ser possivel que esta variacdo ocorra entre as populacdes de Alitta
succinea estudadas, e que a preferéncia alimentar possa afetar no numero total de
paragnatas. Porém, uma investigacdo acerca da sedimentacao local resultante do efeito
fisico causado pelo banco de bivalves (Dame, 1996) deve ser realizada, pois uma maior
sedimentacao local acarreta a preferéncia pela microfagia (habito comedor de depdsito)
por parte dos nereidideos.

Um estudo realizado por Garcia-Arberas & Rallo (2000) com a espécie Hediste
diversicolor (O.F. Muller, 1776), em estuérios da costa de Basque (Franca) evidenciou
gue as maiores diferencas encontradas por meio do teste ANOVA foram para as
regides da probdéscide |, Il e VII-VIII. Estas areas foram as que mais contribuiram para
a variacao interpopulacional. Ja4 os resultados do presente estudo, que abrange uma
extensdo de costa bem maior (> 5000 km), mostram que algumas das mesmas areas
da probodscide acima também apresentaram diferencas significativas entre os locais,
sendo a area | apenas marginalmente significativa (p= 0,058). As areas IV e V também
contribuiram para a diferenciacao das populacdes, pois a Analise Discriminante Multipla
evidencia que as areas Ill, IV, V e VII-VIIl sdo as areas que possuem forca
discriminatodria significativa atuando na separacdo das populacbes nos dois grupos
geograficos.

Dentre as areas que contribuiram para a diferenciacdo entre as populacdes
estudadas de A. succinea (lll, 1V, V e VII-VIII), a Unica area que obteve um baixissimo
valor de Wilks' lambda (maior forca discriminatoria) e maior F estatistico foi a area lll,
sendo as demais possuidoras de valores proximos a 1 para Wilks' lambda (menor forca
discriminatoéria) (Tabela 5). Na figura 9 visualiza-se que apenas uma funcédo candnica
atua na distin¢éo entre os dois grupos geograficos, e seu principal componente € a area
lll. Ou seja, para as populacdes de Alitta succinea ocorrentes ao longo da costa
brasileira, aqui estudada, a area lll pode ser usada sozinha na diferenciacdo das
populacdes entre os grupos N-NE / SE-S (ver figura 9).

Comparando resultados de outros trabalhos de estudo da variacdo no numero de
paragnatas semelhantes a este (Scaps et al., 2000; Maltagliati et al., 2001; Bretton et
al., 2004 e Rouabah et al., 2009) detecta-se a area lll da probéscide como sendo a area

mais importante para a diferenciacdo entre populagdes de nereidideos de forma global
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sendo as demais areas com importancia apenas local para a diferenciacdo de
populacdes.

Pela andlise de SIMPER, os dados aqui obtidos foram validados, visto que mais
uma vez a éarea lll foi detectada como sendo a rea mais variavel dentre todas as areas
da probodscide de A. succinea. Além disso, foi evidenciado que as areas VII-VIII foram
mais conservadas no conjunto de dados analisados. Tais evidéncias sugerem que a
area VII-VIII ndo é recomendada para a distincdo populacional de Alitta succinea para a
costa do Brasil.

Analisando o modo como ocorre a variacao do niumero de paragnatas total da
probéscide de Alitta succinea das populagbes do PA, PE, BA, RJ e PR, detectou-se
uma mudanca gradual da quantidade de paragnatas ao longo de uma orientacdo
geografica, de menor (PA) a maior (PR), no sentido norte-sul. Tal evidéncia sugere, de
acordo com a descricdo de Futuyma (1998) a ocorréncia de um cline, para tal carater

em A. succcinea.

5.2 DADOS MOLECULARES

Os resultados obtidos pelos marcadores ISSR acerca da analise de variacéo
intra e interpopulacional em Alitta succinea indicou uma alta variacado genética. Estudos
de variabilidade genética de espécies invasoras tém revelado que baixa variabilidade
indica uma Unica invasdo devido a um numero pequeno de individuos constituintes da
populacéo invasora (principio do fundador) (Tsutsui et al., 1999; Grapputo et al., 2005;
May & Marsden, 2011). Assim, os dados aqui obtidos sugerem mais de uma invaséo de
A. succinea na costa brasileira. Este resultado é sustentado pela forma de introducao
ou invasao desta espécie em varios locais do mundo, por agua de lastro e/ou
incrustados nas embarcacgdes (Wilson, 1999; Hewitt et al.,2004), pois sédo formas faceis
de introducdo e que facilitam a ocorréncia de invasfes multiplas. Sendo o Brasil, um
pais com grande recebimento de navios internacionais, os grandes portos brasileiros,

foram possivelmente os primeiros locais a serem colonizados por esta espécie.
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As andlises de Neighbor-Joining (NJ) e Maxima Parciménia (MP) evidenciaram a
formacgao de agrupamentos que se apoiam mutuamente, sugerindo a ocorréncia de dois
agrupamentos genético-evolutivos distintos (Nordeste/Sudeste-Sul).

A topologia de NJ sugere que a populacdo do RJ possui a maior variagao
intraespecifica, visto que ndo obteve suporte estatistico de ramo minimamente
satisfatorio (75%). Diferente do que foi obtido na andlise das paragnatas, uma vez que
a amostra do RJ se caracterizou pela menor variagdo intrapopulacional. Tal diferenca
exige que mais dados sejam obtidos a fim de elucidar estes resultados.

A topologia de MP detectou a existéncia de dois grupos monofiléticos (NE/ SE-
S). Tal evidéncia reforca a hipétese de mais de uma invasdo de A. succinea
previamente sugerida e embasada no alto patamar de variacdo genética da espécie.
Além disso, a mesma topologia argumenta em favor de uma orientacdo geografico-
cronolodgica do tipo SE-S/NE da invaséo de A. succinea, tendo em vista a posicao basal
do clado Sudeste/Sul (Figura 12).

As analises de variancia molecular (AMOVA) globais (Tabelas 9 e 10) indicam
gue as maiores variagcdes se encontram dentro das populacdes estudadas. Em geral,
espécies de invertebrados marinhos e estuarinos apresentam um padrédo de alta
diversidade genética dentro da populacéo, devido as caracteristicas da histéria de vida
dos mesmos (grande poder dispersivo das larvas e/ou gametas, alto nivel de
fecundidade, grande tamanho populacional) (Breton et al., 2003; Pannacciulli et al.,
2009; Fernandez et al., 2011; Kesaniemi et al., 2012;Fadhlaoui-Zid et al., 2012).
Portanto, os dados aqui obtidos reforcam tal hipétese, tendo em vista o padrdo de
estratificacdo da variancia molecular observado para A. succinea. As AMOVAs também
mostraram um alto valor do indice de fixacdo intraespecifica da variacdo genética (Fst
globais) da ordem de 0,401 e 0,418. Estes patamares de Fsy argumentam em favor de
uma acentuada distincdo genético-evolutiva das populacdes de A. succinea, uma vez
qgue Fst > 0,25 indica alta estruturagédo (Hartl & Clarck, 2010).

Os dados globais de diferenciacdo genética (Gst) e fluxo génico indicaram forte
distincdo genético-evolutiva (Gst= 0,29), seguida de um fluxo génico histérico suficiente
para a homogeneizacdo das populacdes de A. succinea. Tal circunstancia sugere uma

condicao biologica contrastante: diferenciacdo com fluxo génico. Assim, o fenémeno
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aqui detectado reforca a possibilidade de descontinuidade populacional com fluxo
génico, o que poderia ser explicado pela possivel recente invasdo desta espécie no
Atlantico. A comparacao par-a-par do indice de fixacdo Gsy reforca tal hipétese tendo
em vista que todos os valores observados denotam grande diferenciacdo genética
(Tabela 11). Tal diferenciacdo ainda parece ser independente da distancia geogréfica,
dado que o teste de correlagdo de Spearman nao sugere forte relagdo entre as
variaveis de distancia genética e distancia geografica. Assim, a intensa diferenciacao
populacional observada entre as populacdes de A. succinea parece ser melhor
explicada pelo efeito de recrutamento autoctone das migracdes verticais da espécie em

termos reprodutivos (epitoquia), intensificando o isolamento genético-evolutivo.

5.3 ABORDAGEM BIOGEOGRAFICA

No presente trabalho, a corroboracdo entre grande parte dos dados obtidos pelas
analises meristicas do numero das paragnatas na proboscide de Alitta succinea
(Andlise de cluster, MDS) e das analises moleculares (Topologias de NJ, MP e
Estruturacdo Bayesiana) indicam a divergéncia entre as populagdes. Segundo a analise
de estruturacdo Bayesiana, a populacdo que representa o elo entre as populacdes
estudadas parece ser a Bahia, visto que apresenta um perfil genético particular, mas
também componentes das outras populacbes genéticas das outras localidades
estudadas (Figura 13).

Pelas andlises de MDS e de Cluster (Figuras 6 e 7) foi possivel visualizar grande
conectividade entre os exemplares dos dois grupos geograficos (N-NE/ SE-S), mas néo
foi possivel a visualizagdo das cinco populacbes separadamente (Figura 7). As
topologias de NJ e MP (Figuras 11 e 12) ndo apoiaram a evidéncia de grande
conectividade entre os dois grupos geograficos e, associado aos dados de genética
populacional (Tabela 11), evidenciaram popula¢@es isoladas. Esta incongruéncia pode
ser explicada pelo fato que espécies invasoras normalmente apresentam grande
plasticidade adaptativa a ambientes exoéticos. Além disso, também é sabido que a
selecdo natural atua originalmente sobre os fendtipos (Futuyma, 1998). Portanto,

homogeneidade morfolégica entre individuos e/ou populacées com variacdo genética e
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isolamento evolutivo pode ser um fendbmeno esperado em espécies invasoras como A.
succinea.

Os dados obtidos pela analise discriminante multipla (Tabela 6) mostraram que
67,7% dos individuos analisados representaram corretamente a sua origem geografica.
Ja os demais (32,3%) foram agrupados em outras populacdes, porém pertenceram ao
mesmo grupo geografico. Esta evidéncia sugere que os dados meristicos acessados
foram resolutivos na deteccdo dos dois grupos geograficos, o que corroborou as
analises genético-evolutivas. Tal evidéncia refor¢a, sobretudo, a estruturacédo
geogréfica de duas unidades evolutivas, uma na costa Nordeste e outra da costa
Sudeste-Sul do Brasil (Figuras 11 e 12).

Conectividade entre as populacbes geograficas de uma espécie € necessaria
para manter a integridade do material genético ao longo de sua distribuicdo. Barreiras
para o fluxo de genes entre os individuos com vida pelagica durante toda, ou apenas
uma parte da vida como no ciclo reprodutivo de A. succinea, muitas vezes nao sao tao
evidentes e diferem dependendo da distribuicdo espacial desta espécie (Blanco et al.,
2011). A separacdo das populacbes de A. succinea em dois grupos (N-NE / SE-S)
parece ser resultado de um conjunto de fatores. O conjunto de dados aqui obtidos
sugere a direta associacdo dos grupos genético-evolutivos com a presenca de duas
grandes barreiras biogeograficas que afetam o transporte de ovos, larvas ou individuos
de A. succinea no seu processo de dispersao: a Cadeia Submarina de Vitéria-Trindade
(CSVT) e o fendbmeno de Ressurgéncia de Arraial do Cabo (RAC).

No litoral brasileiro encontramos varias correntes atuando. Entre elas, a corrente
Sul-Equatorial do oceano Atlantico, movimentando-se no sentido leste-oeste que sofre
uma bifurcacdo ao alcancar a costa nordestina brasileira (Campos, 1995). A corrente
gue se desvia para o norte € denominada corrente Norte do Brasil. Este padréo parece
ajustar-se a estreita conexdo meristica das paragnatas entre a populacdo de A.
succinea de PE com aquela do PA, visto que elas possuem altissimo valor de
similaridade (0,999) (Tabela 4).
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Figura 15: Batimetria do litoral sudeste e sul do Brasil, evidenciando as duas provaveis barreiras
biogeograficas que atuam na separacao das populacdes de A. succinea da costa brasileira em dois

grupos (N-NE / SE-S). Cadeia Submarina de Vitéria-Trindade (CSBV) e Cabo Frio (i\\?). (Modificado de
Neves, 2006).

A corrente que se volta para o sul € a corrente do Brasil, que corre
superficialmente e caminha sobre a plataforma, sendo a principal responséavel pela
conexao entre as populacdes de PE, BA, RJ e PR (Campos, 1995; Signorini, 1976). Por
volta de 20,5° S (sete graus de latitude abaixo do ponto de coleta da BA e dois graus
acima do ponto de coleta do RJ), a Corrente do Brasil encontra a CSVT (Figura 15), a
gual atua como uma barreira para a circulacdo oceanica, consequentemente, atua
como barreira para a dispersao das larvas plancténicas de Alitta succinea.

A CSVT apresenta orientacdo predominante leste-oeste e se estende da quebra
da plataforma continental até 28,5° W, atingindo a superficie em dois pontos: Ilha da
Trindade (20,5°S; 29,3° W) e Ilha de Martin Vaz (20,5° S; 28,8° W). A corrente do Brasil
utiliza dois canais profundos na por¢cdo oeste da CSVT. O maior transporte da agua

ocorre no canal mais préximo a costa (Caspel, 2009). Este fenbmeno explica a conexao
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historica entre as populacdes localizadas acima (PA, PE e BA) da CSVT com aquelas
localizadas abaixo dela (RJ e PR), observada pelo nUmero de migrantes (Tabela 11).

Ao sul da CSVT na latitude de Cabo Frio (23°S) (Figura 15) a orientacéo da costa
sofre uma brusca modificagdo passando de norte-sul para leste-oeste. Essa mudanca
de orientacdo da linha de costa, associada a ventos de nordeste que ocorrem na
primavera e no verdo, geram uma forte ressurgéncia de agua profunda e fria sobre a
plataforma continental (Rodrigues & Lorenzetti, 2001; Silveira et al., 2000). Este
fenbmeno hidrologico particular associa-se com o limite geogréafico de muitas espécies
(Yoneshigue, 1985; Guimardes & Coutinho, 1995) e, provavelmente, pela divisao
populacional observada em Alitta succinea, entre Sudeste-Sul e Nordeste, como
também pela maior conectividade genético-evolutiva e morfolégica das populacdes
locais do RJ e PR.

Em suma, a corroboracdo dos dados meristicos e moleculares se fez essencial
para lancar luz acerca dos fendmenos que regem a remanescente conexao e crescente
diferenciacdo entre as populacbes estudadas de Alitta succinea da costa brasileira,
evidenciando o grande poder dispersivo de suas larvas e a acdo de barreiras

biogeograficas no transporte das mesmas.
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