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Resumo

O octocoral Carijoa riisei € um cnidario colonial que possui ampla distribuicdo geogréfica no
Oceano Atléntico Sul, Caribe, Pacifico e Indo-Pacifico. Com intuito de conhecer a estrutura e
a conectividade das populacdes da espécie, abordagens diferentes foram realizadas. Em
pequena escala geogréafica espacial (6-125 km) a partir de diferentes ambientes (recifes
costeiros, naufragios e estuérios) da costa de Pernambuco (Brasil), analises do DNAmt,
morfologicas e reprodutivas foram realizadas. Verificou-se que houve variacdo morfoldgica
em 10 dos 11 caracteres morfoldgicos avaliados quando comparadas as localidades estudadas.
No entanto, ndo ha diferenciacdo genética entre as sete populacdes estudadas devido ao alto
fluxo génico, indicando que a espécie em Pernambuco consiste em uma populacdo panmitica.
Portanto, a alta variabilidade morfologica de C. riisei encontrada neste estudo é devido a
plasticidade fenotipica em resposta as mudancas ambientais e ndo ao acumulo de diferencas
genéticas devido a interrupcdo do fluxo génico entre as populagdes. Para analise em grande
escala geografica espacial (108-2781 km), o exame da conectividade genética por meio do
DNAmt foi realizado em populacdes do Atlantico Sul/Brasil e comparado com resultados
encontrados de outras regides do Atlantico (Leste e Norte) e do mundo (Pacifico/Havai e
Indo-Pacifico). Estruturacdo genética foi observada em duas das seis populagdes estudadas no
Atlantico Sul/Brasil. Contudo, foi verificado fluxo génico suficiente para conectar todas as
populacgdes, tanto dentro do Atlantico Sul, como entre as populacdes desta regido com as
demais. O Atlantico Sul apresentou a maior diversidade genética entre todas as regifes do
Atlantico estudadas. Quando a comparacao € realizada entre as regides geograficas do mundo,
a maior diversidade genética foi encontrada no Indo-Pacifico e a menor no Atlantico Norte.
De acordo com esses resultados e aliado com o que existe na literatura, encontra-se suporte a
ideia de que C. riisei € nativa do Indo-Pacifico. A conectividade genética das popula¢fes em
organismos sésseis € alcancada pela dispersdo larval. Este estudo descreve pela primeira vez a
embriogénese, desenvolvimento e assentamento larval de C. riisei. Foram recolhidas col6nias
na costa norte de Sao Paulo, Brasil e mantidos vivos em aquarios. Atraves da observacao
direta, verificou-se que a liberagdo dos gametas predominantemente ocorreram entre 05h00-
10h00. A fertilizacdo é externa e os ovos fertilizados tem um didmetro médio de 403 + 6,0
pum, apresentando geralmente flutuabilidade positiva. As clivagens sdo superficiais, 0
primeiro ciclo de divisdo ocorre perto de 3h30-5 h apo6s a liberagcdo dos gametas. A divisdo
citoplasmatica é rapida (15-20 min), facilmente visivel nas fases de 16 e 32 células. As larvas

planulas séo formadas entre 27-36 h apds a liberacdo dos gametas; podem nadar por toda a
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coluna dagua e atingir 1,8 mm de comprimento. As planulas assentam entre 10-18 dias apés a
liberacdo dos gametas. O polipo primario é translicido, e os tentaculos emergem como oito
pequenos botbes arredondados. Portanto, a espécie tende a ter um potencial de dispersdo de
longa distancia, que aliado ao nivel consideravel de variagdo morfoldgica (que favorece a
adaptacdo da espécie em condigdes ecoldgicas heterogéneas) e a conectividade ocorrendo
entre populacdes em pequena e grande escala geografica espacial, auxiliam a compreender a

ampla distribuicao deste octocoral.

Palavras-chave: Plasticidade fenotipica, DNAmt, Fluxo génico, Panmixia, Planula



Abstract

The octocoral Carijoa riisei is widely spread in the South Atlantic Ocean, Caribbean, Pacific
and Indo-Pacific. Seeking to know the structure and connectivity of populations of the
species, different approaches have been undertaken. In small spatial geographic scale (6-125
km) from different environments (coastal reefs, shipwrecks and estuaries) from the coast of
Pernambuco (Brazil), analysis of mtDNA, morphological and reproductive were held. It was
found that there is morphological variation in 10 of 11 morphological characters evaluated
when compared the locations studied. However, there is no genetic differentiation among the
populations studied due to high gene flow, indicating that the species in Pernambuco consists
of a panmitic population. Therefore, the high morphological variability of C. riisei found in
this study is due to phenotypic plasticity in response to environmental changes and not the
accumulation of genetic differences due to the interruption of gene flow between populations.
For analysis in large spatial geographic scale (108-2781 km), examination of genetic
connectivity through mtDNA was held in South Atlantic/Brazil populations and compared
with results from other regions of the Atlantic (East and North) and the world (Pacific/Hawaii
and Indo-Pacific). Genetic structure was observed in two of the six studied populations in the
South Atlantic/Brazil. However, it was found sufficient gene flow to connect all populations,
both within the South Atlantic, as among populations of this region with others. The South
Atlantic showed the highest genetic diversity among all regions of the Atlantic studied. When
a comparison is performed among the geographic regions of the world, the greatest genetic
diversity was found in the Indo-Pacific and the smallest in the North Atlantic. According to
these results and allied with what exists in the literature, it supports the idea that C. riisei is
native to the Indo-Pacific. Genetic connectivity of populations in sessile organisms is
achieved by larval dispersal. This study describes for the first time embryogenesis,
development and larval settlement of this octocoral. Colonies were collected on the north
coast of S&o Paulo, Brazil and kept alive in aquariums. Through direct observation, it was
found that spawns predominantly occurred in the morning between 05h00-10h00. The
fertilization is external and fertilized eggs have an average diameter of 403 £ 6.0 um, usually
presenting positive buoyancy. The cleavages are superficial, the first division cycle occurs
near 3h30-5 h after spawning. The cytoplasmic division is rapid (15-20 min), easily visible in
stages 16 and 32 cells. The larvae planula are formed 27-36 h after spawning; can swim
throughout the water column and reach a length of 1.8 mm. Planulae settle 10-18 days after

spawning. The primary polyp is translucent, and the tentacles emerge as eight small round
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buttons. Therefore, the species tends to have a potential for long-distance dispersal, that
coupled with the considerable level of morphological variation (that favors the adaptation of
the species in heterogeneous ecological conditions) and connectivity between populations
occurring in small and large spatial geographic scale assists to understand the wide

distribution of this octocoral.

Keywords: Phenotypic plasticity, mtDNA, Gene flow, Panmixia, Planula
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1. Introducéo

Os recifes de coral estdo entre os mais complexos e produtivos ecossistemas da
Terra, sendo detentores de riqueza e diversidade bioldgica comparaveis as florestas imidas
tropicais (Porter 1976; Connel 1978). Eles abrigam ¥ de todas as espécies marinhas e séo
considerados 0s ecossistemas marinhos de maior produtividade, apesar de ocuparem
apenas 0,02% dos oceanos. Ha estimativas de ocorréncia de 600.000 a 9 milhdes de
especies recifais (Knowlton 2001).

Esses ecossistemas apresentam grande importancia bioldgica, oferecendo subsidios
como alimento e protecdo, que possibilitam a coexisténcia de uma grande diversidade de
fauna e flora. Os recifes de coral sdo considerados 0s ecossistemas marinhos que
apresentam 0s maiores indices de biodiversidade (Connell 1978). Também exercem
relevantes fungdes ecoldgicas como protecdo da costa contra tempestades e, em geral,
contra a erosdo, reciclagem de nutrientes e estabelecimento de bercarios para inimeras
espécies de organismos marinhos (Buddemeier et al. 2004).

A elevada produtividade associada a recifes coralineos tem uma importancia
singular como fonte de recursos pesqueiros para as comunidades costeiras, fonte de
farmacoterapicos e areas para o turismo marinho (Lewinson et al. 2004; Diedrich, 2007).
Os recifes de corais sdo a principal fonte de recursos econdémicos para centenas de milhares
de pessoas que vivem nas regides tropicais do nosso planeta (Moberg e Folke 1999). Desta
forma, a salde destes ecossistemas tem influéncia direta sobre o bem-estar e até sobre a
sobrevivéncia das populagdes que vivem em zonas litoraneas.

No entanto, apesar da reconhecida importancia deste ecossistema, é consenso entre
0s cientistas de todo 0 mundo que os ambientes recifais estdo em declinio (Jameson 1995).
Os recifes de coral sdo considerados sistemas dinamicos sujeitos a distarbios naturais. A

estabilidade de ecossistemas recifais esta relacionada a instabilidade de parte de seus



componentes e suas constantes mudancas espaciais, assegurando a habilidade de
restabelecer um balango apds um distarbio natural (Dahl e Salvat 1988). Porém, sob uma
grande escala geogréafica, os impactos humanos podem p6r o sistema além dos seus limites
de recuperacdo, causando uma rapida degradacdo da diversidade, produtividade e
elasticidade. Estima-se que 58% dos recifes de coral do mundo estdo ameacados por
atividades humanas (Bryant et al. 1998).

Investimentos vém sendo destinados a preservacdo de ambientes naturais e a
criagdo de novos habitats com a instalacdo de recifes artificiais (Baine 2001). Jensen
(2000) define os recifes artificiais como estruturas de grande porte submersas no fundo
marinho, para mimetizar as caracteristicas de um recife natural. Nas Gltimas duas décadas,
0 uso de recifes artificiais marinhos foi intensificado em torno do globo (Seaman e Seaman
2000), de modo que o afundamento de estruturas, incluindo os navios descomissionados,
visando a formacdo de recifes artificiais ja é utilizado em diversos locais. Atualmente,
Pernambuco é o Estado brasileiro com o maior numero de embarcagdes naufragadas
conhecidas em area de plataforma continental, cerca de 70 (Santos e Passavante 2007).

Estudos cientificos (Grossman et al. 1997; Seaman e Seaman 2000; Claudet e
Pelletier 2004) apontam o afundamento de cascos de embarcacfes em areas de plataformas
continentais como fator de incremento da biodiversidade, além de trazer beneficios
socioecondémicos para a pesca e mergulho. Porém nada existe na literatura sobre a
influéncia que esse tipo de intervencdo trds para os recifes naturais. Os naufragios podem
servir como fonte de novos individuos para as populacdes costeiras expostas a inumeros
impactos, contribuindo em sua manutencéo.

O intercdmbio de individuos entre populacfes € definido como conectividade e se
da através da dispersdo (movimento de saida de individuos do local de inicio de vida para

ocupar outro ambiente), que é uma das mais importantes caracteristicas envolvidas na



persisténcia e evolucdo das espécies (Cowen et al. 2007). Quando ha alta conectividade e
fluxo génico, populacGes apresentam-se geralmente homogéneas (Mora e Sale 2002;
Cowen et al. 2007). Entretanto, padrdes de correntes oceanicas locais ou globais, a
topografia de fundo e a influéncia de estuarios e de barreiras geograficas podem restringir a
dispersdo de larvas pelagicas e dos adultos, promovendo assim, a diferenciacdo genética
entre as populagdes (Sinclair 1988; Grant e Bowen 1998; Cowen et al. 2000).
Compreender os padrdes de conectividade entre popula¢des aumenta a nossa compreensao
da resiliéncia do ambiente recifal, tal que a capacidade de um recife de coral para se
recuperar de eventos de perturbacdo depende do recrutamento de larvas de coral das
populacdes locais e distantes (Goodbody-Gringley et al. 2011).

Carijoa riisei (Duchassaing e Michelotti, 1860) é um cnidario colonial (Ordem
Alcyonacea, Familia Clavulariidae) que apresenta pélipos com oito tentaculos pinados (Fig
1; A e B) e se distribui no oceano Atlantico Ocidental, desde o estado da Flérida (Estados
Unidos) até o estado de Santa Catarina (Brasil), incluindo o Caribe (Pérez 2002); sendo
também registrada no Havai (Kahng e Grigg, 2005), Indonésia (Calcinai et al. 2004),
Tailandia, Austrélia, Palau, Chuuk, costa da Africa Ocidental (Concepcion et al. 2008) e
recentemente, na india (Padmakumar et al. 2011). Esta espécie pode desenvolver-se sobre
uma grande diversidade de substratos, e até sob estaleiros, boias e cascos de embarcacdes,
sendo uma espécie de octocoral que forma parte da comunidade incrustante (Bayer 1961).
Pode encontrar-se na agua turva e agitada, em cavernas sombreadas exercendo simbiose
com esponjas e hidroides e em estuarios associados as raizes de Rhizophora mangle (Rees
1972); sendo resistente as variacOes de temperatura, de salinidade e, certamente, de
exposicdo a luz (Castro 1997). Na costa brasileira € muito abundante, principalmente na

regido nordeste do pais, e estudos anteriores examinaram sua fauna associada (Neves et al.



2007; Souza et al. 2007), ecologia tréfica (Lira et al. 2009; Gomes et al. 2012) e

reproducéo (Barbosa et al. 2014).

Fig 1 Octocoral Carijoa riisei (A) Colonia; (B) Detalhe dos polipos. Foto: Carlos Pérez



A espécie foi originalmente descrita no mar do Caribe em Saint Thomas, umas das
llhas Virgens dos EUA, por Duchassaing e Michelotti em 1860, e identificada
originalmente no género Clavularia, posteriormente foi transferida ao género Carijoa
(Bayer 1981). No Havai, C. riisei foi considerada invasora, por ser descoberta pela
primeira vez em Pearl Harbour em 1972 em locais bem estudados e causar um significativo
impacto ecologico por asfixia e exclusdo de outras espécies bentdnicas, principalmente
corais negros (Kahng e Grigg, 2005; Kahng e Kelley 2007), aléem de ser considerada uma
espécie nativa do Mar do Caribe. Sua chegada ao Havai foi relacionada com o fluxo de
embarcacdes (Grigg 2003). Estudos recentes utilizando técnicas moleculares, no entanto,
indicaram que as populacdes mais antigas desta especie podem ser encontradas no Indo-
Pacifico, enquanto a populacdo mais jovem analisada foi a do Caribe, de modo que esta
espécie parece ser nativa da regido do Indo-Pacifico (Concepcion et al. 2010). Contudo,
ndo ha consenso quanto ao local de origem da espécie. No Atlantico Sul a espécie é
considerada criptogénica, ja que nao € possivel afirmar se a mesma € nativa ou invasora.

Estudos reprodutivos revelaram que a espécie apresenta padrdes de reproducédo
similares no Brasil, no Caribe e no Havai (um padrdo reprodutivo gonocorico e liberagdo
de gametas continua ao longo do ano) (Bardales 1981 em Kahng et al. 2011; Kahng et al.
2008; Barbosa et al. 2014). As semelhancas de suas caracteristicas contribuem para a sua
rapida proliferacdo e ocupacdo de novos espagos deixados por outras espécies (Barbosa et
al. 2014), o que poderia indicar uma condi¢do intrinseca a espécie, fazendo dela um
potencial agente invasor em areas onde sao introduzidas.

Diante da ampla distribuicdo geografica e caracteristicas reprodutivas, espera-se
que C. riisei mantenha a conectividade entre as suas populacfes por elevada capacidade de
dispersdo. Em geral, esta conectividade esta atribuida a dispersao associada ao homem (em

cascos de embarcacdes, em material flutuante, etc). No entanto, a real contribuicdo dos


https://pt.wikipedia.org/wiki/Saint_Thomas_(Ilhas_Virgens_Americanas)

mecanismos de reproducdo sexuada (dispersdo de gametas e de larvas) nunca foi avaliada.
A contribuicdo da dispersdo larval ainda ndo é conhecida, visto que nenhum trabalho no
mundo ja descreveu o tipo, o tempo de vida e o habitat da larva de C. riisei.

A possivel sincronia reprodutiva das populacGes facilitaria a dispersdo da espécie e
ocupacdo de novos locais, além de garantir a coespecificidade das populagdes ao longo do
tempo. Uma ampla disperséo possibilita a conectividade entre populacdes distantes e fluxo
génico. No entanto, sabe-se que em ambientes diferentes, com pressdes seletivas diversas,
muitas vezes, inicia-se um processo de divergéncia com diferenciacdo genética que pode,
inclusive, culminar em um processo de especiacdo. Uma analise mais ampla, envolvendo
um numero maior de populacées em ambientes diferentes (ex: recifes costeiros, naufragios
e ambientes estuarinos) permitiria, ndo apenas compreender a biologia da espécie como
também avaliar a conectividade genética entre as populacdes revelando suas interagcoes. O
estudo da genética de populacdes € de importancia primordial, porque a manutencdo de
grandes conjuntos de genes com variabilidade suficiente é necessaria para a espécie, a fim
de adaptar-se de forma eficiente em diferentes ambientes, inclusive os impactados pelo
homem (Meffe e Carroll 1997; Avise 1998).

Assim sendo, este estudo pretendeu avaliar a conectividade das populacdes de C.
riisei ao longo da costa brasileira. Para isso, o projeto propds trés abordagens
complementares. Em primeiro lugar, foi realizado um estudo em pequena escala geogréafica
(Pernambuco) para avaliar a estrutura das populacdes (morfoldgica e molecular) da espécie
em diferentes ambientes (areas estuarinas, recifes costeiros e naufragios). A segunda
abordagem visou avaliar a contribuicdo do fluxo de larvas entre as populagdes. Para isso
foi estudado o ciclo de vida da espécie para identificacdo do tipo de larva, habitat e tempo
de vida da mesma. E por fim, a dltima abordagem teve como objetivo analisar a

diversidade genetica e a conectividade populacional de C. riisei em grande escala



geografica (Brasil), e comparar os resultados com os de outras populacdes estudadas
distribuidas ao longo de diferentes regides geograficas mundiais. A analise integrada destes
resultados permitiu compreender a conectividade e a estruturagdo genética destas
populacdes e conhecer a contribuicdo dos mecanismos sexuais (dispersdo de larvas e

gametas) no processo.



2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é analisar a conectividade entre populacdes de Carijoa
riisei em diferentes ambientes na costa brasileira através de abordagens morfoldgica,

genética e reprodutiva.

2.2 Objetivos especificos

1. Analisar a variabilidade morfoldgica das populacdes de C. riisei em diferentes
ambientes (recifes costeiros, naufragios e estuarios);

2. Detectar caracteres mais estaveis (Uteis na taxonomia) e caracteres com maior
variabilidade ambiental na espécie;

3. Analisar a diversidade genética das populacGes de C. riisei em pequena e grande escala
geogréfica espacial;

4. Estimar o nivel de fluxo génico entre as populagdes de C. riisei em pequena e grande
escala geogréfica espacial;

5. Determinar se a area estudada apresenta uma Unica populacdo panmitica em pequena e
grande escala geografica espacial;

6. Conhecer o processo de embriogénese do octocoral C. riisei;

7. Conhecer o tipo, o0 tempo de vida e a habitat da larva de C. riisei.
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4. Capitulo |

Abordagens morfologica e genética do octocoral Carijoa riisei (Anthozoa:
Alcyonacea) em diferentes ambientes: recifes costeiros, naufragios e

estuarios

Resumo

Carijoa riisei € um octocoral de ampla distribuicdo na faixa tropical, presente em diversos
tipos de ambientes. A espécie tem sido relatada como capaz de se adaptar a novos locais
rapidamente e seu sucesso tem sido associado a sua plasticidade fenotipica. De fato, as
diferentes populacbes de C. riisei apresentam grande variabilidade morfolégica,
dificultando a delimitacdo da espécie. No entanto, nenhum estudo foi feito para quantificar
esta variabilidade ou identificar sua origem. Assim, 0 presente trabalho visa determinar a
variabilidade morfoldgica e genética na espécie. Para tanto, foram analisadas sete
populacdes de diferentes ambientes (recifes costeiros, naufragios e estuarios), no litoral de
Pernambuco (Brasil) quanto a morfologia (575 colbnias) e quanto a diversidade e
conectividade genética das populacdes (163 colbnias), usando o gene mitocondrial ND2.
Os resultados demonstraram grande variabilidade em 10 caracteres morfoldgicos,
incluindo aqueles relacionados aos escleritos, com variagdo mesmo entre populacdes de
uma mesma categoria de ambiente. Apenas a densidade dos pdlipos ndo apresentou
variabilidade significativa, demonstrando ser Util para a taxonomia do grupo. Dentre as
populagdes estudadas, a dos recifes costeiros de Porto de Galinhas apresentou maior
diferenciacdo morfoldgica em relagdo as demais. Quando a comparacdo foi realizada entre
os tipos de ambientes, observou-se que a menor variagdo morfoldgica ocorreu dentro das
populacdes dos estuarios, e a maior, dentro das populagdes dos recifes costeiros. Apesar da
grande variabilidade morfoldgica, C. riisei ndo apresentou diferenciagdo genética entre as
populacbes estudadas e exibiu um alto fluxo génico, indicando que a espécie em
Pernambuco é uma Unica populacdo panmitica. Foram encontrados sete haplotipos. Os
recifes costeiros e naufragios revelaram maior diversidade genética, com maior nimero de

haplotipos e haplotipos exclusivos. Assim a alta variabilidade morfoldgica de C. riisei
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encontrada neste estudo é devido a plasticidade fenotipica em resposta a mudancas
ambientais, e ndo ao acumulo de diferencas genéticas devido a interrupcéo do fluxo génico
entre as populacdes. Este nivel consideravel de variacdo morfoldgica provavelmente
favorece a adaptacdo da espéecie em condi¢des ecoldgicas heterogéneas, contribuindo para

a sua ampla distribuicéo.

Palavras-chave: Octocorallia, Variagdo morfoldgica, Fluxo génico, Panmixia, Brasil

Introducéo

Muitas espécies marinhas sesseis de varios grupos taxondmicos apresentam uma
variacdo morfologica consideravel, sendo associada a questdes ambientais, principalmente
a acdo das ondas (Weerdt 1981,1984; Lesser et al. 1994; Bruno e Edmunds 1997;
Arsenault et al. 2001; Gutiérrez-Rodriguez et al. 2009), a profundidade (Bosscher e
Meesters, 1992; Beltran-Torres e Carricart-Ganivet 1993), a luminosidade (Graus e
Macintyre 1982; West 1997; Muko et al. 2000), ao nivel de sedimentacdo (Todd et al.
2001) e ao fornecimento de nutrientes (Barata et al. 2001). A variabilidade morfolégica
pode ser gerada pela expressao de diferentes genotipos adaptados aos diferentes ambientes
ou pela expressédo de fenédtipos diferentes que refletem a influéncia do meio (Meroz-Fine et
al. 2003). O efeito fenotipico provocado pela interacdo entre o ambiente e o gendtipo é
conhecido como plasticidade fenotipica.

A plasticidade fenotipica é a habilidade de um organismo de alterar sua fisiologia
e/ou morfologia em resposta a diferentes condi¢cGes ambientais, sem que seu genotipo seja
alterado (Kuiper e Kuiper 1988; Fuzeto e Lomdnaco 2000; Sultan 2000), permitindo que
individuos geneticamente iguais apresentem fendtipos diferentes (Callaway 2003). Isto,
contudo, pode gerar dificuldades na delimitacdo de espécies, pois dificulta a identificagdo
de caracteres estaveis relevantes para a taxonomia. Como consequéncia, a analise

taxonbmica vem sendo aprimorada nestes ultimos anos no sentido de que o status
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evolutivo atual de uma linhagem sé pode ser melhor avaliada por meio de uma abordagem
integrativa (Riedel et al. 2013).

Na subclasse Octocorallia (Cnidaria: Anthozoa), a plasticidade fenotipica ao longo
de gradientes ambientais ou habitats ndo & incomum (Bayer 1961; West et al. 1993;
Brazeau e Harvell 1994; Kim e Lasker 1997; West 1997; Kim et al. 2004; Skoufas 2006;
Gutiérrez-Rodriguez et al. 2009). As delimitacbes das espécies nos octocorais ndo sao
nitidas pela variacdo tanto na forma de crescimento da col6nia quanto no formato e no
tamanho dos escleritos, que sdo caracteristicas morfologicas utilizadas tradicionalmente
nas descricbes taxonémicas (Bayer 1961). A simplicidade estrutural somada a
variabilidade na morfologia pode gerar erros de identificacdo das espeécies.

O octocoral Carijoa riisei (Duchassaing e Michelotti 1860) (ordem Alcyonacea,
familia Clavulariidae) esta amplamente distribuido ao longo da costa brasileira incrustado
em substrato consolidado, tanto em ambientes naturais quanto artificiais (Amaral et al.
2009/2010; Lira et al. 2010; Marques et al. 2013). Esta espécie ja foi estudada quanto a
fauna associada (Neves et al. 2007; Souza et al. 2007), ecologia tréfica (Lira et al. 2009;
Gomes et al. 2012) e reproducdo sexual (Barbosa et al. 2014). Atualmente a espécie tem
uma distribuicdo circumtropical com populacGes no Indo-Pacifico, Australia, Havali,
Atlantico Ocidental (Caribe e Brasil) e Africa Ocidental (Concepcion et al 2008). A
especie C. riisei foi inicialmente considerada invasora no Havai e outras localidades do
Pacifico, dispersada por vetores marinhos (Grigg 2003), competindo com sucesso, e até
mesmo crescendo por cima de corais negros e em outras formas de invertebrados nativos
(Kahng e Grigg 2005; Kahng e Kelley 2007). No entanto, estudos recentes utilizando
técnicas moleculares indicaram que a origem do género esta no Indo-Pacifico (Concepcion

et al. 2010).
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Carijoa riisei € um octocoral colonial estolonial de estrutura simples, com um
estoldo rasteiro de onde surgem os polipos primarios que podem se ramificar formando
densos bancos e apresenta escleritos simples em forma de bastdo com poucas
ornamentacdes. No entanto, ndo ha estudos que avaliem a variagdo morfologica da espécie,
e talvez uma explicacdo para a ampla distribuicdo geografica, possa ser a elevada
variabilidade dos caracteres morfologicos. A plasticidade fenotipica pode desempenhar um
papel importante na ampliacdo da distribuicdo das espécies (Bruno e Edmunds 1997), pois
aumenta a sobrevivéncia e sucesso reprodutivo dos individuos, contribuindo para a sua
capacidade de lidar com as mudancas ambientais e, potencialmente, adaptar-se a novos
nichos (Prada et al. 2008). Por outro lado, a variacdo na morfologia pode também indicar
uma diferenciacdo genética entre populacbes com a existéncia, até mesmo, de espécies
cripticas, refletindo mecanismos de isolamento e especiagédo (Prada et al. 2008).

Como C. riisei apresenta populacdes estabelecidas em ambientes bem diversos
como estudrios, recifes costeiros e naufragios, com diferentes condicdes ambientais, o
presente estudo teve como objetivo responder a duas perguntas principais: 1- ha variacdo
morfoldgica intraespecifica associada aos diferentes locais? A resposta a esta pergunta é
importante para estabelecer a variabilidade da espécie bem como reconhecer caracteres
estaveis que possam ser Uteis para sua delimitacdo taxondémica; 2- qual a origem da
variabilidade morfoldgica se esta for observada? Para responder se a variagdo corresponde
a plasticidade fenotipica, associada as condi¢des ambientais, ou é devida a diferenciacdo
genética. Estudos sobre plasticidade fenotipica em possivel associacdo a diferenciagédo
genética no ambiente aquatico, vem sendo cada vez mais frequente na literatura (Baco &
Cairns 2012; Inoue et al. 2014; Miron-Berbel 2014).

A hipdtese central a ser testada neste trabalho é que C. riisei possui elevada

variacdo de suas caracteristicas morfoldgicas diante de diferentes condi¢bes ambientais,
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refletindo plasticidade fenotipica associada as condi¢cdes do meio, havendo, portanto,

elevada conectividade entre as populacgdes.

Material e métodos

Area de estudo

O presente estudo foi desenvolvido na zona costeira do estado de Pernambuco,
Brasil, que compreende uma faixa de 187 km de extensdo. O clima da regido é quente-
umido, com uma temperatura anual média de 24°C e 1500-2000 mm de pluviosidade anual
(Silva et al. 2004). Ha duas estacdes distintas: chuvosa, entre marco a agosto, e seca, de
setembro a fevereiro (Medeiros et al. 1999).

As areas de estudo abrangeram sete pontos da costa de Pernambuco distribuidos em
trés ambientes diferentes: os recifes costeiros das praias de Ponta de Pedras (07°37°47"’ S ¢
034°48°31°W), Porto de Suape (08°21°49”’S e 034°56’49°°W) e de Porto de Galinhas
(08°30°30°’S e 034°59°54’°W); naufragios Servemar X (08°07°19°’S e 034°45°46”W) e
Taurus (08°04°193”’S e 034°45°196°°W); e estuarios dos rios Itapessoca (07°40°47°’S e
034°48°31°°W) e Formoso (08°41°03’S e 035°06°08°°W) (Fig 1). Nos recifes costeiros, as
coldnias da praia de Porto de Galinhas estavam presentes em uma profundidade de até 8 m,
habitando o interior de uma caverna e suas adjacéncias. Nas praias de Ponta de Pedras e
Porto de Suape, entretanto, as colonias habitavam locais rasos, ficando geralmente
expostas na baixa mar. Nos naufragios, o Servemar X afundado em 2002, encontra-se a
13,9 km distante da costa e a 23 m de profundidade (Amaral et al. 2009/2010), enquanto o
naufrdgio Taurus, afundado em 2006, encontra-se a 12,4 km da costa e a 24 m de

profundidade (Santos et al. 2008), ambos com as coldnias se desenvolvendo em areas
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sombreadas, principalmente dentro das cabines. Nos estuarios, as coldnias estavam
geralmente submersas a uma profundidade de até 2 m na maré baixa, fixas em substratos

artificiais, como ponte e cais (rios Formoso e Itapessoca) e currais de pesca (rio

Itapessoca).

8°45'0"S

35°15'0"W 35°0'0"W 34°45'0"W 34°30'0"W

Fig 1 Localizacdo geografica das areas de estudo das populacGes
do octocoral Carijoa riisei no litoral de Pernambuco, regido
nordeste do Brasil
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Analises morfologicas

As amostras de Carijoa riisei foram coletadas entre abril de 2011 e junho de 2012
através da técnica de Mergulho Auténomo (SCUBA) ou de Mergulho livre (apneia),
dependendo do ambiente. Foi coletado aleatoriamente, quando possivel, um total de 100
polipos axiais de cada local de coleta. Os espécimes foram coletados de agregacdes
descontinuas, afastadas pelo menos 2 m, para reduzir a probabilidade de coletar o mesmo
gendtipo diversas vezes (Barbosa et al. 2014). As amostras foram colocadas em sacos
plasticos etiquetados in situ, fixados em formaldeido 4% em &gua do mar por 24 horas,
lavados em agua doce corrente em laboratdrio, e, posteriormente, preservados em alcool
70%.

Para estudar a variacdo morfoldgica de C. riisei expostas a diferentes ambientes
foram realizadas medicdes/contagem dos caracteres morfologicos: altura do pdlipo axial
(mm), espessura da base do polipo axial (mm), diametro dos polipos (mm) (cinco polipos
por coldnia), numero total de pélipos por coldnia, densidade dos pélipos (nimero de pélipo
em um cm de coldnia), grau de ramificacdo (ramos que brotam a partir do pdlipo axial e
das proprias ramificacdes) e peso umido (g) (Fig 2). Para essas medicdes foram utilizados
paquimetro digital e balanca eletrénica. Caracteres microanatbmicos também foram
mensurados através da medicdo do comprimento (um) de escleritos de duas partes da
coldnia (cenénguima e polipos) de duas regides diferentes da mesma (pélipo axial e
ramificacdes). Um total de 10 escleritos de cada parte em cada regido foi medido, quando
possivel, de vinte coldnias escolhidas aleatoriamente de cada localidade, totalizando 4600
escleritos analisados. Essas medigdes foram realizadas com microscopio optico com escala

micrométrica.
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Ramificagdo tercidria
Polipo tercidrio

Polipo primdrio ou Axial

Estolio,

Fig 2 Esquema da coldnia de Carijoa riisei
(modificado de Bayer 1961)

Para testar a hip6tese de que as colbnias de C. riisei presentes nos ecossistemas de
recifes costeiros (praias de Porto de Galinhas, Porto de Suape e Ponta de Pedras),
naufragios (naufragio Servemar X e Taurus) e estuarios (rios Formoso e Rio Itapessoca)
apresentam diferencas significativas nos valores dos caracteres morfologicos analisados,
foi utilizado o procedimento descrito a seguir. Para cada dado morfolégico, foi testada a
normalidade do erro da distribuicdo (teste de D”Agostino) e a homocedasticidade das
variancias (teste de Bartlett). Como os dados ndo apresentaram distribuicdo normal e foram
heterocedasticos, mesmo apos transformacao, foi, entdo, utilizado o teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis e em seguida, os valores das medianas foram comparados, utilizando o
teste de Student Newman Keuls (SNK) (Zar 2010). Com base nessas analises, foram
adotadas letras iguais quando ndo houve diferenca estatistica (p>0,05).

Para analise multivariada, foi elaborada uma matriz de dados, contendo as
localidades (praias de Ponta de Pedras, Porto de Galinhas e Porto de Suape; Naufragios
Taurus e Servemar X; e estuarios do Rio Itapessoca e Rio Formoso) como descritores e 0s

caracteres morfoldgicos registrados como objetos (Mardia et al. 1980). Os dados foram
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transformados (raiz quadrada) e em seguida, foi utilizado o indice de similaridade de Bray-
Curtis como método de ligacdo entre os objetos e os descritores. Posteriormente, foi
utilizada a média do grupo e a partir da matriz triangular, foi feita a andlise de
escalonamento multi-dimensional (MDS), com o objetivo de identificar os principais
grupos aos quais os descritores sdo ordenados. Para comparacao dos dados, foi realizada
uma analise de similaridade multivariada (ANOSIM) com dois fatores (com réplicas) entre

as localidades, com 999 permutac6es (Clarke e Warwick 2001).

Anélises genéticas

Para avaliar a variabilidade genética, um total de 163 amostras (Tabela 1) de C.
riisei foi coletado nos mesmos locais do estudo morfoldgico (naufragios, recifes costeiros e
estuarios). As amostras foram retiradas de col6nias individuais espacadas com pelo menos
dois metros de distancia, para evitar a amostragem de individuos clonais (duplicacdo de
genotipos). Os espécimes coletados foram mantidos refrigerados a -20°C em tubo falcon

de 50 ml contendo etanol a 96%.

Tabela 1 Ambientes, localidades, siglas e nimero de individuos
amostrados para estudos genéticos de Carijoa riisei em
Pernambuco, Brasil
AMBIENTE LOCALIDADE SIGLA N
Praia de Porto de Galinhas PG 24

Recife costeiro  Praia de Porto de Suape PS 24

Praia de Ponta de Pedras PP 26

) Naufragio Taurus NT 24

Naufrégio .

Naufragio Servemar X NS 21

» Estuario do Rio Formoso RF 20
Estuario . ]

Estuério do Rio Itapessoca RI 24

Total 163
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O DNA foi extraido a partir de col6nias individuais (2 a 4 polipos por colbnia)
utilizando o kit de extracdo DNAEasy (QIAGEN), com modificacdes de Concepcion et al
(2006). Para cada individuo, a subunidade 2 do gene NADHdesidrogenase (ND2) do DNA
mitocondrial foi amplificada por PCR (Reagcdo em Cadeia da Polimerase) utilizando os
iniciadores 16S-647F (5> ACACAGCTCGGTTTCTATCTACAA-3’) e ND2-1418R (5’-
ACATCGGGAGCCCACATA-3’) desenhados por McFadden et al. (2004). Os iniciadores
foram ancorados no gene mitocondrial adjacente para aumentar a especificidade e evitar a
amplificacdo de gene do genoma nuclear ou de simbiontes (Sanchez et al. 2003; McFadden
et al. 2004).

A solucdo de PCR (25 ul de 2000 total) consistiu de 12,5 pl de 2 X Tagmastermix
(Vivantis), 0,5 pl de MgClz (50mM), 2 ul de solugdo de DNA genémico a 40 ng, 1,5 pl de
cada um dos iniciadores (10 mM) e agua purificada para completar o volume final. A
amplificacdo prosseguiu com um passo inicial de 2,0 min a 94°C; seguido de 35 ciclos de
1,5 min a 94°C, 1,5 min a 58°C, e de 1,0 min a 72°C; e com uma extensdo final de 5,0 min
a 72°C. O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,8% e,
posteriormente, purificado, atraves da enzima ExoSap-IT® (Affimetrix) de acordo com as
instrucdes do fabricante. O DNA purificado foi sequenciado através do sequenciador
Modelo ABI 3130 — AppliedBiosystems, utilizando o Kit “Big Dye TM Terminator v 3.1
Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems).

As sequéncias foram editadas por meio do software Geneious
(http://www.geneious.com) e alinhadas usando ClustalW (Thompson et al, 1994),
implementado em BioEdit 7.0.5.3 (Hall 1999), seguido por inspe¢édo visual para os ajustes
finais. O software DnaSP v.5.10.00 (Rozas et al. 2003) foi utilizado para estimar a
diversidade genética (numero de haplotipos) e determinar a distribuicdo dos haplotipos nas

localidades e ambientes amostrados. Tais informacdes foram utilizadas para a construcéo
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de uma rede haplotipica através do software Network (Bandelt et al. 1999), pelo método
Median joining com todos os sitios contribuindo com igual penalidade para analise. A
Analise de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992), implementada através
do software ARLEQUIN 3.5.1.2 (Excoffier et al. 2010), foi utilizada para determinar o
nivel de estruturacdo genética de C. riisei em Pernambuco. Tal método foi aplicado de
forma a calcular o indice de fixag¢do da variagdo genética intraespecifica (¢pst) global, que
representa a divergéncia na frequéncia alélica entre as localidades, e o indice de fixacdo da
variagdo genética entre grupos (¢cT), considerando os trés diferentes ambientes (naufragio,
recife costeiro e estuario). O fluxo génico global de C. riisei foi calculado a partir do
nimero de migrantes por geracdo (Nm) utilizando DnaSP v.5.10.00 (Rozas et al. 2003).

Para todas as analises estatisticas foi adotado um nivel de significancia de 5%.

Resultados

Analises morfologicas

Um total de 575 coldnias de Carijoa riisei foi analisado quanto a morfologia. As
populacdes do litoral de Pernambuco que abrangeram os recifes costeiros, naufragios e
estudrios distribuidos em sete locais ndo apresentaram um mesmo padrdo morfoldgico. Os
valores minimo, maximo, médio e desvio padrdo dos caracteres morfolégicos de C. riisei
nos diferentes ambientes estdo apresentados na Tabela 2. O teste de Kruskal-Wallis
apresentou o p-valor menor que 0,0001, indicando que ha diferenca estatistica em 10 dos
11 caracteres morfologicos analisados, quando comparadas as localidades (Fig 3). Apenas

na analise da densidade dos polipos, ndo se observou diferenca significativa (p=0,068),
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com medias variando entre 5,68 a 6,7 polipos/cm de col6nia, apresentando geralmente um
espacamento regular entre eles.

Dentre as populacdes estudadas, a que apresentou a maior diferenciacdo
morfologica quando comparada as outras localidades foi a do recife costeiro de Porto de
Galinhas. Os parametros morfologicos determinantes para esta variabilidade foram: altura
do pdlipo axial, grau de ramificacdo, espessura basal do polipo axial, peso Umido, nimero
total de polipos e didametro dos polipos, obtendo também as maiores médias. Em todas as
localidades foi observada a predominancia do grau secundario de ramificacdo nas
populacdes e o maior grau de ramificacdo, quaternario, foi observado apenas no recife
costeiro de Porto de Galinhas (Tabela 2 e Fig 3). Considerando apenas 0 ambiente de recife
costeiro, verificou-se que os individuos das praias de Porto de Suape e Ponta de Pedras
mostraram diferencas entre elas apenas quanto ao carater de altura do pélipo axial. Por
outro lado, a praia de Porto de Galinhas se diferenciou dessas duas praias em todos 0s
caracteres morfologicos analisados, exceto para densidade dos poélipos, que foi detectada
como uma caracteristica morfoldgica estavel entre todas as populacdes do litoral de
Pernambuco.

Os comprimentos dos escleritos do cenénquima dos ramos obtiveram em todas as
localidades amostradas uma média maior quando comparada aos comprimentos dos
escleritos de outras regides da col6nia. Da mesma forma, os comprimentos dos escleritos
dos polipos dos ramos, obtiveram as maiores médias quando comparadas aos escleritos dos
polipos secundarios (Tabela 2). A variagcdo no tamanho dos escleritos de C. riisei entre 0s
locais ndo seguiu um mesmo padrao.

Ao analisar o MDS, observou-se uma grande dispersdo dos pontos devido a grande

amostragem (n=575). Ao analisar os valores médios de cada localidade por més (n=23),
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pdde-se notar uma grande separacdo dos grupos (R global = 0,168; p<0,0001), ao utilizar
as localidades como fator (Fig 4; Tabela 3).

Corroborando os resultados ndo paramétricos, a populacdo do recife costeiro de
Porto de Galinhas ficou claramente separada das outras populac6es aqui estudadas quando
comparadas as outras localidades. Quando a comparacdo € realizada entre os tipos de
ambientes (recifes, naufragios e estuarios), a menor separacdo entre as populacdes €

observada dentro dos estuarios (rios Formoso x Itapessoca, R=0,005) (Fig 4 e Tabela 3).

Tabela 2 Estatisticas descritivas das analises morfolégicas das popula¢fes de Carijoa riisei de diferentes
ambientes em Pernambuco, Brasil, onde: APA = Altura do p6lipo axial (mm); PU = Peso Umido (g); GR =
Grau de Ramificacdo; NTP = Numero total de pélipos; DEP = Densidade dos pdlipos; DIP = Didmetro dos
polipos (mm); EPA = Espessura do poélipo axial (mm); ECPA = Comprimento do esclerito do cenénquima do
polipo axial (um); EPPA = Comprimento do esclerito do pdlipo lateral do pdlipo axial (um); ECR =
Comprimento do esclerito do cenénquima dos ramos (um); EPR = Comprimento do esclerito do pdlipo

lateral dos ramos (um)

3 Caracteres Morfologicos
Ambientes | Areas de Estudo
APA PU GR NTP DEP DIP EPA | ECPA | EPPA | ECR EPR
Min. 5417 05| 0 22 4 04 | 095 [ 13 13 14 10
) Max. 319,44 | 13,18 4 339 8 1,95 3,64 38 33 34 39
Porto de Galinhas —
T Méd. 14894 | 1,69 | 1,43 |117,18| 587 | 0,91 | 2,02 | 21,03 | 21,01 | 23,49 | 21,06
- DP 47,28| 096 | 0,84 | 71,18 1,41 0,15 0,61 4,59 4,05 5,03 5,01
'é Min. 21,88 0,18 0 18 4 0,39 0,91 10 11 11 11
5 Max. 185,30 2,01 2 130 8 1,26 3,21 31 29 41 27
(&) Porto de Suape "
@ Méd. 81,88| 0,68 | 0,93 | 50,22 | 6,05 0,81 1,73 | 18,74 | 18,54 | 21,36 | 19,08
= DP 31,08 0,41| 0,57 | 23,88 | 1,02 1,02 | 049 | 4,31 3,62 58 3,31
@
o Min. 42,64 | 0,12 0 20 4 034 | 0,72 12 10 11 13
Max. 178,37 2,40 2 124 8 1,34 2,33 32 29 36 32
Ponta de Pedras
Méd. 104,08| 0,72 | 0,78 | 50,03 | 6,06 0,79 1,55 | 18,69 | 18,66 | 21,28 | 19,13
DP 30,77 0,42 | 0,59 (15,008 2 0,15 0,34 3,85 332 | 4,72 3,39
Min. 3438| 015] o 16 3 02 | 095 [ 10 12 11 11
Sorvemal i Max. 169,50 | 1,63 2 102 9 1,42 2,58 34 35 36 36
a Méd. 85,72| 0,49 | 0,86 | 44,51 5,76 | 0,81 1,54 20,2 | 20,92 | 21,69 | 20,76
EP DP 32,07 0,26 | 0,55 | 1584 | 1,22 0,18 0,29 4,45 4,17 5,15 4,45
:‘:‘::, Min. 3540 | 0,07 0 17 4 0,23 1,03 13 11 14 12
z =2 Max. 276,45 | 2,93 3 204 8 1,4 2,67 43 34 46 36
Méd. 90,07| 068 | 0,97 | 51,89 | 5,68 0,7 1,59 | 21,62 | 20,32 | 23,76 | 21,14
DP 34,62 0,51 | 0,65 | 32,45 0,8 0,21 0,37 3,66 3,54 5,69 5,68
Min. 2291 | 0,03 0 19 4 0,34 1,01 14 12 14 14
; Max. 183,26 1,89 3 231 8 1,52 1,86 33 36 41 40
Rio Formoso
P Méd. 77,20| 0,55 0,67 | 70,42 | 6,07 0,82 1,34 | 20,15 | 20,33 | 23,35 | 21,09
= D.P. 3506| 049 | 0,72 | 46,17 | 1,04 | 0,17 | 0,21 | 4,25 | 4,57 | 4,69 3,7
é Min. 27,20 | 0,06 0 19 4 0,29 0,89 13 11 13 14
“ 5 Max. 134,10 | 4,14 2 267 7 1,18 2,06 35 32 30 30
Rio Itapessoca
Méd. 7746 | 091 | 09 75,37 5,7 0,79 1,36 | 19,87 | 19,69 | 20,82 | 20,9
D.P. 2691 193| 062 | 3449 0,88 | 0,14 | 0,24 | 4,27 3,9 3,81 3,45
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Fig 3 Anélise comparativa dos caracteres morfoldgicos das popula¢cdes de Carijoa
riisei em funcdo dos diferentes ambientes de Pernambuco, Brasil: naufragios
Servemar X (NS) e Taurus (NT); recifes costeiros das praias de Ponta de Pedras
(PP), Porto de Galinhas (PG) e Porto de Suape (PS); e estuarios dos rios Formoso
(RF) e Itapessoca (RI). Letras iguais indicam igualdade estatistica entre as medianas,
utilizando os testes de Kruskal Wallis e de Student Newman Keuls (p<0,05). O
ponto superior indica o valor maximo; a barra superior, o terceiro quartil (75%); a
barra central indica a mediana; a barra inferior, o primeiro quartil (25%) e o ponto

inferior, o valor minimo da amostra



Transformacgéo: raiz quadrada Local
Similaridade: Bray Curtis A Ponta de Pedras

2D Stress:0,04 Porto de Galinhas

® porto de suape
Naufragio Taurus

+ Naufragio Servemar X

¥ Rio Itapessoca

X Rio Formoso

Fig 4 Andlise de similaridade multivariada dos caracteres
morfolégicos de Carijoa riisei quanto as localidades estudadas
em Pernambuco, Brasil: recifes costeiros (praias de Porto de
Galinhas, Porto de Suape e Ponta de Pedras), naufragios

(Servemar X e Taurus) e estuarios (rios Formoso e ltapessoca)

Tabela 3 Comparagdo par a par, utilizando ANOSIM, das
localidades estudadas em Pernambuco, Brasil em funcdo dos

caracteres morfologicos avaliados em Carijoa riisei

Ambientes R

Praia de Porto de Galinhas, Naufragio Servemar X 0,438
Praia de Porto de Galinhas, Praia de Porto de Suape 0,422
Praia de Porto de Galinhas, Estuario do Rio Itapessoca 0,42
Praia de Porto de Galinhas, Naufragio Taurus 0,413
Praia de Porto de Galinhas, Estuério do Rio Formoso 0,387
Praia de Porto de Galinhas, Praia de Ponta de Pedras 0,315
Praia de Ponta de Pedras, Naufragio Servemar X 0,178
Praia de Ponta de Pedras, Estuario do Rio Formoso 0,134
Praia de Porto de Suape, Naufragio Servemar X 0,117
Praia de Ponta de Pedras, Praia de Porto de Suape 0,105
Praia de Ponta de Pedras, Estudrio do Rio Itapessoca 0,102

Naufragio Taurus, Estuario do Rio Formoso 0,087
Praia de Porto de Suape, Estuario do Rio Formoso 0,081
Naufragio Taurus, Praia de Porto de Suape 0,078
Praia de Ponta de Pedras, Naufragio Taurus 0,067
Naufragio Taurus, Naufragio Servemar X 0,065
Estuério do Rio Itapessoca, Naufragio Taurus 0,048
Estuario do Rio Itapessoca, Porto de Suape 0,048

Estuario do Rio Itapessoca, Naufragio Servemar X 0,027
Estuario do Rio Itapessoca, Estuério do Rio Formoso 0,005
Naufragio Servemar X, Estuario do Rio Formoso ~ -0.086
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Analises genéticas

Sequéncias (574 pb) do gene mitocondrial ND2 foram obtidas para 163 individuos
de Carijoa riisei a partir de sete locais de estudo, abrangendo diferentes ambientes da costa
de Pernambuco (Tabela 1). A analise das 163 sequéncias revelou um total de sete
haplotipos. Os haplétipos 1, 2 e 3 sdo compartilhados por todas as populacbes, com
excecdo da Praia de Ponta de Pedras que ndo apresentou o haplotipo 1 (Tabela 4, Fig 5).
Hapldtipos exclusivos foram observados no naufragio Taurus e na Praia de Porto de Suape
(Tabela 4, Fig 5). Quando a analise foi realizada por ambiente, observou-se um padrdo
semelhante de distribuicdo de hapldtipos. Os ambientes de recife costeiro e de naufragio
apresentaram haplétipos exclusivos e 0 mesmo numero de haplétipos (n = 5), foi maior do

que aquele observado para 0 ambiente estuarino (n = 3) (Tabela 5, Fig 6).

Tabela 4 Distribuicéo dos haplotipos de Carijoa riisei em Pernambuco (Brasil) pela anélise do gene ND2. H_
= hapl6tipos; N = nimero de amostras; n = total de hapl6tipos por localidade; naufragios Servemar X (NS) e
Taurus (NT); recifes costeiros das praias de Ponta de Pedras (PP), Porto de Galinhas (PG) e Porto de Suape

(PS); e estuarios dos rios Formoso (RF) e Itapessoca (RI)

Localidade H 1 H 2 H 3 H 4 H5 H 6 H 7 N N
PG 5 8 11 24 | 3
PS 4 6 12 1 1 24 | 5
PP 8 18 26 | 2
NT 3 8 11 1 1 24 | 5
NS 3 10 8 21 | 3
RF 1 7 12 20 | 3
RI 1 8 15 24 | 3
Total 17 55 87 1 1 1 1 163

Tabela 5 Distribuicdo dos hapl6tipos de Carijoa riisei em diferentes ambientes de Pernambuco (Brasil) pela

andlise do gene ND2. H_ = hapl6tipos; N = nimero de amostras; n = total de haplétipos por ambiente

Ambiente H 1 H 2 H 3 H 4 H 5 H 6 H 7 N N
Recife costeiro 9 22 41 1 1 74 5
Naufragio 6 18 27 1 1 45 5
Estuario 2 15 19 44 3
Total 17 55 87 1 1 1 1 163
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Naufragio Servemar X
Naufragio Taurus
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Estudrio do Rio Formoso
Praiade Porto de Galinhas
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Estudrio do Rio ltapessoca

Fig 5 Rede de haplotipos de Carijoa riisei por meio do método de Median-Joinning, a
partir do gene ND2. Os circulos numerados representam os haplotipos (H ) e o

diametro do circulo correspondente a frequéncia dos haplétipos

H_4Q

H_2

5859

196

Y 3

—555—

- Recife costeiro
Estuario

B nouirsgio

Fig 6 Rede de haplétipos de Carijoa riisei por meio do método de Median-Joinning,
a partir do gene ND2. Os circulos numerados representam os hapldtipos (H_) e o
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A AMOVA global mostrou que 101,8% da variacdo esta dentro das populacdes
analisadas, revelando o ¢st =-0.010 (p> 0.6) e entre os diferentes ambientes o0 ¢ct=-0.009
(p> 0.6). O fluxo génico global estimado foi de Nm=17,33 migrantes por geracdo em C.

riisei de Pernambuco.

Discussao

Os resultados deste trabalho mostraram que os caracteres morfoldgicos em C. riisei
sofrem grande influéncia das condi¢cBes ambientais. Dos 11 caracteres analisados, 10
apresentaram variacdo morfolégica quando comparadas as localidades estudadas. Houve
variacdo entre colonias de ambientes diferentes e entre populac@es diferentes dentro de um
mesmo tipo de ambiente. Quando a comparacédo foi realizada dentro de um determinado
ambiente, a menor variagdo morfoldgica entre as populacdes foi observada nos estuarios,
em seguida, vém as populacBes dos naufragios. E por fim, a maior diferenciacdo
morfoldgica ocorreu entre as populacdes dos recifes costeiros. Caracteres relacionados a
estrutura da coldnia e dos polipos em octocorais apresentam grande variagdo em col6nias
expostas a diferentes condicdes (Kim et al. 2004; Gutiérrez-Rodriguez et al. 2009).

A praia de Porto de Galinhas apresentou maior diferenciacdo morfoldgica em
relacdo a todas as demais localidades. De forma geral, as colonias de Porto de Galinhas
atingiram as maiores médias (altura do pdlipo axial, grau de ramificacdo, espessura basal
do polipo axial, peso umido, nimero total de pdlipos e didametro dos polipos) e foram mais
robustas. Quando comparada aos outros recifes costeiros, se diferenciou em todos 0s
caracteres morfologicos, com exce¢do da densidade dos pélipos. Apesar da populacédo de
Porto de Galinhas habitar um recife costeiro, as colénias encontravam-se no interior de

uma caverna, protegidas da acdo das ondas e correntes, diferentemente das outras praias.
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Isto pode explicar as diferengas encontradas. Segundo Prada et al. (2008), os ambientes
profundos do interior e ao redor dos recifes diferem significativamente dos ambientes dos
recifes exteriores. As populacdes dos estuarios se mostraram mais estaveis e mais
proximas entre si quando comparadas aos outros ambientes, variando morfologicamente
apenas guanto ao tamanho do esclerito do cenénquima dos ramos. PopulacGes sujeitas a
ambientes que sofrem grande variacdo das condi¢cdes do meio, tornam-se adaptadas a
suportar a variagdo e, portanto, sdo mais estaveis (Ledo et al. 2008; Poggio et al. 2009). Os
estuarios sdo ambientes que, naturalmente, sofrem grandes modificacdes ao longo de um
mesmo dia (Gibson 2003) e isso pode justificar a estabilidade das populacdes de C. riisei
nesses locais. Entre os naufragios, as duas populacdes também se mostraram bem
parecidas, com diferencas apenas no tamanho dos escleritos do cenénquima do pdlipo axial
e dos ramos, e no didametro dos polipos. As duas populacdes estudadas estdo localizadas
préximas entre si (os naufragios distam 6,14 km), em profundidades semelhantes (23 e 24
m) e, portanto, expostas as mesmas condi¢cGes ambientais, justificando as semelhancas.

A variacdo morfolégica em cnidarios estd normalmente associada as condi¢des
ambientais de luminosidade (Graus e Maclntyre 1982; Yoshioka e Yoshioka 1989; West et
al. 1993; West 1997; Muko et al. 2000; Prada et al. 2008), movimento da agua (Velimirov
1976; Weerdt 1981; 1984; Yoshioka e Yoshioka 1989; Lesser et al. 1994; Bruno e
Edmunds 1997; Oliveira et al. 2000; Meroz-Fine et al. 2003; Prada et al. 2008), presenca
de predadores (Skoufas 2006; Prada et al. 2008), profundidade (Bosscher e Meesters 1992;
Beltran-Torres e Carricart-Ganivet 1993; Prada et al. 2008) e recursos alimentares (Kim et
al. 2004; Prada et al. 2008).

A luz € um dos recursos mais importantes para 0s corais escleractineos e a maioria
dos octocorais, uma vez que dependem de algas simbioticas, zooxantelas, para uma grande

parte do seu consumo de energia (Muscatine 1967; 1969). Porém, para C. riisei, um
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octocoral azooxantelado, a luminosidade ndo parece ser uma varidvel ambiental tdo
valorosa assim, pois podem ser encontrado em profundidades de até 40 m (Kahng e Grigg
2005). Neste estudo, a espécie esteve presente, geralmente, em habitats sombreados, o que
também foi observado por outros autores (Kahng e Grigg 2005; Amaral et al. 2009/2010;
Castro et al. 2010; Lira et al. 2010; Padmakumar et al. 2011).

Os caracteres associados ao tamanho e ramificacdo das coldnias, normalmente, sdo
maiores em locais com menor acdo de ondas e correntes nos recifes costeiros (Grigg 1972;
Velimirov 1976; West et al. 1993; Oliveira et al. 2000; Kim et al. 2004). Isso foi
corroborado para todos os caracteres morfologicos, que apresentaram as maiores médias
em Porto de Galinhas, populacdo de recife mais protegida, localizada em uma caverna. A
excecdo € o parametro de espessura basal do pélipo axial, que sdo mais grossos onde a
acao das ondas é maior em alcionaceos (Grigg 1972; Velimirov 1976; West et al. 1993;
Kim et al. 2004). Porém, apesar da populacdo estudada da praia de Porto de Galinhas estar
mais protegida da exposicdo direta das ondas, diferentemente dos outros recifes costeiros
estudados, foi a populacdo que apresentou a maior média de espessura basal do pélipo
axial, provavelmente devido a robustez da sua coldnia e consequente necessidade de um
maior suporte para sua sustentacao.

Os escleritos, caracteres microanatdmicos, apesar de serem usados na taxonomia,
apresentaram grande variagdo no tamanho entre os diferentes locais e populagdes. A
plasticidade dos escleritos tem sido correlacionada com as diferengas no movimento da
agua e da luz (West et al. 1993; Kim et al. 2004), bem como na defesa contra predacao das
colonias (Skoufas 2006). Em termos de diferencas de habitat, Prada et al. (2008) sugerem
que escleritos de gorgdnias com menores comprimentos em areas de grande movimento de
agua favorecem a rigidez da col6nia, evitando a sua ruptura. Esta observacdo foi

corroborada em nosso trabalho, onde as menores médias em comprimento do esclerito do
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cenénguima do pdlipo axial foram registradas em Porto de Suape e Ponta de Pedras, recifes
costeiros que sofrem a acdo das ondas. Por outro lado, os ambientes menos influenciados
pela movimentacdo da agua (Porto de Galinhas e naufragios), apresentaram este mesmo
grupo de escleritos com médias maiores. Foram verificados escleritos com maiores médias
nos locais da col6nia que ficam mais expostos ao meio (cenénquima e polipos laterais dos
ramos que brotam a partir do pélipo axial), 0 que pode ser uma estratégia para evitar a
predacdo. Segundo Skoufas (2006), com o aumento do tamanho dos escleritos, gorgonias
tornam-se menos palataveis para predadores como Cypfoma gibbosium (Linnaeus 1758)
em aguas tropicais e Simnia spelta (Linnaeus 1758) no mar Mediterraneo (Van Alstyne e
Paul 1992; West et al. 1993; West 1998).

Nosso estudo observou uma variacao significativa nos comprimentos dos escleritos
entre as localidades, demonstrando ndo ser um caractere Util para a taxonomia deste taxon.
De fato, Concepcion et al. (2008) analisaram amostras de C. riisei coletadas nas ilhas
principais do Havai, no Oceano Pacifico, Oceano indico e em ambos os lados do Atlantico
tropical e concluiram que a identificacdo taxonémica de Carijoa spp. ndo é possivel com
base no exame morfologico de escleritos.

Uma diminuicdo na densidade dos polipos em func¢éo da profundidade é observada
em octocorais (West et al. 1993; Kim et al. 2004) e em corais escleractinios (Wijsman-Best
1974; Davies 1977; Lasker 1981; Oliver et al. 1983). Esta diminui¢do pode ser devida a
uma reducdo na disponibilidade de recursos alimentares em maiores profundidades (Kim e
Lasker 1997) ou pode ser simplesmente o resultado de mudancas diferenciais nas taxas de
crescimento (por exemplo, taxas de formacédo de polipo e extensdo do ramo) (Kim et al.
2004). De fato, as menores médias no caractere morfoldgico de densidade dos polipos
encontradas em C. riisei neste trabalho ocorreram nos naufragios, mas ndo se observou

diferencas significativas quando comparadas as outras localidades menos profundas. Este
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caractere morfologico foi o Unico que se apresentou de forma estdvel em todas as
populacdes dos diferentes ambientes estudados, com médias variando entre 5,68 a 6,7
polipos/cm de col6nia. Diante disso, sugerimos que este caractere morfoldgico seja
considerado um carater estavel entre os individuos, atil para a taxonomia. Segundo
Concepcion et al. (2008; 2010), este género ainda necessita de uma maior avaliacdo
taxondmica.

As diferencas morfoldgicas podem ser uma resposta a fatores ambientais, mas
também podem ser atribuidos ao acimulo de diferencgas genéticas devido a interrupcdo do
fluxo génico entre as populacGes (Prada et al. 2008).

Os dados genéticos obtidos mostraram que Carijoa riisei ndo apresentou
diferenciacdo genética entre as populacdes estudadas e exibiu um alto fluxo génico. Tais
resultados sugerem que a espécie em Pernambuco constitui uma unica populacao
panmitica.

A distribuicdo dos sete haplétipos de C. riisei nos diferentes ambientes de
Pernambuco indica que os recifes costeiros e naufragios sdo ambientes que retém uma
maior diversidade genética quando comparados ao ambiente estuarino, pois além de
apresentarem um maior namero de hapl6tipos, também possuem haplotipos exclusivos.
Todavia, a menor diversidade genética encontrada no ambiente estuarino pode estar
relacionada ao efeito fundador, uma vez que, foi constatado o desaparecimento das
coldnias anteriormente a amostragem para os estudos genéticos. Ja durante o periodo desse
estudo observou-se a recolonizagéo das popula¢des nos ambientes estuarinos. Os estuarios
sdo ambientes que, naturalmente, sofrem grandes modificacGes ao longo de um mesmo dia
(Gibson 2003). No ambiente aquatico marinho alguns exemplos da ocorréncia e efeitos
fundadores vém sendo observados na natureza (Planes e Lecaillon 1998; Hamner et al.

2007; Worheide et al. 2008). Assim, as caracteristicas especificas do ambiente de estuario
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analisado podem reprimir o estabelecimento de uma populacdo em tempo suficiente para
que ocorra uma expansao populacional em termos de novas variagdes genéticas. Tais
hipdteses explicariam a baixa variabilidade genética e mofoldgica.

A determinacéo do fenotipo de um individuo ocorre da interacdo entre seu gendtipo
e 0 ambiente (Templeton 2006) e, ao longo do processo evolutivo, variagdes morfoldgicas
podem ser fixadas nas populacdes devido a influéncia do ambiente, antes que ocorram
variacOes geneticas significativas entre essas populacbes (Schwander e Leimar 2011).
Carijoa rissei aqui estudada em uma pequena escala espacial abrangendo diferentes
ambientes (naufragio, estuario e recife costeiro) distribuidos entre 6-125 km da costa de
Pernambuco caracterizou-se como uma populacdo panmitica. Diversos casos semelhantes
para invertebrados marinhos (e.g. Veliz et al. 2006; Andrade e Solferini 2007; Untersee e
Pechenik 2007; lannotta et al. 2009; Marino et al. 2010; Ragioneri et al. 2010) sugerem a
possibilidade de que as populacGes locais sdo capazes de se adaptar a ambientes
heterogéneos devido ao continuo fluxo de genes. Evidéncias também existem para
populacdes panmiticas de alguns corais que liberam gametas ao longo de centenas de
quildmetros (Ayre et al. 1997; Ayre e Hughes 2000; Ridgway et al. 2001; Marquez et al.
2002; Ng e Morton 2003; Takabayashi et al. 2003). Descobertas de Underwood et al.
(2009) sugerem que, embora muitos recifes de corais sdo geneticamente diferenciados,
panmixia pode ocorrer em escalas de dezenas de quildmetros ou menos.

A anélise de variancia molecular indicou que ndo ha diferenciacdo genética
significativa entre os individuos de C. riisei das localidades e ambientes amostrados. Este
dado é corroborado pelo alto fluxo génico historico encontrado para a espécie em
Pernambuco. Assim a alta variabilidade morfologica de C. riisei encontrada neste estudo é
devido a plasticidade fenotipica em resposta a mudancas ambientais, e ndo ao acumulo de

diferencas genéticas devido a interrupgdo do fluxo génico entre as populagdes.
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5. Capitulo 11

Embriogénese, desenvolvimento e assentamento larval do octocoral

Carijoa riisei (Cnidaria, Anthozoa): estudo piloto

Resumo

O octocoral Carijoa riisei € um cnidario colonial de rapido crescimento vegetativo que
possui uma ampla distribui¢do geografica no Oceano Atlantico Sul, Caribe e Indo-Pacifico.
A espécie tem reproducdo similar no Caribe, Havai e Brasil com padrdo gonocdrico e
liberacdo continua e assincrona de gametas. No entanto, ndo é conhecida a contribuicéo
das larvas e gametas na conectividade destas populacdes. Este trabalho descreve pela
primeira vez a embriogénese, desenvolvimento e assentamento larval dessa espécie.
Diversas col0nias foram coletadas na costa norte de Sdo Paulo, Brasil e mantidas vivas em
aquarios. Através da observacdo direta, verificou-se que a liberacdo dos gametas
predominantemente ocorreu na parte da manha entre 05h00-10h00. A fertilizacdo é externa
e 0s ovos fertilizados tém um didametro médio de 403 + 6,0 um, apresentando geralmente
flutuabilidade positiva. As clivagens séo superficiais, o primeiro ciclo de divisdo ocorre
perto 3h30-5 h apds a liberacdo dos gametas. A divisdo citoplasmaética é rapida (15-20
min), facilmente visivel nas fases de 16 e 32 células. As larvas planulas sdo formadas entre
27-36 h apobs a liberacdo dos gametas; podem nadar por toda a coluna dagua e atingir 1,8
milimetros de comprimento. Planulas assentam entre 10-18 dias apds a liberacdo. O pélipo
primario é transllcido, e os tentaculos emergem como oito pequenos botdes arredondados.
Os resultados sugerem que a espécie tende a ter um potencial de dispersdo de ampla
distdncia, que aliado ao seu rapido crescimento vegetativo e adaptabilidade a diferentes
ecossistemas (recifes costeiros, naufragios, mangues, estuarios, etc.) ajudam a

compreender a ampla distribuicdo mundial deste octocoral.

Palavras-chave: Octocorallia, Alcyonacea, Reproducéo, Planula
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Introducéo

A biologia reprodutiva de invertebrados marinhos sésseis € um componente-chave
da sua ecologia e de seus processos macro-evolutivos (Hughes et al. 1992; Carlon 1999). A
reproducdo sexual, em particular, implica na dispersdo de larvas geneticamente Unicas,
com papel crucial no ciclo de vida e que garantem a evolucdo das espécies (Harrison e
Wallace 1990; Hughes et al. 1992). Larvas plancténicas servem como um meio de
dispersdo para muitas espécies de cnidarios (Chia 1974; Harrison e Wallace 1990; Leitz
1997; Miller e Ball 2000; Martin e Koss 2002; Nozawa e Harrison 2002; Harrison 2006;
Scott e Harrison 2008; Sun et al. 2011; Coelho e Lasker 2014).

Octocorais, cnidarios sesseis, sdo encontrados em habitats marinhos que variam de
aguas rasas a grandes profundidades e sdo distribuidos desde o Mar Artico ao Oceano
Antartico (Bayer 1961). Em geral sdo liberadores de gametas ou incubadores (Brazeau e
Lasker 1989, 1990; Benayahu 1991, 1997; Coma et al. 1995; Dahan e Benayahu 1997;
Santangelo et al. 2003; Gutierrez-Rodriguez e Lasker 2004; Ribes et al. 2007; Kahng et al.
2011); nas espécies que liberam gametas, o desenvolvimento larval ocorre externamente na
coluna d’agua; nas espécies incubadoras pode ocorrer no material mucoso aderido a
superficie da colbnia parental (eg, Farrant 1985; Brazeau e Lasker 1989; Gutierrez-
Rodriguez e Lasker 2004; Ritson Williams 2010) ou por retencdo de larvas dentro da
cavidade gastrovascular dos polipos (e.g. Santangelo et al. 2003; Ribes et al. 2007; Coelho
e Lasker 2014).

Estratégias reprodutivas diferentes tém sido comumente associadas com diferentes
capacidades de dispersdo (Goffredo et al. 2004). Reprodutores que liberam gametas
tendem a ter larvas que passam periodos mais longos na coluna d’agua, antes de
assentarem, e, portanto, sdo mais propensos a ser transportados a distancias mais longas

(Lasker e Kim 1996). Em contraste, as espécies que apresentam incubacao interna ou na
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superficie do polipo tém planulas que podem muitas vezes assentar imediatamente apos a
liberacdo da coldnia parental (Benayahu e Loya 1983; Farrant 1986; Brazeau e Lasker
1990; Coma et al. 1995), permanecendo um periodo menor de tempo na dgua e com pouco
potencial para a dispersdo. Contudo, para que ocorra a metamorfose de uma larva para
polipo primario, varios fatores precisam ocorrer a0 mesmo tempo, como a presenca de
condi¢cdes ambientais favoraveis, um habitat adequado e recursos energéticos acessiveis.
Caso contrario, a metamorfose da larva pode ser adiada. Este periodo constitui assim, a
fase critica do desenvolvimento dos octocorais (Ben-David-Zaslow e Benayahu 1998;
Gutierrez- Rodriguez e Lasker 2004).

O octocoral Carijoa riisei (Duchassaing e Michelotti 1860) (ordem Alcyonacea,
familia Clavulariidae) é abundante na costa brasileira, distribuindo-se quase continuamente
desde a Florida (EUA) e regido caribenha até Santa Catarina (Brasil) (Bayer 1961; Pérez
2002); com uma distribuicdo circumtropical mundial, com registros no Havai, Indo-
Pacifico e costa oeste da Africa (Bayer 1961, Concepcion et al. 2008). Apesar de existir
estudos sobre a sua biogeografia, ndo ha consenso quanto ao local de origem da espécie.
Estudo recente utilizando técnicas moleculares indicou que a populacdo mais antiga desta
espécie parece estar na regido do Indo-Pacifico, e a mais jovem na regido do Caribe-
Atlantico (Concepcion et al. 2010). Este cenario vai contra a visdo que se tinha
anteriormente de uma espécie nativa do Caribe e invasora na regido Indo-Pacifico,
principalmente no Havai (Thomas 1979; Coles e Eldredge 2002; Calcinai et al. 2004;
Kahng e Grigg 2005).

Contudo, independente da origem de C. riisei e dos processos que levaram a sua
introducdo ou dispersdo sobre uma extensa area geografica, a especie demonstra rapida
dindmica populacional, com elevadas taxas de crescimento vegetativo e reproducao sexual

continua (Barbosa et al. 2014); provavelmente, com uma alta producéao de larvas (Kahng et
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al. 2008). Estas caracteristicas favoreceriam a sua rapida proliferacdo em diferentes
ecossistemas (Barbosa et al. 2014).

A reproducdo sexual de C. riisei tem padrdes similares no Brasil, no Caribe e no
Havai, com gametogénese assincronica, liberacdo e fertilizacdo de gametas na coluna de
agua de forma continua ao longo do ano (Bardales 1981 in Kahng 2008; Kahng et al. 2008;
Barbosa et al. 2014). Kahng et al. (2008), a fim de verificar diretamente 0 modo de
reproducdo da espécie, cultivaram em aquario uma grande colonia fémea e uma grande
col6énia macho, porém as tentativas para observar a fecundagdo externa e o consequente
desenvolvimento embrionéario e planular foram infrutiferas. Contudo, os autores relataram
a observacdo de pdlipos primarios recém-assentados dentro do aquario, mas as
informac@es sobre o processo de assentamento ndo foram descritas.

Em virtude da facilidade de acesso aos gametas maduros de C. riisei em qualquer
época do ano foi possivel relatar pela primeira vez informacdes sobre a embriogénese, o

desenvolvimento e o assentamento larval deste octocoral através de um estudo piloto.

Material e métodos

Area de estudo e amostragem

O presente estudo foi realizado com colonias de C. riisei coletadas no Canal de Sdo
Sebastido, no Estado de Sdo Paulo, Brasil (entre as latitudes 23°41'S e 23°53.5'S; as
longitudes 45°19'W e 45°30'W) que separa a llha de S&o Sebastido do continente
adjacente, possuindo um comprimento aproximado de 24 km e estendendo-se na direcédo
SW-NE. Este canal apresenta larguras de 5,8 km na extremidade norte e 6,4 km na

extremidade sul, e na regido central estreita-se para 2,0 km. A profundidade maxima é de
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aproximadamente 45 m. O eixo do canal é deslocado para o lado da Ilha de S&o Sebastido
(Furtado 1995). As correntes no Canal de Sdo Sebastido sdo movidas por vento,
geralmente associadas a frentes frias do Sul (Castro Filho 1990).

Colbnias de C. riisei foram coletadas nos meses de janeiro e fevereiro de 2015
através de mergulho autdbnomo ou apneia e mantidas vivas em laboratorio situado no
Centro de Biologia Marinha da Universidade de Séo Paulo. Pélipos foram dissecados com
um estereomicroscopio até a determinacdo das categorias sexuais: macho, fémea, esteéril
(sem gbénadas) e indefinido (sexo ndo pdde ser determinado pela analise gonadal); e
quando férteis, o grau de desenvolvimento gonadal. Apenas coldnias machos e fémeas em
estagio de maturacdo foram mantidas em até trés aquarios com agua do mar corrente com
temperaturas variando de 26 a 28,5 °C, proximas as do ambiente marinho, e monitoradas
diariamente quanto a liberacdo dos gametas. A noite, o monitoramento foi realizado

utilizando lanternas.

Cultivo de embrides e larvas

Cerca de 2 horas apds o inicio da liberacdo dos gametas de C. riisei, 0s ovos
fecundados foram transferidos dos aquarios para recipientes de cultivo de vidro (1000 ml e
2000 ml) com &gua do mar filtrada (trocada duas vezes ao dia) e com aeracdo, para
assegurar um saudavel desenvolvimento embriogénico e larval. Os embrides e as larvas
vivos foram examinados, medidos através de uma escala micrométrica, fotografados e

filmados através de microscopio e estereomicroscopio acoplado com filmadora digital.

Ensaios experimentais de assentamento larval

Experimentos foram criados para observar o assentamento larval de C. riisei

utilizando recipientes de vidro e de plastico (300 ml) contendo agua do mar filtrada
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(trocada uma vez ao dia) e larvas originadas de 11 dias de liberacGes de gametas. Em cada
recipiente foram cultivadas com até 10 larvas. Foram acrescentados em alguns dos
recipientes de cultivo, substrato natural (pedagos de conchas e do pdlipo axial do proprio
animal) e artificial (plastico de garrafa pet) para propiciar as larvas diferentes condicdes
para o seu assentamento. Os experimentos iniciaram dia 06 de fevereiro e 0s assentamentos
das planulas e a metamorfose para polipos priméarios foram monitorados diariamente

durante um més, através de estereomicroscopio acoplado com filmadora digital.

Resultados

Liberacdo de gametas

Durante o estudo foram observados 12 dias de liberacdo de gametas, a partir de
colbnias coletadas em diferentes dias. Um mesmo conjunto de colbnias desovou por até
quatro dias consecutivos. A liberacdo dos gametas ocorreu predominantemente pela manha
entre 05h:00-10h:00. Apds a liberacdo, os ovos néo fertilizados estavam sem a camada de
células foliculares, revestimento tipico dos oocitos maduros. A esfoliagdo da camada
folicular dos cistos espermaticos maduros ocorreu dentro dos poélipos, sendo liberado
apenas 0 esperma, contudo essa liberacdo ndo foi observada diretamente. Suspeita-se que
ocorra ap6s a liberagdo dos gametas femininos, pois foi verificado que os polipos das
colbnias masculinas se abriam apos o inicio da libera¢do feminina. Embrides nunca foram
encontrados no interior ou na superficie dos polipos das col6nias. A fecundacéo é externa e
provavelmente ocorre logo apds a liberacdo dos gametas. Em apenas um episodio, foi

observada a liberagéo de trés oocitos maduros que ndo foram fertilizados.
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Embriologia

Os ovos fecundados de C. riisei tém o didametro médio de 403+ 6.0 um (n=50) (Fig
1) e foram, em geral positivamente flutuantes. Os embrides resultantes apresentaram
clivagens superficiais cerca de 3h30-5h apos a liberacdo dos gametas. Durante os estagios
iniciais da clivagem, o embrido mudou da forma de esférica para com pequenas
protuberancias, no entanto, ndo era evidente a separacdo de células na superficie.
Blastomeros tenderam a tornarem-se visiveis de um lado do embrido, antes do outro. A
divisdo citoplasmatica foi rapida (15-20 min) e facilmente visivel no estagio de 16 ou de
32 células, com blastdmeros de tamanhos iguais (Fig 2; A e B). O posterior
desenvolvimento resultou na formacgdo de blastulas arredondadas e de embrifes com
formas assimétricas. Todas as blastulas produziram gastrulas simétricas e redondas. A
clivagem encerrou-se com o surgimento de larvas planulas formadas entre 27-36 h apos a

liberacdo de gametas.

Fig 1 Ovo fecundado de Carijoa riisei com 400

pm de comprimento
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Fig 2 Divisdo citoplasmatica em embrides do octocoral Carijoa riisei: (A) estagio de 16 células

com 400 um de diametro; (B) estagio de 32 células com 440 um de diametro

Desenvolvimento larval

As larvas de C. riisei nos estagios iniciais foram ciliadas e se apresentaram nas
formas arredondada ou piriforme (Fig 3; A e B). Uma reentrancia representando a abertura
da boca foi observada em planulas, quando alongadas, no polo com a extremidade mais
larga, que gradualmente afila em direcdo ao polo aboral. Ao alongarem-se as larvas
atingiram um comprimento maximo de 1,8 mm (Fig 3; C). As larvas apresentam coloracédo
semelhantes em cor aos ovos recém-fertilizados, variando entre bordd/vermelho-
acastanhado, a mais claras, como na cor creme. As planulas tiveram a capacidade de mudar
rapidademente a sua forma corporal de arredondada, ou piriforme, para alongada e vice-
versa, por contracBes do corpo para frente e para tras a partir do pélo oral. Na coluna
d’agua, as larvas recém-formadas giraram lentamente em torno do eixo oral-aboral; apds
esse periodo inicial, passaram a se deslocar com o pélo oral apontando para a frente,
resultando em um movimento em espiral do corpo. As rotagdes das larvas, em geral, foram
no sentido horario. Em contato com o subtrato, as larvas apresentam uma locomocao
rastejante (o corpo se alonga e encurta no sentido oral) e serpenteante (o0 corpo realiza

ondulacdo no sentido oral). Quando alongadas se deslocaram em maior velocidade que as
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demais formas. As larvas nadaram por toda a coluna d’agua, com rajadas de aceleracé@o ou
periodos estacionarios, que incluiram a fixacdo temporaria nos substratos, demonstrando

um possivel comportamento de procura antes do assentamento.

Fig 3 Diferentes estagios larvais do octocoral Carijoa riisei: (A e B) Larvas em estagios

iniciais com os comprimentos de 480 e 520 um, respectivamente; (C) Larva com 1,8 mm

de comprimento

Assentamento larval

Durante os experimentos, as planulas de C. riisei se assentaram 10-18 dias apés a
liberacdo de gametas. Apesar de uma variedade de substratos terem sido disponibilizados,
0s assentamentos ocorreram na parede interna préoprio recipiente de cultivo. Uma vez
fixados, contrairam-se ao longo do eixo oral-aboral formando um disco achatado; em
seguida, com 36 h, os tentaculos surgiram como oito pequenos botdes arredondados antes
de se alongarem. O pdlipo primério foi semi-transparente e com 48 horas apresentava cerca
de 250 um de altura e 100 um de didmetro, e oito pinulas por tentaculo (Fig 4). O periodo

de competéncia das larvas foi de até 18 dias, para assentar ou morrer.
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Fig 4 Polipo primario do octocoral Carijoa riisei: (A) Com tentaculos em forma de oito pequenos
botbes arredondados; (B, C, D, E) Com oito tentaculos pinados com 250 um de altura e 100

um de didmetro

Discussao

Odcitos maduros e esperma de Carijoa riisei foram liberados ao mesmo tempo em
diferentes aquarios e a fertilizacdo foi externa, seguindo o padrdo ancestral para o filo
Cnidaria (Fautin et al. 1989). A sincronizacdo de ambos os sexos na liberacdo de produtos
sexuais € uma tendéncia comum entre octocorais liberadores de gametas, permitindo
potencializar o sucesso de fertilizacdo (Alino e Coll 1989). Kahng et al. (2008) afirmaram
que a liberacdo de gametas de um sexo ndo é induzida pelo outro em C. riisei, pois
presenciou continuamente apenas a liberacdo de odcitos que ndo foram fertilizados em
aquérios no Havai. E possivel que as génadas da Gnica colénia masculina cultivada pelos

pesquisadores ndo estivessem em estagio de maturagdo. Neste trabalho, observamos uma
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unica liberacdo de trés oocitos maduros que ndo foram fertilizados e atribuido a esse
episédio uma provavel diluicdo de esperma na coluna d’agua, diminuindo a probabilidade
do encontro entre os gametas masculino e feminino.

Para muitas espécies de corais moles, em geral a liberacdo de gametas ocorre em
um curto periodo reprodutivo com sincronizagdo anual (Yamazato et al. 1981; Benayahu et
al. 1990; McFadden 1997; Schleyer 2004; Choi e Song 2007). A liberacdo de gametas
também pode ser assincrénica, embora ndo seja comum (Gutierrez-Rodriguez e Lasker
2004). Apesar deste estudo ter sido realizado apenas no verdo, sabe-se que a liberacao
assincronica de gametas ao longo do ano foi registrada para os alcionaceos C. riisei e
Dendronephthya hemprichi (Dahan e Benayahu 1997; Dahan e Benayahu 1998; Kahng et
al. 2008; Bardales in Kahng et al. 2008; Barbosa et al. 2014). Ao contrario dos eventos de
liberacdo sincronizados, a continua liberacdo de propagulos sexuais permite a C. riisei
explorar de forma mais eficiente a disponibilidade de substrato e as condi¢des positivas
para o recrutamento através do tempo (Kahng et al. 2008).

A clivagem é o primeiro processo morfogenético no desenvolvimento embrionario
de Carijoa riisei, e ocorre de uma maneira semelhante a de outras espécies de antozoarios
que tém grandes ovos vitelinados, em que o inicio das divisGes € superficial (Uchida e
Yamada 1968; Mergner 1971; Campbell 1974; Fautin et al. 1989; Babcock 1990; Dahan e
Benayahu 1998; Goffredo et al. 2005; Scott e Harrison 2007). Uma certa tendéncia para a
clivagem superficial ja foi registrada por outro alcionaceo, Dendronephthya hemprichi, e
tem sido relacionada com o elevado teor de vitelo dos ovos (Mergner 1971).

Os blastomeros de Carijoa riisei tenderam a se tornar visiveis em um polo do ovo,
antes do outro, o que também foi observado em outros antozoarios que realizam clivagem
superficial (Dahan e Benayahu 1998; Scott e Harrison 2007). Gemmill (1921) sugeriu que

esta caracteristica pode indicar o lado do nucleo fertilizado. A divisdo citoplasmatica entre
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o0s blastbmeros tornou-se visivel na fase 16 ou de 32 células, resultando na formacdo de
células de mesmo tamanho, como também observado na anémona Heteractis crispa (Scott
e Harrison 2007). O desenvolvimento a partir da fase de 16 células resultou na formacéo de
uma blastula redonda e de embriGes com formas assimétricas. Lasker e Kim (1996)
encontraram embriGes irregulares e bizarros no alcionaceo Plexaura kuna que ndo
conseguiram completar o desenvolvimento normal. Tais formas séo parte do
desenvolvimento embrionario normal de outros alcionaceos, Clavularia hamra (Benayahu
1989), D. hemprichi (Dahan e Benayahu 1998) e agora em C. riisei. As blastulas
produziram gastrulas simétricas e redondas em C. riisei, assim como em C. hamra, ambas
pertencentes a familia Clavulariidae (Benayahu 1989), as quais completaram o
desenvolvimento em planulas.

Em octocorais, menos de uma semana é o suficiente para a transicdo do zigoto para
larvas planulas (Alino e Coll 1989; Babcock 1990; Gutierrez-Rodriguez e Lasker 2004).
Benayahu e Loya (1986) revisaram o conhecimento sobre o desenvolvimento planular nos
octocorais, e concluiram que o processo é rapido entre octocorais liberadores de gametas, e
nos incubadores deste grupo, a embriogénese é prolongada. O desenvolvimento larval do
liberador de gametas Carijoa riisei, apoia a afirmacdo de embriogénese rapida (27-36h)
neste estudo. Benayahu e Loya (1986) sugeriram que em espécies de octocorais liberadores
de gametas, a embriogénese é mais rapida para aumentar a sobrevivéncia e as chances de
um desenvolvimento bem sucedido da colonia, tal que os gametas liberados na coluna
d’agua estdo expostos ao perigo, como a predacdo ou danos mecanicos. Da mesma forma
que Heltzel e Babcock (2002) postularam que os corais fertilizados externamente
desenvolvem rapidamente a fase de larva a fim de minimizar o tempo gasto no plancton e

diminuir a mortalidade por facilitar o assentamento mais rapido. Estes autores também
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afirmaram que espécies de corais com fertilizacdo interna podem ter periodos maiores de
desenvolvimento, porque os embrides e larvas sao protegidos pelo coral parental.

As larvas de C. riisei apresentaram a capacidade de mudar rapidamente o corpo
para diferentes formas e tamanhos, variando de esférica- para parcialmente contraida,
forma de péra - para alongada, forma cilindrica. Esta plasticidade corporal € um traco
comum das larvas de antozoarios (Chia e Crawford 1973 para planulas de penatulaceos;
Benayahu e Loya 1983, Farrant 1986, Benayahu 1989, Coelho e Lasker 2014, Sun et al.
2011 para planulas de alcionaceos; Hand e Uhlinger 1992, Scott e Harrison 2008 para
planulas de actiniarios; Gutierrez-Rodriguez e Lasker 2004 para planulas de gorgonaceos;
Weinberg e Weinberg 1979; Ball et al. 2002; Goffredo et al. 2004 e Goffredo et al. 2005
para planulas de escleractineos). A mudanca na forma e no tamanho de planulas foi
atribuida a contragdo muscular (Widersten 1968).

A direcdo do movimento das larvas foi relatada como sendo orientada pelo polo
aboral em alguns antozoarios (Atoda 1951; Hartnoll 1977; Goffredo e Zaccanti 2004;
Goffredo et al. 2005), e sendo tipica para a maioria das planulas de anémonas (Gemmill
1920; Widersten 1968;. Chia et al. 1989; Hand e Uhlinger 1992; Scott e Harrison 2008).
No caso de Carijoa riisei, este estudo observou que 0 movimento das planulas tornou-se
orientado pelo pdlo oral apontando para frente. Chegou-se a esta concluséo pois, durante o
desenvolvimento larval, uma reentrancia representando a abertura da boca foi observada
em planulas quando alongadas, justamente no pélo que conduzia o deslocamento das
larvas. Entre os octocorais, uma abertura bucal no estagio de plénula jovem foi
previamente observado no alcionaceo Parerythropodium fulvum fulvum (Benayahu e Loya
1983).

Widersten (1968) observou que o movimento de rotacdo em torno do eixo

longitudinal em larvas da anémona do mar Metridium senile foi substituido por
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deslizamento lento ao longo do substrato. Movimento de rotacéo lento nas larvas jovens de
outros actiniarios Entacmaea quadricolor e H. crispa foi substituido por um movimento
direcional sem giro (Scott e Harrison 2008). As larvas de C. riisei também se
movimentaram inicialmente através do giro lento, seguido por deslocamento direcional
natatério com rotacdo do corpo em espiral na coluna de agua e deslizamento no substrato
por movimentos rastejantes e serpenteantes. Outro alcionaceo Sarcophyton glaucum exibiu
larvas com vaérios padrfes de rotacdo e natacdo também em espiral (Benayahu e Loya
1986). Com excec¢do de M. senile, as larvas das demais espécies nadaram ativamente por
toda a coluna d’agua.

Biologicamente, a distancia de dispersdo de larvas é determinada pela sua posicéo
na coluna de agua e o periodo de tempo antes de assentar sobre um substrato (periodo
competéncia). Fisicamente, esta distancia € determinada pelas correntes existentes no
momento da liberacdo de gametas e de larvas, e durante a fase de vida planctbnica
(Morgan 1995; Shanks 1995; Young 1995). Espécies incubadoras liberam planulas
maduras, com tendéncia a ovos de flutuabilidade negativa e larvas benténicas, sugerindo
um curto periodo de competéncia e uma estreita faixa de dispersdo (Farrant 1986; Brazeau
e Lasker 1990; Harrison e Wallace 1990; Sakai 1997; Hwang e Song, 2007; Weinberg e
Weinberg 1979; Gutierrez-Rodriguez e Lasker 2004; Coelho e Lasker 2014; Benayahu et
al. 1989; Ben-David-Zaslow e Benayahu 1996). Em contrapartida, espécies que liberam
gametas tém, em geral, ovos com flutuabilidade positiva e desenvolvimento de planulas
planctonicas; por isso, tétm um periodo longo de competéncia e potencial para larga
dispersdo (Verseveldt 1982; Arai et al. 1993;. Nozawa e Harrison 2000; Scott e Harrison
2008; Sun et al. 2011). Carijoa riisei seguiu este padrdo, com ovos positivamente
flutuantes e larvas que nadam por toda a coluna d’agua durante um periodo de competéncia

de até 18 dias apos a liberagcdo de gametas, podendo assentar a partir do décimo dia. O
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habitat de C. riisei € muitas vezes caracterizado por um elevado fluxo de corrente e
turbuléncia (Kahng et al. 2008), o que também facilita a dispersdo das larvas. Aliado a
isso, sabe-se que o tempo de competéncia observado em condicdes de laboratorio pode ser
uma subestimacdo e no seu meio ambiente natural, com as condicGes fisicas e bidticas
adequadas, poderia potencializar um maior tempo de vida das larvas que vivem no
plancton (Neves et al. 2008).

O assentamento e a metamorfose de planulas em pdlipos primarios sdo fases
cruciais na historia de vida de cnidarios que liberam gametas, tal como C. riisei, e
geralmente é precedida por busca larval intensiva e testes em substratos, sugerindo selecédo
de microhabitat (Fadlallah 1983; Harrison e Wallace 1990). O potencial para a selecdo do
substrato tem vantagens 6bvias em melhorar a sobrevivéncia pos-metamorfica, e ha provas
substanciais de que o assentamento ndo € um processo aleatério (Chia e Bickell 1978;
Fautin et al. 1989; Martin e Koss 2002). As larvas cultivadas exibiram um possivel
comportamento de procura antes do assentamento, através de fixacdo temporaria nos
diferentes substratos disponibilizados. E provavel que elas estivessem testando o substrato
para sinais metamorficos, ja que sinais especificos induzindo assentamento e metamorfose
pode emanar dos substratos (Morse et al. 1988; Leitz 1997; Heyward e Negri 1999; Negri
et al. 2001). A maioria das superficies solidas no ambiente marinho sdo rapidamente
colonizadas por bactérias, alguns das quais sdo conhecidas indutoras do estabelecimento
larval (Muller e Leitz 2002). As bactérias, portanto, podem ter colonizado as superficies
dos recipientes de cultivo das larvas tornando-os adequados para o assentamento larval de
C. riisei.

Os resultados obtidos sugerem que as larvas de C. riisei tendem a ter um potencial
para dispersdo de grande distancia, que aliado a sua capacidade de reproducdo continua ao

longo do ano e a alta taxa de crescimento vegetativo favorecem a sua rapida proliferagédo
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em diferentes ambientes (recifes costeiros, naufragios, estuarios, etc.) e contribuem para a
compreensdo da sua ampla distribuicdo geografica.

Mais pesquisas sdo necessarias para determinar com precisdo a ultra-estrutura dos
embrides de C. riisei, bem como a sua longevidade larval através de experimentos mais
precisos de competéncia e assentamento, que em combinacdo com o estudo de
conectividade genética entre suas populacdes permitirdo um maior entendimento das

capacidades potenciais de dispersdo deste octocoral na natureza.
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6. Capitulo 111

Diversidade genética e conectividade populacional do octocoral Carijoa
riisei (Cnidaria: Anthozoa) no Atlantico Sul, e ao longo da sua

distribuicéo global

Resumo

Organismos sésseis mantém a conectividade entre populacdes através da dispersao
larval. A troca de larvas cria e mantém alta diversidade genética. Este estudo examinou a
diversidade genética e a conectividade populacional do coral mole Carijoa riisei no
Atlantico Sul e fez comparagdes com outras regides do Atlantico (Leste e Norte) e do
mundo (Pacifico/Havai e Indo Pacifico). Para tal, foi acessada por meio de um marcador
mitocondrial (ND2) a variacdo genética da espécie ao longo da costa do Brasil.
Estruturacdo genética de moderada a alta foi observada em duas das seis populacbes
brasileiras estudadas (Alagoas e Sdo Paulo), entretanto ndo foi encontrada diferenciacao
significativa entre populacGes que estavam mais distantes entre si, em quase 3000 km.
Haplotipos compartilhados por todas as populagdes indicam fluxo génico entre elas, o que
é corroborado pelos valores de Nm global (Nm global = 2,19). O Atlantico Sul apresentou
a maior diversidade genética entre todas as regides do Atlantico estudadas. Quando a
comparacao € realizada entre as regies geograficas mundiais, a maior diversidade genética
foi encontrada no Indo-Pacifico e a menor no Atlantico Norte. O Atlantico Sul se
diferenciou significativamente de todas as regides geogréficas. Contudo valores ¢ct ndo
separaram por grupos as populacdes do Atlantico Sul de nenhuma populacdo das demais
regides geogréaficas, o que foi corroborado pelos valores encontrados de Nm (>5,39) e um
haplétipo compartilhado entre todas as populagdes indicam que ha fluxo génico entre elas.
Correlacgdes significativas ndo foram encontradas entre a diversidade genética e a distancia
geogréfica entre as populacdes do Atlantico, do Pacifico e Indo-Pacifico. De acordo com
esses resultados e, aliado com resultados geneticos existentes na literatura para esta
especie, apoia-se a ideia de que C. riisei é nativa do Indo-Pacifico. A introducdo no
Atlantico Sul deve ter sido de forma natural, por meio da larva de longa duracéo no ciclo
de vida da espécie, com potencial para dispersdo por grandes distancias ou através do
homem por vetores maritimos.

Palavras chave: Octocorallia, DNAmt, fluxo génico, diferenciagio genética, Brasil
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Introducéo

A disperséo larval desempenha um papel chave na conectividade de populagdes no
ambiente marinho e tem consequéncias importantes para a dindmica populacional,
estrutura genética e evolucao das espécies (Smilansky e Lasker 2014). A ampla dispersao
gera altas taxas de migracédo entre as populacdes, contrariando assim, o processo pelo qual
a deriva genética e a selecdo natural produzem diferenciacdo genética. Em contraste, a
baixa capacidade de dispersdo pode aumentar a ocorréncia de unidades discretas de
reproducdo que pode diferenciar-se entre si (McFadden e Aydin 1996).

A recuperacdo de uma populacdo depois de um evento de distirbio depende do
fornecimento de recrutas (Hughes et al. 2000). Por razbes dos desafios logisticos no
rastreamento ou simulacdo de movimento larval, os métodos moleculares sao
frequientemente usados para inferir a conectividade nos recifes de coral (Nunes et al. 2009).
A analise da estrutura genética da populacdo e medicbes de fluxo génico fornecem uma
ferramenta poderosa para investigar a dispersdo (Ayre e Hughes 2000).

Octocorais alcionaceos, conhecidos como corais moles, incluem cnidarios sésseis
gue mostram uma variedade de sistemas reprodutivos (hermafrodita ou gonocdrica;
incubadores ou liberadores de gametas) que tém sido comumente associadas com
diferentes capacidades de dispersdo. Os liberadores (octocorais que liberam 6vulos e
esperma na agua com fertilizacdo externa) sdo considerados bons dispersores, enquanto 0s
incubadores (octocorais que liberam o0 gameta masculino, mas incubam os ovos) sdo ditos
pobres dispersores (Carlon 1999).

O octocoral Carijoa riisei (Duchassaing e Michelotti, 1860) (ordem Alcyonacea,
familia Clavulariidae) é uma espécie que libera gametas e gera uma larva que nada por
toda a coluna d’agua por um periodo de competéncia de até¢ 18 dias em laboratorio, com

um potencial de dispersdo por grandes distancias (Barbosa et al 2015; Cap 2). Distribui-se
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desde a Flérida (EUA) até Santa Catarina (BRA) e em toda a regido do Caribe (Bayer
1961; Pérez 2002); também € observado no Havai e em outros locais do Pacifico, bem
como no Atlantico Leste (Bayer 1961, Concepcion et al. 2008; 2010).

Apesar de existir estudos biogeograficos de C. riisei, ndo ha consenso quanto ao
local de origem da espécie. Inicialmente C. riisei foi considerado uma espécie nao-
indigena e invasora no Havai e em outras localidades do Pacifico, dispersado por vetores
marinhos (Grigg 2003), competindo com sucesso e crescendo sobre o coral negro e outros
invertebrados nativos (Kahng e Grigg 2005; Kahng e Kelley 2007). Como a espécie tem
como localidade-tipo o Caribe, levou a conclusdo geral de que C. riisei foi introduzida no
Havai a partir de uma fonte do Caribe (Concepcion et al. 2010). No entanto, estudo recente
com uso de técnicas moleculares revelaram gque a populacdo mais antiga de C. riisei é a do
Indo-Pacifico, e que o Caribe é a mais jovem, de modo que parece ser nativa da regido do
Indo-Pacifico (Concepcion et al. 2010). Apesar de incluirem em seu trabalho o Atlantico
Sul, usaram apenas um exemplar para a analise com marcadores mitocondriais e dois
exemplares com nuclear, provenientes do sudeste do Brasil.

Carijoa riisei € muito abundante na costa brasileira, principalmente na regido
nordeste do pais, onde foi encontrado um cenario de panmixia para C. riisei em pequena
escala espacial na costa de Pernambuco (Barbosa et al. 2015; Cap 1; Artigo submetido).
Verificar a relacdo entre a capacidade de dispersdo e a magnitude da diferenciacdo genética
das populagbes em mudltiplas escalas geograficas tem sido crucial para a compreensdo dos
processos micro-evolutivos de diferenciagdo dentro das espécies de corais (Ayre e Dufty
1994; Hellberg 1995; 1996; Ayre et al. 1997; Ayre e Hughes 2000). Portanto, o objetivo
desta pesquisa foi fornecer a primeira avaliacdo da diversidade genética e conectividade
populacional de C. riisei em grande escala espacial no Atlantico Sul (Brasil), e determinar

a extensdo dessa conectividade com outras populacdes em escalas espaciais mundiais.

74



Devido ao seu potencial de dispersar larvas para grandes distancias, a espécie devera
apresentar uma capacidade de dispersdo ampla resultando em altos niveis de diversidade
genética e de fluxo génico entre as populagdes, com pouca evidéncia de recrutamento local

e haplotipos de ampla distribuicéo.

Material e métodos

Area de estudo e amostragem

Um total de 141 amostras de Carijoa riisei foi coletado a partir de 12 locais da
costa brasileira abrangendo o nordeste, o sudeste e o sul do pais (Tabela 1). Todas as
amostras utilizadas neste estudo foram coletadas entre marco de 2012 e setembro de 2014
através de mergulho livre ou autbnomo. As populacdes amostradas estavam presentes em
diferentes profundidades, desde aguas rasas até 25 metros. As amostras foram retiradas de
colbnias individuais espagcadas com pelo menos dois metros de distancia, para evitar
amostragem de individuos clonais (duplicacdo de gendtipos). As amostradas foram
mantidas refrigeradas a -20°C em tubo falcon de 50 ml contendo etanol a 96%.

Sequéncias do gene mitocondrial ND2 disponiveis no GenBank para a espécie C.
riisei foram incluidas no estudo para fins comparativos com a amostragem brasileira, ja
que as sequéncias do GenBank abrangeram regi6es do Atlantico, Indo-Pacifico e Pacifico

(Tabela 2) (Concepcion et al. 2008; 2010; nimeros de acesso EU006822-EU006851).
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Tabela 1 Localidades e nimero de
individuos amostrados (N) de

Carijoa riisei no Brasil

PAIS ESTADO N
Pernambuco 40

Paraiba 25
BRASIL Alagoas 23
Ceara 17

Sao Paulo 25
Santa Catarina 11
141

w
o
=3
el
o

©

35°0'0"W

50°0'0"W 45°0'0"W 40°0'0"W 35°0'0"W

Fig 1 Locais de coleta de Carijoa riisei no Brasil
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Tabela 2 Localidades e nUmero de
individuos amostrados (N) de Carijoa
riisei em diferentes regides geograficas do

mundo por Concepcion et al. (2008;2010)

REGIAO GEOGRAFICA N
Atlantico Sul
Brasil (Sudeste) 1
Atlantico Norte/Caribe
Panama 5
Flérida 23
Porto Rico/llhasVirgens 18
Atlantico Leste
Sao Tomé/ Principe 6
Pacifico
Havai 96
Indo Pacifico
Australia 6
Indonésia 21
Ilhas Mauricio 5
Fiji/Tonga 3
Ilhas Mariana e Carolinas 5
Palau 54
Papua Nova Guiné/llhas Salomdo 3
Total 246

Extracdo de DNA, PCR e sequénciamento

A extracdo de DNA, as reacOes em cadeia da polimerase (PCR) e as reagdes de
sequenciamento para a regido do gene mitocondrial NADH dehydrogenase subunits 2
(ND2) foram realizados seguindo os protocolos usados por Barbosa et al. (2015,

submetido, Cap 1).

Anélise estatistica dos dados

As sequéncias obtidas de amostras do Brasil foram editadas por meio do software
Geneious (http://www.geneious.com) e alinhadas usando o Clustal W (Thompson et al.
1994) implementado em BioEdit 7.0.5.3 (Hall 1999), seguido por inspecéo visual para 0s
ajustes finais. Paralelamente, para representar as populacGes em escala mundial (Tabela 2),

as sequéncias de espécimes coletados no Brasil foram posteriormente realinhadas com
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sequéncias de C. riisei encontradas por Concepcion et al. (2008; 2010) provenientes de
espéecimes amostrados em diferentes regides geograficas. As andalises foram realizadas
considerando cinco regides geograficas: Atlantico Sul/Brasil, Atlantico Norte/Caribe,
Atlantico Leste/S&do Tomé e Principe, Indo-Pacifico e Pacifico/Havai.

O software DNAsp v.5.10.1 (Librado e Rozas 2009) foi utilizado para estimar a
diversidade genética de C. riisei através da obtencdo do numero total de haplotipos,
diversidades haplotipica e nucleotidica para o Brasil e 0 mundo, assim como em cada um
dos estados do Brasil e nas diferentes regides geograficas do mundo estudadas. O software
Network (Fluxus Engineering Inc.; Bandelt et al. 1995; 1999) foi utilizado para gerar redes
de haplétipos, utilizando os parametros de Median-Joinning.

A Anadlise de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992) implementada
através do software ARLEQUIN 3.5.1.2 (Excoffier et al. 2010) foi utilizada para testar a
existéncia de desvios estatisticos significativos para a inexisténcia de uma populagédo
panmitica e poder sugerir um padrdo de estruturacdo genético-evolutiva para C. riisei nas
regides estudadas. Tal método foi aplicado de forma a calcular, para o Brasil e 0 mundo, 0
indice de fixacdo da variacdo genética (¢st) global, que representa a divergéncia na
frequéncia alélica entre as subpopulacfes. Para a AMOVA, considerando as cinco regides
geograficas, foram observados os indices ¢ct € ¢sc, que indicam quanto da variacdo pode
ser atribuida a diferencas entre os grupos e entre as popula¢fes dentro dos grupos,
respectivamente. Com o intuito de conhecer a estrutura genética do Atlantico Sul/Brasil e
do Atlantico Total (Leste, Norte e Sul) em relacdo as demais regides geograficas, esta
analise foi realizada separando os seguintes grupos: i) Atlantico Sul/Brasil vs. demais
regides geograficas; ii) Atlantico total vs. Indo-Pacifico vs. Pacifico/ Havaij iii) Atlantico
Norte vs. Indo-Pacifico; iv) Atlantico Norte vs. Pacifico/ Havai; v) Atlantico Leste vs.

Indo-Pacifico; e vi) Atlantico Leste vs. Pacifico/ Havai.
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O fluxo génico global e entre as populacdes de C. riisei de cada um dos estados
estudados no Brasil foram calculados a partir do nimero de migrantes por geragdo (Nm),
utilizando DnaSP v.5.10.00 (Rozas et al. 2003). O fluxo génico global do mundo, bem
como para cada uma das cinco regides geogréaficas foi igualmente determinado conforme
acima.

Relacbes filogenéticas foram estimadas por Inferéncia Bayesiana (com cinco
milhGes de geracgdes e desvio padrdo < 0,01), usando o software Mr Bayes v.3.1 (Ronquist
e Huelsenbeck 2003). As analises filogenéticas foram realizadas utilizando como grupo
externo, sequéncias do GenBank de Siphonogorgia sp. e Alcyonium rudyi (nimeros de
acesso EU006871 e AF530488, respectivamente). A confianca estatistica dos
agrupamentos foi testada através do método de probabilidade a posteriori com valores de
90% no limiar de significancia dos ramos. Cabe relatar que o modelo evolutivo da
variancia dos sitios do ND2 foi avaliado pelo jModeltest (Posada 2008) e 0 mesmo indicou
0 modelo Jukes e Cantor (K= 530, InL=1080.640, para o Brasil; K= 590, InL=1010.482,
para 0 mundo) como aquele mais bem ajustado a variancia dos sitios ND2. Assim a
Inferéncia Bayesiana foi conduzida seguindo os valores de distancia Jukes e Cantor entre
as amostras.

Analises de regressao linear entre ¢st e distancias geograficas foram realizadas por
meio do software BioEstat 5.0 (Ayres et al. 2007), com a finalidade de testar a hipdtese de
isolamento genético-evolutivo por distancia (IBD). As distancias geograficas entre os
estados brasileiros foram estimadas a partir do contorno do litoral, enquanto que para o
mundo e para as diferentes regides geograficas, a partir da rota mais curta tracada entre os
oceanos pelo uso da plataforma Google Earth (Google Inc. 2013).

Para testar as hipdteses de neutralidade foram realizados os testes de distribuicéo

dos sitios segregantes (D de Tajima) (Ramos-Onsins e Rozas 2002) e distribuicdo dos
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haplotipos (Fs de Fu) pelo software DNAsp v.5.10.1 (Librado e Rozas 2009). Para esse
trabalho, valores de D de Tajima (Tajima 1989) e Fs de Fu (Fu 1997) positivos foram
considerados referentes a populacdes balanceadas, reducdo da populacéo, gargalo recente
(Maruyama e Fuerst 1985), subdivisdo da populacdo ou migracdo. E valores de D e Fs
negativos para populacdes que sofreram crescimento populacional (Maruyama e Fuerst
1984) ou um gargalo menos recente (Maruyama e Fuerst 1985).

Para todas as analises estatisticas foi adotado um nivel de significancia de 5%.

Resultados

Atlantico Sul

Nas analises mitocondriais (ND2) foram utilizados 141 individuos amostrados,
provenientes de seis estados do Brasil (Tabela 3). As reacdes de PCR para o ND2
amplificaram uma regido de aproximadamente 574bp. A andlise revelou um total de 10
hapl6tipos nos estados amostrados, com seis polimorfismos, representando 1,04% de
variacdo. A diversidade haplotipica total foi de 0,606 e a diversidade de nucleotideos foi de
0,00134. A populacdo de Pernambuco apresentou a maior diversidade genética, seguido da
populacdo da Paraiba, enquanto que os menores valores foram encontrados para a

populacdo de S&o Paulo (Tabela 3).

Tabela 3 Parametros genéticos das populagGes de Carijoa riisei do Brasil pela analise do gene ND2. N =

nimero de amostras; H = nimero de haplétipos; hd = diversidade haplotipica; & = diversidade nucleotidica

Populacgtes N H Hd m
Ceara 17 3 0,529 0,00092
Paraiba 25 6 0,627 0,00152
BRASIL Pernambuco 40 7 0,664 0,00156
Alagoas 23 3 0,553 0,00116
Séo Paulo 25 2 0,153 0,00027
Santa Catarina 11 2 0,509 0,00089
Total 141 10 0,606 0,00134
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Dados de distribuicdo dos haplotipos nas populagdes podem ser observados na
Tabela 4 e na rede haplotipica (Fig 2). No geral, o Haplotipo 3 foi o mais frequente em
todas as localidades estudadas, seguido do haplotipo 2, ambos compartilhados por todas as
localidades amostradas. O haplétipo 1 esteve presente apenas nas amostras do Ceard,
Pernambuco e Alagoas. Ainda foram observados haplétipos exclusivos nas populagdes dos

estados de Pernambuco e Paraiba.

Tabela 4 Distribuicdo dos haplotipos pela analise do gene ND2 nas populacGes de Carijoa riisei no Brasil.

H_ = hapl6tipos; N = nimero de amostras; n = total de haplé6tipos

Localidade H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 HI10 N h
Ceara 1 9 8 17 3
Paraiba 7 14 1 1 1 25 5
Pernambuco 4 12 20 1 1 1 1 40 7
Alagoas 14 2 7 23 3
Séo Paulo 2 23 25 2
Santa Catarina 4 7 11 2

Total 19 36 79 1 1 1 1 1 1 1 17 | 10

H_8

198 196
559 <8
H 4@ 234
H_2
558
198 556
H_10Q 2 OH_2 £56 72 122 HeD
574

Ceara
Paraiba
Pernambuco

H_1 Alagoas
S3o Paulo
Santa Catarina

Fig 2 Rede de haplétipos de Carijoa riisei para o Brasil por meio do método de Median-Joinning, a partir do
gene ND2. Os circulos numerados representam os haplétipos (H_) e o didmetro do circulo correspondente a

frequéncia dos haplétipos
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A AMOVA global mostrou um valor de ¢st = 0,184 (p < 0,001) e a maior fonte de
variacdo ocorreu dentro das populacdes (Tabela 5). Uma comparacdo pareada entre os
espécimes dos diferentes estados revelou valores de ¢st entre -0,041 (Pernambuco x Santa
Catarina) e 0,47 (S&o Paulo x Alagoas). A populacdo de Alagoas mostrou diferenciacao
genética em relacdo as demais localidades. O mesmo ocorreu para a populacdo de S&o
Paulo, que ndo se diferenciou apenas do estado de Santa Catarina (Tabela 6). Distancias
geograficas entre as populacdes variaram de 108 a 2781 km. O fluxo génico global,
estimado atraves do numero de migrantes por geracdo, foi de 2,19 entre as populagdes de
C. riisei do Brasil. Os valores pareados de Nm oscilaram entre 1,03 (S&o Paulo x Alagoas)
e 80,47 (Pernambuco e Paraiba) (Tabela 6). As analises de regresséo linear realizadas entre
st e distancia geografica (km) (p=0,6; R?= 1,0) ndo foram significativas nas populacdes
estudadas da costa brasileira (108-2781 km).

O teste de neutralidade de Tajima D para as populacdes do Brasil foi positivo
(0,15654), enquanto que Fs de Fu apresentou valor negativo (-0,40431), mas ambos 0S

testes ndo foram significativos (p>0,3).

Tabela 5 Andlise de variancia molecular obtidos em todas as populagGes de Carijoa riisei
estudadas no Brasil pela na andlise do gene ND2. ¢st = variacdo dentro das

populagdes. "p < 0,001

Fontes de variagao Gl Ss Varidncia 9% variacdo @ Estatistica
Entre as populagdes 5 10,038 0,073 18,476 ¢ost = 0,184*
Dentro das populagGes 135 43,905 0,325 81,523
Total 140 53,943 0,398
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Tabela 6 Valores de Nm (abaixo da diagonal) e de ¢st pareados (acima da diagonal) entre as amostras de

Carijoa riisei estudadas no Brasil. "p < 0,05, ™p < 0,001

Pernambuco Alagoas

Paraiba Santa Catarina

S&o Paulo Ceara

Pernambuco - 0,272**
Alagoas 2,55 -
Paraiba 80,47 1,82
Santa Catarina 76,5 1,48
S&o Paulo 7,15 1,03
Ceara 19,3 1,04

-0,020 -0,041
0,326**  0,397**
- -0,053
76,03 -

5,5 3,57
18,22 18,47

0,099* 0,017
0,470** 0,468**
0,118** 0,004
0,197 -0,022

- 0,380**
1,47 -

A topologia de inferéncia bayesiana mostrou dois grandes grupos. O primeiro

formado pelos haplétipos exclusivos encontrados em Pernambuco e na Paraiba. O segundo

agrupamento foi constituido pelos demais haplotipos, onde os haplotipos H 1, H 3e H 10

foram mais relacionados entre si do que entre os haplétipos 7 e 6 pertencentes ao outro

agrupamento. Os valores de probabilidade a posterori ndo foram estatisticamente

significativos para nenhum dos ramos (Fig 3).

¢ Siphonogorgiasp.

Alcyonium rudyi
H_10

wa [
«: I

058

H_7

H_6

H_4

[

|
Ceara
Paraiba
Pemambuco
Alagoas

Sédo Paulo
Santa Catarina

Fig 3 Topologia de Inferéncia bayesiana para os haplétipos de Carijoa riisei encontrados no Brasil para o

gene ND2
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Escala geofrafica mundial

Um total de 387 individuos provenientes das amostras do Brasil e amostras
adicionais de diferentes regides geograficas (Tabela 2), representaram as populacdes em
escala mundial. A andlise revelou um total de sete haplétipos, cada qual com um total de
542pb, com oito sitios polimorficos, representando 1,47% da variacdo. A diversidade
haplotipica (hd) total foi de 0,465 e a diversidade de nucleotideos (n) de 0,00122. A
diversidade geral foi maior para o Indo-Pacifico, enquanto que as populacdes do Atlantico

Norte ndo apresentaram diversidade genética (Tabela 7).

Tabela 7 Parametros genéticos das populacdes de Carijoa riisei em diferentes regides geogréficas do mundo
pela analise do gene ND2. N = nimero de amostras; H = nimero de haplétipos; hd = diversidade haplotipica;

7t = diversidade nucleotidica

REGIAO GEOGRAFICA N H hd I
Atlantico Sul/Brasil 142 3 0,417 0,00078
Atlantico Norte/Caribe 46 1 0,000 0,00000
Atlantico Leste/S&o Tomé e Principe 6 2 0,333 0,00062
Pacifico/Havai 96 3 0,349 0,00080
Indo-Pacifico 98 6 0,705 0,00256
Total 387 7 0,465 0,00122

Dados de distribuicdo dos hapl6tipos nas populaces do mundo podem ser
observados na Tabela 8 e na rede haplotipica (Fig 4). Dos sete hapl6tipos observados para
o mundo, trés foram compartilhados entre regides geograficas. O hapl6tipo 1 foi o mais
frequente e compartilhado com todas as regides geogréaficas estudadas, seguido do
haplotipo 2, que ndo foi compartilhado apenas com o Atlantico Norte/Caribe. O Atlantico
Sul/Brasil apresentou trés haplotipos, dois dos quais apresentaram esse mesmo padrédo
(H.1 e H_2). O terceiro haplétipo compartilhado (H_6) foi o menos frequente e
encontrado apenas no Indo-Pacifico e no Pacifico. Haplotipos exclusivos foram

encontrados no Atlantico Sul/Brasil (H_3) e Indo-Pacifico (H_4,H 5e H_7).
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A AMOVA global mostrou um valor de ¢st = 0,137 (p < 0,001) e a maior fonte de
variacdo foi dentro das populacbes (Tabela 9). Na andlise de Variancia molecular
considerando grupos, valores de ¢ct ndo mostraram diferengas significativas entre o
Atlantico Sul/Brasil e as demais regides geograficas. Quando o Atlantico Leste/Sdo Tomé
e Principe é comparado com o Indo-Pacifico e o Pacifico, diferenciacdes significativas por
grupos também ndo sdo encontradas. Porém, valores de ¢ct calculados para o Atlantico
Norte/Caribe em comparacdo com Indo-Pacifico e Pacifico mostraram diferencas
significativas. Valores significativos foram encontrados quando comparadas as regides do

Atlantico Total, Indo-Pacifico e Pacifico como diferentes grupos (Tabela 10).

Tabela 8 Distribuicdo dos haplétipos pela anélise do gene ND2 nas populacBes de Carijoa. riisei de

diferentes regides geogréficas do mundo. H_ = haplétipos; N = nimero de amostras; n = total de haplétipos

REGIAO GEOGRAFICA H1 H2 H3 H4 H5 H6 HZ7 N H
Atlantico Sul
Brasil 101 40 1 142 3
Atlantico Norte/Caribe
Panama 5 5 1
Flérida 23 23 1
Porto Rico/llhas Virgens 18 18 1
Total 46 46 1
Atlantico Leste
Sdo Tomé/ Principe 5 1 6 2
Pacifico
Havai 76 15 5 96 3
Indo Pacifico
Australia 2 3 1 6 3
Indonésia 11 8 2 21 3
Ilhas Mauricio 1 4 5 2
Fiji/Tonga 3 3 1
Ilhas Mariana e Carolinas 3 2 5 2
Palau 23 4 10 17 54 4
Papua Nova Guiné/llhas Salomao 2 1 3 2
Total 43 23 2 10 1 18 97 6
Total 271 79 1 2 10 6 18 387 7

Os testes de neutralidade de Tajima D e o Fs de Fu para as populagdes do mundo
apresentaram valores positivos (0,29576 e 0,52921, respectivamente), mas ambos néo

foram significativos (p>0,7).
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Atlantico Sul/Brasil
. ‘O -Atléntlc-:- Norte /Caribe
- Atlantico Leste /S50 Tomé e Principe
Indo-Pacifico
Pacifico/Havai
Fig 4 Rede de hapl6tipos de Carijoa riisei para diferentes regides geograficas do mundo por meio do método

de Median-Joinning, a partir do gene mitocondrial ND2. Os circulos numerados representam os haplétipos

(H_) e o diametro do circulo correspondente a frequéncia dos haplétipos

Tabela 9 Anélise de varidncia molecular global para as popula¢Bes de Carijoa riisei do mundo pela anélise

do gene ND2. ¢st = variagdo dentro das populacdes. “p < 0,001

Fontes de variacéo gl Ss Variancia 9% variacdo @ Estatistica
Entre as popula¢des 20 22,278 0,046 13,72 st =0,137*
Dentro das populagbes 365 105,624 0,289 86,28
Total 385 127,902 0,335

O fluxo génico global, estimado através do niumero de migrantes por geracao entre
as populagdes de C. riisei do mundo, foi de 6,21. Os valores pareados de Nm oscilaram
entre 2,83 (Atlantico Leste x Atlantico Norte) e 426,04 (Pacifico e Atlantico Leste) (Tabela
11). Analises de regressao linear realizadas entre ¢st e distancia geografica (km) ndo foram

significativos para todas as amostras das popula¢des do mundo (p=0,5 e R?= 0,001), do
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Atlantico Total (Leste, Norte e Sul) (p=0,5; R>= 0,007), do Pacifico/Havai (p=0,2 e R*=

0,32) e do Indo Pacifico (p=0,8 e R?= 0,001).

Tabela 10 Analise de variancia molecular obtida da comparacdo das populagbes de Carijoa riisei do

Atlantico com outras regifes geograficas do mundo pela andlise do gene ND2. ¢ct = variagdo genética entre

grupos, ¢sc = variacdo genética entre populacdes dentro dos grupos, ¢st = variagdo genética dentro dos
grupos. “p < 0,05; *p < 0,005; "p < 0,001

0,
Teste Fon_tes~de gl SS Variancia A’ ~. ¢ Estatistica
variacdo variagao
Entre grupos 1 2,793 0,033 16,78 ¢c1=0,167
Atlantico Sul/Brasil Entre populagdes _ o
vs. Atlantico Norte/Caribe  dentro dos grupos o33 0,016 843 5c=0,101
Dentro dos grupos 178 26,267 0,147 74,79 Pps7=0,252***
Entre grupos 1 0,079 -0,022 -11,72 ¢cr=-0,117
Atlantico Sul/Brasil vs. Entre populagdes _
Atlantico Leste dentro dos grupos 3,319 0.021 1099 ¢sc=0,098
Dentro dos grupos 140 27,1 0,193 100,73  ¢st=-0,007**
Entre grupos 2 2,806 0,026 13,65 ¢ocT=0,136
Atlantico Sul vs. Atlantico  Entre populagdes _ .
Leste vs. Atlantico Norte  dentro dos grupos | >379 0,016 871 ¢sc=0,100
Dentro dos grupos 183 27,100 0,148 77,65 bs7=0,223***
Entre grupos 1 4,284 0,022 5,03 ¢cT=0,050
Atlantico Sul/Brasil vs. Entre populagdes _ o
Indo-pacifico dentro dos grupos -+ 11,523 0,041 946 5c=0,099
Dentro dos grupos 225 85,277 0,379 85,52 GsT=0,144***
Entre grupos 1 0,482 0,001 0,51 ¢cT=0,066
Atlantico Syl_/Brasn VS. Entre populagdes 8 4.438 0,015 711 $5c=0,070
Pacifico dentro dos grupos
Dentro dos grupos 227 45,780 0,201 93,4 ¢$s7=0,066**
Entre grupos 1 0,147 0,013 45,03 ¢ocT=0,450
Atlantico Leste vs. Atlantico  Entre populagdes 2 0,000 0,001 441 $sc=-0,080
Norte dentro dos grupos
Dentro dos grupos 48 0,833 0,017 59,38 ¢st=0,406
Entre grupos 1 0,614 -0,050 -7,69 ¢oct=-0,076
Atléntico Leste vs. Indo- Entre populagdes _ *
pacifico dentro dos grupos 6 8144 0,071 10,93 ¢sc=0,101
Dentro dos grupos 95 59,844 0,629 96,76 ¢st=0,032*
Entre grupos 1 0,025 -0,020 -10,36  ¢¢7=-0,103
Atlantico Leste vs. Pacifico  nire populagoes 5y 4 0,006 315  $sc=0,028
dentro dos grupos
Dentro dos grupos 97 20,347 0,209 107,21  ¢s7=-0,072
Entre grupos 1 6,384 0,074 13,11 dcT=0,131%**
Atlantico N(?r_te vs. Indo- Entre populagdes 8 8,144 0,052 0,13 (sc=0,105*
Pacifico dentro dos grupos
Dentro dos grupos 133 59,011 0,443 77,76 Pps7=0,222***
Entre grupos 1 1,434 0,019 11,66 ¢ct=0,116*
Atlantico Norte vs. Pacifico  ntre opulagBes - oy g 0,003 2,08  ¢sc=0,023
dentro dos grupos
Dentro dos grupos 135 19,513 0,144 86,26 ¢st=0,137*
— *
Atlantico Total (Leste, Norte Ezgg QLUF:J?: Ses 2 6,889 0,017 525 $¢c7=0,052
e Sul) vs. Indo-pacificovs. oo t° PP 2 18 1538 0,033 995  (sc=0,104%**
Pacifico entro dos grupos
Dentro dos grupos 365 105,624 0,289 84,8 Gs7=0,152***
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Tabela 11 Valores de Nm pareados entre as populagGes de Carijoa riisei de diferentes regides geograficas

mundiais

Atlantico Atlantico Atlantico Leste/Sao Indo- Pacifico/
Sul/Brasil Norte/Caribe Tomé e Principe Pacifico  Havai

Atlantico Sul/Brasil -

Atlantico Norte/Caribe 5,39 -
Atlantico Leste/Sao

Tomé e Principe 199,86 2,83 i
Indo-Pacifico 11,49 5,37 57,02 -
Pacifico/Havai 53,92 7,17 426,04 9,81 -

A topologia de inferéncia bayesiana para C. riisei demonstrou dois grupos
filogenéticos. O primeiro representado pelo haplétipo 5 e o segundo pelos demais
haplétipos. O haplétipo 3, que é exclusivo para o Brasil, agrupou com o haplétipo 1,
encontrado em todas as regides, e ambos agruparam com o haplétipo 7 que € exclusivo do
Indo-Pacifico. Os valores de probabilidade a posteriori ndo foram estatisticamente
significativos para nenhum dos ramos (Fig 5).

Siphonogorgiasp.

Aleyonium rudyi

H1 |

H_4
, w2 N
Atlintico Sul/Brasil
H 6 Atlintico Norte/Caribe
- Atlantico Leste/S3o Tomé e Principe
Indo-Pacifico
H 5 Pacifico/Havai

Fig 5 Topologia de Inferéncia bayesiana para os haplétipos de Carijoa riisei encontrados nas diferentes

regides geograficas mundiais para o gene ND2
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Discussao

Diversidade genética no Atlantico Sul

A diversidade genética mensurada através do numero de haplotipos (h) e da
diversidades haplotipica (hd) e nucleotidica (m) no Atlantico Sul/Brasil foi mais elevada
nas populagdes de Pernambuco e Paraiba e menor na populagdo de Séo Paulo (Tabela 3 e
4; Fig 2). A baixa diversidade genética pode resultar de uma pequena populagdo fundadora
ou de um pequeno tamanho efetivo devido a deriva genética ou da depressdo endogamica.
Como a variacdo genética é a matéria-prima que permite as populaces evoluirem em
resposta a mudancgas ambientais, niveis baixos de diversidade genética podem aumentar a
vulnerabilidade de uma populagdo para lidar com disturbios (Nunes et al. 2009). Assim, a
baixa diversidade em S&o Paulo pode sugerir que essa populacdo serd menos resistente a
futuros episodios de estresse ambiental ou antropogénico, uma vez que, eles ndo tém o

espectro completo de geno6tipos, alguns dos quais poderiam se sair melhor sob perturbacéo.

Fluxo génico no Atlantico Sul

Intercdmbio genético é geralmente monitorado em termos de nimero significativo
de migrantes que se movem entre as populacbes e entram na populacdo reprodutora em
cada geracdo (Palumbi 2003). A extensdo de transporte varia, dependendo da longevidade
e do comportamento das larvas e da circulacao oceanica (Nunes et al. 2009). Apesar da alta
estruturacdo global (¢st = 0,184), ha fluxo génico entre as populagdes distibuidas em 2781
km na costa brasileira (Nm global = 2,19), que pode ser corroborado pela frequéncia de
hapl6tipos de alta frequéncia compartilhados por todos os locais de estudo (H 2 e H_3;
Tabela 4). Apenas um migrante por geracdo que se assente e faca parte da populagdo

reprodutiva é o suficiente para prevenir a acumulacdo de largas diferengas genéticas e por
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outro lado, dez migrantes seriam suficientes para homogeneizar totalmente as populacdes
(Slatkin 1987). Das seis localidades estudadas, apenas duas populactes se diferenciaram
estatisticamente (Alagoas e S&o Paulo), o que refletiu na alta estruturacao e no baixo fluxo
global encontrados. A comparacdo pareada entre as populacbes brasileiras revelaram
valores de ¢st significativos de diferenciacdo genética entre a populagdo de Alagoas em
relacdo as demais localidades. Da mesma forma a populacdo de Sdo Paulo, que nédo se
diferenciou apenas do estado de Santa Catarina. Contudo, apesar da evidéncia de auto-
recrutamento nessas populacgdes estruturadas, popula¢des separadas em quase 3000 km néo
apresentaram diferenciacdo significativa (Ceara vs. Santa Catarina), sugerindo que esta
espécie tem a capacidade de dispersar ao longo de grandes distancias com alto fluxo génico
(Tabela 6). Ayre e Hughes (2000) encontraram varios corais incubadores e liberadores de
gametas na Grande Barreira de Recifes da Australia que dependem de auto-recrutamento
para a manutencdo da populacdo, mas também existe fluxo génico suficiente entre os
recifes para evitar a acumulacao de diferencas genéticas.

Sabe-se que C. riisei € uma espécie liberadora de gametas que se reproduz ao longo
do ano, com larvas que podem nadar por toda a coluna d’agua durante um periodo de
competéncia de até 18 dias em laboratorio, com potencial para se dispersar por grandes
distdncias (Barbosa et al. 2015; Cap. 2), 0 que seria de esperar que aumentasse a
homogeneizacdo das populacdes, reduzindo a diferenciacdo. Praticamente nada se sabe
sobre as capacidades de dispersdo de C. riisei sob condigdes de campo. Assim, o tempo de
competéncia observado em condic¢des de laboratério pode ser uma subestimacdo. No seu
meio ambiente natural, com as condi¢bes fisicas e bidticas adequadas, poderia
potencializar um maior tempo de vida das larvas que vivem no plancton (Neves et al.
2008). Algumas espécies de corais que liberam gametas sdo capazes de manter larvas

competentes entre 50-100 dias apos a fertilizacdo (Richmond 1987;. Graham et al. 2008).
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Portanto, era esperado que a espécie tivesse um alto fluxo génico entre as populagdes da
costa brasileira, homogeneizando todas as populacdes. Contudo, ha um numero crescente
de estudos que mostram elevada diferenciacdo genética em espécies marinhas com grande
potencial de dispersdo (Palumbi 2003). Quatro corais liberadores de gametas (Acropora
cytherea, A. hyacinthus, A. millepora e A. valida) apresentaram variacao significativa entre
0s niveis de subdivisdo genética ao longo da Grande Barreira de Corais (Ayre e Hughes
2000).

Considerando as evidéncias de estruturacdo populacional em C. riisei, verifica-se
que, apesar da grande capacidade de dispersdo larval apresentada pela espécie, uma série
de fatores pode estar limitando o amplo fluxo génico entre as popula¢Ges. Uma grande
estruturacdo genética local ocorre quando o fluxo génico entre populacBes distintas é
impedido ou reduzido por barreiras como a salinidade, temperatura, variacdo nos padroes
de fluxo de correntes e barreiras biogeogréaficas, levando alguns locais a serem mais
propensos a receber larvas do que outros (Benzie e Stoddart 1992; Lee et al. 1994,
Limouzy-Paris et al. 1997; Doonan et al. 2011; Fadhlaoui-Zid et al. 2012). Por outro lado,
o0 transporte pode ocorrer, mas os individuos que migram podem ndo ter uma grande
chance de recrutamento nos novos habitats. Em alternativa, o recrutamento pode ocorrer,
mas a selecdo natural pode impedir os migrantes de crescerem e entrarem na populacao
reprodutora (Koehn et al. 1980). Talvez, a alta estruturacdo genética encontrada na
populacdo de Alagoas em relagdo as demais populacbes brasileiras, pode ser devido ao
efeito de caracteristicas ambientais locais, que ainda ndo foram identificadas, j& que nédo
existe na area de coleta uma barreira biogeografica que justifique essa diferenciagéo.
Estudos recentes demonstraram que populacfes podem ser adaptadas a determinadas
condigdes abidticas locais (por exemplo Barreto et al. 2011), levando ao isolamento

geneético da populagdo. Em contrapartida, a estruturacdo genética encontrada na populagao
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de Sdo Paulo com as demais, exceto da populacdo de Santa Catarina, pode estar sob a
influéncia da ressurgéncia costeira na regido de Cabo Frio no estado do Rio de Janeiro
(23°01'S, 42° 00'W). Na costa do Brasil, a diferenciacdo entre populacdes do Nordeste e
Sudeste em diversas espécies de invertebrados foi atribuida a essa ressurgéncia,
representando uma forte barreira ambiental a dispersao (Silva 1992; Maggioni et al. 2003).
Contudo, ndo foi observada estruturacdo genética entre a populacéo de Santa Catarina com
as demais, inclusive com a populacdo de S&o Paulo. Isso indica que as larvas que sao
dispersadas pela corrente do Brasil, que atravessam toda a costa Nordestina até o litoral Sul
do Brasil (Edwards e Lubbock 1983), ndo encontram resisténcia para colonizar a area de
Santa Catarina, uma vez que a area de ressurgéncia de Cabo Frio se estende até Sdo Paulo
(Rossi-Wongtschowski e Madureira 2006).

As diferenciacdes genéticas encontradas nas populaces de Sdo Paulo e Santa
Catarina sdo independentes da distancia geografica, dado que o teste de regressao linear
simples ndo indicou uma relacdo significativa entre as variaveis de distancia genética e
distancia geogréafica das populacdes distribuidas ao longo da costa do Brasil. A topologia
de inferéncia bayesiana ndo apresentou suporte estatistico suficiente para inferir relaces

filogeogréficas entre os haplotipos.

Diversidade genética em escala mundial

A diversidade genética de Carijoa riisei entre as regides geograficas ndo é
distribuida aleatoriamente, como seria de se esperar em um cenario de panmixia global.
Dentro do Oceano Atlantico, observa-se que a maior diversidade genética encontra-se no
Atlantico Sul/Brasil, seguida do Atlantico Leste/S&0 Tomé e Principe e por fim, o
Atlantico Norte/Caribe (Tabela 7 e 8; Fig 4). Quando todas as regides geograficas séo

consideradas, a diversidade genética € maior na regido do Indo-Pacifico e menor no
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Atlantico Norte/Caribe. A diversidade do Pacifico/Havai e do Atlantico Total (Leste, Norte
e Sul) deve ser um subconjunto da diversidade do Indo-Pacifico.

A menor diversidade genética encontrada no Atlantico Norte/Caribe em relagéo as
demais regides geogréaficas ndo foi devida ao isolamento por distancia, mas sim a maior
diversidade genética e riqueza alélica encontrada nas demais regides geograficas (Tabela
7). Uma possivel explicacdo para esse fato € que a populacdo do Atlantico Norte/Caribe é
relativamente a mais jovem quando comparado as regides estudadas, pois apresenta apenas
0 haplotipo 1, que € possivelmente o ancestral, por ser o mais frequente em todas as
regides estudadas (Tabela 8). Em alternativa, a menor diversidade genética observada no
Atlantico Norte/Caribe pode ser o resultado de gargalos recentes ou reducdes no tamanho
da populacéo, seguido de colonizacdo de um namero limitado de individuos.

Embora a topologia de inferéncia bayesiana ndo tenha apresentado suporte
estatistico suficiente para inferir relacdes filogeograficas entre os haplétipos, loci nucleares
e mitocondriais permitiram inferir que a populacdo mais antiga de C. riisei esta no Indo-
Pacifico, seguida pelo Pacifico/Havai, e o Atlantico/Caribe é a populacdo mais jovem
(Concepcion et al. 2010), o que corrobora com este trabalho. Contudo, esses autores nao
encontraram nenhum haplo6tipo do Caribe compatilhado com o Havai, indicando que as
populacdes havaianas derivam do Indo-Pacifico, em vez do Caribe. Neste trabalho
encontramos um Unico haplétipo do Caribe compartilhando com o Havai, Brasil e Indo-
Pacifico.

As sequéncias provenientes do GenBank de diferentes regides geograficas do
mundo apresentam erros, que culminou na necessidade de cortar as partes finais das
sequéncias do Brasil que alinharam justamente nessa regido com defeito. Como
conseqiiéncia, as sequéncias do Brasil passaram de 574 para 532pb, perdendo a parte

nucleotidica mais variante captada pelo ND2, que registravam sete dos 10 haplotipos
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encontrados para o Brasil. Dos trés haplétipos restantes, dois foram os mais frequéntes no
mundo e o terceiro foi exclusivo para o Atlantico Sul (Tabela 8; Fig 4), representado pelo
haplotipo 10 da Paraiba (Tabela 4; Fig 2). Entretanto, o alinhamento resultante das
sequéncias do Brasil e com as do mundo foi suficiente para retratar um quadro semelhante
a diversidade genética encontrada por Concepcion et al. (2010), tal que ambos encontraram
uma maior diversidade genética no Indo-Pacifico, sequido do Havai/Pacifico, e a menor no

Caribe/Atlantico.

Fluxo génico em escala mundial

O valor significativo do ¢st em escala mundial (0,137; Tabela 9) indica que
existem moderadas diferencas significativas na composicdo genética entre as populacdes.
Os dados mitocondriais revelam estruturacéo significativa (¢st=0,223) entre as populacdes
de C. riisei abrangendo trés regides separadas por 5617-10828 km no Oceano Atlantico -
Caribe, Brasil e Atlantico Leste/Sdo Tomé e Principe (Tabela 10). As diferencas em pares
significativas de ¢st indicam que o Atlantico Sul/Brasil tem baixa estruturacdo genética
com o Atlantico Leste/Sdo Tomé e Principe e alta estruturacdo com Atlantico
Norte/Caribe. A comparacdo do Atlantico Sul/Brasil com as regi6es do Pacifico/Havai e
Indo-Pacifico mostrou uma estruturacdo genética moderada entre elas. Contudo, na
AMOVA considerando grupos, valores de ¢ct ndo foram significativos para formar grupos
de qualquer regido geogréafica com o Atlantico Sul/Brasil (Tabela 10). Esses resultados,
aliados aos valores encontrados de Nm global entre as regides geograficas (Nm = 6,21) e
da presenca de hapldtipos de alta freqiiéncia, indicam que ha fluxo génico das populacdes
do Atlantico Sul com as das demais regies separadas por escalas espaciais de até 32382
km (Tabela 8 e 11; Fig 4). Em contrapartida, Concepcion et al. (2010) encontrou valores de

oct altos e estatisticamente significativos entre as populacdes de C. riisei do Atlantico
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(Caribe, Atlantico Leste/Sd30 Tomé e Principe e considerando uma Unica amostra
brasileira), Pacifico/Havai e Indo-Pacifico, indicando que as populacbes do Atlantico
formam um grupo diferenciado das outras regides geograficas. No presente estudo, quando
considerado o Atantico Sul, Leste e Norte como uma Unica populacao representando o todo
0 Atlantico (Total), valores significativos de ¢ct também foram encontrados entre as
regibes geograficas do Atlantico Total, Indo-Pacifico e Pacifico/Havai. Este resultado
indica essaa separacdo por grupos se deve exclusivamente ao Atlantico Norte/Caribe, tal
que o Atlantico Leste/Sd3o Tomé e Principe quando comparado ao Indo-Pacifico e ao
Pacifico, diferenciacfes significativas de ¢ct ndo sdo encontradas, assim como no
Atlantico Sul/Brasil como discutido acima (Tabela 10). Portanto, ndo se pode afirmar que
as populacdes de C. riisei de todo o Oceano Atlantico formam um grupo diferenciado das
outras regides geograficas estudadas.

Dentro do Oceano Atlantico pode-se perceber que a populacdo do Atlantico
Leste/S&o Tomé tem uma conectividade alta com o Atlantico Sul/Brasil e com o Atlantico
Norte/Caribe. Todavia, 0 mesmo nao pode ser observado entre o Atlantico Sul/Brasil e
Norte (Fig 10 e 11). Esse padrdo pode ser explicado pelas correntes oceanicas e barreiras
biogeogréficas do Atlantico. As larvas do Atlantico Leste/Sdo Tomé e Principe (em cima
da linha do Equador) podem ser dispersas pela corrente Sul - Equatorial do Oceano
Atlantico, que se movimenta no sentido Leste-oeste e sofre uma bifurcacdo ao alcancar a
costa nordestina brasileira (Campos 1995). A corrente que se desvia para 0 norte é
denominada corrente Norte do Brasil, que por sua vez, flui em direcdo ao Equador/Caribe.
A corrente que se volta para o Sul é a corrente do Brasil, que corre superficialmente e
circula sobre a plataforma (Signorini 1976; Campos 1995). A bifurcacdo da corrente Sul-
Equatorial em sentidos opostos deve estabelecer um alto fluxo génico do Atléantico

Leste/S&0 Tomé e Principe com o Atlantico Sul/Brasil e Norte/Caribe, dispersando as
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larvas que saem do Atlantico Leste/S&0 Tomé e Principe para as duas regides. A
estruturacdo genética encontrada entre o Atlantico Sul/Brasil e Norte/Caribe pode ser
também explicada pela bifurcacéo da corrente Sul-Equatorial, com a corrente do Brasil que
flui do Nordeste ao Sul do Brasil (sentido contrario ao Atlantico/Norte), limitando a
dispersdo das larvas entre essas regides. Entretanto, a influéncia da corrente Norte do
Brasil possibilita o estabelecimento de um fluxo génico moderado entre essas regides
(Nm=5,39; Tabela 11). Além disso, entre as duas regides existem uma forte barreira
biogeogréafica que € a pluma dos rios Amazonas e Orinoco, que consiste em uma descarga
de agua doce e sedimentos que se alastra por 2300 km ao longo da costa norte/nordeste da
Ameérica do Sul/Brasil e adentra 300 km em aguas oceanicas. Esta barreira afeta ndo so a
dispersdo, mas também o potencial para estabelecer uma nova populacdo depois que a
barreira foi cruzada (Rocha et al. 2005). Nunes et al. (2009) através de dados nucleares e
mitocondriais revelaram estrutura significativa entre as populacdes do coral Montastraea
cavernosa do Brasil e do Caribe, sugerindo que a pluma de agua doce dos rios Amazonas e
Orinoco também seja uma barreira ao fluxo génico para essa espécie. Fluxo génico restrito
entre regides do Atlantico também foi observado para as populac6es do Caribe e do Brasil
para o ourico do mar Tripneustes ventricosus (Lessios et al. 2003).

Anélises de regressédo linear realizadas entre ¢st € a distancia geografica (km) ndo
foram significativas para as populagdes do mundo, do Atlantico Sul/Brasil, do Atlantico
Total (Leste, Norte e Sul), do Pacifico/Havai e do Indo Pacifico neste estudo. Utilizando o
DNAmt, Concepcion et al (2010) encontraram significativo isolamento pela distancia nos
conjuntos de dados globais e na regido do Indo-Pacifico, mas ndo no Atlantico e no
Pacifico/Havai. Mas com o DNA nuclear, apenas o Atlantico ndo foi estatisticamente
significativo. A diferenca entre os estudos pode ser em funcgéo do tipo de analise realizada

para tal. Concepcion et al (2010) utilizaram uma distancia linear entre os locais, enquanto
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que este trabalho utilizou a rota mais curta tracada entre os oceanos. Independente do tipo
de andlise e do tipo de marcador utilizados, as popula¢es do Atlantico ndo mostram uma
relacdo significativa entre distancia genética e geografica. A auséncia de correlagdo entre
distancia geografica e diferenciacdo genética tem sido observada com frequéncia em
populacdes marinhas (Ouri¢os do mar, Palumbi e Wilson 1990; Corais antipatarios, Miller
1997; Anémonas do mar, Ayre et al. 1991; Corais moles, McFadden 1997; Corais duros,
Goffredo et al. 2004). Contudo, processos historicos e/ou vicariantes podem contribuir para
0 padrdo espacial de estruturacdo populacional das espécies marinhas (Grosberg e
Cunningham 2001).

A rota de dispersao natural, mediada pela deriva de larvas plancténicas pode ser
modificada por atividades do homem, como o transporte maritimo (Ferreira et al. 2004).
Concepcion et al. (2010) sugeriram que as populacdes do Indo-Pacifico seriam mais
antigas que a do Atlantico e refutaram a introducdo de Carijoa do Atlantico/Caribe para o
Havai. Isto contraria a ideia de que C. riisei seria invasor no Havai, vindo do Atlantico
através de navios como sugerido por alguns autores (Thomas 1979; Coles e Eldredge 2002;
Calcinai et al. 2004;. Kahng e Grigg 2005). Mesmo que a espécie ndo seja invasora no
Havai, tem as caracteristicas propicias a bioinvasdo, demonstrando rapida dinamica
populacional, altas taxas de crescimento vegetativo, reproducdo sexual continua com larvas
com potencial de ampla dispersdo. Estas caracteristicas favorecem a sua rapida
proliferacdo em ambientes adequados (Barbosa et al. 2014). No Havai, C. riisei ocupa
varios tipos de substrato naturais e artificiais e compete diretamente com outras especies
(Grigg 2003; Kahng e Grigg 2005; Kahng e Kelley 2007). No Nordeste brasileiro a espécie
¢ amplamente encontrada nos recifes costeiros, em areas proximas a estuarios, presas a
piers e estruturas de madeira, aléem de serem abundantes em naufragios, constituindo,

assim, parte da comunidade de incrustantes (Amaral et al. 2009/2010). Este padrdo de
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distribuicdo se repete em outros estados brasileiros, havendo registros para toda a costa do
pais, desde o Maranh&o (Almeida et al. 2005) até Santa Catarina (Silva e Perez 2002).
Apesar de ser hoje uma das espécies de cnidario mais comum na area costeira, C.
riisei ndo foi registrada em abundancia em um extenso levantamento dos recifes brasileiros
feitos na década de 1960. Laborel (1967, 1969) fez uma detalhada descricdo dos recifes
costeiros desde o Ceara a Sao Paulo, descrevendo a comunidade, as principais espéecies € a
estrutura dos recifes, de forma detalhada para 0 Nordeste. Em todo o trabalho C. riisei
(citada como Telesto riisei) foi registrada s6 na regido de Abrolhos na Bahia e no Canal de
Sdo Sebastido em Sdo Paulo. Na descricdo dos recifes costeiros do Nordeste do pais, 0
autor ndo registra a presenca de C. riisei, mesmo tendo visitado areas onde a espécie hoje é
muito abundante. Os primeiros registros para o litoral brasileiro foram feitos por Miller em
1867 como Carijoa rupicola para a regido de Desterro (hoje Floriandpolis) e por
Laackmann em 1909 como Telesto rupicola para a costa de Rio do Janeiro (Muller 1867 e
Laackmann 1909 in Bayer 1961). O primeiro registro para a regido costeira do Nordeste
foi feito por Tixier-Durivault em 1970 para Maceid, estado de Alagoas, coletado pela
expedicdo Calypso realizada nos anos de 1961-1962 na Ameérica do Sul (Tixier-Durivault
1970). Esta situacdo, junto com a informacdo de que a espécie € nativa do Indo-Pacifico
(Concepcion et al. 2010) e com os resultados apresentados neste trabalho, leva a suspeitar
que C. riisei possa ter chegado mais recentemente ao litoral do Atlantico Sul/Brasil pelo
Atlantico Leste ou pelo Indo-Pacifico, introduzida através de dispersdo natural por suas
larvas de longa duracdo ou acidentalmente, aderida nos cascos de barcos. A presenca de
larvas e cistos de organismos marinhos em agua de lastro é normalmente apontada como a
principal causa do incremento de espécies exdticas (Carlton 1985; Smith et al. 1999).
Porém, recentemente, outros vetores de bioinvasdo em ecossistemas marinhos, como

bioincrustacdo em cascos de navios tém sido considerados tdo importantes como a agua de
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lastro (Gollasch 2002). Em grande escala de tempo e espaco, as bioinvasées podem causar
a homogeneizacdo da biota, alterando padrdes evolutivos (Carroll e Dingle 1996;
Williamsom 1996; Cox 1999). Resultados inconsistentes e nao-significantes para Tajima D
e de Fs de Fu encontrados neste trabalho, indicam que C. riisei tem uma historia
demogréfica estavel em toda a gama geogréafica estudada.

As populagdes estudadas de C. riisei ndo apresentaram um cenario de panmixia ao
longo de grandes distancias geograficas como esperado para espécies que liberam gametas
e apresentam larvas de longa duragdo. Contudo, apesar de C. riisei apresentar estruturacdo
genética dentro do Atlantico Sul, e entre esta regido com as demais, ha fluxo génico
historico suficiente conectando as populacBes em grandes escalas espaciais. De acordo
com as caracteristicas comportamentais propicias a bioinvasdo da espécie relatadas neste
estudo, a auséncia de correlacdo significativa da diferenciacdo genética com a distribuicédo
geografica no Atlantico Sul e a maior diversidade genética estar no Indo-Pacifico, sugere-

se que C. riisei seja ndo-nativa do Atlantico Sul.
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7. Conclusoes

*

Ha alta variabilidade morfologica em C. riisei em diferentes ambientes (naufragios,
recifes costeiros e estuarios), o que provavelmente favorece a adaptacéo da espécie
em condicdes ecoldgicas heterogéneas, contribuindo para a sua ampla distribuicéo.
No entanto, a espécie ndo apresentou diferenciacdo genética entre as populagdes

estudadas e exibiu um alto fluxo génico. Assim, a alta variabilidade morfologica de C.
riisei encontrada neste estudo é devido a plasticidade fenotipica em resposta a mudancas
ambientais, e ndo ao acumulo de diferencas genéticas devido a interrupgdo do fluxo génico

entre as populagdes.

O parametro morfoldgico, densidade dos pdélipos, ndo apresentou variabilidade
significativa, demonstrando ser um carater estavel entre os individuos, Gtil para a

taxonomia do grupo.

A espécie apresenta larvas com potencial para se dispersar por amplas distancias,

devido ao longo tempo de vida e a capacidade de nadar por toda a coluna d’agua.

Carijoa riisei, em pequena escala geogréfica espacial, ¢ uma Unica populacdo

panmitica.

No entanto, as populacfes estudadas de C. riisei ndo apresentaram um cenério de
panmixia ao longo de grandes distancias geograficas como esperado para espécies

que liberam gametas e apresentam larvas de longa duracdo.
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*  Apesar da estruturacdo genética observada nas populacdes do Atlantico Sul, e entre
esta regido com as demais, ha fluxo génico conectando as popula¢es de forma

suficiente para impedir o isolamento reprodutivo.
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