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Resumo

A conectividade entre popula¢gdes animais de difeseregides é fundamental
ndo sO para a manutencdo das espécies, mas tanasepopulacdes locais. O que
viabiliza tal conexdo €& a capacidade intrinseca essecies de se dispersarem
juntamente com as caracteristicas ambientais. Dtopide vista genético, a constante
troca génica entre as localidades possibilita umegiio na diversidade genética e
diminui os efeitos da deriva génica. Ecologicameatechegada de migrantes pode
contribuir para o reestabelecimento de populactestgnham passado por disturbios
ambientais. Sendo assim, a estimativa de paramewpslacionais como o fluxo
génico, pode fornecer informacdes importantes paentendimento da evolucédo e
estruturacdo das populacdes naturais. Nos oceapesar da aparente continuidade
fisica entre as localidades, diversos processdidsoe abidticos podem impedir que
estes funcionem como sistemas abertos. Sendo assisn,organismos marinhos
bentdnicos o periodo larval representa a prin@paltunidade para dispersdes de longa
distancia, apesar de fatores menos expressivosgmodrixiliar na dispersao. Dentre a
fauna marinha bentonica da regido Caribenha, da dosBrasil e das ilhas oceanicas
do oeste do Atlantico Sul, os processos oceancgsgifpodem afetar de diferentes
formas a distribuicdo das espécies. Para veriicaonectividade genética entre duas
ilhas oceanicas do Atlantico Sul Ocidental (Ato dRocas e Arquipélago de S&o Pedro
e Sao Paulo), a costa do Brasil (Bahia) e o MaCabe (Bocas del Toro e San Blas —
Panama), foram utilizadas duas espécies de pdiguéermodice carunculata
(Amphinomidae) eTimarete punctata (Cirratulidae). Além disso, foi avaliado o papel
de fatores ambientais como isolamento geograficesgm¢ca de mar profundo e o
padrdo das correntes superficiais na conectividadestruturagdo genética. Para
responder estas questdes foram utilizadas seqséheidois marcadores mitocondriais
(COl e 16S) e um nuclear (ITS), sendo as destmalltiescartadas devido a presenca de
multiplas copias. Para verificar a identidade dudividuos e auxiliar na definicdo a
priori das populac¢des, os dados foram submetidasatises filogenéticas (Inferéncia
Bayesiana e Mé&xima Verossimilhanca). Apos calcokrparametros de diversidade
foram estimadas, a estruturacéo genética entreagardes (Rede de haploétiposy B
AMOVA), as mudancas demograficas histéricas (teskesneutralidade, analise de
distribuicdo das diferencasBayesian Skyline Plot), o tamanho populacional efetivo
atual e o fluxo génico assimétrico. Pdrapunctata, devido a baixa quantidade de
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polimorfismo encontrada entre os individuos nédo gossivel chegar a conclusdes
acerca das questdes levantadas. Os resultadoHpaemunculata confirmam a sua
ampla distribuicdo e indicam que historicamentevieoum aumento populacional.
Além disso, a baixa estruturacdo genética e osa@tev valores de fluxo génico
corroboram a hipotese de que as localidades elitineate conectadas. O isolamento
geografico ndo impede que as popula¢ddd.dmrunculata amostradas mantenham um
alto fluxo génico. Ja a presenca do mar profundaupta longa escala espacial, parece
limitar, de forma sutil, o fluxo génico entre asdtidades, especialmente o Arquipélago
de Séo Pedro e Sao Paulo. Entretanto tal barr@oaparenta ser suficiente para causar
a especiagao por alopatria. O padrao das corremhdeimhas superficiais referentes a
estas regides exercem um importante papel na dateydo da direcao do fluxo génico.

Palavras-chave: Filogeografia, genética de popalc¢®olychaeta, Amphinomidae,

Cirratulidae, Citocromo oxidase | e 16S rDNA.
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Abstract

The connectivity among animal populations fronfetént regions is essential
for the maintenance of species and local populsatitinns enabled by the intrinsic ability
of species to disperse in addition to environmerfedtures. Within a genetic
framework, constant gene flow between populationabkes an increase in genetic
diversity and decreases the effects of geneti¢. ddologically, immigrants contribute
for population re-establishment following enviromited disturbances. Thus,
estimations of population parameters, such as dwve, can provide important
information in order to understand evolution andura populations structure. In
oceans, despite the apparent lack of physical dyarriseveral biotic and abiotic
processes prevent them to function as open systarhenthic marine organisms, larval
period is the main opportunity for long distancespdrsal, although other factors, not as
important, may also influence dispersal abiliti@gong the benthic marine fauna from
Caribbean region, Brazilian coast and oceanic dsliom western South Atlantic,
oceanographic processes play different roles icigpdalistribution. In order to verify
the connectivity between two oceanic islands intaresSouth Atlantic (Atol das Rocas
e Arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo), the Brazibast (Bahia) and Caribbean
Sea (Bocas del Toro e San Blas — Panama) | sttwaegolychaete speciedermodice
carunculata (Amphinomidae) elimarete punctate (Cirratulidae). | also evaluated the
role of environmental factors, such as geograpisiadce, the presence of deep sea and
the pattern of superficial marine currents in genennectivity and population
structure. To address these questions, | used segsef two mitochondrial (COI and
16S) and one nuclear marker (ITS), however ITS seces were discarded due to the
amplification of multiples copies. Species statnsl a priori population definitions
were checked in, phylogenetic trees estimated bye8lan inference and Maximum
Likelihood optimization. After estimating diversitgarameters, | evaluated genetic
structure between populations (Haplotype networ; &d AMOVA), changes in
demographic history (neutrality test, mismatchrdstion and Bayesian Skyline Plot),
actual effective population size and the asymmaejeice flow. InT. punctata, the low
amount of polymorphism between the specimens, ditl alow me to take any
conclusions on the proposed questions. The reBuitsl. carunculata confirmed the
wide spread distribution and indicated a recenunence of a population expansion.
Moreover, the small genetic structure and the higlues of gene flow observed,
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corroborated the hypothesis that these regions hagbly connected. Geographic
distance betweehrl. carunculata populations does not prevent the maintenance of a
high gene flow. The presence of long stretch webplsea seems to be a subtle limit to
the connectivity between populations, in speciaghtwse in Arquipélago de Séo Pedro e
Séao Paulo. However, such barrier does not appebe tenough to promote allopatric
speciation. The pattern of superficial marine ausefrom these regions has an

important role in determination of gene flow diieat

Key-words: Phylogeography, population genetics, yél@eta, Amphinomidae,

Cirratulidae, Citocromo oxidase | and 16S rDNA
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Introducéo

1. Introducao

1.1. Conectividade genética e estruturacao populacial

O grau de conectividade entre diferentes populaigiegapel fundamental para
o entendimento da dinamica populacional, estrufiragénica e biogeografia das
espécies. Sendo assim, tem implicacdes profundgesiao de recursos (e.g. estoques
de peixes), planejamento de reservas e propagacéspecies invasoras (Cowaral,
2006). A conectividade também interfere nos paddeeslistribuicdo espaco-temporal
das espécies, ajuda no restabelecimento de popsldgGais apOs estas sofrerem
disturbios, possibilita as trocas genéticas e dmrntpara a persisténcia das populacoes,
principalmente as isoladas (Treet al, 2008). Outra vantagem € a diminuicdo dos
efeitos da deriva génica, pois do ponto de vistalutvo, duas populacdes que
mantenham um fluxo génico constante se comportarmoagma unica populacao, ou
seja, tem um tamanho populacional maior (Nweted, 2011).

De forma geral, a conectividade pode ser definmlacca extensdo na qual as
populacdes de uma determinada espécie séo ligadastrpca de larvas, recrutas,
jovens ou adultos, ao longo de toda distribuic&aluibi, 2003), ou simplesmente
como a troca de individuos entre populacbes magifieemlet al, 2008). Lowe &
Allendorf (2010), atentam para a importancia dargo da conectividade genética (1)
e demografica (2), sendo a primeira definida conmbvel em que o fluxo génico afeta
0S processos evolutivos dentro das populacfes egunda como o nivel em que o
crescimento populacional e as taxas vitais sdaadstpela migracao.

O conceito de populacao, dentro da definicdo deaondade genética, pode
ser entendido evolutivamente como um conjunto deziduos da mesma espécie, que
estdo proximos o suficiente para permitir que todosgrupo tenham as mesmas

chances de acasalar com qualquer outro individwbe dmesmo grupo (Waples &
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Gaggiotti, 2006). Na definicdo de conectividade dgrafica, o conceito pode ser
entendido do ponto de vista ecoldgico, onde umaulpggo seria um grupo de
individuos da mesma espécie que coexistem no mespaco e tempo e podem
interagir uns com os outros (Waples & GaggiottiD@0 O conceito ecologico de
populacdo costuma ser utilizado para a definggwiori das populagcbes em estudos
genéticos, exceto nos casos onde as populacbedefifimasa posteriori utilizando
métodos de agrupamento dos gendtipos individuags Peitcharcet al,, 2000).

A avaliacédo da conectividade demografica € de fonesdal importancia para o
estudo da biologia populacional (Nichas al, 2000), porém requer a obtencédo de
dados que nem sempre sao facilmente obtidos, coaxa de crescimento,
sobrevivéncia, recrutamento, imigracdo e emigrgtéwe & Allendorf, 2010). Uma
alternativa a estas dificuldades é a estimativaateectividade genética, baseada nas
informacdes de fluxo génico (Avise, 2004; Freela2@)5). Entretanto a inferéncia da
conectividade demografica baseada exclusivamentepadides de conectividade
genética pode gerar falsas avaliacbes (Lowe & Albef) 2010). Porém, se os limites de
extrapolacdo estiverem bem definidos, o fluxo gépiede dar informacfes importantes
para o entendimento da evolugéo e estruturacapagagacoes naturais (Hellbeegal.,
2002; Postma & Noordwijk, 2005).

Enquanto que a conectividade genética causa a lemaizgcdo das populagdes,
a fragmentacdo geogréfica possibilita o acumulaiterencas genéticas (Schunedr
al., 2011), e este acumulo pode ser percebido at@deéiescontinuidades no padrao
genético entre diferentes populacbes (Palumbi, 20Q@B padrdo geografico de
diferenciac@o genética pode variar de acordo camagnitude da taxa de migragéo e do
tamanho populacional efetivo, resultando em die®npadroes de estruturacao

populacional, como: populac¢des fechadas; com fstaituracédo junto a uma barreira
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geografica; estruturadas em clines geograficos; ¢omxo génico stepping stone
chaotic patchinesgmigrantes de diferentes origens ao longo do t¢meoabertas
(Hellberget al, 2002).

O que viabiliza a conexdo entre populacbes é acwmgme intrinseca das
espécies de se dispersarem juntamente com asecéstcas ambientais (Cowen al.,
2000). Nos oceanos, apesar da aparente continuidgézieentre as localidades, um alto
grau de conectividade nem sempre € encontrado, yist diversos processos bidticos e
abidticos podem impedir que estes funcionem comstersas abertos, no qual as
espécies se dispersam por longas distancias (Piall@®@4; Coweret al, 2006). Ainda
assim, é possivel encontrar organismos marinhd$miens sésseis, ou com mobilidade
relativamente baixa, que podem ter suas populagdewgéneas ao longo de uma
ampla escala espacial, como no caso dos ouricgémeroTripneusteqLessioset al,
2003), poliguetos do géneteurythoe (Barrosoet al, 2010), os gastropoddgerita
plicata (Crandallet al, 2008) eConus ebraeufDuda & Lessios, 2009), e alguns peixes
recifais (Lessios & Robertson, 2006).

Dentre os organismos bentbnicos com pouca mobdidaal fase adulta, o
periodo larval representa a principal oportunidpdea dispersées de longa distancia
(Cowenet al, 2006). Entretanto, longos eventos de disperedermq ocorrer mesmo em
espécies sem o estagio larval (ou com periodo wtwle o adulto é levado pelas
correntes maritimasd(ifiting) ou por substratos artificiais ou naturarafting ou
hitchhiking (Winston, 2012). Porém uma pequena fragdo doan®mos parece
suportar as condicdes desses eventos (Coateal, 2006) e mesmo no caso de
sobreviverem, a baixa probabilidade de recrutameni® selecdo contra migrantes
podem impedir a ocorréncia de fluxo génico (PalyrdbD3). Sendo assim é comum

encontrar populacdes relativamente proximas comgeem de estruturacdo elevado
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(Jolly et al, 2005; Jonest al, 2005; Palumbi & Warner, 2003; Worheideal., 2008,
Virgilio et al, 2009; Hoffmaret al, 2011; Karl & Hayes, 2012) ou até mesmo espécies
irmas (Gusmaet al, 2006; Kawauchi & Giribet, 2010; Nygrext al, 2010a; Xavieet

al., 2011; Heydemt al, 2011; Boissiret al, 2011; Schulzet al,, 2012).

1.2. Correntes superficiais no Oceano Atlantico S Mar do Caribe

Nos ecossistemas marinhos, 0s processos oceacografetam diretamente a
conectividade e os padrdes de fluxo génico, qubamagoor influenciar a estruturacéo
genética das populagbes (Schumeteal, 2011). Entre estes processas, 0S principais sdo
0s padrdes predominantes de correntes costeirésbaigy a formacdo de vortices e
descontinuidades de circulacdo e as caracterisfishisas das correntes, como
velocidade e direcéo.

Dentre as principais correntes do Atlantico Sul, destaca a Corrente de
Benguela (CBe), formada por parte da Corrente danAto Sul (CAS) e giros da
Corrente das Agulhas (CA) (Stramma & England, 1999)CBe permanece constante
por aproximadamente todo ano, transportando patedoeste do Atlantico uma vazao
de 4gua entre 12 a 15 Sv (1Sv £ &d/s), que pode atingir valores maiores que 25 Sv.
Esta faz com que parte das aguas quentes e maiassdb Oceano indico sejam
transferidas para o Atlantico Sul, podendo inclesilcancar a Corrente do Brasil (CBr)
(Camposet al, 1999).

A CBe alimenta a Corrente Sul Equatorial (CSE}g durante o verdo austral
pode carregar aproximadamente 30 Sv (Cangtasl, 1999). Depois de se bifurcar
préximo a 30° O e 15° S, a CSE forma a Contra @ter&ul Equatorial (CCSE) e a
Corrente Sul Equatorial do Sul (CSES) (Fig. 1.19taEsegunda se divide na costa

brasileira (~10° S), formando ao sul a CBr, e adena Corrente Norte do Brasil
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(CNBr) (Fig.1.1) (Stramma, 1991). Inicialmente coma vazéao de 4 Sv (Campes
al., 1999), a CBr (Fig. 1.2A) ndo se mantém constaat®ongo de sua area de atuacao
devido a presenca do Banco de Abrolhos e a Cad&aa/Trindade (Schmickt al.,
1995) e também por causa da combinacédo de fatoesmcui a mudanca de orientacao
da costa a 22° S e a influéncia de massas de aguaa Agua Central do Atlantico Sul
(ACAS) (Castro-Filheet al,, 1987).

A CNBr (Fig. 1.2B) segue a costa norte do Brasdansportando as aguas
quentes do Atlantico Sul para o Atlantico Nortetncoma vazéao entre 13 a 36 Sv e
velocidade em torno de 60-100 cm/s. Entre junhaneijo, uma parte da CNBr se
conecta com a Contra Corrente Norte Equatorial (E;Beguindo para o lado leste do
Atlantico. No resto do ano a CNBr, junto com a €nte Norte Equatorial, alimenta a
Corrente da Guiana (CG) (Fig. 1.2C) (Bisclkobfal, 2003). Esta por sua vez, flui com
velocidade média de aproximadamente 40 cm/s, toat@slo uma vazao relativamente
constante de 10 Sv em direcdo ao Mar do Caribenfistao norte da foz do Rio
Amazonas, algumas regides dentro da CG, apresemtagomportamento anémalo na
salinidade que pode atingir valores inferiores aididades praticas de salinidade (US)
(Gyoryet al, 2012a).

As aguas do Atlantico Sul carregadas pela CGapagelas Antilhas e entram
no Mar do Caribe, formando a Corrente do Caribe) (C@. 1.2D), que flui em direcéo
ao Golfo do México. Esta pode atingir uma velocaldd 70 cm/s ao longo da costa da
Venezuela, e de cerca de 60 cm/s proximo a ColéemBianama. A circulagcdo ao longo
do Mar do Caribe sofre muitas variagbes espacodemsp devido a formagédo de
redemoinhos e meandros, que viajam pela CC podatimtgir um didmetro de 500 km.
Estes fendbmenos estao diretamente relacionados @miisdo da CNBr com o arco das

Antilhas (Gyoryet al, 2012b). Além disso, préximo ao Panama h4 a fodimae uma
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circulacdo no sentido anti-horéario (Kinder, 1983)amada de Giro Panama-Colémbia

(Fig. 1.2D).

1078 ' i e / @Cﬁ!ﬂhsnl
15 = d=eo i Taee i Ees LTS

253 f-;_'

3078 o)

358 F

Corrente do Sul do Atlintico

4575 {

Corrente Cimevmpolar Antartica

5] p Y | g | i I 1—-*1 i |
PO 8070 5070 4070 3000 2000 1070 1 1°L 20°L

1

——

3078

Figura 1.1. Esquema geral das correntes marinhas do Atlastidp acima dos 100
metros de profundidade. CNBr — Corrente Norte dasBr CSES — Corrente Sul
Equatorial do Sul; CA — Corrente das Agulhas. Moddo de Stramma & England,
1999.
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— Corrente do Brasil. B — Corrente Norte do BraSil- Corrente da Guiana. D —
Corrente do Caribe. Setas destacadas em bran@seapam as correntes mencionadas.
(http://oceancurrents.rsmas.miami.edu/atlantic)

1.3. Conectividade: Mar do Caribe x Atlantico Sul ellhas Oceanicas x Costa do
Brasil

As propostas de divisdo dos oceanos em regifesdmodficas podem se basear
no grau de endemismo, na coesdo entre espéciemtda em um conjunto de
caracteristicas biéticas e abioticas. Sendo asdguns autores defendem que a fauna
marinha do Caribe se assemelha com a fauna dotidd&wul Ocidental, formando uma
Unica provincia biogeografica (Ekman, 1953; Palaté83), enquanto outros acreditam
gque estas duas regides possuem faunas ndo muigthsetes, e por isso devem fazer

parte de provincias diferentes (Briggs, 1995; Spglet al, 2007).
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Dentre os fatores que podem atuar como barreirasnactividade entre o
Atlantico Sul Ocidental e o Mar do Caribe, a foz @ Amazonas é considerada a
principal. Suas aguas podem chegar a atingir cdec&®00 km oceano adentro e
empurram a agua do mar para 40 m de profundidade j<so uma enorme quantidade
de agua doce e sedimento lamoso sdo lancados mocoépud Rocha, 2003). As
mudancas nas caracteristicas da agua diminuemaaseshde sobrevivéncia de certas
larvas e organismos, causando assim uma descaladeino fluxo génico, como no
caso da lagostRanulirus argus(Sarveret al, 1998), dos equinoderm&shinometra
lucunter (McCartney et al, 2000), Diadema antillarum (Lessioset al, 2001) e
Tripneustes ventricosud.essioset al, 2003), do poliquet&urythoe (Barrosoet al.,
2010) e de alguns peixes recifais (Rocha, 2003yetamto para outras espécies o Rio
Amazonas nao parece ser uma barreira biogeografgta,que algumas populacdes da
esponjaChondrosiareniformis (Lazoski et al, 2001), dos equinodermdsucidaris
clavata (Lessioset al, 1999) eLytechinus variegatugZigler & Lessios, 2004) e da
ascidiaPhallusia nigra (Nobregaet al, 2004), conseguem manter uma conectividade
genética ao longo do oeste do Atlantico Sul e MaCdribe.

Na comparacdo entre a fauna das ilhas oceanicaseste do Atlantico Sul
(Arquipélago de Séo Pedro e Sdo Paulo, Fernantimammha, Atol das Rocas e llha de
Trindade) e da costa do Brasil, pode ser encontiaelo menos para peixes recifais,
uma diferenciacdo na composicdo das espécies €Fl@etGasparini, 2000). Tal
diferenca pode ser consequéncia do endemismogtadel para essas ilhas como no
caso de algumas espécies de esponjas (Moraes &WM@003 e 2007), poliquetas
(Barrosoet al, 2010), crustaceos (Hartnell al, 2009), e peixes (Feitos al, 2003).
Entretanto a conectividade entre essas ilhas sta do Brasil € ainda pouco estudada,

porém sabe-se que algumas espécies conseguem mangercoesdo genética
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populacional, mesmo que em menor grau, entre cslados do Atlantico Sul (Lessios
et al, 1999; McCartnewt al, 2000; Floeteet al, 2008; Barrosat al, 2010). Neste
cenario, as ilhas oceanicas podem ter um papelafoedtal para a dispersdo em
stepping-stonesauxiliando na manutencao de espécies que ocamemmbos os lados

do Atlantico Sul (Palumbi, 2003).

1.4. Estudos moleculares com a fauna de poliqueta

Dentre os trabalhos de poliguetas com marcadoretecmiares, muitos
apresentam um enfoque filogenético e tentam eselaes relacées de parentesco entre
as espécies dentro de ordens (Stricll, 2006; Kupriyanova & Rouse, 2007; Osborn
& Rouse, 2010; Struck & Halanych, 2010; Norlingerl, 2012), familias (EkI6ét al.,
2007; Lehrkeet al, 2007; Ruta el al., 2007; Bleidoet al, 2009; Ravar&t al, 2010;
Zanol et al, 2010; Aguadcet al, 2011; Capeaet al, 2011; Huanget al, 2011) ou
géneros especificos (Schulze, 2006; Hegefogl, 2007). Alguns outros utilizaram as
ferramentas moleculares para auxiliar no posici@mmde espécies recém-descritas
dentro de uma respectiva familia (Roeseal, 2004; Osborret al, 2007; Wiklundet
al., 2009; Nygrenret al, 2010b; Pirest al, 2010; Bordaet al, 2012) ou entdo na
descoberta de espécies cripticas (Basttah, 1998; Bleidorret al, 2006; Audzijonyte
et al, 2008; Riceet al, 2008; lannottaet al, 2009; Barroset al, 2010; Hilarioet al,
2010; Nygren & Pleijel, 2010; Schdiller, 2011) owpdo-cripiticas (Luttikhuizen &
Dekker, 2010; Nygrest al, 2009; Nygreret al, 2010a).

Em menor quantidade, estdo os trabalhos que pussu®o um dos objetivos a
verificagdo ou comparacao de espécies com um igisttzzxonémico confuso (Dralet
al., 2007; Rodriguest al, 2009; Berkeet al, 2010) ou entdo que visam esclarecer as

relacdes filogeogréficas (Schuleeal, 2000; Patti & Gambi, 2001; Jolst al, 2005 e
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2006; lannottaet al, 2007; Virgilioet al, 2009) ou a estrutura populacional (Breebn
al., 2003; Gloveeet al, 2005; Olsoret al, 2009; Plouviezt al, 2010) de uma ou mais
espécies.

Sendo assim, € notavel que ha uma caréncia ddosspopulacionais que
utilizam como modelo de estudo espécies de pokguddu que utilizem estas para
realizar analises sobre os padrbes naturais redpsisspor moldar a distribuicdo

espacial das espécies.

1.5.Hermodice carunculata (Pallas, 1766)

Pertencendo a familia Amphinomidakl. caruncualta foi primeiramente
descrita comoAphrodita carunculataPallas, 1766. Assim como outras espécies da
familia, H. carunculataé vulgarmente conhecida como verme de fogo, exssop a ter
o nome atual quando Kinberg (1857) criou o gértidesmodice para descrevel.
striata e incluir A. carunculata Dentre as 13 espécies descritas para 0 géneaso, se
foram posteriormente classificadas no géneherecardia quatro sado consideradas
sinbnimos junior déH. carunculatae uma é considerada como nome invalido (Yafez-
Riveira & Salazar-Vallejo, 2011). J4 o estado ta@xoito deH. nigrolineata é um
pouco controverso, visto que alguns autores corasitda espécies como valida (Yanez-
Riveira & Salazar-Vallejo, 2011) e outros acreditsen tratar de outro sindbnimo &e
carunculata(Fauchald, 2012; Ahrenst al, no prelo). Sendo assim, até o0 momento
acredita-se que o génermrmodiceseja constituido por duas espéclésnigrolineata
e H. carunculata.

Reconhecida por sua coloracdo vibrante avermelfesiaezes roxa) e cerdas
calcarias, comumente encontrados na familia Amphitae,H. carunculatapode ser

cientificamente identificada devido a presenca dnduias em todo o corpo e um
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volumoso e multilobado 6rgdo nucal (carancula).mhldisso, alcancam normalmente
tamanhos maiores que 15-20 cm de comprimento (pledenecar a medir 50 cm), o
gue nao € usual para outros membros da famili@t@xcgénerdurythoe(Hutchings,
2000).

Em relacdo a distribuicdo geogréafica, se estendeloago do Atlantico
Ocidental, principalmente ao longo da costa e ib@esanicas do Brasil (Atol das Rocas,
Arquipélago de Fernando de Noronha e Sédo Pedro ®&éio), Mar do Caribe e Golfo
do México. Casd. nigrolineataseja considerada um sinénimo lde carunculata a
distribuicdo se expande para o Atlantico Oriertédy Mediterraneo e Mar Vermelho
(Barroso & Paiva, 2007; Yafez-Riveira & Salazarisfal, 2011).

Geralmente a ocorréncia dd. carunculata estd fortemente associada o0s
ambientes de corais (Fig. 1.3A), pois utilizam aeomusculatura da faringe para
predar, principalmente, espécies de corais e ar@&n@orém ja foram encontrados no
trato digestivo pedacos de radula de moluscos elimala e cerdas de outros poliquetos
(Fauchald & Jumars, 1979). Apesar disso tambémmosky encontrados em menor
propor¢cdo em sedimento ndo consolidado (Fig. 1.883trocos flutuantes ou nadando
na coluna d’agua (Barroso & Paiva, 2007). Os pedate maior atividade sdo o inicio
da manha e o final da tarde (Hutchings, 2000).

Quanto a biologia reprodutiva de Amphinomidae essdb que todas as espécies
conhecidas sdo monoicas e com fertilizacdo exteerao os gametas liberados através
de poros do trato digestivo e pelo anus (Rouse &jeP| 2001). As larvas possuem
cilios ao longo dos tentaculos alimentares (Fi8C).indicando que durante o periodo
em que estao no plancton podem se alimentar, @sgln uma suposta longevidade na
coluna d’agua (Bhaud, 1972). Larvas planctotréficasy alto potencial de disperséo

(teleplanicas) foram encontradas &urythoe complanat&, ainda nesta espécie, foi

11
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observada a alternancia entre reproducéo assefuagiaentacdo) e sexuada em ciclos
anuais (Kudenov, 1974pud Rouse & Pleijel, 2001). Estudos com informacbes

especificas pard. caruculatando foram encontrados.

0,2 mm

Figura 1.3.Hermodice carunculataA — Individuo com cerca de 15 cm sobre recife de
coral no Atol das Rocas (Victor C. Seixas). B —ividlio com cerca de 20 cm sobre o
sedimento no Atol das Rocas (Victor C. Seixas). Grva de Amphinomidae (Bhaud,
1972).

1.6. Timarete punctata (Grube, 1859)

Pertencendo a familia Cirratulidale, punctatafoi primeiramente descrita como
Cirratulus punctataGrube, 1859, posteriormente foi incluida nos généwudouinia
(atualmente invéalido) eCirriformia antes de ser classificada corfi@amarete por
Petersen (1999) (Cinar, 2007). Essa confusdo eapaela identificacdo dos géneros, &

muito comum dentro da familia Cirratulidae, vistoeqdurante um tempo a familia

12
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reunia algumas espécies de identificacado e afipittambrtas (Rouse e Pleijel, 2001).
punctataé facilmente reconhecida por causa da presengardes pretos ao longo do
corpo, branquias e filamentos tentaculares (F®A £ B), um padrao raro nas espécies
da familia Cirratulidae, inclusive no géndrmarete(Cinar, 2007). Podem atingir cerca
de 6 cm de comprimento e terem mais de 170 setigero

A distribuicdo deT. punctatapode ser considerada cosmopolita, originalmente
descrita no Mar do Caribe (St. Croix, Christianstddited States Virgin Island), ja foi
referida para o Golfo do Meéxico, Oceano Atlanticeidental e Oriental, Mar
Mediterraneo, oeste do Oceano Atlantico e Oceandfi&a (Cinar, 2007). Como boa
parte dos membros do géneronaretee Cirriformia, esta espécie constroi um tubo
mucoso, que agrega finas particulas do sedimen&sifz 2000). Pode ser encontrada
no sedimento, em baixo de rochas, cravadas emtwssucalcarias ou rochas e
associadas a macroalgas (Glasby, 2000; Cinar, 28@@érardiet al, 2007; Emilio
Lanna, com. pessoal). Como sdo organismos depmsisivde superficie e sessels,
punctatamantem somente os filamentos tentaculares foraudaco, formando uma
malha onde sdo depositadas as particulas alimentaparentemente sem nenhuma
selecéo (Fauchald & Jumars, 1979).

N&o se tem informacdes sobre a reproducéo de sresf@ecies de cirratulideos,
dentre aqueles que foram estudados ja foram relosrtacasos de epitoquia,
hermafroditismo, viviparidade e partenogénese (Bate 1999). Além disso, a maioria
dos estudos realizados indicaram a ocorréncia dengelvimento direto, porém
algumas espécies d@irriformia possuem um periodo com larvas planctotroficas
(Petersen, 1999). Pafla punctata ndo ha nenhum estudo especifico até o momento,
porém sabe-se que podem reproduzir assexuadamanesguizogénese (Fig. 1.4C)

(Petersen, 1999; Cinar, 2007), comportamento tambéoontrado emr. filigera

13
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(Gherardiet al,, 2007). Um estudo ecolégico cdmfiligera, encontrou um alto nimero
de individuos em regeneragdo ao longo de dois aposecutivos, além de uma
porcentagem infima de espécimes com gameta femiaimeenhum com gameta
masculino. (Gherardit al, 2007). De acordo com as variagdes na abundabberardi

e colaboradores (2007), sugerem que os perioddsdddca reducdo populacional, sédo
aqueles onde ocorre a reproducao sexuada e, dpésapopulacéo cresce rapidamente
devido a reproducdo assexuada, e também alertaanapanportancia dos fragmentos

resultantes deste tipo de reproducgéo para a d&pers

Figura 1.4. Timarete punctataA — Vista lateral de todo o corpo (Cinar, 2008)-—
Vista anterior (Cinar, 2007). C — Fragmento em megacdo da parte anterior e

posterior (Petersen, 1999).
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Sendo assim populac¢des destas duas espécies gieepml. carunculatae T.
punctata serdo estudadas geneticamente com o intuito édiaavo grau de
conectividade entre localidades de diferentes odto Atlantico Sul Ocidental e do
Mar do Caribe. Além disso, também serd avaliadoapepdas correntes marinhas
superficiais, da distancia geografica e do marymmdd na dispersdo e estruturacao

genética para estas espécies.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos Gerais

- Avaliar, através de marcadores moleculares mitdigais (citocromo oxidase
subunidade | e 16S ribossomal) e nucleares (espesthternos transcritos — ITS), a
conectividade e a estrutura genética populaciamna¢ éhas oceanicas do Atlantico Sul
Ocidental, a costa do Brasil e o Mar do Caribdizatido como modelo duas espécies
de poligueta Hemodice carunculata (Amphinomidae) e Timarete punctata

(Cirratulidae), filogeneticamente distintas.

2.2. Objetivos Especificos

- Testar se ao longo das localidades amostradas tws individuos pertencem a
mesma especie, ou se ha a presenca de espédiessrip

- Avaliar o grau de estruturacdo genética e estimfluxo génico entre as
localidades amostradas.

- Avaliar se as espécies foram submetidas a madahnigtoricas no tamanho
populacional procurando formular hipoteses quefiggem tais alteracdes.

- Estimar a influéncia do padréo das correntesnmas superficiais no fluxo
génico entre as localidades amostradas.

- Avaliar o papel do isolamento por distancia entar profundo como barreira

para a estruturacao genética e fluxo génico.
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3. Material e Métodos

3.1. Coleta das amostras

As amostras foram coletadas em trés localidadeAtlidntico Sul, sendo duas
em ilhas oceanicas (Atol das Rocas e ArquipélagBatePedro e Sdo Paulo) e uma no
litoral brasileiro (Bahia). Na Bahia, as amostrasid carunculatae T. puncutatgoram
coletadas na Praia do Forte (Municipio de Mata @e $ao) e na Praia da Ribeira
(Municipio de Salvador), respectivamente. Raraarunculataduas localidades foram
amostradas no Mar do Caribe, Bocas del Toro e &m-BPanama (Fig. 3.1).

Em ambas as espécies, os individuos foram coletdesde pocas na regido
entremarés até cerca de 20 metros de profundiddac®/és de mergulho livre ou
auténomo. Os exemplares foram fixados e armazeradascool 92,8%. Para garantir
uma melhor fixacdo, o alcool foi substituido duages ao longo do primeiro dia apés a
coleta. Os exemplares que ndo foram totalmentzadids para a extracdo de DNA
serdo depositados na colecédo do Laboratério delRadya da Universidade Federal do

Rio de Janeiro (IBUFRJ).
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Figura 3.1. Mapa indicando as localidades amostradas e o mimerindividuos
coletados para ambas as espécies (entre paréotegasero de individuos coletados

para cada espécie, indicada por asterisco).

3.2. Extracao de DNA
A extracdo de DNA das amostras obtidas foi feitavés do kit de extracdo

Purege® (Gentra Systems), de acordo com o prot@arh amostras fixadas em alcool.
Inicialmente, um fragmento ou todo o individuo,dolocado em um tubo contendo 300
puL de tampéao de liseCell Lysis Solutione incubado a 65 °C por 15 minutos. Logo
apos, o tecido foi macerado e acrescido com 4 pprateinase K (20 mg/mL) antes de
ser incubado a 55 °C por 2 horas. Depois dessedmercom a amostra ja resfriada,
foram adicionados 100 pL de solugdo para preciptateinas e restos celulares
(Protein Preciptation Solutign Antes de ser centrifugada a 14.000 RPM por Gitos)

a amostra foi homogeneizada em alta velocidad&@aegundos e incubada em gelo
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por 5 minutos. Em seguida o sobrenadante foi remwlh transferido para um novo
tubo contendo 300 pL de Isopropanol 100% e, apdb@raogeneizada, a amostra foi
novamente centrifugada a 14.000 RPM por 6 minRasa melhorar a qualidade da
extracdo o sobrenadante foi descartado e o pelepasto de DNA foi lavado com 300
puL de Etanol 70%. Depois de uma rapida centrifugd¢d.000 RPM por 1 minuto), o
sobrenadante foi descartado e o pellet ficou secammt 6 minutos a temperatura
ambiente. Para ressuspender o DNA foi adiciona@ou10de solucédo hidratantBIJA
Hydration Solutiop por 1 hora a 65 °C. Ao final as extracdes forasto@das a
temperatura de -20 °C. Para verificar a presendaN foi feita a eletroforese em gel
de agarose 1% e tampdo TBE 0,5X, sendo as amastradas individualmente com
Brometo de Etideo ou GelR&H Por nem sempre ser possivel visualizar o DNA
extraido no gel de eletroforese, todas as extraf@esn submetidas a etapa de

amplificacéo.

3.3. Amplificacao e sequenciamento de DNA

Todas as amplificacdes foram feitas em termocicksl através de técnica de
reacdo em cadeia da polimeraB®lymerase Chain Reaction PCR). Para todos os
marcadores, as séries de amplificacbes foram feias controles negativos para a
deteccdo de possiveis contaminagdes. Além dissap@ns os casos, a verificagdo do
sucesso da amplificacao foi feita em eletroforesgel de agarose como especificado
acima no item 3.2.1. O tamanho das regides angulifis foi estimado a partir do
marcador de peso molecular Invitrod2ri00 bp DNAladder. As etapas de purificacdo
e sequenciamento foram realizadas na empresa eofdacrogen Inc, sendo as
amostras enviadas em conformidade com a AutorizBg@ecial de Acesso e Remessa

do Patrimdnio Genético n ° 03/2005 emitida pelo GBBAMA.
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3.3.1. Citocromo oxidase subunidade | (COI)

Para a amplificacédo da regido do COI foram utilasos iniciadores universais
LCO1490 e HCO2198 (Folmet al, 1994) (Tab. 3.1). Cada reacao de PCR continha 1
unidade da enzima Tag DNA polimerase, 200 uM deRINX6 UM de cada um dos
iniciadores, 2 mM K. carunculatd ou 3 mM {T. punctata de cloreto de magnésio
(MgCl,), tampéo para PCR 1X, 40 pH.(carunculata ou 50 pg T. punctata de
albumina de soro bovino e 1 uL de DNA gendémicaufdid até 1:200), em volume final
de 25 pL. Para ambas as espécies as reacfes deoR@Rfeitas seguindo um ciclo
inicial de 2 minutos a 95 °C, 5 ciclos de 40 segsna 94 °C, 90 segundos a 45 °Ce 1
minuto a 72 °C, 35 ciclos de 40 segundos a 94 8Gegundos a 51 °C e 1 minuto a 72

°C e um ciclo final de 5 minutos a 72 °C.

3.3.2. 16S ribossomal (16S)

Para a amplificacéo da regido do 16S foram utibsarés iniciadores diferentes,
um forward e doisreserve(Tab. 3.1). Para a espétie carunculataforam utilizados os
iniciadores 16Sar-L e 16Sbr-H (Palundbial, 1991). Cada reacdo de PCR continha 1
unidade da enzima Tag DNA polimerase, 200 uM deRINX6 UM de cada um dos
iniciadores, 3 mM de cloreto de magnésio (MgCQlampao para PCR 1X, 50 ug de
albumina de soro bovino e 1 uL de DNA gendmicaufdid até 1:200), em volume final
de 25 pL. Para esta espécie as reacdes de PCRagegun ciclo inicial de 3 minutos a
95 °C, 5 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 seguadds°C e 45 segundos a 72 °C, 35
ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a 494%_segundos a 72 °C e um ciclo
final de 5 minutos a 72 °C.

Para a espéci€. punctataforam utilizados os iniciadores 16Sar-L (Palurabi

al., 1991) e 16SAN-R (Zandt al, 2010). Cada reacédo de PCR continha 1 unidade da
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enzima Taq DNA polimerase, 80 uM de dNTP, 0,4 uMada um dos iniciadores, 2
mM de cloreto de magnésio (Mgf;ltampéao para PCR 1X, 20 ug de albumina de soro
bovino e 1 uL de DNA gendmico (diluido até 1:20€))) volume final de 25 uL. Para
esta espécie as reacoes de PCR seguiram um dla ohe 3 minutos a 95 °C, 35
ciclos de 30 segundos a 94 °C, 30 segundos a ®09Wsegundos a 72 °C e um ciclo

final de 7 minutos a 72 °C.

3.3.3. Espacadores internos transcritos (ITS)

Para a amplificacdo da regido do ITS foram utilosa3 iniciadores diferentes,
um forward e doisreverse(Tab. 3.1). Para amplificar toda a regido do ITM${-5,8S-
ITS2) foram utilizados os iniciadores ITS18SF-pelyTS28SR-poly e para amplificar
somente a regido do ITS1 foram utilizados os idmias ITS18SF-poly e ITS5,8SR-
poly, todos desenhados por Nygren e colaborad@289]. Em ambas as combinacdes,
cada reacdo de PCR continha 1 unidade da enzim®Naqgpolimerase, 200 uM de
dNTP, 0,4 uM de cada um dos iniciadores, 2 mM deetd de magnésio (Mg§))
tampéo para PCR 1X, 10 ug de albumina de soro bawith uL de DNA gendmico
(diluido até 1:200), em volume final de 25 pL. Panabas as espécies, as reacdes de
PCR foram feitas seguindo um ciclo inicial de 4 umas a 95 °C, 35 ciclos de 30
segundos a 94 °C, 40 segundos a 48 °C (ITS1) AC52TS1-5,8S-1TS2) e 1 (ITS1)
ou 2 (ITS1-5,8S-ITS2) minutos a 72 °C e um ciciafide 8 minutos a 72 °C.

Por se tratar de uma regido do DNA ribossomal mmnclespera-se que as
sequéncias amplificadas contenham mudltiplas cofpasris & Crandall, 2000). Por
isso, a utilizacdo direta das sequéncias, semieag@b de técnicas de clonagem, pode
resultar em dados ambiguos (lannotétaal, 2007). Entretanto, ha casos onde a

utilizagdo direta das sequéncias € possivel demidmuséncia de picos multiplos no
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eletroferograma (Nygren & Pleijel, 2011), indicaral@resenca de apenas uma copia.
Sendo assim, a presenca de multiplas copias fmigmamente investigada a partir da
eletroforese em gel de agarose. As amostras qeseapparam bandas extras em alta
concentracdo nao foram sequenciadas. Uma segumifiaagdo foi feita através da

observacao de picos multiplos no eletroferograma.

Tabela 3.1.Iniciadores utilizados para amplificacdo e seqiznento. A — Folmeet
al., 1994; B — Palumlet al, 1991; C — Zanadt al, 2010; D — Nygrewet al, 2009.

Iniciadores Sequéncia 5'-3' Referéncia
) LCO 1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG A
O HCO 2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA A
5 l6Sar-L CGCCTGTTTTCAAAAACAT B
Q 16Sbr-H’ CCGTCTGAACTCAGATCACGT B
16SAN-R’ GCTTACGCCGGTCTGAACTCAG C
ITS18SF-poly GAGGAAGTAAAAGTCGTAACA D
g ITS5,8SR-poly GTTCAATGTGTCCTGCAATTC D
) ITS28SR-poly  ATGCTTAAATTCAGCGGGT D
forward

” reverse

3.4. Edicéo e alinhamento das sequéncias

A visualizacédo dos eletroferogramas, assim confofraacdo dogontigsentre
as sequéncias 5'-3' e 3'-5’ foram feitas atravéspdograma Sequencher 4.1 (Gene
Codes Corporation). Os alinhamentos foram realigamoprograma Mega 5.0 (Tamura
et al, 2011) através da ferramenta Clustal W. Aindatengsrograma foram
contabilizados os numeros de sitios polimorficofrimativos para parcimonia e Unicos
(singletons.

Através do eletroferograma da regido do ITS1 deasnas espécies, foi possivel
detectar a presenca de picos duplos ao longo eéesds sequéncias, além disso, com o
alinhamento deste mesmo marcador foi observadesepca de duas copias distintas

paraH. carunculatae cinco pardl. punctata Devido a observagcdo de picos duplos e
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multiplas cépias, a regidao do ITS1 néo foi utilizaan nenhuma analise, para ambas as

espécies.

3.5. Andlise Filogenética

As analises filogenéticas foram efetuadas comtuwtinde verificar a presenca
de possiveis espécies cripticas e para auxiliadefiaicdoa priori das populacgdes,
sendo os marcadores analisados separadamentaes$tafaram utilizados métodos de
reconstrucdo baseados em maxima verossimilhanca éMihferéncia Bayesiana (Bl).
Os modelos de substituicdo dos nucleotideos quieomst adequavam aos dados foram
verificados através do programa jModelTest 0.1dséda, 2008), sendo a escolha dos
modelos baseada no critério de informacdo de Ak@ikaike Information Criterion
AIC). A andlise de maxima verossimilhanca foi fetam o programa PhyML 3.0
(Guidonet al, 2010) através do servidonline (www.atgc-montpellier.fr/phyml/), com
o0 suporte dos ramos definido por 1000 réplicas detdrap. Para a inferéncia
Bayesiana foi utilizado o programa MrBayes 3.1.2r{uist & Huelsenbeck, 2003),
sendo as andlises realizadas pelo portal CIPREShce GatewafMiller et al., 2010).
Para ambas as espécies e marcadores, foram eketL@d®0.000 geracbes para a
cadeia de Markov-Monte Carlo (MCMC), com duas dasi simultaneas e quatro
cadeias cada (trés “quentes” e uma “fria”), sendoparametros amostrados a cada
1.000 geracOes. Para checar se o descarte dasrasirgeracdesb(rn-in = 25%) foi
adequado e se o numero de geragcbBes foi suficieata pue as frequéncias
convergissem, foi utilizado o valor médio do desp@drdo das frequéncias (valor
<0,01, como recomendado pelo manual do Mr.Bayegs) programa Tracer 1.5
(Rambaut & Drummond, 2007). A qualidade da andbsebém foi verificada através

do tamanho efetivo da amostefféctive sample size ESS), que informa se o espaco
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de possibilidades dos parametros foi explorado alend eficiente pela MCMC.
Drummond e colaboradores (2007) recomendam qu&loseg de ESS sejam maiores
que 200, e que valores abaixo de 100 representamnestimativa inadequada, desta

forma somente os valores acima de 200 foram aceitos

3.5.1.Hermodice carunculata

Para ambos os marcadores (COIl e 16S) as andlsgsngéticas foram feitas
com base no modelo GTR e assumindo que a taxabd#itaicdo varie ao longo das
sequéncias (distribuicdo gammE)- Nas analises foram utilizados 89 individuos mara
COl e 77 para 0 16S, sendo dois destes individedsrnrentes a espedteirythoesp.,
utilizados para enraizar as arvores (grupo exted®)sequencias de COI desta espécie
foram previamente utilizadas em Barroso e colalwesd (2010) e encontram-se
disponiveis no GenBank (FJ429277 e FJ429279). No da 16S as sequéncias foram

obtidas pelo Laboratério de Polychaeta da Univadaed-ederal Rio de Janeiro (UFRJ).

3.5.2.Timarete punctata

Para a regido do COI as analises filogenéticaanfofeitas pelo modelo de
Tamura-Nei (TrN) com distribuicdo gammg),( enquanto que para o 16S o modelo
evolutivo selecionado foi 0 GTR. Nas andlises fonaitizados 54 individuos para o
COl e 58 para 0 16S. Para ambos os marcadores fdariwados duas sequéncias de
Timaretesp. para enraizar as arvores (grupo externo). Sedsiéncias foram obtidas

pelos mesmos métodos descritos no item 3.3 destarticao.
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3.6. Variabilidade, diversidade molecular e rede dhaplotipos

Os valores de distanc@par-a-par entre as sequéncias, foram realizados pe
programa Mega 5.0 (Tamurat al, 2011). Estes valores foram primeiramente
calculados comparando os individuos dentro de pagalacéo (intra-populacional) e
depois entre as popula¢des diferentes (inter-pojaunal).

Os parametros de diversidade populacionais comioero de haplotipos,
namero de sitios segregantes, diversidade hamlatipinucleotidica foram estimados
pelo programa DNAsp 5.0 (Librado & Rozas, 2009)aP@l, as estimativas foram
feitas considerando cada populacdo separadameiatmbe®m juntando todas elas. A
distribuicdo dos haplotipos entre as diferenteslidades, assim como o numero de
mudancas entre eles, foi estimada através da ngéastde uma rede de haplotipos. A
construcdo das redes foi feita pelo pacote pegaadqR, 2010), através do programa R

(R Core Team, 2012).

3.7. Estruturacao populacional e distancia geografa

Para avaliar o grau de estruturacdo entre as agjes foi utilizado o indice de
fixacdo par-a-par @) (Wrigth, 1978) e a analise molecular da varianéiiQVA)
(Excoffier et al, 1992), ambas realizados no programa Arlequin (BExXcoffier &
Lischer, 2010) e testadas com 10.000 permutacéesarquivos de entrada para este
programa foram feitos através do DNAsp 5.0.

A AMOVA foi aplicada com o intuito de testar diéetes hipoteses de
estruturacdo entre as populacdes definadasiori. Nesta andlise, a distancia genética
dos haplétipos é incorporada a uma analise den@aidonde é produzida uma matriz
gue informa o quadrado das distancias entre tosipaes de haplétipos. Através dessa

matriz sdo estimados 0os componentes da variarmiariéncia e os indices de fixacéo
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phi (@), que refletem a correlacdo da diversidade doftipps em diferentes niveis
hierarquicos de divisdao (Excoffi@t al, 1992). Sendo assim, a variancia molecular é
definida pela soma dos componentes da covarianevddal a diferenca entre os
haplétipos para cada nivel hierarquico (dentro piagulacdes, entre as populacdes
dentro dos grupos e entre os grupos) (Excoéfier., 2005).

Para a estimativa dosf o teste de significancia da hipétese de né&o
diferenciacao entre as populacdes é feito a matpermutacdo dos haplotipos entre as
populacdes. Na AMOVA, a forma com que as permutaca® feitas varia de acordo
com o numero de grupos e indices de fixadag,(®sc e @ct). Quando ha apenas um
grupo a significancia ddsr € testada da mesma forma quesg. A partir de dois
grupos o teste é feito de trés formas: (1) perntataos haplopitos entre as populacdes
entre grupos®sy); (2) permutando os haplopitos entre as populagéeso dos grupos
(Pso); e (3) permutando as populacdes entre os grdpgs (Excoffieret al, 2005).

Com o intuito de verificar a correlacdo entre okbnes par-a-par desF e a
distancia geografica entre as localidades, foofeiteste de Mantel (Mantel, 1967) para
comparar os elementos entre essas duas matrizasisBa foi utilizado o pacote ade4
(Drayet al,, 2007) através do programa R (R Core Team, 28&2o realizado 10.000
permutacdes para testar a significancia dos vatresntrados. Os valores de distancia

geografica entre as localidades foram estimadaségrdo aplicativo Google Earth.

3.8. Expansao populacional

A avaliagdo da histéria demografica das populacéas primeiramente
investigada através dos testes de neutralidade Dajilma (Tajima, 1989) e Fs de Fu
(Fu, 1997). Ambos os testes assumem que as mutagdesonstantes e ocorrem de

acordo com o modelo de sitios infinitos (Kimura62p além disso, segundo o modelo
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nao ha selecdo nem recombinagcédo, o tamanho dasapdes € constante e ndo ha
migracdo entre elas. Devido a grande chance dossypestos serem violados, a
rejeicdo da hipotese de neutralidade néo impliczessariamente na ocorréncia de
selecéo natural (Pybus & Shapiro, 2009).

O teste D de Tajima é baseado na relacdo entieneno de sitios segregantes
(S) e o numero médio de diferencas nucleotidicasaymar ). De acordo com o
modelo neutro, tanto S quantosdo gerados pelo processo de deriva génica. Caso
nenhum pressuposto seja violado os valores dessasmtvas serdo iguais, resultando
em um valor de D igual a zero. Desvios signifiaagivcom valores positivos indicam
que a divergéncia entre os haplotipay € relativamente maior que o0 numero de
haplétipos (S), podendo isto ser causado pela mgasde estruturacdo populacional,
selecdo balanceada ou um declinio do tamanho mpod (efeito gargalo ou
fundador). No lado oposto, valores significativateamegativos indicam um excesso de
haplétipos raros, ou seja, S é relativamente magigr =. Este cenario pode estar
relacionado com a ocorréncia de selecdo purifiGadmr um rapido crescimento
populacional (Pybus & Shapiro, 2009).

No teste Fs de Fu a neutralidade é testada a gamiimero de diferencas par-a-
par. O teste estima a probabilidade de se obter popalacdo com o numero de
hapl6tipos menor ou igual ao observado. Valoresifstgtivamente positivos podem
indicar uma deficiéncia de haplétipos, que podestdo causada por uma reducdo
populacional ou efeito de selecdo natural. Os ealoegativos indicam um excesso de
haplotipos, normalmente esperado em populacfepagsaram por uma expansao ou
gue sofreram efeito “caronagénetic hitchhikiny Dentre os testes de neutralidade
realizados, a ocorréncia de expansao populacionaig facilmente detectada a partir

do teste de Fs de Fu, porém é recomendado quelmes/ae p sejam considerados
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significativos somente quando menores que 0,02)as de 0,05 (Fu, 1997; Excoffier
et al, 2005). Os dois testes foram feitos pelo programequin 3.5 e significancia foi

testada com 10.000 permutacdes.

Devido ambiguidade dos testes de neutralidad@opslacbes que desviaram
significativamente da hipétese de neutralidadenfioevaliadas através da andlise de
distribuicdo das diferencasnismatch distribution analyspgRogers & Harpending,
1992). Esta analise pode ser usada para testargdaxpansédo demografica (1) quanto
espacial (2), a partir da comparacao da curva adpey observada. Em ambos os casos
a construcado da curva esperada assume o modelitiafeisfinitos. Além disso, no
primeiro caso considera-se que a expansao ocompartiade uma populacdo pequena
para uma populacdo grande, ambas em equilibrie. lBétodo pode ser considerado
uma boa aproximacéo do crescimento logistico erexpmal (Excoffier & Schneider,
1999). No segundo caso, a analise se baseia reupeto de que uma populacdo com
um unico haplétipo colonizou instantaneamente it@mpopulacdes, sendo o tamanho
das populacdes e o numero de imigrantes entre celastante (Excoffier, 2004).
Teoricamente uma populagcédo que sofreu uma drasticegdo no nimero de individuos
tera uma distribuicdo multimodal, enquanto que @x@ansdo demografica recente &
representada por uma curva unimodal (Excoféieral, 2005). O comportamento da
distribuicdo das diferencas para o modelo de edpaespacial € similar ao da expanséo
demografica, desde que a taxa de migracdo enprepagacdes seja bem elevada (Ray
et al, 2003; Excoffier, 2004). A validade dos resulsmdé testada a partir da
reestimativa dos parametros, onde a probabilidadevalores serem diferentes, obtida a
partir do niumero de SSBYm of squares deviationsimulados que foram maiores ou

iguais ao SSD observado (Schneider & Excoffier,9)99
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Os parametros obtidos na analise de distribuigio diferencast( 6o e 61)
podem ser (teis para estimar o tempo (t) decodedale o Ultimo evento de expansao
(1), assim como o tamanho populacional efetivq) (Bntes §y) e depois ;) da
expansdo demografica. Porém, segundo Schneider cffier (1999), somente é
adequadamente recuperado pela analise de dis&tyiepquanto que os valorestje
principalmented; ndo sédo confiaveis. Sendo assim, somerite utilizado para obter
valores absolutos de tempo (t). Para isso foizatilo a formula t =/2u, onde u é taxa
de mutacao para todo o hapldtipo. O valor de te&ade mutacao por sitio por ano (W)
multiplicado pelo niamero de pares de bases seqdoxi(pb). Para a regidao do COI
foram consideradas as taxas de mutacdo (i) de I, >calculada para a espécie de
poliquetaEurythoe complanataom base no Istmo do Panama (Barretsal, 2010), e
5,3 x 1%, que é uma estimativa geral para o DNA mitocohdi@ invertebrados
(Crandallet al, 2012).Enquanto que para o 16S foram utilizadas as taxdsalx 1¢
e 2,2 x 1¢, estimadas para invertebrados (Collado & Mend812p Os gréficos de
distribuicdo das diferencas foram feitos a paripdograma DNAsp 5.0, enquanto que
0s parametros de expansao foram estimados pelguimle3.5, sendo a significancia

dos resultados testados com 10.000 réplicas dstbamparamétrico.

As possiveis mudancas de tamanho populacionabragpldo tempo também
foram investigadas a partir da analBayesian Skyline SIgBSP) (Drummondet al.,
2005). O método ds&kyline Plot(SP) (Pybuset al, 2000), de uma maneira geral,
estima as mudancas do tamanho populacional efétied ao longo dos nés de uma
genealogia, baseado na teoria da coalescéncia (FH&hapiro, 2011). Diferente da
maioria dos métodos disponiveis, 0 SP ndo neceatsitiefinicdo prévia de um modelo

paramétrico de crescimento populacional (constambgjstico, exponencial ou
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expansivo) (Emersoet al, 2001). Além dos pressupostos de ndo recombinacéo
selecdo neutra, as amostras devem ser obtidas depapulacdo sem estruturacéo
(panmitica). No caso de espécies com estruturaeéétiga populacional evidente é
recomendada a andlise separada das subpopulaghe®s 8Hapiro, 2011). Dentre os
diferentes tipos de SP, o BSP minimiza os erroscésos a inferéncia filogenética,
pois consegue em uma unica analise estimar a ggeeah historia demografica e os
parametros do modelo de substituicdo. Além disattuta o intervalo de confianca
associado as incertezas filogenéticas e do proakssoalescéncia (Drummoed al,
2005).

As andlises de BSP foram feitas com o pacote BEBEHAST 1.7 (Drummond
et al, 2012). A escolha do modelo de substituicdo parenarcadores foi feita através
do programa jModelTest 0.1.1, como descrito no it8rd. Sendo assim foram
selecionados os modelos de GTR + | (COIl) e HKY $1L6S) paraH. carunculatae
HKY (COl e 16S) pard. puncutataPara cada corrida o tamanho da cadeia de MCMC
foi de 30 x 168, sendo 10% das geracdes iniciais descartadasiffjurs genealogias e
0s parametros dos modelos foram amostrados a cdad® Feracdes. rior,
Coalescent Bayesian Skyljrfei selecionado como modelo para as arvores @mero
de grupos foi igual a 10. Em relacédo ao relogioemalar, foi utilizado o modelo estrito
com a taxa de mutacao fixada (7,0 e 5,3 % g@rao COl e 1,6 e 2,2 x Ipara 0 16S).

A forma com que novos estados eram selecionadesdgaeleia de MCMCtyning e
weigh) foram primeiramente otimizados pelo proprio perga. Os valores deining
estimados na primeira andlise foram guardados gmbouvesse a necessidade (ESS <
200) de fazer uma segunda analise com o0 mesmo geiplados. O programa Tracer

1.5 foi utilizado para a constru¢cdo dos graficosBRP e também para avaliar a
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eficiéncia das andlises, sendo esta julgada ded@amm os valores de ESS como

especificado no item 3.5.

3.9. Estimativa de fluxo génico e tamanho populaaial efetivo

A estimativa do numero de migrantes efetivos pemaggo (Nm) e tamanho
populacional efetivo (N foi realizado através do meétodo descrito por Beer
Felsenstein (2001), onde, ao contrario das abondagée utilizam o &, o tamanho das
populacdes e o fluxo génico entre elas ndo saddaraslos iguais (Beerli, 1998). Este
método se baseia na teoria da coalescéncia pamaaesis parametros de taxa de
migracdo (M) e®, através de informacdes genealdgicas inferidas rpéaxima
verossimilhanca ou inferéncia Bayesiana (Beerld&0Sendo os valores absolutos de
Nem e N, obtidos através das formulasgniN=60 x M (Wérheideet al, 2008; Beerli,
2009) e N =6 x u (DNA mitocondrial), respectivamente, onde {@& de mutacao por
sitio por ano. Apesar das vantagens, alguns prestg sdo assumidos: tamanho
populacional constante ao longo do tempo; acasal@m®eo acaso; ndo ha selecéao
natural; taxa de mutacdo e migracdo constantesrgw Ido tempo; toda a genealogia
possui a mesma taxa de mutacdo; e trocas génicasosem atraves de migrantes
(Beerli, 2009).

Sendo assim, a abordagem Bayesiana foi utilizadsaés do programa Migrate
3.3.2 (Beerli & Felsenstein, 2001; Beerli, 2006)apdefinir os parametrds e M. De
acordo com Felsenstein (2006), boas estimativa® @@dem ser feitas com oito
individuos por populacéo/localidade. J& para estonparametro M com confianca é
preciso utilizar cerca de 10-20 individuos, aléresdj é essencial que as sequéncias

sejam longas o suficientes para conter ao mens#it® variaveis (Kuhner, 2006).
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Para fazer as estimativas os dois marcadores (@6%gforam incluidos dentro
do mesmo arquivo de entrada e considerados comsdaini Como recomendado pelo
manual do programa, foram feitas corridas prelil@gacom o intuito de obter
estimativas dos parametrése M. Desta forma foram feitas duas corridas, aada
com uma cadeia longa onde os parametros foram edost5 x 10de vezes (50.000
genealogias amostradas (a) com incremento de 186sW®)), sendo este processo
replicado por 10 (c) (totalizando 5 x "1§enealogias (a x b x c)). Na primeira corrida
(1) o prior dos parametros foram uniformes, com os valoregnmubal variar de 0 a 0,1
parad e de 0 a 1.000 para M. Na segunda corrida (2)aluses iniciais d® e M foram
inseridos e @rior alterado para variar de 0,000005 a 0,26een0,000005 a 1.500 em
M. Nesta, foram utilizadas quatro temperaturasrelifies para a cadeias (1,0, 1,5, 3,0 e
10.000). Em ambas as corridas foram descartadagas%amostras iniciais em relacao
ao total de genealogias visitadas (a x b x c).

Para avaliar a correlagdo entre os valores finaisvd com as distancias

geograficas, foi feito novamente o teste de Mant@ho descrito no item 3.7.
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4. Resultados

Os resultados das analises apresentados nesia séssreferentes somente aos
marcadores mitocondriais, COIl e 16S. Quanto ao adarcnuclear (ITS) nenhuma
analise foi realizada devido a presenca de mudtipépias por individuo, detectadas a

partir da presenca de diversos picos duplos nt®fEsgramas.

4.1.Hermodice carunculata

Dentre as amostras sequenciadas pharaarunculata 10 referentes ao COI e
duas ao 16S foram descartadas devido a baixa gdealido sequenciamento. Na regiao
do COI foram utilizados 636 pares de bases (pdmsecontabilizado 72 sitios
polimorficos, 36 sitios informativos para parcin®re 33 sitios onde apenas um
individuo apresentou uma mudanca (sitios Unicos)185 foram aproveitados 513 pb,

sendo 31 sitios polimorficos, 10 informativos paaacimonia e 21 sitios Unicos.

4.1.1. Analise filogenética

Em ambos os marcadores e topologias (Bayesianaim&erossimilhanca),
nao houve a formacdo de nenhum grupo monofilétimfgsse composto por todos os
individuos de uma Unica localidade (Fig. 4.1 e .4.A8)ém disso, o reduzido
comprimento dos ramos e 0s baixos valores de fupog nds, demostram que apesar
das diferencas individuais ndo € possivel recupgeaalos robustos. Dentre os clados
formados nas topologias baseadas no COI (Figgomente dois (I e Il) continham 10
ou mais individuos. No primeiro clado foram agrugm@ maioria dos individuos do
ASPSP, além de individuos das quatro outras |caddisl (probabilidade posterior, PP, e
bootstrap, BS, < 70), enquanto que o segundo agrinqmividuos das trés localidades

brasileiras amostradas (PP = 81 e BS < 70). Nasegwe 16S somente um clado com
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mais de 10 individuos (A) foi formado (PB e BS 9,#bntendo amostras de todas as

localidades, sendo ASPSP representado por apeisasdioiduos.
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Figura 4.1. Arvores filogenéticas di. carunculatabaseadas em sequéncias de COl e
recuperadas por inferéncia Bayesiana (Bl) e maxireeossimilhanca (ML). Os

nameros representam o suporte dos ramos parapestigas analises.
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Figura 4.2. Arvores filogenéticas del. carunculatabaseadas em sequéncias de 16S e
recuperadas por inferéncia Bayesiana (Bl) e maxiraeossimilhanca (ML). Os

nameros representam o suporte dos ramos parapestigas analises.
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4.1.2. Variabilidade, diversidade molecular e redde haplotipos

A média da distancip para todos os individuos # carunculatafoi 1,1% para
o COl e 0,4% para o 16S, com os valores variantite €0% a 2,5% e 0,0% a 1,4%,
respectivamente. Para ambos os marcadores, ogvah@dios de distangmdentro e
entre as localidades estdo representados nas saldela (COI) e 4.2 (16S),
respectivamente.

Os valores referentes ao numero de haplétiposdi#rsidade haplotipica (h) e
nucleotidica£), para as 87 sequéncias de COIl e 75 de 16S, pselemsualizados nas
tabelas 4.3 e 4.4, respectivamente.

A relacéo dos haplotipos de carunculata assim como a distribuicdo ao longo
das localidades, pode ser observada atraves daedusplotipos (Fig. 4.3 e 4.4). Para o
COlI foram observados a presenca de dois haplépposipais, que apesar de nao
serem muito frequentes, representam o centro adoigip em formato de estrela. Além
da grande quantidade de haplétipos ndo amostradimgnte trés foram compartilhados
entre duas localidades (Fig. 4.3). No 16S foranenMaglos trés haplétipos principais
que estdo presentes em pelo menos trés localid@degimero de haplétipos nao
amostrados foi bem inferior em relacdo ao COIlnagsimo a quantidade de haplétipos

exclusivos (Fig. 4.4).
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Tabela 4.1. Valores de distancigp par-a-par (%) dentro das localidades lde
carunculata Min. (menor valor); Max. (maior valor); Paréntessom os valores de
desvio padrdo. ASPSP — Arquipélago de Sdo Pedémd8ulo; AR — Atol das Rocas;
BA — Bahia; BT — Bocas del Toro; SB — San Blas.

COl 16S
Média (%) Min. - Max. (%) Média (%) Min. - Max. (%)

ASPSP 0,9 (0,2) 0,0-1,9 0,3 (0,1) 0,0-0,8
AR 1,1 (0,2) 0,0-2,5 0,4 (0,1) 0,0-1,2
BA 1,3 (0,3) 0,5-1,7 0,4 (0,2) 0,0-1,0
BT 0,8 (0,2) 0,0-1,3 0,3 (0,1) 0,0-0,8
SB 0,9 (0,2) 0,0-1,7 0,3 (0,1) 0,0-1,0

Tabela 4.2.Valores médios de distancpar-a-par (%) entre as localidades Hie
carunculata para a regiao do COI (diagonal inferior) e 16&ddnal superior), com 0s
respectivos desvios padrdes entre parénteses. ASR8RIipélago de Sao Pedro e Séo
Paulo; AR — Atol das Rocas; BA — Bahia; BT — BodakToro; SB — San Blas.

ASPSP AR BA BT SB
ASPSP -  04(0,1) 04(0,1) 04(02) 04(01)
AR 1,2(0,2) --—-  04(01) 04(01) 0,4(01)
BA 1,2(0,2) 1,2(02) -— 0402 04(02)
BT 1,0(0,2) 1,0(0,2) 10(02) --  0,3(0,1)
SB 1,1(0,2) 1,1(0,2) 1,1(0,2) 0,9(0,2) ---

Tabela 4.3. Indices de diversidade molecular pata carunculatacom base nas

sequéncias de COIl. n — nimero de amostras; H —mudee haplotipos; S — sitios
segregantes; h - diversidade haplotipiea;- diversidade nucleotidica. ASPSP —
Arquipélago de Sao Pedro e S&do Paulo; AR — AtolRiasas; BA — Bahia; BT — Bocas
del Toro; SB — San Blas.

col n H S h n

ASPSP 29 11 21 0,879 (0,043)  0,00882 (0,00080)
AR 29 27 52 0,995 (0,011)  0,01110 (0,00094)
BA 7 7 23 1,000 (0,076)  0,01288 (0,00145)
BT 11 10 16 0,982 (0,046)  0,00792 (0,00063)
SB 11 10 16 0,982 (0,046)  0,00909 (0,00118)
Total 87 62 72 0,985 (0,006)  0,01069 (0,00004)
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Tabela 4.4. Indices de diversidade molecular pdfia carunculatacom base nas
sequéncias de 16S. n — numero de amostras; H —ralmeehaplétipos; S — sitios
segregantes; h - diversidade haplotipiea;- diversidade nucleotidica. ASPSP —

Arquipélago de Séao Pedro e Séo Paulo; AR — AtolRtasas; BA — Bahia; BT — Bocas
del Toro; SB — San Blas.

16S n H S h T

ASPSP 20 8 8 0,784 (0,084) 0,00259 (0,00051)
AR 20 11 12 0,911 (0,042) 0,00362 (0,00071)
BA 7 5 6 0,905 (0,103) 0,00418 (0,00111)

BT 10 7 7 0,911 (0,077) 0,00325 (0,00074)

SB 18 7 7 0,817 (0,060) 0,00299 (0,00048)

Total 75 28 31 0,883 (0,027) 0,00352 (0,00035)
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Hermodice carunculata - COI
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Figura 4.3. Rede de hapl6tipos parh carunculatabaseada nas sequéncias de COIl. Os

circulos representam os haplétipos e o seu tamanpmimporcional a frequéncia dos
mesmos. As cores indicam as localidades e os ngnag&rdado dos ramos indicam a
guantidade de passos mutacionais entre dois hagddtiamos sem nimero significam

uma Unica mutagao.
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Hermodice carunculata - 16S
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Figura 4.4. Rede de haplétipos palrh carunculatabaseada nas sequéncias de 16S. Os

o
o

circulos representam os haplétipos e o seu tamanmimporcional a frequéncia dos
mesmos. As cores indicam as localidades e os n@na@rdado dos ramos indicam a
guantidade de passos mutacionais entre dois hagotiamos sem numero significam

uma unica mutacao.

4.1.3. Estruturacdo populacional

Na estimativa do grau de estruturacdo entre aslapgjmes deH. carunculata a
analise de & (Tab. 4.5) apresentou valores significativos gatas as comparacdes
com o ASPSP, em ambos os marcadores. As comparagfiesAR x BT, AR x SB e
BA x SB, também foram significativas para a regiadl6S. Os maiores valores dg F

também estiveram associados as analises par-angEvendo o ASPSP.
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Para testar as hipoteses de estruturacéo atraAglO& A, a definicdoa priori
das populacdes foi feita considerando os resultadoandlise de dr a auséncia de
estruturacdo (panmixia), a divisdo entre costhasibceanicas e entre Atlantico Sul e
Mar do Caribe. A porcentagem de variacdo referantada nivel hierarquico e os

valores dos indices de fixacdo podem ser visualzad tabela 4.6.

Tabela 4.5.Valores de Ey par a par entre as localidadediecarunculatana regido do
COIl (diagonal inferior) e 16S (diagonal superiofs valores em negrito foram
significativos (p<0,05). ASPSP — Arquipélago de Badro e Sao Paulo; AR — Atol das
Rocas; BA — Bahia; BT — Bocas del Toro; SB — S&sBI

ASPSP AR BA BT SB
ASPSP - 0,135 0,111 0,236 0,208
AR 0,151 --- -0,031 0,088 0,099
BA 0,110 -0,031  ---- 0,081 0,100
BT 0,159 0,026 0,009  --- -0,002
SB 0,210 0036 0,030 0,064 ---
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Tabela 4.6. Valores da analise molecular da variancia (AMOMWgra diferentes
cenarios de estruturacdo populacionalltntarunculata Os valores em negrito foram
significativos (p<0,05). ASPSP — Arquipélago de Badro e Sao Paulo; AR — Atol das
Rocas; BA — Bahia; BT — Bocas del Toro; SB — S&sBI

% de indices de fixac&o
g| varia(;éo (OIS} Ogc Oct
1. ASPSP + AR + BA + BT + SB
__ Entre populagdes 4 10,59
8 Dentro das populacoes 82 89,410,106
Total 86 p<0,001
0 Entre populages 4 11,85
© Dentro das populagdes 70 88,150,118
Total 74 p<0,001
2. ASPSP + AR/BA + BT + SB
Entre grupos 1 -0,74
o Entre populacdes dentro de grupo8 11,07
O Dentro das populacées 82 89,670,103 0,110 -0,007
Total 86 p<0,001 p<0,001 p=0,80
Entre grupos 1 4,23
¢ Entre populacdes dentro de grupo$ 8,95
1 Dentro das populacdes 70 86,820,132 0,093 0,042
Total 74 p<0,001 p<0,001 p=0,30
3. ASPSP + AR + BA/ BT + SB
Entre grupos 1 0,11
o Entre populacdes dentro de grupo8 10,53
O Dentro das populacées 82 89,36 0,106 0,105 0,001
Total 86 p<0,001 p<0,001 p=0,60
Entre grupos 1 8,68
& Entre populacdes dentro de grupo8 6,19
1 Dentro das populagbes 70 85,130,149 0,068 0,087
Total 74 p<0,001 p<0,001 p=0,10
4. ASPSP /AR + BA + BT + SB
Entre grupos 1 12,94
o Entre populacdes dentro de grupo8 2,27
O Dentro das populacdes 82 84,800,152 0,026 0,129
Total 86 p<0,001 p=0,12 p=0,20
Entre grupos 1 9,29
&@ Entre populacdes dentro de grupo8 6,61
1 Dentro das populacGes 70 84,110,159 0,078 0,093
Total 74 p<0,001 p=0,01 p=0,20
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5. ASPSP /AR + BA/BT + SB

Entre grupos 2 10,56

o Entre populacdes dentro de grupo? 1,12

O Dentro das populacées 82 88,320,117 0,013 0,106
Total 86 p<0,001 p=0,29 p=0,06
Entre grupos 2 14,69

¢ Entre populacdes dentro de grupo2  -0,94

1 Dentro das populacdes 70 86,250,138 -0,011 0,147
Total 74 p<0,001 p=0,68 p=0,07

6. ASPSP/AR/BA + BT + SB
Entre grupos 2 8,23

o Entre populacdes dentro de grupo? 3,08

O Dentro das populacées 82 88,690,113 0,034 0,082
Total 86 p<0,001 p=0,13 p=0,39
Entre grupos 2 7,92

¢ Entre populagdes dentro de grupo& 5,14

1 Dentro das populacdes 70 86,950,131 0,056 0,079
Total 74 p<0,001 p=0,07 p=0,10

7. ASPSP /AR + BA+ BT/ SB
Entre grupos 2 11,93

o Entre populacdes dentro de grupo? 0,94

O Dentro das populacées 82 87,130,129 0,011 0,119
Total 86 p<0,001 p=0,35 p=0,10
Entre grupos 2 7,03

¢ Entre populacdes dentro de grupo® 5,98

1 Dentro das populagbes 70 86,990,130 0,064 0,070
Total 74 p<0,001 p=0,05 p=0,20

8. ASPSP/AR/BA + BT/ SB
Entre grupos 3 10,05

o Entre populacdes dentro de grupog 0,79

O Dentro das populacdes 82 89,160,108 0,009 0,101
Total 86 p<0,001 p=0,30 p=0,19
Entre grupos 3 1,64

& Entre populacdes dentro de grupod 10,25

1 Dentro das populacdes 70 88,11 0,119 0,104 0,016
Total 74 p<0,001 p=0,06 p=0,60
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4.1.4. Expansao populacional

A primeira etapa para determinar a ocorrénciaveates de expansao/reducao
populacional eniH. carunculatafoi feita através dos testes de neutralidade Dajiena
e Fs de Fu (Tab. 4.7). As populagcbes que desviargmificativamente da hipotese de
selecédo neutra foram submetidas a analise debdigtfio das diferencas. Em todos os
casos desta Ultima analise, o comportamento olkerwdas curvas nédo foi
significativamente diferente do comportamento emp@ipara a expansao demografica e
espacial (Fig. 4.5; Tab. 4.8 e 4.9). Alem dissogadicos doBayesian Skyline Plot

apontam um aumento no tamanho populacional efabMongo do tempo (Fig. 4.6).

Tabela 4.7.Valores dos testes de neutralidade D de Tajima @éeH-u das localidades
de H. carunculatapara a regido do COI e 16S. Os valores em nedoitam
significativos (p<0,05). ASPSP — Arquipélago de 8adro e Sao Paulo; AR — Atol das
Rocas; BA — Bahia; BT — Bocas del Toro; SB — S&sBI

COl Tajima D p Fs de Fu p
ASPSP 0,17206 0,631 0,06269 0,557
AR -1,75289 0,020 -21,54789 0,000
BA -0,72052 0,272 -1,93462 0,080
BT -0,34785 0,404 -4,49310 0,006
SB 0,26040 0,652 -3,96882 0,020
Todas -1,72679 0,015 -25,02013 0,000
16S Tajima D p Fs de Fu p
ASPSP  -1,38798 0,083 -3,77815 0,003
AR -1,61796 0,042 -6,52799 0,001
BA -0,63505 0,309 -1,39926 0,100
BT -1,38265 0,093 -3,89094 0,000
SB -0,83237 0,223 -2,27071 0,039
Todas -2,25909 0,000 -27,18082 0,000
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Figura 4.5. Andlise de distribuicdo das diferencas das popekgeH. carunculata
para a regidao do COIl (esquerda) e 16S (direitg).-Esurva esperada para expansao
populacional; Obs — curva observada. ASPSP — Aélafgio de Sao Pedro e Séao Paulo;
AR — Atol das Rocas; BA — Bahia; BT — Bocas deldf@B — San Blas.

45



Resdbia:Hermodice carunculata

Tabela 4.8.Parametros estimados para a andlise de distribdigd diferencas e.
carunculatasob um cenério de expansdo demogréfica. |.C. ervib de confianca
para os parametras6p e 61; T — tempo em anos decorrido desde a expansaotaxa
de mutacdo; SSD — soma dos quadrados dos desyigs: palor de p associado; r —
indice deraggednessp; — valor de p associado; ASPSP — Arquipélago deP&dino e
S&o Paulo; AR — Atol das Rocas; BA — Bahia; BT e&ndel Toro; SB — San Blas.

T 0o 01 T (tx) SSD r
I.C. I.C. I.C. (anos) Pssc pr

o Todas 7,3 0,004 92,344 81.985 (7,0%) 0,001 0,007
O (4,08-9,25) (0-3,12) (29,57 - 99999108.282 (5,3%) 0,665 0,737
9 1,8 0 99999 79.744 (2,2%) 0,005 0,079
— (1,34-2,46) (0-0,21) (6,18 - 99999)109.649 (1,6%) 0,115 0,046
S ASPSP -
O
9 1,4 0 99999 62.023 (2,2%) 0,004 0,076
- (0,00-2,50) (0-0,73) (1,91 -99999)85.282 (1,6%) 0,628 0,432
o AR 6,4 1,183 57,637 71.877 (7,0%) 0,002 0,008
O (3,94-10,65) (0-4,18) (24,04 -99999)94.932 (5,3%) 0,814 0,869
9 1,8 0 99999 79.744 (2,2%) 0,023 0,143
— (0,39-3,12) (0-1,02) (2,06 - 99999)109.649 (1,6%) 0,114 0,069

BA
o BT 57 0,007 99999 64.016 (7,0%) 0,019 0,067
O (2,21-8,46) (0-3,97) (17,52 -9999984.549 (5,3%) 0,286 0,295
9 1,7 0 99999 75.314 (2,2%) 0,033 0,191
! (0,00-3,80) (0-1,86) (1,32-99999)103.557 (1,6%) 0,208 0,166
o SB 7,5 0,004 21,680 84.231 (7,0%) 0,013 0,029
O (1,43-12,66) (0-4,58) (5,97 -99999) 111.249 (5,3%) 0,733 0,846
@ —— —— —_—— ——_—— —— ——
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Tabela 4.9.Parametros estimados para a andlise de distribdigd diferencas e.

carunculatasob um cenério de expansao espacial. I.C. — gltede confianca para os

parametrost, 6 e M; T — tempo em anos decorrido desde a expansao;taxa de

mutacdo; SSD — soma dos quadrados dos deswgs—pvalor de p associado; r —

indice deraggednessp; — valor de p associado; ASPSP — Arquipélago deP&dino e
Séo Paulo; AR — Atol das Rocas; BA — Bahia; BT €&odel Toro; SB — San Blas.

T 0 M T (tx) SSD r
I.C. I.C. I.C. (anos) Rsc pr

o Todas 7,2 0,008 67,461 80.863 (7,0%) 0,001 0,007
O (450-8,31) (0-2,20) (42,02 -2197)106.800 (5,3%) 0,677 0,888
9 1,8 0,001 99999 79.744 (2,2%) 0,005 0,079
— (0,99-231) (0-0,86) (10,54 - 99999109.649 (1,6%) 0,073 0,059
o ASPSP -
O
9 1,4 0,003 99999 62.023 (2,2%) 0,004 0,076
- (0,41-2,40) (0-1,15) (2,42-99999)85.282 (1,6%) 0,490 0,445
o AR 5,6 1,936 239,731 62.893 (7,0%) 0,003 0,008
O (3,54-882) (0-6,81) (73,05-9999983.066 (5,3%) 0,590 0,814
9 1,8 0,001 99999 79.744 (2,2%) 0,023 0,143
— (059-2,65) (0-1,28) (3,78 -99999)109.649 (1,6%) 0,082 0,075

BA
o BT 57 0,003 99999 64.016 (7,0%) 0,019 0,067
O (257-7,79) (0-3,22) (62,87 —9999984.549 (5,3%) 0,255 0,269
9 1,7 0,003 99999 75.314 (2,2%) 0,033 0,191
- (0,68-3,24) (0-1,28) (1,57 —99999103.557 (1,6%) 0,222 0,200
o SB 59 1,324 37,041 66.262 (7,0%) 0,020 0,029
O (3,24-10,01) (0-5,12) (9,38 —99999) 87.516 (5,3%) 0,406 0,797
@ — —_—— ——_—— —— ——_—— ——
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Figura 4.6. Resultados d®ayesian Skyline Plade H. carunculatapara a regido do
COI (A e B) e 16S (C e D). Os graficos foram olgiddravés das taxas de mutacéao de
7,0 e 5,3% para 0 COl e 2,2 e 1,6% para o 16S.alLstlida — mediana; Linha

pontilhada — média; area em cinza — intervalo adi@oca de 95%.
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4.1.5. Estimativa de fluxo génico e tamanho populamal efetivo

Os valores dé, M e o numero de migrantes efetivos por geracam)Nntre as
localidades podem ser visualizados na tabela 4fibie 4.7. O resultado da estimativa
do tamanho populacional efetivo JNpara cada localidade esta representado na tabela

4.11.

Tabela 4.10.Valores estimados dg nUmero de migrantes efetivos por geracaon(ie
taxa de migracdo (M) pard. carunculata Os valores dé estdo representados na
diagonal. Nas outras células estdo os valoresJtheeNM (entre parénteses). A primeira
linha representa as localidades doadoras, engquprgoa primeira coluna indica as
localidades receptoras. ASPSP — Arquipélago dePgdoo e S&o Paulo; AR — Atol das
Rocas; BA — Bahia; BT — Bocas del Toro; SB — S&sBI

ASPSP AR BA BT SB
ASPSP  0,00207 4,825,5) 2,7(23,5) 0,2(2,5) 0,3(35,5)
AR 0,6(297,5) 0,18993 95,1831,5) 58,9(721,5) 6,1(675,5)
BA 2,6(1.239,5) 135,7(714,5) 0,11434 45,2553,5) 7,6(850,3)
BT 1,7(8385)  118,6(624,5) 132,3(1.157,5) 0,08167 13,21.470,5)
SB 2,5(1.189,5) 47,6(250,5) 49,8(4355)  54,3(665,5) 0,009

Tabela 4.11.Valores estimados para o tamanho populacionalvefélNs) para as
localidades déd. carunculata Resultados baseados nas estimativas demonstrados
na tabela 4.10, levando em conta diferentes tagaswutacdo (i) para o COIl e 16S.
ASPSP — Arquipélago de Séao Pedro e Sédo Paulo; ABldas Rocas; BA — Bahia;
BT — Bocas del Toro; SB — San Blas.

Col 16S
m 7,0 x 10 5,3 x 10° 2,2 x10° 1,6 x 10°
ASPSP  29.571 39.057 94.091 129.375
AR 2.713.286 3.583.585 8.633.182  11.870.625
BA 1.633.429 2.157.358 5.197.273 7.146.250
BT 1.166.714 1.540.943 3.712.273 5.104.375
SB 128.571 169.811 409.091 562.500
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Figura 4.7. Mapas representando os valores de fluxo génicomé@Bgo entre as
localidades déi. carunculata Os valores representam o niamero de migrantesafet
por geracdo. ASPSP — Arquipélago de S&o Pedro é°8do; AR — Atol das Rocas;
BA — Bahia; BT — Bocas del Toro; SB — San Blas.
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4.1.6. Isolamento por distancia (teste de Mantel)

O teste de Mantel comparando os valoresg€fig. 4.8A e B) e o numero de
migrantes efetivos por geracdo (Fig. 4.8C) com stadctia geogréfica, teve uma
correlacéo estatisticamente significativa apenaa parelacéo entre os valores dg F

para as sequéncias del6S e distancia geografo.ad(BB).
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Figura 4.8. Teste de Mantel comparando os valores ge(k — COl e B — 16S) e

namero de migrantes efetivos por geracdo (C) codistncia geografica entre as
localidades dé&l. carunculata
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4.2. Timarete punctata

Dentre as sequéncias T@epunctataobtidas, trés individuos da Bahia pertenciam
a uma especie geneticamente diferente, com vatlgratistancigp maiores que 17%,
para COIl, e 12%, para 16S (resultados ndo apreleta Com isso o total de
sequéncias analisadas para a Bahia passou dea20/aklém destas, cinco sequéncias
de COI e uma de 16S foram descartadas devido a haalidade do sequenciamento.
Na regido do COI, foram utilizados 632 pb, sendaaulizados 12 sitios polimorficos,
nove sitios informativos para a parcimdnia e tr@®ss unicos. No 16S foram
aproveitados 540 pb, sendo 5 sitios polimérficosf@mativos para a parcimbnia e 2

sitios Unicos.

4.2.1. Analise filogenética

Ambas as topologias para o COIl (Fig. 4.9A) recup@na dois grupos
reciprocamente monofiléticos, sendo um deles foowmgubr individuos de todas as
localidades (PP = 77; BS = 95) e o outro por apea&sdo AR (PP = 73; BS = 92). Nas
topologias de 16S (Fig. 4.9B) os mesmos seis iddos do AR foram agrupados em
um clado (PP = 99; BS = 85), enquanto que o restéormou basicamente uma
politomia, diferentemente do observado para o (EPh ambos os marcadores e
topologias o comprimento dos ramos entre a mag@saamostras dentro de cada grupo
foi igual zero, indicando uma grande homogeneidaiee as sequéncias.

A formacdo de um clado com alguns individuos (6)Ad® pode indicar uma
forte estruturacdo populacional ou a presenca dea oaspécie proximamente
relacionada. Sendo assim, para o restante dasesalipopulacdo do AR foi dividida

em duas (AR1 e AR2).
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Figura 4.9. Arvores filogenéticas del. carunculatabaseadas em sequéncias de COI
(A) e 16S (B), recuperadas por inferéncia Bayes{@p Os numeros representam o
suporte dos ramos para a inferéncia Bayesiana ema&werossimilhanca (ML). Apenas
valores acima de 70 estdo demonstrados.

4.2.2. Variabilidade, diversidade molecular e redde haplotipos

A média da distancip para todos os individuos de punctatafoi 0,3% para o
COl e 0,1% para o 16S, com os valores variande én@% a 1,7% e 0,0% a 0,6%,
respectivamente. Para ambos os marcadores, ogeva@dios de distancgmdentro e

entre as localidades estéo representados nasddbglae 4.13, respectivamente.
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Os valores referentes ao numero de haplétiposdigrsidade haplotipica (h) e
nucleotidica£), para as 52 sequéncias de COIl e 56 de 16S, pselemsualizados nas
tabelas 4.14 e 4.15, respectivamente.

A relacéo dos haplétipos de punctataassim como a distribuicdo ao longo das
localidades, pode ser observada através da redeplétipos (Fig. 4.10). Ambos os
marcadores foram caracterizados pela presenca deaphtipo principal, que esta

presente na maioria dos individuos.

Tabela 4.12.Valores de distancia par-a-par (%) dentro das localidadesTdeunctata
Min. (menor valor); Max. (maior valor); Paréntesesn os valores de desvio padréo.
ASPSP — Arquipélago de Séo Pedro e Sao Paulo; ARl-€las Rocas; BA — Bahia.

col 16S

Média (%) Min. - Max. (%) Média (%) Min. - Max. (%)
ASPSP 0,02 (0,0) 0,0-0,2 0,02 (0,0) 0,0-0,2
AR1 0,00 (0,0) 0,0-0,0 0,08 (0,0) 0,0-0,4
AR2 0,00 (0,0) 0,0 - 0,0 0,00 (0,0) 0,0-0,0
BA 0,05 (0,0) 0,0-0,3 0,00 (0,0) 0,0 - 0,0

Tabela 4.13.Valores médios de distangmpar-a-par (%) entre as localidadesTde
punctata para a regiao do COI (diagonal inferior) e 16@ddnal superior). Parénteses
com os valores de desvio padrdao. ASPSP — ArquipdalagSao Pedro e Sdo Paulo; AR
— Atol das Rocas; BA — Bahia.

ASPSP ARl AR2 BA
ASPSP -  0,05(0,0) 0,38(0,3) 0,01 (0,0)
AR1  0,01(0,0) - 0,41 (0,3) 0,04 (0,0)
AR2  1,43(0,4) 1,42 (0,4) - 0,37 (0,3)
BA 0,03 (0,0) 0,03 (0,0) 1,45(0,4) -
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Tabela 4.14. indices de diversidade molecular pafa punctatacom base nas

sequéncias de COIl. n — nimero de amostras; H — mude haplotipos; S — sitios
segregantes; h - diversidade haplotipiea;- diversidade nucleotidica. ASPSP —
Arquipélago de Sao Pedro e Séo Paulo; AR — AtoRtass; BA — Bahia.

col n H S h n
ASPSP 20 2 1 0,100 (0,088)  0,00016 (0,00014)
AR1 14 1 0 0 0

AR2 6 1 0 0 0

BA 12 2 2 0,167 (0,134)  0,00053 (0,00042)

Total 52 4 12 0,275 (0,076)  0,00315 (0,00097)

Tabela 4.15. indices de diversidade molecular pafa punctatacom base nas

sequéncias de 16S. n — numero de amostras; H —ralmeehaplétipos; S — sitios
segregantes; h - diversidade haplotipiea;- diversidade nucleotidica. ASPSP —
Arquipélago de Sao Pedro e Séo Paulo; AR — AtoRtass; BA — Bahia.

16S n H S h n
ASPSP 20 2 1 0,100 (0,088)  0,00019 (0,00016)
AR1 14 3 2 0,385 (0,149)  0,00075 (0,00032)
AR2 6 1 0 0 0
BA 16 1 0 0 0
Total 56 5 5 0,318 (0,077)  0,00098 (0,00026)
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Figura 4.10.Rede de haplétipos pafa punctatabaseada nas sequéncias de COl e 16S.
Os circulos representam os haplotipos e o seu teomaproporcional a frequéncia dos
mesmos. As cores indicam as localidades e os n@na&rdado dos ramos indicam a
guantidade de passos mutacionais entre dois hagddtiamos sem namero significam

uma Unica mutagao.

4.2.3. Estruturacdo populacional

Na estimativa do grau de estruturacdo entre aslagjes del. puncutata a
analise de & (Tab. 4.16), apresentou valores altos e significatsomente para as
comparacdes envolvendo os individuos de AR2, enparab marcadores. No restante

das comparacdes os valores foram baixos e nadisagivios.
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Para testar as hipoteses de estruturacéo atraAglO& A, a definicdoa priori
das populacdes foi feita considerando os resultddoanalise dedre a auséncia de
estruturacéo (panmixia). A porcentagem de variagBoente a cada nivel hierarquico e

os valores dos indices de fixacdo podem ser visatis na tabela 4.17.

Tabela 4.16.Valores de Er par a par entre as localidadesTdguncutatana regidao do
COl (diagonal inferior) e 16S (diagonal superio@s valores em negrito foram
significativos (p<0,05). ASPSP — Arquipélago de Badro e Sao Paulo; AR — Atol das
Rocas; BA — Bahia.

ASPSP AR1 AR2 BA

ASPSP  ---- 0,060 0,962 -0,012
AR1 -0,019 - 0,871 0,064
AR2 0,991 1,000 ---- 1,000
BA 0,021 0,013 0,975 s

Tabela 4.17.Valores da anélise molecular da variancia (AMO\p&ya dois cenarios
de estruturacao populacional @mpunctata Os valores em negrito foram significativos
(p<0,05). ASPSP — Arquipélago de Sdo Pedro e Sdlo;PER — Atol das Rocas; BA —
Bahia.

% de indices de fixac&o
g| varia(;éo (OIS} Ogc Oct
1. ASPSP + AR1 + AR2 + BA
__ Entre populagGes 3 95,69
8 Dentro das populacdes 48 4,31 0,957
Total 51 p<0,001
” Entre populagcdes 3 79,58
< Dentro das populagdes 52 20,420,796
Total 55 p<0,001
2. ASPSP + AR1 + BA/ AR2
Entre grupos 1 98,70
o Entre populacdes dentro de grupo? 0,03
O Dentro das populacées 48 1,27 0,987 0,020 0,987
Total 51 p<0,001 p=0,35 p=0,25
Entre grupos 1 93,09
& Entre populacdes dentro de grupo? 0,42
1 Dentro das populacdes 52 6,49 0,935 0,061 0,931
Total 55 p<0,001 p=0,04 p=0,25
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4.2.4. Expansao populacional

A primeira etapa para determinar a ocorréncia émtes de expansao/reducao
populacional enT. punctatafoi feita através dos testes de neutralidade D ajena e
Fs de Fu (Tab. 4.18). Como nenhum valor desvionifgigtivamente da hipotese de
neutralidade, a analise de distribuicdo das difmemao foi realizada para testar
possiveis eventos de expansdo populacional. Ogagéaflo Bayesian Skyline Plot
também nao foram realizados devido a baixa quatdida informacéo genética contida

nas sequéncias de punctata

Tabela 4.18.Valores dos testes de neutralidade D de Tajima@eH-u das localidades
de T. punctatapara a regido do COI e 16S. Nenhum valor foi ficativo (p<0,05).
ASPSP — Arquipélago de Séo Pedro e Sao Paulo; ARl-€las Rocas; BA — Bahia.

COl Tajima D p Fs de Fu p
ASPSP  -1,16439 0,147 -0,87930 0,071
AR1 0 1,000 0
AR2 0 1,000 0

BA -1,45138 0,081 0,43183 0,356
Todas -0,73773 0,260 3,30437 0,918
16S Tajima D p Fs de Fu p
ASPSP  -1,16439 0,159 -0,87930 0,069
AR1 -0,95919 0,253 -0,85452 0,089
AR2 0 1,000 0

BA 0 1,000 0

Todas -1,21222 0,114 -1,73661 0,102

4.2.5. Estimativa de fluxo génico e tamanho populenal efetivo
As estimativas dé, M, numero de migrantes efetivos por geracédgm(Ne
tamanho populacional efetivo ndo foram realizadas p. punctatadevido a baixa

guantidade de polimorfismo encontras nas sequéncias
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4.2.6. Isolamento por distancia (teste de Mantel)
O teste de Mantel para testar a hipotese de isolEnmpor distancia nao foi
realizado devido a baixa quantidade de polimorfisgnaos elevados valores derF

encontrados nas comparacdes com os individuos @e AR
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5. Discussao

5.1. Marcadores moleculares

Apesar dos esforcos para obter diferentes resgpastarocesso evolutivo, soé foi
possivel a utilizacdo dos marcadores mitocond(@@l e 16S), visto que o marcador
nuclear aqui utilizado (ITS) ndo foi consideradonfeavel devido a presenca de
multiplas copias. Sendo assim, o0s resultados adpidas remontam processos
evolutivos historicos, a principio, contados a ipatas linhagens maternais (Avise,
2004).

Devido a estrutura circular do DNA mitocondrials @enes que nele se
encontram podem ser vistos como tento certa deperéporém sabe-se que
diferentes regides (e genes) sofrem diferentess@essseletivas devido as diferentes
funcdes biologicas que exercem (Avise, 2004). Deftana, os marcadores
mitocondriais  utilizados nesta dissertacdo foramalisados separadamente,
possibilitando a deteccédo de diferentes histonasugvas, caso houvesse (Knowles,
2009). Os padrbes gerais aqui observados entrefererdes marcadores ndo foram
contrastantes, sendo as pequenas diferencas phoeate associadas as respectivas
taxas de mutacao, visto que, geralmente, o COluewahis rapido que o 16S. Como
esperado, a quantidade de variacdo aqui obsenaadaopCOIl foi maior do que a do

16S.
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5.2.Hermodice carunculata
5.2.1.H. carunculata: uma espécie com ampla distribuicdo geografica

Os resultados obtidos nas analises filogenét(c@s { Fig. 4.1 e 16S - 4.2) e nos
valores de distancia genética (Tab. 4.1 e 4.2ramdiclaramente que os individuos de
H. carunculataamostrados, ao longo de todas as localidadessngern a mesma
espécie.

Nas arvores filogenéticas (Fig. 4.1 e 4.2), apekarecuperacdo de alguns
grupos monofiléticos, estes apresentam ramos c@rt@siportes estatisticos pouco
confiaveis. Além disso, tais grupos nao sao forragateferencialmente por individuos
de uma unica localidade e sim de todas elas. Quantdistancia genética, as
comparacdes individuais ndo apresentaram um gratelwalo entre os valores e sim
um gradiente, com os valores variando de 0 até 2i&%istancigp. Além disso, as
meédias das distancias genéticas demonstram queabilidade presente dentro das
localidades é praticamente igual a variabilidadieeas localidades (Tab. 4.1 e 4.2),
padrdo semelhante ao encontrado péaiamothoe imbricataPolynoidae) (Nygreret
al., 2011). Tais resultados reforcam a hipdtese @eHjwcarunculataé naturalmente
uma espécie amplamente distribuida.

Em relacdo ao COI, os valores médios encontradusoddas localidades (Tab.
4.1 - 0,8% <P < 1,3%), sdo de forma geral um pouco maiores guenoontrados para
outras espécies de poliqueta (Schizal, 2000; Jollyet al, 2005; Drakeet al, 2007;
Nygrenet al, 2009), apesar dos modelos utilizados para alcaié@o serem 0s mesmos
(K2P, HKY e TVM). Valores superiores aos aqui ericatios foram observados dentro
de duas espécies thediste(Nereididae) presentes no Mar Baltico, aonde dsres
mais altos de distancip foram 3,9% e 7,3%, sendo este segundo explicati pe

estruturacdo populacional entre regides (Audziprett al, 2008). No trabalho de
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Barroso e colaboradores (2010) cdBurythoe (Amphinomidae), também foram
observados valores de distancia genética superie3 = 2,0%), porém estes foram
associados a distancias geograficas mais amplamt@Q@ao 16S, os valores medios
dentro das localidades (0,3%p<< 0,4%) foram maiores do que os encontrados para
duas espécies dearanaitis (Phyllodocidae) (0,06% - K2P) (Nygrest al, 2009),
porém semelhantes se comparados com os valoremosir@ maximos (distancia
dentro de trés linhagens Marenzelleria(Spionidae) (Bastropt al, 1998).

Entre as localidades, os valores médios de dist@@nética para o COI (Tab.
4.2 - 0,9% <P < 1,2%) foram ligeiramente menores aos encontrpdosH. imbricata
(Polynoidae) de diferentes localidades dos Maredloide e da Groelandia (1,43% <
K2P < 1,74%) (Nygreet al, 2011). Apesar das suspeitas sobre a existéa@apkcies
cripticas, devido a grande variacdo na coloracéréh e colaboradores (2011)
consideraram todos os individuos como sendo da mesmpecie. End. carunculata
certa plasticidade na coloracdo foi ressaltadaBsroso & Paiva (2007) e, apesar
destes autores acharem pouco provavel, a presengaspgcies cripticas nao foi
totalmente descartada. Entretanto, a partir dagtaeekos moleculares aqui encontrados,
juntamente com a observacagoosteriorida coloracdo dos individuos, fica evidente
que tais diferencas sdo apenas variacoes morfagitraespecificas, como observado

paraH. imbricata(Nygrenet al, 2011).

Um trabalho semelhante ao desenvolvido aqui, smalindividuos dé&urythoe
complanataamostrados no Oceano Pacifico, Mar do CaribeacdstBrasil e ilhas
oceéanicas do Atlantico Sul (Barrogb al, 2010). Entretanto, diferentemente Ide
carunculata Barroso e colaboradores (2010), encontrarames@gcies cripticas: (1)

uma no Pacifico; (2) uma restrita as llhas Oce&nieq3) outra ocorrendo nas llhas e
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na costa, como observado emcarunculata Além deste, muitos trabalhos moleculares
envolvendo espécies de poliqueta tem observadanmestre regides geograficamente
proximas, a existéncia de espécies cripticas (@astral, 1998; Bleidorret al, 2006;
Audzijonyteet al, 2008; Riceet al, 2008; lannottat al, 2009; Barroset al, 2010;
Hilario et al, 2010; Nygren & Pleijel, 2010; Schuller, 2011)u pseudo-cripticas
(Nygrenet al, 2009 e 2010a; Luttikhuizen & Dekker, 2010).

Em oposicéo a estes trabalhos, alguns poucosmetatontinuidade espacial de
uma unica espécie ao longo de uma ampla regidod@fesay como no caso das espécies
de poligueta,Proscoloplos cygnochaetu®rbiniidae), que pode ser encontrada na
Franca, Africa do Sul e Austrdlia (Meyat al, 2008), e Sabella spallanzanii
(Sabellidae), encontrada nas localidades citadasriammente e também no Mar
Mediterraneo (Patti & Gambi, 2001). Entretanto,sassespécies o cosmopolitismo tem
sido associado a invasfes causadas pelas atividattépicas e, mesmo que tenham
um alto potencial de dispersdo, as condi¢cdes armalgerfe.g. correntes marinhas
superficiais) ndo favorecem tal disperséo. Entarunculataa ocorréncia de invasdes
nao parece ter ocorrido, visto que a variabilidgdeética encontrada nesta espécie &
alta e em populacdes de espécies invasoras costmralativamente baixa (Patti &

Gambi, 2001; Dlugosch & Parker, 2008; Meloal, 2010).

5.2.2. Sobre a histéria demogréfica

Os valores de diversidade haplotipica observados @ COIl (Tab. 4.3 - 0,879 <
h < 1,000) indicam que na maioria das localidadeaumero de haplétipos era
praticamente igual ao de individuos representadosy excecdo dos individuos
amostrados no Arquipélago de Sao Pedro e Sdo Rasld®,879). Apesar dos valores

aqui encontrados serem altos, em outras espécigmlapieta também é possivel

63



Dissdo:Hermodice carunculata

observar valores semelhantes, como no caso Bdenchipolynoe symmytilida
(Polynoidae), Alvinella pompejana(Alvinellidae) (Plouviezet al, 2009), Hediste
diversicolor (Nereididae) (Audzijonyteet al, 2008; Virgilio et al, 2009), Pectinaria
koreni (Pectinariidae) (Jollet al, 2005),P. auricoma Owenia fusiformigOweniidae)
(Jolly et al, 2006) ePalola spp. (Eunicidae) (Schulze, 2006). Entretanto eslor
relativamente baixos também podem ser observadosalgomas espécies como,
Hesiolyra bergi(Hesionidae) (Plouvieet al, 2009),Hobsonia florida(Ampharetidae)
(Olson et al, 2009),Bathykurila guaymasensidolynoidae) (Gloveet al, 2005) e
Diopatra spp. (Onuphidae) (Seixas al, in prep.). Devido ao carater mais conservativo
da regido do 16S, os valores foram inferiores ad @@b. 4.4 — 0,784 < h < 0,911),
porem igualmente altos se comparados com a megyi&o réePalola spp. (Schulze,
2006). Baseado nesses trabalhos, os valores dsidage nucleotidica também podem
ser considerados elevados, principalmente para b (T&b. 4.3 — 0,00792 « <
0,01288), visto que poucos trabalhos utilizaran6® ¢omo marcador.

Embora a relacdo entre diversidade genética entaonpopulacional efetivo
aparente ser diretamente proporcional, fatores coestruturacdo genética, efeito
gargalo, selecdo natural, ciclo de vida e tipoegeaducéo afetam de diferentes formas
esta relacdo (Baziet al, 2006). Tal comportamento limita o poder de edtacéo
acerca das estimativas de diversidade genéticeetento do ponto de vista da genética
da conservacao, esta medida é importante parssamnab riscos de extingdo de uma
determinada espécie ou populacdo, visto que tarsldade estd associada com a
capacidade das espécies evoluirem em resposta angasd ambientais (Reed &
Frankham, 2003). Desta forma, os resultados aqtidasbpara diversidade genética,

assim como as estimativas de tamanho populaciéetale(Tab. 4.11), apontam que a
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espécieH. carunculataaparentemente nao sofre riscos do ponto de \astgedética da

conservagao.

Na rede de hapldétipos para o COI (Fig. 4.3) a neidos haplétipos foram
exclusivos de uma determinada localidade, nao iboitido muito para a inferéncia de
padrbes de conectividade. Entretanto, os Unicoitiagms compartilhados entre duas
populacdes demonstram que entre Bahia e San Bidlsg@s Rocas e San Blas e Bocas
del Toro e San Blas ocorre algum fluxo génico. Quanidade dos hapldtipos, a teoria
da coalescéncia (Kingman, 1982) prediz que os lippkhmais antigos sao aqueles que
possuem maior frequéncia, tem amplas distribuig@egraficas e estdo no centro das
redes de haplétipos (Freeland, 2005). Baseado nh @Odois haplétipos que se
encontram no centro da topologia em formato delestn&o sdo os mais frequentes (1 e
3 ind.) e também nédo estdo amplamente distribuipogem devido ao numero de
haplétipos que deles descendem (13 e 20 haplyapetmente sdo os mais antigos.
Ainda neste marcador é possivel observar uma grajpdatidade de haplotipos
intermediarios ndo amostrados, indicando que arsidede genética possa estar
subestimada.

O fato do 16S ser mais conservado fez com quéede haplétipos seja mais
informativa quanto as questdes de conectividadg @&#). Através dela podemos ver
gue o haplétipo mais frequente (22 ind.) estaibisiio por todas as localidades e se
encontra no meio da topologia em estrela, com maimero de haplotipos
descendentes (13 hapl.). Tais caracteristicasandigue este seja o haplétipo mais
antigo e que a principio ha fluxo génico entre $oda localidades amostradas. Além
deste, outros dois hapl6tipos se destacam devsda requéncia (8 e 11 ind.) e nimero

de haplotipos descendentes (6 e 7 hapl.), sendo guieneiro reforca a ocorréncia de
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trocas génicas entre Atol das Rocas, ArquipélagbatePedro e S&o Paulo e Bahia, e 0
segundo as trocas entre Atol das Rocas, BocasodeleTSan Blas (Fig. 4.4).

Em ambos os marcadores, os haplétipos considenadis antigos sempre
estiveram presentes no Atol das Rocas. Tal resufiazl com que a populacdo desta
localidade seja interpretada como a mais antigrel@s amostradas. Além disso, de
acordo com Freeland (2005), as populacdes comddevamero de haplotipos tendem
a ser as mais antigas, visto que os individuoprakentes tiveram mais tempo para
acumular mutacdes. Entretanto, devido a despropaigé individuos amostrados entre
as localidades e as semelhancas na diversidadetipagas, fica dificil inferir se o Atol
das Rocas realmente é mais diverso em haplétipab @3 e 4.4) ou se esta

superioridade reflete tal despropor¢cdo amostral.

A ocorréncia recente de efeito gargalo ou efeitw&dor podem deixar marcas
no padrdo de diversidade genética e na rede détipm3, pois em ambos os efeitos as
populacdes crescem a partir de um reduzido numerdinthagens mitocondriais.
Embora para poliqueta ndo se tenha um valor lifeitd® diversidade genética que
revele a provavel ocorréncia de tais processos)t@@owen (1998), consideram que,
para peixes marinhos, tais valores de diversidag®otipica (h) e nucleotidicar)(
sejam inferiores a 0,5 e 0,005, respectivament@&mAdisso, estes autores criaram uma
classificagdo baseada nos valores derh(@equeno ou grande), para inferir a histéria
evolutiva das populacdes. De acordo com esta fitagsio, as populagbes de
carunculata(valores de h @ elevados; Tab. 4.3 e 4.4) podem se encaixar ddattes
cenarios: (1) as populagdes passaram por um efaiigalo ou fundador seguido de

rapido crescimento populacional; (2) as populaggis amplas e estaveis com uma
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longa historia evolutiva; ou (3) ao longo das papdes e localidades ocorrem contatos
secundarios entre as diferentes linhagens.

Quanto a esses cenarios, a rede de haplétiposremtiode estrela (Fig. 4.3 e
4.4), com diversos haplétipos de origem mais receonectados por poucos passos
mutacionais, pode indicar a provavel ocorrénciamesvento de expanséo populacional
(Slatkin & Hudson, 1991). Além disto, os resultadius testes de neutralidade (Tab.
4.7) juntamente com as analises de distribuicAadeaencas (Fig. 4.5, Tab. 4.8 e 4.9)
e oBayesian Skyline PldFig. 4.6), também corroboram a hipétese destaresgo. De
acordo com os parametros estimados na andlise stebudicdo das diferencas, o
aumento do numero de individuos ocorreu praticagnant mesmo tempo em que a
expansao espacial (Tab. 4.8 e 4.9).

Embora haja evidéncias de expanséao populacionalp sugerido pelo primeiro
cenario proposto (1) por Grant & Bowen (1998), h&@nada que corrobore que tal
evento tenha ocorrido apds um efeito gargalo odddar. Tal expansao pode ter sido
causada por alguma alteracdo ambiental que pastuorecer a espécie, porém isso
nao significa que o tamanho populacional fosseziddy e sim que atualmente ele é
maior do que era antigamente. Com basBangesian Skyline PI¢Fig. 4.6), o tamanho
populacional efetivo () aumentou cerca de 10 vezes, sendo as estimgiarasN
atual maiores que 1.000.000. Tal valor € condizeoie os valores obtidos a partir dos
parametros estimados pelo programa Migrate (T4l)4.

Quanto a ocorréncia de eventos de “colonizacaeitefundador), estes deixam
de ser percebidos a partir do momento em que aRgigs efetivas passam a ocorrer
com certa frequéncia, ao longo de diferentes épeaapartir de diferentes linhagens,
como parece ser o caso He carunculata visto que as estimativas de fluxo génico

entre as populagbes sao elevadas (Fig 4.7). A eAge a taxa de mutacdo desta
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espécie seja muito elevada, a alta variabilidadeetgsa encontrada dentro dé
carunculatapode ser explicada pelo elevado tamanho populalgciama longa histéria
evolutiva (longo periodo desde o ancestral comuns megente das linhagens) e altas

taxas de migracéo (cenarios 2 e 3 propostos acima).

As variacdes das condicdes climaticas causadas peldodos de glaciacédo e
interglaciacdo do Pleistoceno, parecem néo teudnfliado a histdria evolutiva das
populacdes analisadas He carunculata diferentemente do que parece ter ocorrido em
diversas espécies de invertebrados e peixes mariohoestuarinos (Wares, 2002;
Peijnenburget al, 2004; Jollyet al, 2006; lannottaet al, 2007; Olsoret al, 2009;
Virgilio et al, 2009). A explicacdo para isso pode ser as difeseregides geograficas
(temperada x tropical) onde as populacdes ocomvestg que tanto no mar quanto no
continente as mudancas causadas pelas glaciacéesempaser mais extremas nas
regides temperadas e/ou estuarinas do que nasesegidpicais e/ou em grandes
oceanos (Hewitt, 2000).

Nas regides temperadas, o avanco do gelo em dieez@war faz com que haja
uma contracdo da distribuicdo das espécies, devidoorréncia de fortes declinios
populacionais ou até mesmo extingdes locais (He@@D4; Larmuseaet al, 2009).
Além disso, tais mudancas podem levar a formacadateeiras geograficas, que
impedem a ocorréncia de trocas génicas, como siag@@ara o Mar Mediterraneo
(Pannacciulliet al, 1997; Bianchi & Morri, 2000; lannottt al, 2007). Sendo assim,
ao final do periodo de glaciacdo as regides onde dapécies ocorriam serao
recolonizadas a partir de um reduzidaol génico (Hewitt, 2004). Nas espécies que
estdo distribuidas em regifes tropicais marinhasdacdo do nivel do mar, causada

pelo periodo de glaciagdo, faria com que as popetagigrassem verticalmente (para o
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“fundo”), desta forma haveria uma menor chance ae estas deixassem de existir.
Além disso, é menos provavel que ocorra a formalg#idarreiras geograficas que
restrinjam o fluxo génico entre as populacdes,ove$ maiores profundidades nos
oceanos. Desta forma, a recolonizacdo pos-periad@bocorreria a partir de upool

génico relativamente alto se comparado com asesgé@nperadas.

5.2.3. Fraca estruturacdo populacional como resulteb da alta conectividade
genética

Em virtude do que foi exposto até o momento, sdites os indicios de que,
dentro deH. carunculatando ha estruturacdo populacional ou, se existe,é&muito
pequena. Através das analises de indice de fix&gao(Tab. 4.5), AMOVA (Tab. 4.6)

e fluxo génico (Fig. 4.7), foi possivel comprovaalta conectividade genética entre as
localidades e detectar uma estruturacdo muito fpacgparte do Arquipélago de Sao
Pedro e S&o Paulo.

O isolamento geografico deste Arquipélago foi teftenos resultados do indice
de fixacdo (kr) (Tab. 4.5), visto que as comparacdes envolverdiolotalidade
apresentaram o0s maiores valores significativos,icamdlo um maior nivel de
endocruzamento. Nas outras localidades, as confemgiar a par com base no COI
nao apresentaram valores significativos, indicasdda homogeneidade entre tais
localidades. J& com o 16S, apesar dos baixos salasecomparacdes entre Atol das
Rocas x Bocas del Toro, Atol das Rocas x San Bl&ala x San Blas, foram
significativas (Tab. 4.5), indicando um pequenardiiciacdo por parte deste marcador
molecular.

Tendo em vista as distancias geograficas entrecaidades (variando de ~750

km a ~6.800km) era esperado que os valoresgfmgsem maiores. Em um estudo com
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cinco populagdes do poliqueta estualitabsonia florida todas localizadas ao longo de
200 km de costa, foram observados valores maiaebsv(COI - 0,18 <4 < 0,74)
(Olson et al, 2009). Entretanto a diferenca entre os resuitadmH. florida e H.
carunculata podem ser explicados pelas diferencas intrinsem@a®0 resisténcia a
variacbes ambientais e capacidade de dispersam (ladio planctotréfica x larva
planctotréfica), e também pelo tipo de ecossisteenagjue habitam (regido estuarina x

regido marinha e oceanica).

Dentre os diferentes cenarios de estruturacao aoipukis testados na AMOVA
(Tab. 4.6), a quantidade de variacédo dentro daslagfes foi sempre maior em relacéao
aos outros grupos hierarquicos (84,11% < % variacé®,67%). Embora a hipotese de
panmixia tenha sido rejeitada (1° cenario), indicam existéncia de estruturacao,
nenhum cenario testado posteriormente conseguitarceg estruturacdo, visto que a
hipétese nula de nao diferenciacdo entre os grgpep ndo pode ser rejeitada em
todos os casos (para ambos os marcadores).

Entretanto, os resultados dos testes estatisteferentes ao indice de fixacao
®sc, demonstram um pequeno grau de isolamento poe mdws individuos do
Arquipélago de S&o Pedro e S&do Paulo. Para o C8Setodas as vezes que O
Arquipélago foi agrupado com outra localidade (28°ecenarios), a hipétese de néo
diferenciagcao entre as populacdes dentro dos gridpes$ foi rejeitada, indicando que
h& alguma diferenciacéo (Tab. 4.6). Por outro kadims os cenarios restantes, onde o
Arquipélago foi mantido separado, a hip6tese nae @ mesmo grupo hierarquico
(®sc) ndo pode ser rejeitada para ambos os marcadorasexcecao do 4° e 7° cendrios
para 0 16S. Com base no 16S houve tmabém um ldi@adrde que Bocas del Toro e

San Blas estivessem mais relacionados (5° cenBxmtre 0s cenarios testados aqueles
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que explicaram uma maior parte da variacdo entre gagpos foram o 4°
(ASPSP/AR+BA+BT+SB), para o COI (12,94%), e o 5SPSP/AR+BA/BT+SB),
para o 16S (14,69) (Tab. 4.6). Entretanto estesremlsdo bem inferiores a variacao
associada aos individuos dentro das populacoesléey disso, ndo desviaram

significativamente da hipétese nula.

A baixa estruturacdo populacional pode ser vistaccoma consequéncia do
elevado grau de fluxo génico entre as localida@&és. @.7). De acordo com Slatkin
(1987), um migrante efetivo por geracao é sufieigmara manter a homogeneizacao
entre diferentes populacdes, visto que impede gulferencas genéticas se acumulem.
Sendo assim, os valores observados para o nUmerogtdentes efetivos por geracéo
(Fig. 4.7) sao suficientes para manter as locafisageneticamente conectadas, com
excecdo de algumas comparacdes envolvendo o Atgggpde Séo Pedro e Sao Paulo.
Tais resultados corroboram que, apesar de poucbeconento acerca da biologia
reprodutiva, as larvas dd. carunculata provavelmente tem um alto potencial de
dispersdo, como também sugerido para outra espiecimesma familiaEurythoe
complanata(Barrosoet al, 2010). A dispersao de individuos adultos tamlpade
ajudar nessa homogeneizacao, visto que ja foraatadels casos de adultos nadando na
coluna d’dgua e presentes em destrocos flutuaBgesoso & Paiva, 2007).

O maior grau de estruturacdo por parte do Arquimelde S&o Pedro e Séo
Paulo reflete o seu isolamento geografico, entretarfio é s6 o fator, distancia
geografica, que parece estar causando tal padafito ©s lugares mais distantes (Bocas
del Toro e San Blas) quanto os mais proximos (Atak Rocas e Bahia) do
Arquipélago, apresentaram valores similares gie(Fab. 4.5). Além disso, a hipétese

de isolamento por distanciagfFx distancia geogréfica) foi rejeitada no testévidmtel
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para o COI (Fig. 4.8A), embora tenha apresentada conrelacao significativa para o
16S (r = 0,48, p = 0,039) (Fig. 4.8B). A correlagixtre 0 numero de migrantes efetivos
(Nem) e a distancia geografica também nao foi sigatifia (Fig. 4.8C).

A auséncia de continuidade de costa pode ter unel pmpportante na
conectividade das populacgdes, visto a ausénciapldar;0es intermediarias que podem
funcionar de forma parecida com em um modelstépping-stone$Gold & Turner,
2002). Outro fator que se complementa a ausénce@iinuidade da costa € o longo
trecho de mar profundo ao redor do Arquipélago, sgieestende praticamente até a
plataforma continental. Sendo assim, as larvasdoitas que se dispersam a partir do
Arquipélago provavelmente possuem uma menor cha@a®breviver até conseguirem
assentar em outra regido, e 0 mesmo se aplicadr@gada de migrantes.

Os valores observados no indice de fixagg&o(TFab. 4.5) apontam para o maior
grau de endocruzamento nos espécimes coletadosquip@lago de Sao Pedro e Séo
Paulo. Tais valores indicam que a maior parte ddviduos recrutados estejam sendo
originados a partir de individuos do proprio Arglggo (auto recrutamento), como
previsto no modelo de estruturacdo em ilhas, ongebabilidade dos individuos do
mesmo local se reproduzirem € muito maior do gtesese reproduzam com individuos
de outras localidades.

Sendo assim, a foz dos rios Amazonas e Orinoce @)ongo trecho de mar
profundo (2) séo vistos como as principais barse&rtaconectividade genética entre a
fauna do Atlantico Sul e do Mar do Caribe (1) eliém entre as faunas dos diferentes
lados do Atlantico Sul (2), respectivamente (Lessioal, 2003). Par&l. carunculata
as alteracdes das condi¢des fisico-quimicas casigeadia imenso aporte de agua doce
dos rios amazonicos parece nao interferir na co@atle entre as diferentes

populacdes, diferente do que ocorre, mesmo querdefsucinta, quando ha a presenca
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de um longo trecho de mar profundo, que ndo chégacionar como uma barreira para

a especiacao alopatrica.

5.2.4. Fluxo génico e as correntes marinhas supeaifiis

O fluxo génico do Atol das Rocas e Bahia para dasasuocalidades foram de
forma geral os maiores (Fig. 4.7), tal observacé@depestar associada as elevadas
estimativas ded (Tab. 4.10) e, consequentemente, do tamanho popodd efetivo
(Tab. 4.11). Além disso, através das comparac@es par entre as localidades, pode-se
observar que os maiores valores de fluxo génicg. #.i7) sdo aqueles que estdo na
mesma direcdo que as correntes marinhas supesfiEigi. 1.1 e 1.2).

No caso das comparacdes entre Atlantico Sul OatdentMar do Caribe, a
direcdo das Correntes do Norte do Brasil, da Guen® Caribe parece ter bastante
influéncia nos padrdes observados de fluxo génisto a superioridade de migrantes
por geracdo nesta direcdo (Atlantico Sul para o whar Caribe, Fig. 4.7). A
superioridade de migrantes de Bocas del Toro panaB#as, também reflete a padrao
predominante das correntes superficiais destaaégiéo Panama-Coldombia). Dentre as
localidades do Atlantico Sul, a Corrente Sul Equakdque flui para a costa Norte do
Brasil), a Contra Corrente Norte Equatorial e a Solrente Equatorial (que fluem para
a costa da Africa) (Fig. 1.1 e 1.2), parecem eaplisem a relacdo assimétrica de
migrantes entre Atol das Rocas e Arquipélago deP#ftwo e Sao Paulo (ARASPSP
= 4,8 e ASPSPAR = 0,6). Ja na relacdo de migrantes entre Bahaokdas Rocas
(AR—BA = 135,7 e BA>AR = 95,1) e Bahia x Arquipélago de Sao Pedro eFzido
(ASPSP-BA = 2,6 e BASASPSP = 2,7) parece que a variacao dos difereot@ep
aonde a Corrente Sul Equatorial se bifurca na astarasil, estdo influenciando estas

relagcOes. Tal variacdo pode definir se uma part€ateente Sul Equatorial vai seguir
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da Bahia para o Rio Grande do Norte e outra p&ala@o Brasil, ou se uma parte vai
descer do Rio Grande do Norte até a regido SulrdsilBe a outra vai seguir pela costa
Norte do Brasil (Campost al, 1999; Stramma & England, 1999).

Mesmo para espécies que possuem um alto potereidispersdo, combl.
carunculata a presenca de pontos intermediarios entre asidadas é fundamental
para manter a conectividade entre populacfes mdistantes, como a fauna benténica
rasa entre a costa africana e brasileira. Apesgrrélgente trabalho nédo ter avaliado
nenhuma populacdo da costa africana, € pouco pbwfve haja uma grande
estruturacdo populacional entre os diferentes latiosAtlantico (Ahrenset al, no
prelo). Sendo assim, os resultados aqui obtidosodsttam que as ilhas oceanicas,
como o Arquipélago de Séo Pedro e Sao Paulo, pddermpapel fundamental na
homogeneizacéo de populacdes distantes geografitame

Além disso, a escolha de locais para a criacameskrvas marinhas, pode ser
melhor direcionada se soubermos a influéncia dasmes marinhas superficiais sobre
a dispersado das larvas, visto que tais reservasnpaervir de pontos intermediarios
entre a conectividade de populacdes distantes leétmntomo reservatério e fonte de
diversidade genética (Paluméi al, 2003). Sendo assim, a manutencdo do Atol das
Rocas como uma reserva biologica € uma decisatadaeristo que sua localizacdo em
relacdo as correntes superficiais permite que uaadg quantidade de emigrantes se
dispersem para a costa norte e nordeste do Braéaihieém para o Mar do Caribe e,
além disso, recebe um namero de migrantes eleVai®eventos podem ocorrer nao sé
em H. carunculata mas em qualquer outra espécie que tenha umadpaaidade de

dispersao e que consiga colonizar locais nao rativo
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5.3. Timarete punctata
5.3.1. Quanto a existéncia de espécies cripticas

As andlises filogenéticas (Fig. 4.9) demonstraraot@réncia de dois grupos,
um com os individuos distribuidos ao longo do Apglago Sdo Pedro e Sdo Paulo,
Atol das Rocas e Bahia (grupol) e outro ocorrendosempatria no Atol das Rocas
(grupo?2). Tais resultados apontam para a exist@eiduas espécies sob o nomelde
punctata que aparentemente sao indistinguiveis morfologerde.

Os valores de distanc@entre os individuos dos dois grupos (Tab. 4.18) sa
relativamente baixos (~1,4% no COIl e ~0,4% no 1p&p definir com certeza a
existéncia de duas espécies, porém se comparasnaares encontrados dentro das
localidades do grupo 1 (ASPSP, AR1 e BA) e do gr@p@dAR2), vemos que
praticamente ndo ha variacao intra-populacionab.(#al2). Outro resultado a favor da
existéncia de duas espécies pode ser observadealmwes do indice de fixacaa
(Tab. 4.16). Dentre as comparacdes envolvendomodZicom os individuos do grupo 1
foram obtidos valores iguais ou bem préximos de amgue € compativel com valores
encontrados entre espécies diferentes. Aléem diesdMOVA (Tab. 4.17), a variacao
explicada por causa da separacdo entre grupo upmo & foi extremamente alta
(98,70% no COI e 93,09% no 16S), indicando a pigzsele duas espécies ou entao
uma forte estruturagéo que ocorre em simpatria.

Apesar dos resultados apontarem para a existdadias espécies, a presenca
de duas linhagens bem distintas no Atol das Roods per sido consequéncia de dois
eventos independentes de colonizacdo, que ocorremamiferentes momentos e/ou a
partir de poucos individuos bem distintos. Comoriacfpio o DNA mitocondrial é
transmitido somente pelas linhagens maternas esofé® recombinacdo (Avise, 2004),

mesmo que ocorra reproducédo sexuada (pouco obsepaad o0 génerdimaretg, as
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linhagens irdo manter sua independéncia. Por caudariva génica, os haplétipos mais
novos na populacado (colonizagao recente) possuearaa@hances de desaparecem em
relacdo aos mais antigos, desta forma se ndo haumefluxo génico constante, tal

populacdo mantera uma baixa variabilidade, s6 atanda através de mutacdes no

DNA.

5.3.2. Quanto aos baixos valores de variabilidadegética

Os valores de diversidade genética (Tab. 4.14%) 4. a rede de haplétipos (Fig.
4.10) refletem a reduzida quantidade de polimodigncontrada na espécie, e podem
ser interpretados como a ocorréncia recente de fiaio egargalo ou fundador,
entretanto outras hipéteses podem ser considepatasexplicar tal padréo. Valores
igualmente baixos nunca foram relatados para oafiécies de poliqueta.

Na primeira hipotese (1), as populacbes Te punctata teriam passado
recentemente por um forte gargalo populacionald@edal diminuicdo no tamanho
populacional responsavel pela drastica reducacanabilidade genética. Entretanto a
presenca de praticamente o mesmo haplotipo em sxdbxalidades pode indicar que
tal gargalo tenha ocorrido antes da espécie tenado estas regides, caso contrario
nem todas as localidades teriam uma baixa vardaoié. Em populacdes de espécies
invasoras ou recém-colonizadas € comum observar haixa diversidade genética,
podendo o aumento da diversidade genética serdmyma introducdes multiplas ou
evento migratérios, onde a variabilidade exister@goopulacdo nativa (mais antiga) €
transferida para a nao-nativa (mais nova) (DlugasdRarker, 2008). No caso desta
hipotese estar correta as trés populacdes aquit@tas teriam sido colonizadas

basicamente pelo mesmo haplotipo.
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Na segunda hipotese (2), a reducdo populaciotaiigsafetando de forma nao
aleatdria todas as populacoes, que ja estariarergessem tais localidades, e por iSso
basicamente 0 mesmo hapldétipo estaria presentedss fis localidades. Tal hipotese
poderia ser explicada pela forte acdo de uma pressdétiva sobre o DNA mitocondrial
desta espécie, que estaria agindo em uma ampla esgacial. Numa terceira hipétese
(3), o padréao de diversidade genética poderia sglicado pela existéncia de uma
maquinaria de reparo no DNA mitocondrial. Apesar tde sido comprovado a
existéncia de genes com essa funcdo em cnidamos-Khgdonet al, 1998), nada se

sabe quando a presenca destes em anelideos.

Devido a espécie aparentemente se reproduzir pprizegénese (Petersen,
1999), a hipotese de que a maioria dos individotetados sejam clones, ndo pode ser
descartada. Porém, devido as caracteristicas do DitAcondrial como heranca
uniparental e ndo recombinacéo, ndo é possival fergnuma afirmacao quanto a isso.
O uso de outros marcadores moleculares, adequadasapaliar a clonalidade, seria

fundamental para investigar esta questao.

5.3.3. Quanto a forma de disperséo

A causa da baixa variabilidade genética ndo podeespondida a partir dos
resultados aqui obtidos, entretanto se desconsidesaa 22 e a 32 hipdteses, as
localidades amostradas dé&. punctata possuem um grau de conectividade
extremamente alto. Apesar das andlises de fluxicgéméo terem sido realizadas,
devido ao reduzido polimorfismo, tal concluséo peee tirada a partir da rede de
haplotipos (Fig. 4.10) e dos valores dg {ab. 4.16). As causas desse aparente grau de

conectividade também séo incertas, visto que atérnento poucos Sao 0s registros da
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presenca de gametas (Cinar, 2007) e, além disspesenca de larvas nunca foi
reportada. Desta forma a principal forma de repgadicitada pard. punctatae outras
espécies do género € a esquizogénese (Fig. 1.4Tgrgen, 1999). Entretanto, a
fragmentacdo pode ter um importante papel na didpedessa espécie, assim como
sugerido pard. filigera (Gherardiet al, 2007). Embora pareca pouco provavel que um
pequeno fragmento seja capaz de se dispersar qmyadalistancias, a ocorréncia em si
de T. punctataem ilhas oceéanicas (de onde provem o materia) spgere que tal
processo seja possivel (se ndo considerarmos quansporte esteja sendo feito por
atividades antropicas). Além disso, a partir do moim que um numero reduzido de
individuos alcance uma determinada regido, esta pedrapidamente povoada devido
a ocorréncia da reproducdo assexuada, como obsemaadinamica populacional de

filigera (Gherardiet al., 2007).
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6. Conclusodes

- Com base enT. punctatando foi possivel chegar a conclusdes acerca das
questbes levantadas. Visto a baixa quantidade tiegrismo encontrado entre os
individuos, os resultados obtidos sdo ambiguosan#&itiando na corroboracdo de uma
hipétese em particular. Desde a definicdo da pgasde uma ou duas espécies até as
estimativas sobre genética de populacdes, filogéiage o papel dos fatores ambientais
na conectividade genética (isolamento geografiar, profundo e padrdo das correntes
superficiais), fica claro que sdo necessarios estupie utilizem outros marcadores

moleculares (nucleares principalmente) e/ou queat@uma maior amplitude espacial.

- Com base na ampla distribuicdo geograficaHdecarunculatafoi possivel
observar um alto grau de conectividade genéticiee exst ilhas oceanicas do Atlantico
Sul Ocidental, a costa do Brasil e o Mar do Carils.conectividade explica a baixa
estruturacdo genética populacional e sugere quaness e/ou adultos desta espécie
podem se dispersar por longas distancias e suport@lancas nas caracteristicas

ambientais, como as causadas pelo aporte de ageaitoa dos rios amazonicos.

- Apesar deH. carunculatater um tamanho populacional efetivo elevado, garec
nao haver um motivo claro que explique tal expang® alteracbes ambientais
causadas por eventos geoldgicos, que comumentssaciados a mudancas na histéria
demografica das espécies, parecem nao ter deixadoasnno DNA mitocondrial ou

entdo estas foram apagadas devido a altas taxagycecao.

- O isolamento geografico ndo impede que as popetagdeH. carunculata

distribuidas ao longo do Atlantico Sul OcidentaMar do Caribe, mantenham um alto
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fluxo génico. Ja a presenca do mar profundo por lomga escala espacial, parece
limitar, de forma sutil, o fluxo génico entre agdbdades, entretanto tal barreira ndo

aparenta ser suficiente para causar a especiacatopatria.

- Para espécies que tenha um alto potencial desrdép assim comél.
carunculata os padrbes das correntes marinhas superficidisereados para o0
Atlantico Sul Ocidental e o Mar do Caribe, exercemm importante papel na

determinacao da direcéo do fluxo génico entre pslpgdes dessas regides.
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