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RESUMO

Entender como as populacbes estdo conectadas, ou seja, 0 quanto elas trocam
individuos entre si e o quanto elas sao interdependentes, tem grande importancia evolutiva e
ecoldgica. O coral escleractineo endémico Mussismilia hispida é um dos principais
organismos construtores dos recifes brasileiros. Esse coral possui um ciclo reprodutivo anual
e ja foi observado uma assincronia na época da liberacdo de gametas entre diferentes
regides ao longo da sua distribuicdo. Tal fato poderia causar um isolamento reprodutivo
entre suas populacdes e levanta diversas perguntas acerca da sua conectividade, ja que
esse coral ocorre por toda a extensdo costeira do Brasil. Devido a importancia de
compreender a conectividade de uma espécie e visto que nao existem estudos sobre esse
tema para nenhum coral brasileiro, o objetivo do presente estudo foi descrever como as
populacbes de M. hispida estdo conectadas. Como métodos diretos de estimar a
conectividade sdo escassos para corais, foram utilizados marcadores moleculares afim de
avaliar seus padrées de dispersao. Para tal, foram amostradas quinze localidades ao longo
da costa, incluindo ilhas oceanicas. Onze loci de microssatélites especificos foram
amplificados e, a partir dos genétipos obtidos, foram estimadas a diversidade genética, o
padrdo de estruturacdo e a direcdo do fluxo génico dessa espécie. A assincronia
reprodutiva reportada previamente para essa espécie parece nao interferir no fluxo génico
observado, ja que regides com épocas reprodutivas distintas estdo conectadas e regides
com épocas reprodutivas concomitantes encontram-se estruturadas. Os individuos de M.
hispida podem ser divididos em cinco populacdes, sendo estas: populacdo Norte (estados
da regidao Norte); populacdo llhas (Atol das Rocas, Fernando de Noronha e llha de
Trindade); populacdo NE/ES (da Paraiba até Espirito Santo); populacao Regido dos Lagos
(centro do Rio de Janeiro); e populacao Limite Sul (sul do Rio de Janeiro e Sao Paulo). A
populagdo mais diferenciada € a do Limite Sul, sendo esta também uma regi&do sumidouro,
além de possuir a menor diversidade genética. As populacées mais centrais, NE/ES e
Regido dos Lagos, podem ser consideradas locais fonte, que exportam larvas para as
demais. Observou-se uma estruturagcdo genética das ilhas oceénicas em relacdo a
populacdes da costa, podendo ser explicada pelo oceano aberto funcionando como barreira,
e parece ser comum a outros organismos. Fica claro também a presenca de uma barreira
para a dispersdao na Regido dos Lagos, provavelmente devido a ressurgéncia, o que parece
novamente nao se limitar a essa espécie. Além disso, as principais direcoes de fluxo génico
dessa espécie ficam evidentes, o que, aliado as estimativas de diversidade genética aqui
feitas, serdo uma ferramenta de grande importancia para estratégias de manejo adequadas.



ABSTRACT

Understand how populations are connected, that is, how much they exchange
individuals and are interdependent, is ecologically and evolutionary significant. The
scleractinian endemic coral Mussismilia hispida is one of the main reef builders in Brazilian
reefs. This coral has an annual reproductive cycle and it has been observed an asynchrony
in its time of gamete release among different regions within its distributional range. This fact
could cause a reproductive isolation among its populations and raises several questions
about their connectivity, since this coral occurs along the entire coast of Brazil. Due to the
importance of understanding a species' connectivity and since there are no studies about this
matter for none of the Brazilian corals, the goal of the present study was to describe how M.
hispida populations are connected. As direct methods for estimating connectivity are scarce
for corals, molecular markers were used to estimate its dispersal patterns. For that, fifteen
sites were sampled along the coast, including oceanic islands. Eleven specific microsatellite
loci were amplified and from the genotypes obtained the genetic diversity, structure pattern
and gene flow direction were estimated. The reproductive asynchrony previously reported for
this species does not appear to interfere with the observed gene flow, since regions with
distinct reproductive periods were connected and regions with similar reproductive periods
were structured. M. hispida individuals can be divided into five populations: North population
(states from the Northern region), Island population (Atol das Rocas, Fernando de Noronha
and Trindade Island); NE/ES population (from Paraiba state to Espirito Santo state); ‘Regiao
dos Lagos’ population (central portion of Rio de Janeiro state); and South Limit population
(south of Rio de Janeiro state and Sao Paulo state). The most differentiated population is the
South Limit, also being a sink population, besides having the smallest genetic diversity. The
central populations of NE/ES and ‘Regiao dos Lagos’ can be considered source populations
that export larvae to the others. Genetic structure was observed between the oceanic islands
and the coast populations, which could be explained by the open ocean working as a barrier,
and may be common to other organisms. It is also clear the presence of a dispersal barrier
for the Regiao dos Lagos, probably due to an upwelling event that again does not appears to
be limited to this species. Furthermore, the main directions of gene flow are evident, that
together with the estimative of genetic diversities here calculated, will be an important tool for

adequate management strategies.
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1. INTRODUCAO

1.1. Conectividade, fluxo génico e estruturacao entre populacoes

A conectividade populacional pode ser definida de diversas formas e, no geral, é
entendida como a “troca de individuos entre subpopulacées de uma metapopulacao que sao
geograficamente separadas” (Cowen et al. 2007). Uma definicdo interessante de
conectividade é a utilizada por Kool e colaboradores (2013) onde “conectividade é o
resultado da dependéncia entre populacbes ou individuos”. Essas duas definicbes se
sobrepdem e a avaliacdo desse processo depende da escala analisada, podendo ser tanto
ecolégica como evolutiva. Ambientes que apresentam a mesma espécie ja foram
conectados em algum momento ao longo do tempo evolutivo e saber quais sdo as
caracteristicas dessa conexao, ou seja, os padrdes de migracao e estruturacdo, € uma das
principais metas ao se estudar a conectividade (Hellberg 2007). Ja o entendimento da
dindmica populacional, que é uma escala de tempo mais restrita, depende tanto das taxas
de natalidade e mortalidade, como das taxas de imigracdo e emigracao (Caley et al. 1996).
Portanto, determinar a conectividade entre populagdes é essencial para compreender tanto

a dindmica populacional como os processos evolutivos de uma espécie (Kool et al. 2013).

A conectividade pode ser medida diretamente, utilizando metodologias como
marcagao e recaptura, ou indiretamente por meio de marcadores moleculares (Kool et al.
2013). Medir todos os mecanismos que influenciam a dispersao diretamente € uma tarefa
complicada e, dependendo do organismo, como por exemplo, em corais, nem sempre
possivel (Cowen e Sponaugle 2009). Nesse contexto, a estimativa da conectividade
utiizando ferramentas moleculares, ou seja, a conectividade genética, vem sendo
amplamente utilizada. A conectividade genética é inferida pela existéncia de fluxo génico
entre as populacdes, quando se observa alguma estruturacao entre elas. O fluxo génico
pode ser definido como a entrada de alelos em uma populagao, através do movimento de
individuos ou de gametas, o que vai causar mudancas nas suas frequéncias génicas

(Hamilton 2009).

A evolucao pode ser entendida como a mudanga cumulativa na composicao genética
de uma populacao (Hartl 2008). Essa mudancga ocorre devido a variagcdes nas frequéncias
génicas dessa populagdo, que sao causadas pelos processos de migracdo, mutacao,
selecao natural e deriva génica. A mutacao ocorre quando ha alguma mudanga no material
genético, 0 que gera variagdo genética, enquanto que a selecdo atua aumentando a
frequéncia de alelos que conferem uma maior capacidade de sobrevivéncia e reproducao. Ja
a deriva génica € a variagdo aleatéria das frequéncias alélicas de uma popula¢do (Hamilton
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2009). Nesse sentido, essas trés forcas tem a capacidade de aumentar a variabilidade de
uma populagédo, mudando suas frequéncias alélicas e aumentando sua divergéncia genética
em relacdo a outras populagdes, onde essas atuam de maneiras distintas. A migracao,
também chamada de fluxo génico, contrabalanca essas outras forgas evolutivas, causando a
homogeneizacao entre populagdes, por conta do movimento de individuos ou gametas entre
elas. Assim, o fluxo génico permite que genes evolutivamente vantajosos sejam levados de
uma populacao para outra, o que é importante para a persisténcia da espécie (Slatkin 1987).
Quando esta forca esta ausente, ou seja, quando ndo ha migracéo, as diferencas entre as
populacées se acumulam e determinados alelos podem se fixar, podendo levar, com o
tempo, a formacgao de espécies distintas (Slatkin 1987).

As populagbes podem ter um baixo fluxo génico entre si, caracterizando populagbes
estruturadas. Em uma populacao estruturada existe uma probabilidade diferenciada de dois
individuos aleatorios cruzarem e ela sera subdividida em populacbes distintas, onde as
frequéncias génicas dessas irdo variar independentemente (Hamilton 2009). Essa
estruturacdo populacional pode ser causada por alguma barreira que impede o fluxo génico,
como, por exemplo, barreiras geograficas, diferengcas ambientais e comportamentais, ou
pela existéncia de isolamento por distancia, que ocorre quando a probabilidade de individuos
cruzarem diminui com 0 aumento da distancia entre eles (Hamilton 2009). Quando ocorre
troca aleatéria de genes ou individuos entre populacdes, ou seja, quando ha um alto fluxo
génico, essas populacées podem ser consideradas panmiticas (Lowe e Allendorf 2010).
Populacbées panmiticas podem ser consideradas uma Unica grande populacdo, ja que as
frequéncias génicas serao iguais (Lowe e Allendorf 2010).

A existéncia de fluxo génico entre populacdes € associada a manutencao de altos
niveis de diversidade genética, sendo importante para a resiliéncia de uma espécie a longo
prazo (Roberts et al. 2006). O fluxo génico também pode influenciar o tamanho efetivo de
uma populacao. Esse tamanho efetivo é importante, pois populacdes com o tamanho efetivo
pequeno possuem maior risco de sofrer depressdo endogamica, 0 que aumenta suas
chances de extincdo (Frankham 2005). Se a migragao for alta e igual entre populacdes
distintas, eventualmente a frequéncia alélica destas sera igual a frequéncia alélica média de
todas as populagdes juntas (Futuyma 2013). No entanto, a direcdo do fluxo génico e
quantidade de migrantes que chegam em uma populacdo normalmente variam. Essa
assimetria do fluxo génico € explicada pela existéncia de populacdes fonte (“source”), onde
as taxas de nascimento e emigragcdo sdo maiores que as de mortalidade e imigragcao, e
populacdes sumidouro (“sink”), onde as taxas de mortalidade e emigragdo sdo maiores que
as de nascimento e imigracao (Pulliam 1988). Uma populagdo sumidouro apresenta altas
taxas de imigracao e dependéncia da fonte quanto a sua densidade (Pulliam 1988, Kawecki
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e Holt 2002). As populacdes fonte exportam mais migrantes por estarem em ambientes mais
vantajosos e terem uma maior natalidade, além de contribuirem mais para o pool génico da

espécie (Kawecki e Holt 2002).

Entender os padroes de fluxo génico entre as populagdes, além da importancia
ecolégica e evolutiva, também possui grande importancia na conservagao da espécie. Por
exemplo, a diminuicdo do numero de individuos em uma populacao por impactos antropicos
pode levar a uma maior imigracdo relativa e, consequentemente, uma maior entrada de
alelos de outra populacdo nao adaptados localmente, diminuindo ainda mais a populacao
local (“migration meltdown”, Lenormand 2002). Por outro lado, se a populagédo impactada for
uma populacdo fonte, as populacdes sumidouro dependentes dela podem ser extintas.
Segundo Frankham (2005), ignorar fatores genéticos em medidas de manejo leva a uma
série de efeitos adversos e um manejo feito dessa forma ndo pode ser considerado
cientificamente confiavel. Ultimamente, o entendimento da conectividade vem sendo visto
como de extrema importdncia no desenho de areas protegidas, ja que vai ajudar a
determinar o tamanho e a distancia entre diferentes areas, de modo que o fluxo génico entre
as populacdes seja mantido (e. g. McCook et al. 2009, Botsford et al. 2009). Além de
depender dos métodos utilizados, a compreensdo da conectividade entre populacdes
depende também de diversas caracteristicas bioldégicas da espécie em questdo e das

caracteristicas do meio em que ela vive.

1.2. Conectividade marinha

A maioria dos organismos marinhos benténicos depende dos seus estagios de vida
planctbnicos iniciais para realizar dispersdo, ja que os adultos possuem pouca ou nenhuma
mobilidade. Como nesses animais os gametas séo liberados na agua, a existéncia de um
“pool” de gametas onde estes se misturam randomicamente seria possivel (Futuyma 2013).
Além disso, as larvas e gametas sao pequenos e, por isso, podem ser vistos como particulas
passivas frente as correntes oceanicas (Thorson 1950, Scheltema 1988), podendo, entdo,
ser carreados por longas distancias. Portanto, as populagdes marinhas podem ser
consideradas demograficamente abertas, ou seja, o recrutamento local ndo depende da
reproducao local, sendo bastante influenciado por migrantes (Roughgarden et al. 1985,
Caley et al. 1996). Diversas informagdes corroboraram essa idéia, como a observagéo de
larvas em ambientes oceanicos longe do ambiente onde ocorrem, a existéncia de um alto
fluxo génico entre populacdes geograficamente distantes, a dificuldade em se prever o
recrutamento local e o fato das larvas serem planctbnicas, ou seja, terem um tamanho

pequeno e ndo terem alta capacidade natatéria (Swearer et al. 2002).



16

A existéncia de populacdes abertas e panmiticas implica na ocorréncia de uma alta
disperséo larval e, portanto, uma alta conectividade. Considerando as larvas como particulas
passivas sendo carreadas pelas correntes oceanicas, sua dispersdo dependeria diretamente
do tempo em que ela fica no plancton antes de assentar (“pelagical larval duration”, PLD)
(Thorson 1950, Scheltema 1988). O PLD foi utilizado por muito tempo como modelo para
estimar a dispersao (Siegel et al. 2003), porém essa estimativa pode variar de acordo com
diferentes condicbes ambientais além de existirem outros fatores que contribuem para a
dispersao, tornando tais modelos insuficientes (Cowen e Sponaugle 2009). O estudo de
Weersing e Toonen (2009) mostrou que o PLD médio, normalmente utilizado, tem pouca
correlacdo com a estruturacao genética e que ele sozinho ndo explica bem a variagdao na
estrutura populacional. Além disso, segundo esses autores, a prépria estimativa do PLD
pode ser limitada para determinado organismo por ser medida em condi¢oes artificiais de
laboratério, ser uma caracteristica plastica que varia dependendo das condicoes e por

assumir erroneamente que a larva é uma particula passiva.

Com isso, contradizendo esse conceito de populagdes abertas, comecou-se a
observar autorecrutamento em escalas menores do que o esperado pelo modelo de
populacdes abertas (Pineda et al. 2007). Alguns estudos comecaram a mostrar a existéncia
de recrutamento dependente da producéo de larvas local, fato que fica evidente em estudos
de espécies endémicas em ilhas afastadas, de espécies com larva plancténica em
ambientes estuarinos, que precisam manter suas larvas proximas, e de espécies invasoras
que se estabelecem em um novo ambiente (Swearer et al. 2002). Alguns estudos de
modelagem biofisica também evidenciaram isso, como o estudo feito por Cowen e
colaboradores (2000), que mostrou que poucas larvas chegam em ambientes vizinhos,
sendo a migracao insuficiente para sustentar outras populagdes. Outro estudo, feito por
Hughes e colaboradores (2000), mostrou que a fecundidade local era o fator que mais
explicava o recrutamento local observado. Portanto, apesar das correntes indicarem um
potencial de dispersao das larvas por longas distancias, a concentragdo delas diminui muito
quanto maior a distancia, devido a mortalidade e a diluicdo (Cowen et al. 2000), e pelo

menos uma parte da producao de larvas local permanece em areas proximas.

Diversas revisdes foram feitas sobre a dispersdo larval e existéncia ou nao de
populagdes abertas em organismos marinhos (e.g. Swearer et al. 2002, Levin 2006, Pineda
et al. 2007, Hellberg 2009, Cowen e Sponaugle 2009). No ambito dessas discussdes,
surgem conceitos diferentes de conectividade, onde passa-se a distinguir a dispersao
realizada pelas larvas da existéncia de migrantes que sobrevivem e se reproduzem em uma
nova populacdo (Pineda et al. 2007, Hamilton et al. 2008). Desse modo, o termo
conectividade, no presente estudo, sera entendido como dependente dos organismos que se
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dispersaram, se estabeleceram e se reproduziram em uma populacédo diferente da sua de
origem. Levando em conta esse conceito de conectividade, a dispersao larval passou a ser
vista ndo s6 como dependente das correntes oceanicas, mas como dependente de diversos
fatores bioldgicos e fisicos que determinam a dispersao e a sobrevivéncia p6s-assentamento
(Kinlan et al. 2005, Cowen e Sponaugle 2009, Hellberg 2009). Em relacdo a idéia de que
populacées marinhas sao abertas, fica claro que isto depende da escala estudada, ja que a
retencdo de larvas pode variar entre 10-100 km (Kinlan et al. 2005). De acordo com essas
revisbes, o recrutamento local parece ter grande importancia e ndo pode ser relevado.
Informacgdes existentes para peixes marinhos, o grupo mais estudado, sugerem que a
dispersao por longas distancias € rara, levando em consideragdo o tempo ecolégico
(Swearer et al. 2002). No entanto, mesmo que menos comum, a dispersdo por longas
distancias parece ser importante para manter a conectividade genética e para a colonizacao
de novos ambientes (Kinlan et al. 2005). Portanto, a conectividade de uma espécie nao se
resume ao seu PLD ou as correntes oceéanicas, como pensado anteriormente, e diversos
processos atuam em conjunto, levando a padrdes de conectividade bem mais complexos

(Fig. 1, Cowen e Sponaugle 2009).

Conectividade

P
v

F' /
Jﬂ...j L
A /1 — -
..-4:-.3.'
cm f lr‘l r -
= T N—
| R
— VAN s N i
1 " ¥ it
< \ |\ Ve s
\ ;
Y
4 ¥ e e - B A > & g
Producdo Dispersdo Dispersio Sobrev. Disp. sobrev.
desova larval larval predacdo habitat pos-
[correntes) +comp. assent.

Processos

Fig. 1: Representacdo dos processos que determinam a dispersdo larval e a conexao entre populacoes,
modificado de Cowen e Sponaugle (2009). Esses processos estao abreviados na figura e sdo os seguintes:
producao da desova, dispersao larval (correntes), dispersao larval e comportamento, sobrevivéncia a predacao,

disponibilidade de habitat favoravel, sobrevivéncia pés-assentamento.
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Alguns dos fatores biolégicos que influenciam na conectividade dos organismos estao
ligados as caracteristicas larvais, como seu tamanho inicial e se ela € lecitotréfica ou ndo. O
PLD também é um desses fatores, apesar de ndo poder ser usado para estimar diretamente
a distancia de dispersao, como era feito anteriormente. E importante considerar que o PLD
pode variar dependendo das condicoes ambientais e do téaxon estudado (Cowen e
Sponaugle 2009). Além disso, as larvas possuem diversos comportamentos que também
influenciam na dispersao e no assentamento. A maioria das larvas tem capacidade natatéria
suficiente para superar as correntes verticais (Chia et al. 1984) e possuem estruturas
sensoriais que permitem a deteccao de sinais ambientais (Sponaugle et al. 2002). Raimondi
e Morse (2000) mostraram em um experimento em campo no Caribe que as larvas do coral
Agaricia humilis se deslocavam verticalmente na coluna d’agua e sugeriram que tal
comportamento seria responsavel pela distribuicado desse organismo no ambiente. Diversos
outros comportamentos, como evitar a predagao e procura por alimento, podem explicar a
natacao vertical das larvas e ja foi visto que tal movimento vertical pode ter grande
importdncia na dispersdo, ja que pequenas distancias verticais separam aguas com

diferentes fluxos e velocidades (Largier 2003).

Outro fator importante que afeta a dispersdo € a mortalidade da larva no plancton
(Paris et al. 2007). Ja foi visto que a maior taxa de mortalidade em organismos marinhos
ocorre nos estagios inicias do ciclo de vida, sendo este um fator pouco estudado (Pineda et
al. 2007). Além disso, as caracteristicas larvais 6timas podem variar com o ambiente e
depender das condicdes demogréaficas locais, além de poderem ser diferentes das
caracteristicas 6timas para os recrutas, sendo a sobrevivéncia pds-assentamento também
de grande importancia (Cowen e Sponaugle 2009). Mesmo que a larva chegue ao seu
ambiente ideal, se ela ndo se assentar na faixa ideal de distribuicdo, como por exemplo em
uma determinada profundidade, a probabilidade de sobrevivéncia do recruta pode ser bem
mais baixa (Raimondi e Morse 2000). Além de caracteristicas da larva e dos recrutas,
diversos comportamentos dos parentais também influenciam a dispersdo. Fatores
ambientais podem influenciar o comportamento de liberagdo de gametas e a qualidade dos
gametas produzidos, 0 momento da reproducédo ou aglomeracdes para reproducédo. No caso
de corais, por exemplo, a liberacdo simultdnea dos gametas é um comportamento
importante para garantir o sucesso reprodutivo (Richmond e Hunter 1990). Outro fator
interessante demonstrado por alguns estudos é que a nutricdo dos parentais influencia na
producdo de gametas e leva a uma sobrevivéncia diferenciada das larvas (Millican e Helm
1994, Green et al. 2005). Além disso, se os parentais sofrem algum estresse, o esforco
reprodutivo pode ser reduzido (Szmant 1986, Villinsky 2003), o que leva a um menor aporte

de larvas em uma ou mais épocas reprodutivas.
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Além desses aspectos biolégicos, diversos fatores fisicos também influenciam a
dispersdo. O fluxo da agua em diversas escalas, tanto as correntes oceanicas principais
como hidrodinamismos menores proximos a costa, podem aumentar ou diminuir o transporte
de larvas nessas regides (Pineda et al. 2007). As correntes oceanicas criam barreiras para
dispersdo, que funcionam mais como filtros do que barreiras absolutas, dificultando a
movimentacdo em uma determinada direcao (Gaines et al. 2007). Além disso, os padroes de
corrente podem ter influéncia sazonal e, se tratando de ambientes costeiros, possuem alta
complexidade. Em regides costeiras, outros fatores ambientais influenciam a dispersao,
como pluviosidade, existéncia de ressurgéncias, maior estratificacdo da coluna d’agua e
maior complexidade de circulagdo devido a profundidades menores (Pineda et al. 2007). A
disponibilidade de habitats favoraveis também pode limitar a dispersdo, uma vez que a
existéncia de um habitat desfavoravel entre locais favoraveis pode atuar como barreira e
levar a uma menor dispersao entre populagdes (Riginos e Nachman 2001, Hellberg 2007). A
existéncia de regides de oceano aberto, por exemplo, parece funcionar como barreira para a
conectividade para cinco espécies de corais na Austrdlia, o que foi associado a auséncia de
habitats viadveis intermediarios (Ayre e Hughes 2004). Portanto, mesmo que uma espécie
possua um potencial de dispersdo alto, sua dispersdo real é dependente também da
distribuicao de habitats favoraveis disponiveis, ja que a dispersao sé sera alta se for grande
o suficiente para conseguir cruzar zonas de habitats desfavoraveis (Jones et al. 2007).

Uma das maneiras de avaliar os efeitos fisicos associados a hidrodinamica dos
oceanos no transporte de larvas é através dos modelos biofisicos (Pineda et al. 2007).
Apesar de serem importantes para aumentar o conhecimento das caracteristicas
oceanogréaficas das regides analisadas (Largier 2003), os modelos biofisicos possuem
diversos problemas associados a dificuldade de modelar tanto processos oceanograficos
como processos bioldgicos. O estudo de Cowen e colaboradores (2002) comparou duas
modelagens distintas, uma utilizando um modelo de dispersao passiva e outro incorporando
o comportamento larval. Segundo os resultados obtidos, 0 modelo de dispersdao passiva
superestima a dispersdao por longas distancias, enquanto que o modelo incluindo
comportamento mostrou que as larvas ficam mais retidas, estando este Ultimo resultado de
acordo com as taxas de recrutamento observadas localmente. Outras limitacbes dos
modelos biofisicos sdo o uso de estimativas ndo realisticas de mortalidade das larvas e a
pouca resolucédo dos padrées oceanograficos em ambientes costeiros, que normalmente sao
em escala de dezenas de quildometros (Cowen e Sponaugle 2009, Pineda et al. 2007). Além
disso, esses modelos s6 fornecem o padrdao de dispersao das larvas, nao sendo possivel
mensurar quantas larvas obtiveram sucesso apds sua dispersdao, tendo conseguido

sobreviver e posteriormente se reproduzir na populacdo. Portanto, esses padrdes de
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dispersao inferidos podem ndo corresponder exatamente aos padrées de conectividade de
uma espécie, uma vez que provavelmente ocorre sobrevivéncia diferenciada entre os juvenis

e nem todos sobrevivem para reproduzir (Pineda et al. 2007).

Com isso, fica claro a conectividade em organismos marinhos é influenciada por
diversos processos, que resultam em padrdes complexos. Existem diversas maneiras
indiretas de medir a dispersdo larval e a conectividade, sendo que tanto informacdes
relacionadas ao transporte larval como informag¢des sobre a origem das larvas e quais as
direcbes da migracao, utilizando marcadores moleculares ou geoquimicos, por exemplo, sdo
importantes para compreender melhor esses processos (Cowen et al. 2007). Para corais, a
estimativa de conectividade utilizando marcadores moleculares é cada vez mais comum, ja
que métodos diretos viaveis ndo existem. Quaisquer que sejam as estimativas de
conectividade usadas, para uma melhor compreensao desses padrdes também é necessario
entender a distribuicdo da espécie foco, bem como outros fatores bioldgicos e fisicos do

ambiente em que ela vive.

1.3. Ambientes coralineos, correntes e barreiras na costa brasileira

A costa do Brasil possui ambientes coralineos desde o Maranhdo até Santa Catarina,
compreendendo mais de 3000 km. Os ambientes recifais sdo considerados um dos mais
diversos biologicamente do mundo, devido principalmente a sua complexidade estrutural que
cria habitats diferentes, permitindo a existéncia de uma grande variedade de organismos
(Stat et al. 2012). Os principais organismos construtores desses ambientes sdo os corais da
ordem Scleractinia que possuem associacao simbidtica com zooxantelas. O Brasil possui o0s
unicos recifes verdadeiros do Atlantico Sul, sendo o mais ao sul o Banco Recifal de
Abrolhos, além de possuir diversos ambientes coralineos que ndo sdo considerados recifes
biogénicos verdadeiros por estarem diretamente sobre substrato rochoso (Castro e Pires
2001).

Os recifes brasileiros sao caracterizados por possuirem uma baixa diversidade de
corais, existindo somente 15 espécies de corais zooxantelados construtores (Castro e Pires
2001) quando comparado a outras regides. Por exemplo, na regido central da Grande
Barreira de Corais, Australia, sdao encontradas 343 espécies de corais escleractineos,
enquanto que a porcao central do Mar Vermelho apresenta 150 espécies e Curagao, no
Caribe, possui 50 espécies (revisado por Karlson e Cornell 1998). Portanto, os recifes
brasileiros apresentam diferencas marcantes quanto aos recifes do Indo-Pacifico e do
Caribe, sendo distintos por possuirem uma baixa diversidade de corais, um alto endemismo
dos corais construtores (30%) e a predominancia de corais maci¢cos, sem a presenca de
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corais ramosos, tipicos desses outros recifes (Ledo e Kikuchi 2005). Essa diferenca
observada pode ser explicada pelas diferentes condigdes ambientais, jA que os recifes
brasileiros sdo caracterizados pelo alto grau de turbidez da agua, auséncia de tempestades
fortes e pouca variacdo de habitats quando comparados aos recifes de outras regides (Ledo
1982). Além disso, alguns recifes sao caracterizados por formacdes Unicas, chamadas de
chapeirdes, presentes em diversos recifes do Complexo Recifal de Abrolhos (Ledo 1999).

A maioria dos recifes brasileiros ocorre na plataforma continental, préxima a linha de
costa e muitas vezes proximos a regides de grande desenvolvimento humano, apesar de
existirem alguns recifes oceéanicos, como o Atol das Rocas (RN) (Castro e Pires 2001). A
plataforma continental brasileira varia bastante em relagdo ao formato e largura, sendo
predominantemente estreita com uma média de 50 km, mas na parte sul se estende até 200
km proximo a area de Abrolhos (Ledo et al. 2003). Essa localizacdo préxima a regides
desenvolvidas expde a maioria dos recifes a diversos impactos antrépicos, como
sedimentacao, sobrepesca, eutrofizacdo e turismo (Leao et al. 2003), que sdo associados a
perda de diversidade nesses ambientes (Hughes 1994, McCook 1999).

Os padrées de circulagdo oceanica entre os recifes brasileiros sédo influenciados por
duas principais correntes oceanicas na costa brasileira: a Corrente do Norte do Brasil (CNB)
e a Corrente do Brasil (CB). Essas correntes se originam do ramo mais ao sul (10°S) da
Corrente Sul Equatorial, que se bifurca (Fig. 2) (Silveira et al. 2000). A CNB flui em direcao
noroeste a 5°S, sendo que a maioria do seu transporte ocorre na regiao da termoclina,
enquanto que na superficie seu transporte € mais lento (Johns et al. 1998). Entre 5°S e o
Equador, a CNB aumenta seu transporte devido a influéncia da Corrente Sul Equatorial
(Johns et al. 1998). Nao ha grande variacdo sazonal na corrente entre 10°S e o Equador,
mas ao norte do Equador as dguas da CNB comecam a alimentar um sistema de contra
correntes que possui grande variacao sazonal (Johns et al. 1998). A CB percorre a maior
parte da costa e flui em direcdo sul até a regido da Convergéncia Subtropical (33-38°S),
onde se junta a Corrente das Malvinas (Silveira et al. 2000). Essa corrente segue a quebra
da plataforma continental, se afastando da costa nos alargamentos da plataforma e parece
ser dominada por meandros (Soutelino et al. 2011, Arruda et al. 2013).

As massas d’agua que formam as primeiras camadas da CB sdo a Agua Tropical
(AT), caracterizada por ser quente (>20°C), salina e mais superficial, e a Agua Central do
Atlantico Sul (ACAS), encontrada na regidao da picnoclina com menor temperatura (6°C-
20°C) e salinidade, sendo rica em nutrientes (Stramma et al. 1990, Silveira et al. 2000).
Proximo a area de sua origem, a CB é uma corrente rasa e quente, constituida
principalmente por AT, enquanto que perto de 20°S recebe grande influéncia da ACAS e ao
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Fig. 2: A origem da Corrente do Norte do Brasil (CNB) e da Corrente do Brasil pela Corrente Sul Equatorial. Em

destaque, o sistema de contra correntes alimentado pela CNB. Retirado de Johns et al. (1998).
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Fig. 3: A Corrente do Brasil (CB) e os principais vortices encontrados ao norte de 20°S (A), sendo eles o Vértice
de llhéus (VI), o Vértice Royal-Charlotte (VRC) e o Vortice de Abrolhos (VAb) e os vértices ao sul de 20°S (B),
sendo eles o Vértice de Vitéria (VV) e o Vortice Sul de Vitoria (VSV). Mapas retirados de Soutelino (2008) e

Arruda et al. (2013), respectivamente.
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sul de 25°S recebe também influéncia de aguas mais profundas (Silveira et al. 2000).
Quando a CB encontra a complexidade topogréafica da regido dos bancos de Royal-Charlotte
e de Abrolhos, formam-se varios meandros, sendo os principais deles o Vortice de llhéus
(15,5°S), o Vortice Royal-Charlotte (17°S) e o Vortice de Abrolhos (19°S), todos
anticiclénicos (Soutelino et al. 2008) (Fig. 3 A). Apés isso, a CB encontra com a Cordilheira
Vitéria-Trindade em 20,5°S e flui pela passagem mais préxima da costa ficando estreita e,
ao sul dessa cordilheira, forma-se o Vortice ciclénico de Vitoéria (21°S) e o Vértice
anticiclénico Sul de Vitéria (22°S) (Arruda et al. 2013) (Fig. 3 B).

Além desses meandros, existem eventos de ressurgéncia ao longo da costa. A
ressurgéncia ocorre quando aguas mais profundas e frias afloram na superficie, geralmente
trazendo uma maior quantidade de nutrientes, com grande importancia na produtividade
local. A regiao de Cabo Frio (23°S), na Regido dos Lagos (RJ), apresenta a ressurgéncia
mais forte da costa brasileira, ocasionada pela sinergia entre a ressurgéncia causada pelo
vento e a ressurgéncia causada pelo estreitamento e mudanca de direcao da plataforma
continental (Palma e Matano 2009). A regido entre Vitoria (ES) e Sdo Sebastidao (SP) como
um todo é caracterizada por possuir estresse de vento, que pode levar a ressurgéncia,
sendo que esse padrdo é mais forte no verdo e mais fraco durante o outono (Castelao e
Barth 2006). Por isso, a ressurgéncia de Cabo Frio € menor durante o outono, mas a forga
do vento pode causar ressurgéncias menores em outros locais dessa regidao (Castelao e
Barth 2006).

Além das correntes oceédnicas apresentadas, que ocorrem em uma escala maior,
existem também as correntes costeiras, caracterizadas localmente e que influenciam grande
parte das populacbes de corais por estarem mais prdéximas aos seus habitats. O
entendimento da oceanografia em pequena escala € muitas vezes necessario para
compreender bem os padrdes de transporte de larvas (Swearer et al. 2002). Diversas
caracteristicas influenciam as correntes costeiras, como a topografia costeira, a topografia
de fundo e a existéncia de vértices em sub-mesoescala (~5-20 km), que podem aumentar a
retencdo de larvas no local e a existéncia de zonas de convergéncia, que minimizam o
transporte para regides oceanicas (Cowen e Sponaugle 2009). Quando a agua passa ao
longo de uma costa irregular, ela se separa e forma vortices (Largier 2003), que podem ser
observados em baias e peninsulas, que ocorrem na regido de Abrolhos em uma escala
maior. A circulacdo da agua gerada por esses vértices pode reter larvas ou gametas,
aumentando o recrutamento local e formando zonas de retencdo que tem duracado e area
variaveis (Largier 2003). Os ambientes préximos a costa possuem diversos padrées de
correntes diferenciados, além de um aporte maior de agua doce e maior estratificagcdo da
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agua, que podem interferir no transporte das larvas, mas sao processos pouco estudados e
dificeis de modelar (Pineda et al. 2007).

1.4. O coral Mussismilia hispida (Verril 1902)

O coral Mussismilia hispida (Verril 1902) (Fig. 4), espécie foco desse estudo, faz parte
do género Mussimilia da familia Mussidae, tendo sido recentemente colocado dentro da
subfamilia Faviinae (Budd et al. 2012). O género apresenta ainda outras trés espécies,
Mussismilia harttii (Verrill 1868), Mussismilia braziliensis (Verrill 1868) e Mussismilia
leptophylla (Verrill 1868), sendo tanto estas quanto M. hispida endémicas do Brasil. Apesar
de hoje ser restrito ao Brasil, registros fésseis indicam que o género ocorria no Caribe e
Mediterraneo (o antigo Mar de Tethys) (Budd et al. 1994, Nunes et al. 2008). O género foi
extinto do Caribe mais recentemente, entre o final do Mioceno e o inicio do Pleistoceno e ja
foram encontrados fésseis de M. hispida no Caribe, datando entre 3-3,5 Ma (Budd et al.
1994).

As espécies do género Mussismilia estao entre as principais construtoras dos recifes
brasileiros. M. hispida é a espécie que possui a distribuicdo mais ampla dentro do género,
ocorrendo desde o Parcel do Manuel Luis (MA) até a Ilha de Queimada Grande (SP) e
também no arquipélago de Fernando de Noronha, no Atol das Rocas e na llha de Trindade
(Castro e Pires 2001, D. Barneche com. pess.). As suas coldénias sdo macigas, podendo ser
hemisféricas a planas, e possuem pélipos maiores € normalmente mais arredondados que

M. braziliensis (Hetzel e Castro 1994, Anténio-de-Souza e Amaral 2002).

Fig. 4: Fotos de Mussismilia hispida em campo, na llha Grande, RJ (A) (Foto de Caetano Dable) e em
Abrolhos, BA (B) (Foto de Fabio Negrao).
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Esses corais sdo hermafroditas, liberadores de gametas, possuem o ciclo reprodutivo
anual e sua larva é lecitotrofica (Pires et al. 1999). O primeiro estudo do periodo reprodutivo
dessa espécie foi feito em Abrolhos (BA), com duracao aproximada de um ano, sendo a
época de liberacdo de gametas estimada entre Abril e Junho pelos padrées da
gametogénese avaliados (Pires et al. 1999) (Tabelal). No entanto, um estudo posterior
encontrou uma variagdo nos estagios reprodutivos entre colénias de um mesmo recife em
Abrolhos (Alvarenga 2009), coletadas numa mesma época. Além disso, em Porto Seguro
(BA) ja foram observadas desovas desse coral entre Agosto e Novembro durante mais de
dez anos, ndao ocorrendo desovas em outros periodos (Projeto Coral Vivo, dados nao
publicados) (Tabela 1). Alvarenga (2009) também encontrou variabilidade dos estagios
reprodutivos de M. hispida ao longo da costa, sendo observadas diferencas entre o nordeste
e sudeste. Para a regido sudeste, o estudo de Neves e Pires (2002), realizado num intervalo
de um ano, avaliou que o periodo de liberagcdo de gametas de M. hispida na Armacao de
Buzios (RJ) ocorre provavelmente entre Fevereiro e Abril. Ja em Santos (SP) foi feita uma
observacao pontual de desova de M. hispida em Abril (Francini et al. 2002), o que estaria de
acordo com o padréao observado para a regidao de Buzios (Tabelat).

Tabela 1: Periodo reprodutivo anual estimado para M. hispida, indicado pelos meses marcados em cinza, nas

quatro localidades ja estudadas.

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

P, Sequro E—

A. Blzios
Santos

A assincronia observada entre na época de desova de M. hispida em diferentes

localidades (Tabela 1) é peculiar, ja que corais que possuem ciclos gametogénicos anuais
normalmente apresentam sincronia do crescimento gonadal e da producdo de gametas
(Fadlallah 1983). Essa variacdo na época reprodutiva poderia impedir a reproducao entre os
individuos de diferentes regides, ja que a liberacdo simultanea dos gametas é importante
para garantir o sucesso reprodutivo, uma vez que depois de liberados os gametas sao
diluidos rapidamente na coluna d’dgua e a chance de fertilizagdo diminui (Richmond e
Hunter 1990, Oliver e Babcock 1992). No entanto, diferencas entre condi¢des ambientais de
diferentes regides, como temperatura da agua e regime de chuvas, podem levar a essas
diferencas observadas (Mendes e Woodley 2002). Mesmo assim, a assincronia reprodutiva
dentro do Complexo Recifal de Abrolhos ndo poderia ser explicada por diferencas
ambientais e provavelmente é associada a diferencas genéticas. Espécies com tempos de
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liberacdo de gametas distintos, mesmo que em locais proximos e com diferencas de poucas
horas, sdo consideradas reprodutivamente isoladas (Knowlton et al. 1997, van Oppen et al.
2001). Desse modo, variacbes temporais na desova entre populacées alopatricas tanto
podem indicar adaptacdes a condicdes locais como a existéncia de grupos taxondmicos
distintos que nao foram identificados (Richmond e Hunter 1990). Esses dados levantam
muitas questdes acerca do quanto as diferentes populacdes dessa espécie estdo
conectadas. Apesar dessa assincronia indicar que diferentes regides nao reproduzem
concomitantemente, podem existir larvas que migram de uma determinada regido para
outra, o que manteria a conectividade populacional dependendo da frequéncia com que isso
ocorra. No entanto, ndo existem estudos que avaliaram a conectividade para M. hispida e
nao existem estimativas da sua capacidade de dispersdo. Visto esses fatores e a
divergéncia entre épocas reprodutivas, pode-se especular que estas populacbes estado

estruturadas, além de existir a possibilidade de um isolamento reprodutivo entre elas.

Ultimamente, diversas técnicas moleculares tem sido utilizadas para entender
aspectos da genética de populacbes de corais. Os microssatélites sdo marcadores
hipervariaveis, sendo atualmente uma das principais ferramentas utilizadas para avaliar
aspectos populacionais de corais, como a diversidade genética e o fluxo génico entre
populacdes (e.g. Baums et al. 2005, Ridgway et al. 2008, van Oppen et al. 2011). Essa
abordagem tem grande poder de detectar padrdes de migracdo recentes, barreiras
geograficas e o isolamento entre as populacdes (Kool et al. 2013). A possibilidade de
detectar padrdes de conectividade atuais esta associada a utilizacdo de dados baseados em
desequilibrio gamético, pois esse desequilibrio é alcancado ou quebrado mais rapidamente
do que o equilibrio migracdo-deriva, sendo possivel detectar diferenciacdo mesmo que
recente (Hellberg 2007). Além disso, 0 uso de mudltiplos loci para inferir a conectividade
genética permite atribuir individuos a uma determinada populacdo, sendo analogo a
métodos ndo genéticos para estimar imigrantes, como o método de marcacao e recaptura
(Lowe e Allendorf 2010).

Conhecer a conectividade é importante para entender o contexto geografico da
formacao das espécies, avaliar as diferengas entre as comunidades e desenhar Unidades de
Conservacao que sejam evolutivamente importantes (Helloerg 2007). Além disso,
organismos que sofrem impactos antropicos, como os corais (Hughes 1994), provavelmente
tem sua conectividade reduzida por conta da diminuicao da sua populagédo e do aumento da
fragmentacdo entre os habitats (Jones et al. 2007). Portanto, avaliar se uma espécie
consegue resistir a tais disturbios esta associado também a sua capacidade de dispersao
(Jones et al. 2007). Compreender os niveis de fluxo génico entre as populacdes de M.

hispida permitiia um manejo mais adequado, especialmente na implementagcdo das
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Unidades de Conservacao no Brasil. Além disso, seria de grande valor tanto ecolégico como
evolutivo, j& que ndo existem estimativas de diversidade genética desse coral ao longo da

costa e nenhuma inferéncia de fluxo génico entre populag¢des de coral no Brasil.
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2. OBJETIVOS

Geral:

Caracterizar o grau de conectividade genética entre populacdes de Mussismilia hispida ao
longo da costa e das ilhas oceanicas no Brasil.

Especificos:

e Estimar a diversidade genética de Mussismilia hispida de cada uma das

localidades analisadas;

e Averiguar a presenca de estruturacdo populacional, afim de estimar quantas
populacdes geneticamente distintas de Mussismilia hispida existem no Brasil;

e Inferir os padrdes de direcado de fluxo génico entre as populacdes de Mussismilia
hispida definidas geneticamente.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Area de estudo e coleta

Para avaliar a conectividade populacional de Mussismilia hispida, foram amostradas
15 localidades ao longo da sua distribuicdo, entre 2008 e 2014. Foram amostradas 12
localidades em regides costeiras, sendo elas: Parcel do Manuel Luis, MA (PML); Fortaleza,
CE (FZ); Joao Pessoa, PB (JP); Tamandaré, PE (TE); Salvador, BA (SA); Porto Seguro, BA
(PS); Complexo Recifal de Abrolhos, BA (AB); Guarapari, ES (GP), Armacéao dos Buzios, RJ
(BZ); Arraial do Cabo, RJ (AC), llha Grande, RJ (IG); e llhabela, SP (IB) (Fig. 5; Tabela 2).
Além destas, também foram amostradas trés localidades em regides oceénicas, sendo elas:
Atol das Rocas, RN (AR); Fernando de Noronha, PB (FN); e llha de Trindade, ES (TR) (Fig.
5; Tabela 2). Essa amostragem abrange toda a amplitude de distribuicdo conhecida de M.
hispida.

s0°0W 0F0E

Fig. 5: Mapa da regido onde foram feitas as coletas no Oceano Atlantico (A) e das localidade dos pontos de
coleta ao longo da costa brasileira (B). Em losango vermelho estdo demarcados os pontos: Parcel do Manuel
Luis, MA (PML), Fortaleza, CE (FZ), Atol das Rocas, RN (AR), Fernando de Noronha, PB (FN), Jodo Pessoa,
PB (JP), Tamandaré, PE (TE), Salvador, BA (SA), Porto Seguro, BA (PS), Complexo Recifal de Abrolhos, BA
(AB), Guarapari, ES (GP), llha de Trindade, ES (TR), Armacgéo dos Buzios, RJ (BZ), Arraial do Cabo, RJ (AC),
llha Grande, RJ (IG) e llhabela, SP (IB).
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Um fragmento de aproximadamente 1 cm? foi retirado de cada colénia, com ajuda de
uma ponteira e martelo, utilizando mergulho auténomo ou livre. As coletas de GP, BZ, AC,
IG e IB foram feitas pela autora do presente trabalho, enquanto as demais foram realizadas
por colegas de diferentes projetos de pesquisa (Rede SISBIOTA-Mar e Rede Coral Vivo). A
identificacdo da espécie foi garantida por um guia de campo que possuia fotos e uma breve
descricao da espécie foco, bem como caracteristicas que a diferenciam das suas espécies
congenéricas. A licenca de coleta foi obtida através dos 6érgdos governamentais
correspondentes para cada um dos locais amostrados. Os fragmentos coletados foram
armazenados em uma solucao de lise CHAQOS (Tiocianato de guanidina4 M, N-laurilsarcosil
0,5%, Tris pH 8,0 25 uM, 2-mercaptoetanol 0,1M; Fukami et al. 2004) e mantidos a 4°C por
pelo menos uma semana antes da extragdo do DNA. Em cada localidade foi procurado
amostrar pelo menos 30 coldnias, mas isso nem sempre foi alcancado devido a menor
abundancia do coral em determinados locais. O numero total de colénias amostradas foi 400
e a quantidade de colbnias coletadas em cada localidade variou de sete a 40 (Tabela 2).

Tabela 2: Numero de coldénias amostradas e as coordenadas dos locais de coleta, sendo estes: Parcel do
Manuel Luis, MA (PML), Fortaleza, CE (FZ), Atol das Rocas, RN (AR), Fernando de Noronha, PB (FN), Jodo
Pessoa, PB (JP), Tamandaré, PE (TE), Salvador, BA (SA), Porto Seguro, BA (PS), Complexo Recifal de
Abrolhos, BA (AB), Guarapari, ES (GP), llha de Trindade, ES (TR), Armagéo dos Buzios, RJ (BZ), Arraial do
Cabo, RJ (AC), llha Grande, RJ (IG) e llha Bela, SP (IB).

N Coordenadas
PML 7 0°52'21.7"S 44°15'39.3"W
Fz 30 3°35'51.2"S 38°24'27.3"W
AR 20 3°52'00.4"S 33°48'07.4"W
FN 40 391'15.1"S 32°26'43.0"W
JP 16 7°06'46.4"S 34°48'46.7"W
TE 17 8°45'28.5"S 35°05'09.3"W
SA 22  12°6'38.4"S 38°30'50.2"W
PS 33  16°24'58.0"S 38°58'53.0"W
AB 40  17°58'00.7"S 39°11'52.1"W
GP 12 20°42'41.0"S 40°30'29.9"W
TR 31 20°30'06.0"S 29°20'45.7"W
BZ 26  22°44'20.9"S 41°52'27.4"W
AC 31 22°58'02.1"S 42°00'54.5"W
IG 39  23908'49.0"S 44°19'18.0"W

IB 36 23°%2'14.0"S 45°26'26.3"W
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3.2. Extracao de DNA e genotipagem

A extracdo do DNA gendmico total de cada uma das amostras foi feita segundo o
protocolo de Fukami e colaboradores (2004). Primeiramente, 250 pL da solucdo de CHAOS
com tecido lisado e 250 pL do tampao PEB (“Phenol Extraction Buffer’; 1M TRIS base pH
8,0, 0,5 M EDTA, 1% SDS) foram adicionados em um novo microtubo de 1,5 mL e a este
foram adicionados 500 puL de uma solugéo de fenol:cloroférmio (1:1). Essa solugéo foi entdo
misturada com auxilio de um vértex, centrifugada a 14000 rpm (rotagdes por minuto) por
cinco minutos e o sobrenadante foi recuperado. Esse procedimento foi repetido duas vezes.
Ao sobrenadante final recuperado foram adicionados 500 pL de isopropanol P.A. gelado e
esta solucdo permaneceu a -20°C por um periodo maior que cinco horas para que o DNA
fosse precipitado. Depois desse periodo, a solucéo foi centrifugada a 14000 rpm por dez
minutos, o sobrenadante foi descartado e o DNA obtido foi deixado secando a temperatura
ambiente. Depois de seco, 0 DNA foi ressuspendido em 50 uL de agua ultra pura (4gua MQ;
agua deionizada pelo sistema Milli-Q da Merck Millipore) autoclavada contendo 0,5 uL de
RNAse (10 mg/mL). A solugdo com o DNA foi mantida a -20° C para conservacao. Para
verificar a integridade e a qualidade do DNA obtido, as extracées foram visualizadas junto
com o padrao de DNA Lambda (125 ng/uL) em uma eletroforese em gel de agarose 0.8%
em tampao TBE 0,5X (4,45 mM Tris base pH 8,0, 4,45 mM acido bérico, 0,1 mM EDTA)
corado com Gel Red (1000x, Biotium).

A partir do DNA extraido de todas as amostras, foram amplificados via reacao em
cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) treze loci de microssatélites (Mhi1,
Mhi2, Mhi4, Mhi14, Mhi16, Mhi17, Mhi18, Mhi20, Mhi21, Mhi23, Mhi24, Mhi26, Mhi27)
desenvolvidos especificamente para M. hispida por Zilberberg e colaboradores (2013). Cada
reacdo de PCR foi feita utilizando um mix com 5x PCR Buffer (Promega), 200 uM de dNTP,
1 mg/ml de BSA, 1,5-2,5 mM de MgCl,, 0,2 uM do iniciador F, 0,8 uM do iniciador R, 0,4 uM
da cauda com o fluorocromo especifico, 1U de Taq polimerase (Promega), entre 50-100 ng
do DNA e agua MQ para completar o volume final de 10 pl. A ciclagem para todos os
marcadores foi um ciclo de 95°C por trés minutos, cinco ciclos de 95°C por 30 segundos, 52-
62°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos, 35 ciclos de 92°C por 30 segundos, 52-62°C
por 30 segundos, 72°C por 55 segundos e um ciclo final de 72°C por 30 minutos. O
fluorocromo, a concentracdo de MgCl, e a temperatura de anelamento variaram de acordo
com cada marcador (Tabela 3). O sucesso da amplificacao foi verificado por eletroforese em
gel de agarose a 2% corado com Gel Red (1000x, Biotium), corrida junto com um padrao de
tamanho molecular (100 bp DNA ladder, Fermentas).
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Para a genotipagem, os produtos amplificados foram agrupados de acordo com o
fluorocromo associado a cada locus, procurando agrupar loci de fluorocromos diferentes, de
modo a minimizar o numero de corridas. Desse modo, foi colocado entre 1-3 pl do produto
de PCR de dois a quatro loci distintos de uma mesma amostra dentro de um mesmo poco
em uma placa de PCR de 96 pocos, constituindo um “poolplex”. Para a corrida no
sequenciador automatico (ABI3500) foi colocado 0,5 uL da escada de tamanho LIZ 600
(AppliedBiosystems), 1 puL do “poolplex” e 8,5 pL de formamidaHiDi (AppliedBiosystems)
para completar 10 uL em cada poco de uma placa de PCR de 96 pocos. A placa com as
amostras foi colocada para desnaturar a 95°C por cinco minutos,para resfriar por dois
minutos a -20°C e depois foi colocada no sequenciador. As amostras foram genotipadas e
os eletroferogramas resultantes foram analisados no programa GeneMarker (SoftGenetics) a
fim de obter os gendtipos de cada locus para cada individuo. Todas as amostras que nao
funcionaram ou tiveram seu genétipo nao confiavel foram re-amplificadas e re-genotipadas,
a fim de obter um genétipo multilocus mais completo. As amostras que ndo apresentaram
eletroferogramas confiaveis para determinado /locus ficaram sem o genétipo para esse

marcador.

Tabela 3: Os marcadores utilizados, descritos por Zilberberg et al. (2013), com seus respectivos fluorocromos,

temperaturas de anelamento (T° C) e concentragdes finais de MgCl, no mix da PCR.

Fluorocromo T°C MgClz

Mhi1 VIC 60 2,5
Mhi2 NED 56 1,5
Mhi4 6-FAM 62 2,5
Mhi14 NED 56 2,5
Mhi16 PET 58 2,0
Mhi17 VIC 54 2,5
Mhi18 NED 52 2,5
Mhi20 PET 58 2,5
Mhi21 VIC 52 2,5
Mhi23 6-FAM 58 2,0
Mhi24 VIC 54 2,0
Mhi26 PET 54 2,0

Mhi27 NED 56 2,0
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3.3. Analises

Como para muitas das analises descritas abaixo as populacbes a serem testadas
devem ser definidas a priori, essas populacdes foram definidas de acordo com seu local de
coleta (Fig. 5), assumindo que constituem uma Unica populacdo. Para distinguir essas
populacdées no restante do texto, elas serédo referidas como “localidade” enquanto que o
termo “populacao” sera utilizado apenas para os agrupamentos de individuos que possuem
um alto fluxo génico entre si, sendo este verificado por alguma analise. Os arquivos nas
extensdes necessarias para todos os programas foram feitos a partir de uma tabela do Excel
(Microsoft) com o programa CREATE (Coombs et al. 2008).

Primeiramente, foi testada a existéncia de desequilibrio de ligacdo entre os loci no
programa FSTAT (Goudet 2002) e um locus de cada par que apresentou desequilibrio foi
retirado, deixando somente um deles para as analises posteriores. ApoOs esse teste, foi
verificada a presencga de alelos nulos em cada localidade para cada locus no programa
MicroChecker (van Oosterhout et al. 2004). Os loci que tiveram evidéncia de alelos nulos em
mais de dez localidades também foram retirados das analises posteriores. Para caracterizar
cada locus, o numero total de alelos para cada marcador e o numero de alelos exclusivos de
cada localidade foi calculado pelo programa Microsatellite Toolkit (Park 2001). Foi verificada
a diversidade genética das localidades através do calculo da heterozigosidade observada
(Ho) e da heterozigosidade esperada (He), também utilizando o Microsatellite Toolkit. Para
avaliar se os valores de Ho foram significativamente diferentes dos valores de He, valor da
heterozigosidade esperado no equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), foi calculado o indice de
endocruzamento Fis no programa Genetix (Belkhir et al. 2004). Quando este apresentou um
valor de p<0,05 ap6s a correcao de Bonferroni para testes multiplos, a diferenca entre Ho e
He foi considerada significativa,.

A teoria de isolamento por distancia apresentada por Wright (1943) afirma que uma
populacdo que possua uma distribuicdo continua apresenta diferengas nas frequéncias
génicas, independente de selecao e mutacao, se seus individuos possuem um potencial de
dispersao limitado. Muitas analises utilizadas para detectar padrbes de estruturagéo entre
populacées podem ser enviesadas se existe isolamento por distancia entre as populacoes,
ja que pode ser detectada estruturacédo e inferida a existéncia de uma possivel barreira
quando na verdade sé foram amostrados dois pontos extremos de uma distribuicao continua
(Meirmans 2012). Portanto, foi averiguado se esse fenbmeno ocorre antes das analises de
estruturacdo populacional. Para calcular a existéncia de isolamento por distancia entre as
localidades, foi feita uma analise no programa IBDWS (Jensen et al. 2005) que coloca a

distancia genética como funcdo da distancia geografica entre pares de populagées. O
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programa realiza um teste de Mantel, onde é avaliado se a matriz de distancia genética entre
cada par (A) se correlaciona com a matriz de distancia geografica entre cada par (B) de
modo significativo, onde é calculado Z=};A;B;. A significancia da comparacdo entre essas
matrizes foi obtida comparando o Z.s com uma distribuicdo de Z obtidos através da
aleatorizacdo das linhas e colunas de B, mantendo A constante (Bohonak 2002). O
programa também calcula uma linha de regressdo de Eixo Principal Reduzido (Reduced
Major Axis, RMA). Nessa anadlise, a distancia genética utilizada foi o Fst e a distancia
geografica (km) foi medida aproximadamente, utilizando o aplicativo de mapas do Google
(https://maps.google.com.br), de modo que a distancia fosse o mais reta possivel e nao
passasse pelo continente.

A avaliagdo da estruturacao populacional entre as localidades foi feita utilizando trés
analises: o indice Fst, a Analise Fatorial de Correspondéncia (AFC) e uma analise
Bayesiana de agrupamento. O indice de fixacao Fst (Weir e Cockerham 1984) compara a
heterozigosidade média das subpopulacbes (no caso, das localidades) com a
heterozigosidade total da populacéo (todas as amostras), levando em consideracao o EHW.
Se o fluxo génico entre as subpopulacbes for restrito, ou seja, se nao existir panmixia,
havera uma reducdo na heterozigosidade média das subpopulagdes em relacdo a
heterozigosidade total, indicando estruturacéo populacional (Hamilton 2009). Os indices de
fixacdo Fst foram calculados par a par e a significAncia dos valores foi calculada com 1000
permutagdes, no programa Genetix. A AFC fornece um grafico de dispersdo alélica, onde os
objetos analisados (o conjunto de individuos) sdo vistos como uma nuvem de pontos em um
hiperespaco, que terdo as dimensdes definidas pelos termos existentes, neste caso os
alelos, em cada uma das variaveis (niumero de alelos em cada locus). Os dados genotipicos
de cada individuo sao representados por valores para cada modalidade de uma variavel (os
alelos nos diferentes loci), onde 0 corresponde a auséncia, 1 a presenca do alelo no estado
heterozigoto e 2 ao alelo no estado homozigoto. Os graficos da AFC foram gerados pelo
programa Genetix.

A andlise Bayesiana de agrupamento foi realizada no programa Structure (Pritchard et
al. 2000). Nesse programa, os individuos sao atribuidos a uma populagao de acordo com o
seu gendtipo multilocus de modo que cada populacao formada esteja em EHW e que seus
loci estejam em equilibrio gamético. Primeiramente, foi feita uma andlise para determinar o
nuamero de populagdes, sem utilizar informacdes a priori sobre a localidade de coleta. Apds
isso, foi feita uma segunda andlise utilizando as informagdes da localidade e o numero de
populacao definidas na andlise anterior. Ambas as analises foram feitas utilizando o modelo
de ancestralidade com mistura (“Admixture”), que assume que os individuos podem ter tido
origem em mais de uma populacdo e que esta pode ndo ter sido amostrada, e o de
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frequéncias alélicas correlacionadas, que assume que as frequéncias alélicas das
populagcées podem ser diferentes e correlacionadas (Falush et al. 2003). A corrida das duas
analises foi feita com 1000000 de réplicas da cadeia de Markov-Monte Carlo, sendo 500000

réplicas descartadas no "burnin”.

Para a primeira analise no Structure, foi testado um nimero de populacdes provaveis
(k) variando de um a 15 e com dez iteracées para cada k testado. O k mais provavel foi
calculado utilizando duas metodologias: a de maior média de probabilidade posterior (LnPD)
(Pritchard et al. 2000) e pelo calculo de delta(k) (Evanno et al. 2005), usando a plataforma
online Structure Harvester (Earl e van Holdt 2012). Foram gerados graficos em barra para
cada k testado, onde foram mostrados os valores do coeficiente Q, que representa a
propor¢do do genoétipo de um individuo que pertence a uma populacdo determinada
dependendo do k testado (Pritchard et al. 2000). Os dez graficos gerados para cada K,
correspondentes a cada iteracdo, foram sumarizados em um uUnico grafico usando os
programas CLUMPP (Jakobsson e Rosenberg 2007) e Distruct (Rosenberg 2004). A
segunda analise foi efetuada utilizando as informacdes das localidades como prior e usando
um numero de populagdes fixo, correspondente ao k mais provavel da primeira analise,
também com dez iteragdes. Os graficos em barra gerados também foram sumarizados em
um unico grafico pelos programas CLUMPP e Distruct. Apdés o k mais provavel ter sido
estimado, foi feita uma nova andlise do indice Fst no programa Genetix, para averiguar se
houve corroboragcdo da separacdo populacional indicada pelo Structure. Além disso, a
separacao das populagdes seguindo os resultados do Structure também foi averiguada pela
AFC, feita pelo programa Genetix.

O modelo classico populacional de Wright-Fisher, no qual os indices F foram
baseados, assume que as populacées ndo mudam de tamanho, todos os individuos se
reproduzem igualmente e que cada geracao € substituida por seus descendentes. Estimar o
fluxo génico através do indice Fst é problematico, principalmente por conta das suposicdes
feitas que néo correspondem a populagdes naturais, como de que os tamanhos
populacionais sdo iguais e que as taxas de imigracdo sdo simétricas (Whitlock e McCauley
1999, Beerli 2004). Portanto, foram feitas andlises com o programa Migrate-N (Beerli e
Felsenstein 2001) para estimar o fluxo génico, que estima taxas de migracao e o tamanho
populacional das populacées dadas utilizando uma abordagem Bayesiana. Nas analises,
foram calculados os valores do tamanho populacional efetivo dimensionado pela mutacao
(©, onde ©=4 x tamanho populacional efetivo x taxa de mutacao por sitio por geracéo) e a
taxas de imigracao dimensionadas pela mutacao (M, onde M= taxa de imigracdo + taxa de
mutacao por sitio por geracédo), que quando multiplicados pode-se calcular o nimero de
imigrantes por geracdo (xNm). A taxa de mutacdo € calculada pelo programa, onde o
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namero de alelos é contado e isso € usado como medida relativa das taxas de mutacao de
cada locus, sendo a média dessas taxas igual a 1,0.

Como as analises para o Migrate estimam melhor as taxas de migracao utilizando até
trés populagdes, sendo também muito custoso computacionalmente calcular para quatro ou
mais populagdes (Beerli 2004), os dados foram subdivididos segundo os resultados obtidos
pelo Structure quando o k era forcado para ser igual a trés. O modelo da analise foi o
Browniano para microssatélites, com taxa de migracdo constante. A analise foi feita pelo
método de inferéncia Bayesiana com a distribuicao dos priors para © e M uniformes, tendo
os valores entre 0 e 20 e 0 e 200 para cada um, respectivamente. Foi corrida uma Unica
cadeia longa com 3 réplicas, usando “heating” entre as cadeias, totalizando 1200000 valores
de parametros amostrados e 10000 de “burnin”. Foram testados seis diferentes tipos de
modelo de migracado utilizando o fator de Bayes para verificar qual explica melhor as
direcdes de fluxo génico dos dados de M. hispida obtidos, conforme proposto por Beerli e
Palczewski (2010). O primeiro foi o modelo de migracdo completo, onde foi permitida a
variagdo nas taxas de migracdo e do tamanho populacional efetivo entre todas as
populacbes e todas essas taxas foram estimadas. Os quatro modelos subsequentes
possuiam algumas diregcdes de migracdo nao estimadas, por poderem ser consideradas
pouco provaveis, tendo como base o resultado obtido no primeiro modelo. O sexto modelo
testou a possibilidade das populagcées serem uma Unica populagdo panmitica, sendo um
modelo controle. Os valores da distribuicdo marginal de verossimilhang¢a (InML) foram
calculados pelo método de aproximacdo de Bezier e o modelo com maior valor foi
determinado como mais adequado para os dados.O numero de imigrantes por geracao da

populagéo i que chegam na populagao j foi calculado da seguinte maneira: 4Nm= O;x M.
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4. RESULTADOS

Dos treze loci de microssatélites analisados no presente estudo, o Mhi24 e o Mhi27
nao apresentaram boas amplificacdes e genotipagens confiaveis mesmo depois de refeitos,
portanto, eles foram retirados das andlises. Dos onze loci restantes, nenhum apresentou
desequilibrio de ligacao, porém todos apresentaram probabilidade de presenca de alelos
nulos para pelo menos uma localidade. O locus Mhi4 foi o que apresentou probabilidade de
alelos nulos para o maior numero de localidades, sendo 14 das 15 analisadas e, com isso,
este locus também foi retirado das analises de estruturacdo populacional e migracdo. Os
pares de individuos 1B4-IB5 e IB30-IB38 possuiam genotipos compostos idénticos, indicando
que estes pares sdo produto de reproducao assexuada, portanto um de cada par foi retirado
do conjunto de dados para realizar as analises. Além disso, trés outros individuos (AR 16,

TR 29 e FZ 43) foram retirados por terem o genétipo composto com menos de nove /oci.

O locus com o maior numero de alelos foi o Mhi18 (Na=58) e o com menor numero foi
o Mhi17 (Na=9) (Fig. 6). O numero de alelos compartilhados por todas as localidades foi
baixo em todos os loci, enquanto que o0 numero de alelos exclusivos de um Unico local foi
maior (Fig. 6). O numero de alelos exclusivos total de uma localidade variou bastante, sendo
TR a com maior niumero, com 20 alelos, enquanto IB nao apresentou nenhum alelo
exclusivo. A localidade que apresentou o maior nimero médio de alelos por locus foi FN,
seguido de TR, com 13,09 e 12,18, respectivamente (Tabela 4). As localidades com menor

namero médio de alelos foram IG, com 5,18 e IB, com 4,91 (Tabela 4).
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Fig. 6: Numero total de alelos (Na) encontrado em cada um dos /oci analisados, com o numero de alelos

compartilhados por todas as localidades (Nac) e o numero de alelos exclusivos de uma localidade (Naex).
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A maior diversidade genética, estimada pelo valor de heterozigosidade esperada (He),
foi vista nas localidades de SA e TR (Tabela 4). A menor diversidade genética, assim como
a diversidade alélica, foi encontrada nas localidades de IG e IB (Tabela 4). A
heterozigosidade observada (Ho) da maioria das localidades foi significativamente menor
que a He, com excecao de FZ (Tabela 4), indicando deficiéncia de heterozigotos em relacao
ao esperado no Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 4: Numero total de individuos analisados (N), nimero de alelos médio por locus (Na/locus), nimero de
alelos exclusivos de cada localidade (Nex), valores do indice Fis e a heterozigosidade esperada (He) e
observada (Ho) para cada localidade analisada. Os valores de Fis em negrito apresentaram p<0,05 apos

correcao de Bonferroni para testes multiplos.

N Na/locus Nex Fis He Ho
PML 7 6 5 0,292 0,737 0,532
FZ 29 10,45 9 0,083 0,718 0,659
AR 19 9,09 7 0,171 0,715 0,596
FN 40 13,09 20 0,185 0,715 0,584
JP 16 8,27 5 0,272 0,695 0,510
TE 17 8,45 4 0,260 0,727 0,542
SA 22 9,64 6 0,236 0,790 0,607

PS 33 10,45 4 0,192 0,697 0,565
AB 34 11,36 10 0,227 0,690 0,535
GP 12 6,64 3 0,191 0,703 0,574
TR 30 12,18 1 0,227 0,739 0,574
BZ 26 6,45 0,225 0,608 0,474
AC 31 7 0,256 0,639 0,477
IG 39 5,18 0,160 0,500 0,421
IB 34 4,91 0,158 0,505 0,427

—

o M OV W

O teste de Mantel, para verificar a existéncia de isolamento por distancia, foi
significativo (p=0,0025), indicando que esse fenémeno provavelmente ocorre para as
populacoes de M. hispida (Fig. 7). Apesar disso, a correlacdo observada entre as distancias
genética e geografica foi baixa (Z=18912,17; r=0,4330), ja que é possivel observar varios

pontos distantes da linha de regressao (Fig. 7).
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Fig. 7: Correlacdo entre a distancia genética (FST/(1-FST)) e a distancia geografica (Km) das quinze
localidades analisadas, mostrando também uma linha de regressao de Eixo Principal Reduzido calculada pelo

programa IBDWS.

A maioria dos indices Fsr calculados par a par foi significativa, indicando um fluxo
génico restrito entre localidades. O Fstnao foi significativo para alguns pares de localidades,
sendo eles: PML e FZ; AR e FN; JP e TE; PS e TE; AB e PS; GP e JP; GP e TE; GP e PS;
GP e AB; BZ e AC (Tabela 3). Além disso, podemos observar valores baixos de Fst (<0,015)
nas comparacoes AB/JP, AB/TE e IG/IB (Tabela 5). As comparagbes com 0s valores mais
altos (>0,100) foram entre IG e IB com as demais localidades e de AR, FN e TR com AC e
BZ, o que indica que essas localidades sdo as mais diferenciadas entre si (Tabela 5). De
modo geral, a partir das analises de Fst, podem ser consideradas como uma Unica
populacédo as localidades PML+FZ; AR+FN; JP+TE+AB+PS+GP; AC+BZ; ja que por essa
analise nao existe estruturacdo populacional entre elas. As localidades SA, TR, IB e IG
corresponderiam a uma populacdo cada, uma vez que apresentaram valores significativos

em todas as comparacoes feitas.



Tabela 5: indice F; calculado par a par entre as localidades. Os valores sublinhados e em negrito foram aqueles com p<0,05 ap6s corregéo de Bonferroni para testes
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multiplos.
FZ AR FN JP TE SA PS AB GP TR BZ AC IG IB
PML 0,018 0,044 0,035 0,045 0,057 0,054 0,047 0,032 0,050 0,048 0,098 0,089 0,264 0,231
FZ 0.056 0,044 0,048 0,041 0,071 0,042 0,045 0,044 0,049 0,094 0,099 0.224 0,189
AR 0,007 0,080 0,087 0,086 0,079 0,072 0,069 0,031 0,141 0,129 0,279 0,242
FN 0.066 0,074 0,083 0,066 0,054 0,061 0,026 0,412 0,107 0,246 0,214
JP -0,001 0,041 0,020 0,008 0,006 0,072 0,045 0,034 0,148 0.118
TE 0,033 0,003 0,013 -0,005 0,079 0,047 0,049 0,166 0,127
SA 0.037 0,040 0,036 0,090 0,087 0,093 0.184 0.159
PS 0,005 0,007 0,086 0,046 0,055 0,174 0,138
AB 0,008 0,072 0,032 0,035 0,162 0,131
GP 0.068 0,041 0,037 0,183 0,139
TR 0,129 0,123 0,265 0,225
BZ 0,002 0,124 0,102
AC 0,137 0,118
IG 0,014




41

A andlise da AFC nao mostrou uma separacéao clara entre as localidades, formando
um continuo (Fig. 8 A). No entanto, consegue-se perceber que as localidades de IG e IB
estdo juntas e separadas das demais no canto esquerdo do grafico (Fig. 8 A), enquanto que
AR, FN e TR ficam localizadas no canto direito do gréfico (Fig. 8 B). As demais localidades
ficam misturadas entre esses dois grupos mais distintos, parecendo haver uma separacao

no sentido Norte-Sul, corroborando os resultados da analise de isolamento por distancia.
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Fig. 8: Gréafico de dispersdao da Analise Fatorial de Correspondéncia (A) e a aproximagado da imagem para
melhor visualizagdo dos pontos (B). Cada ponto corresponde a um individuo e a cor corresponde a localidade

na qual ele foi coletado.
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O numero mais provavel de populacées pela analise do Structure variou com a
metodologia empregada, sendo k=4 o mais provavel pelo método do Delta(K) (Fig. 9 A) e
k=5 mais provavel pelo método da maior média de verossimilhanca (LnPD) (Fig. 9 B). Para
k=4, temos as seguintes populacdes: llhas e Norte da costa brasileira (llhas-Norte; PML, FZ,
AR, FN e TR); Nordeste e Espirito Santo (NE/ES; JP, TE, SA, PS, AB e GP); Regido dos
Lagos (Reg. Lagos; BZ e AC) e o limite sul de distribuicdo de M. hispida (Limite Sul; IG e IB)
(Fig. 10 e 11 C). Para k=5 temos essas mesmas populacdes, porém a populacao das llhas
(AR, FN e TR) se separa da populagcéao Norte (PML e FZ) (Fig. 10 e 11 D).
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Fig. 9: Nimero de populagdes mais provavel de acordo com o programa Structure. Em A o método de delta(k)

e em B o de maior média de verossimilhanca (LnPD).

Restringindo as andlises para k=2 e k=3 conseguimos observar quais populacdes sao
as mais diferenciadas. Em k=2, a Regido dos Lagos e Limite Sul formam uma Unica
populagédo, enquanto que as llhas Oceénicas, Norte e NE/ES formam outra populagéo (Fig.
10 A). Na regidao do NE/ES e na Regido dos Lagos, é possivel observar uma mistura na
proporcdo dos gendtipos compostos de seus individuos, que possuem alelos das duas
populagdes (Fig. 10 A). Para k=3, as llhas Oceanicas e Norte formam uma populacdo, a
Regido dos Lagos se junta com a populacdo NE/ES, formando outra populagdo e o Limite
Sul forma uma unica populacéo (Fig. 10 B). Para essa conformacéao, podemos observar que
a populagao do NE/ES possui genétipos com uma proporcao correspondente ao gendtipo da
populacao llhas-Norte e que a populacdo da Regidao dos Lagos tem uma propor¢ao dos seus
genotipos correspondente ao da populagéo do Limite Sul (Fig. 10 B). Tanto para k=2 como
para k=3,0 Limite Sul é a populacdo mais diferenciada, seguida das localidades AR, FN e

TR, por terem menos mistura de alelos identificados como sendo de outras populacdes (Fig.
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10 A e B). Para k=4 (Fig. 10 C) e k=5 (Fig. 10 D), também podemos ver que a regidao NE/ES,
a mais central, possui genotipos misturados com o de outras popula¢gdes. Do mesmo modo,
pode-se observar que a populacédo do Limite Sul € a que tem menor propor¢ao de alelos de

outras populacdes, indicando sua maior diferenciacdo, como visto para k=2 e k=3.

Comparando os resultados das analises sem e com informacao de localidade a priori
(Fig. 10 e 11), podemos verificar que os padrdes gerais sdo 0s mesmos, mas nos graficos
com a localidade como prior os limites sdo mais claros. Observando estes graficos, fica
evidente que a populagdo do Limite Sul € a mais distinta, pois quase ndo se vé alelos
pertencentes a outras populagdes (Fig. 11). J&4 a populacdo do NE/ES parece ser a mais
misturada, possuindo alelos de todas as outras populacdes, sendo JP a localidade com
maior propor¢do de gendétipos oriundos das populagbes mais ao sul (Fig. 11). A populacao
das llhas Oceanicas parece ser a segunda mais distinta das demais, tendo mais influéncia

da populagéo do Norte (Fig. 11 D).
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Fig. 10: Compilagao dos dez graficos em barras gerados pelo programa Structure para k=2 (A), k=3 (B), k=4
(C) e k=5 (D), nas analises sem informacao de localidade a priori. Cada barra vertical corresponde ao genotipo
composto de um individuo e as cores correspondem a proporgao do genétipo pertencente a uma determinada
populagéo. As barras pretas separam individuos de uma mesma localidade.
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Fig. 11: Compilagao dos dez gréaficos em barras gerados pelo programa Structure para k=2 (A), k=3 (B), k=4
(C) e k=5 (D), nas andlises com informagao de localidade a priori. Cada barra vertical corresponde ao genoétipo
composto de um individuo e as cores correspondem a proporgao do gendtipo pertencente uma determinada
populagdo. As barras pretas separam individuos de uma mesma localidade.

O indice Fst calculado para as populagdes observadas pelo programa Structure foi
significativo em todas as comparacgdes, tanto para k=4 quanto para k=5 (Tabela 6 B e C).
Portanto, essas anélises em conjunto apdiam a divisdo das localidades em quatro ou cinco
populagdes ao longo da costa. Corroborando as analises do Structure, a populagdo do
Limite Sul é a mais diferenciada, possuindo os maiores indices Fsr em todas as
comparacées (Fst> 0,1, Tabela 6). Também, como observado no Structure, a populagdo do
NE/ES é mais similar as populacdes llhas e Norte, nas trés configuracdes populacionais
testadas (Tabela 6). Observa-se que a populagcao do AC/BZ é mais similar a do NE/ES, pois
possui valores de Fst mais baixos quando comparado com as demais (Tabela 6 B e C).
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Tabela 6: indice Fsr calculado par a par entre as populacdes determinadas pelo programa Structure para k=3
(A), k=4 (B) e k=5 (C). Os valores sublinhados e em negrito foram aqueles com p<0,05 ap6s corregéo para
testes multiplos. RL= Regido dos Lagos.

A) NE/ES/RL Lim. Sul
llhas-N 0,053 0,206
NE/ES/RL 0,113
B) NE/ES R.Lagos Lim. Sul
llhas-N 0,046 0,096 0,206
NE/ES 0,040 0,130
R. Lagos 0.118
C) llhas NE/ES R.Lagos Lim. Sul
Norte 0,038 0,038 0,091 0.212
llhas 0,060 0,112 0,228
NE/ES 0,040 0.130
R. Lagos 0.118

Na AFC feita com as populacdes segundo os resultados do Structure, a dispersao dos
individuos no grafico € a mesma da AFC apresentada anteriormente (Fig. 8). No entanto,
quando separamos os individuos de acordo com essas populacdes de k=4 e k=5, ao invés
das localidades, como feito anteriormente, pode-se observar melhor os limites entre essas
populacdes e a sobreposicao entre elas, uma vez que a cor dos pontos corresponde a essas
populacdes definidas (Fig. 12 B e C). Observando os dois graficos, a populacado do Limite
Sul é a com menos individuos agrupando com outras populagcbes, possuindo uma
delimitagdo mais clara. Nos graficos com quatro e cinco populagdes (Fig. 12 B e C), as
populacées do NE/ES, AC/BZ, llhas e Norte encontram-se com limites difusos, possuindo
individuos coletados em um localidade que se juntam com uma populacdo na qual a maioria
dos individuos dessa mesma localidade nao estao incluidos. No entanto, percebe-se que a
populacdo Norte tem mais individuos agrupados com a populacdo das llhas, e que a
populacdo NE/ES possui individuos que agrupam com AB/BZ e com as llhas-Norte. Tal fato
indica uma similaridade na composicao genética entre essas localidades, corroborando mais

uma vez os resultados do Structure.
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Fig. 12: Gréfico de dispersdo da Andlise Fatorial de Correspondéncia utilizando as populagbes definidas no
Structure para k=3 (A), k=4 (B) e k=(5). Cada ponto corresponde a um individuo e a cor corresponde as
populagbes de acordo com a andlise do Structure. Somente a aproximagdo da imagem para melhor

visualizagéo dos pontos foi representada e o grafico original pode ser visto na Figura 8 A.
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Como a analise de inferéncia do fluxo génico pelo programa Migrate foi feita com trés
populacoes, devido a limitagdes computacionais, utilizou-se a separacao em trés populagdes
segundo o Structure e essa separacao foi testada através do Fsr (Tabela 6 A) e da AFC (Fig.
12 A). Nesse sentido, as populagdes usadas foram Limite Sul, enquanto que llhas
Oceanicas e Norte foram agrupadas em uma Unica populagéo, assim como NE/ES e Regiao
dos Lagos. Essas populagdes que foram agrupadas sao as populacées menos distantes
geneticamente entre si, como demonstrado pelas anélises anteriores. Pelos céalculos do Fsr,
essa conformagéo de populagdes é corroborada, tendo valores significativos (Fig. 12 A).
Além disso, quando analisamos as populagcdes separadas em k=5, os valores do Fsr entre
essas populagdes agrupadas sdao os menores, apesar de significativos (Fig. 12 C). A AFC
também demonstra essa similaridade entre as populacées agrupadas, onde conseguimos
ver que os individuos dessas populagdes estdo mais proéximos entre si. Apesar de nao ser a
conformacao ideal, como visto anteriormente, essa aproximacao poderia ser utilizada por ter
embasamento genético, a fim de ter uma estimativa mais robusta da migracdo. Para essas
as analises do Migrate, o locus Mhi16 foi retirado por estar adicionando muito ruido na
analise, ja que as estimativas de © e M nao apresentaram provavelmente porque possui um

baixo polimorfismo quando comparado aos demais marcadores.

O primeiro modelo testado no Migrate, onde todas as taxas de imigracdo (M) e os
tamanhos populacionais efetivos (©) foram estimados (Modelo 1) (Fig. 13 A), mostrou a
populagdo do NE/ES/Reg.Lagos com o maior © e os maiores M (Tabela 7). Os outros
modelos subsequentes foram usados para testar as maiores direcées de fluxo génico,
evidenciados por esse primeiro modelo, a fim de averiguar se os fluxos sdo unidirecionais ou
nao e se alguns deles podem ser ou nao relevantes. Nesse sentido, em todos os modelos foi
estimada a emigracéo de llhas-Norte para Limite Sul e de NE/ES/Reg.Lagos para o Limite
Sul, ja que pelo modelo 1 esses sentidos de fluxo génico foram os principais (Fig. 13). Sendo
assim, o modelo 2 testou uma migracdo unidirecional entre as populagbes, onde
NE/ES/Reg.Lagos exporta migrantes tanto para llhas-Norte e Limite Sul, a populagdo das
llhas-Norte exporta migrantes para Limite Sul, e Limite Sul ndo exporta migrantes (Fig. 13
B). O modelo 3 teve como base o modelo 2, s6 que a populacdo de llhas-Norte também
exporta migrantes para NE/ES/Reg.Lagos (Fig. 13 C). O modelo 4 foi similar ao modelo 2,
porém a populacao do Limite Sul ndo é sumidouro e exporta migrantes para llhas-Norte (Fig.
13 D). O modelo 5 também foi parecido com o modelo 2, mas a populacdo llhas-Norte
exporta migrantes para NE/ES/Reg.Lagos e o Limite Sul exporta migrantes para as llhas-
Norte (Fig. 13 E). O modelo 6 testou a possibilidade das populagdes serem panmiticas e,
portanto, nenhuma taxa de imigracgao foi estimada (Fig. 13 F).
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Fig. 13: Esquema dos modelos de migracdo, onde as setas indicam a dire¢cdo do fluxo de migragéo entre as

populagbes que foram estimadas. A auséncia de setas indica que tal diregao de fluxo génico néo foi estimada
pelo modelo, sendo considerada zero. Os modelos testados foram: modelo 1 (A), modelo 2 (B), modelo 3 (C),

modelo 4 (D), modelo 5 (E) e modelo 6 (F).

Os valores abaixo indicam a distribuicdo marginal de

verossimilhanca (InML) pela aproximagao de Bezier de cada um dos modelos.
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A curva de todos os parametros estimados para todos os seis modelos encontra-se
no Anexo |. Observando as estimativas obtidas para todos os modelos, os maiores valores
de © foram encontrados para a populacdo NE/ES/Reg. Lagos e os menores valores para a
populacdo do Limite Sul (Tabela 7). Avaliando todos os modelos, os maiores valores
estimados de M foram os do NE/ES/Reg. Lagos indo em direcdo as llhas-Norte e do
NE/ES/Reg. Lagos para o Limite Sul (Mi.3, M..1 e Mag, Tabela 7). Dentre os modelos
analisados, 0 que apresentou maior valor da distribuicdo marginal de verossimilhanca foi o
modelo 2, sendo este, portanto, o mais provavel (Fig. 13 B). Segundo esse modelo, a
populacdo do NE/ES/Reg. Lagos exporta migrantes para as populagdes das llhas-Norte e do
Limite Sul e nao recebe nenhum migrante, funcionando como uma populacdo fonte,
enquanto que a populacado das llhas-Norte também exporta migrantes para a populacéao do
Limite Sul (Fig. 14). A populagdo do Limite Sul recebe migrantes das outras duas
populacées (llhas-Norte e NE/ES/Reg. Lagos) e ndo exporta migrantes para nenhuma outra,
podendo ser considerada uma populagdo sumidouro (Tabela 7 e Fig. 14). Por esse modelo,
o numero de migrantes por geracao (4Nm) seria 65,6 do NE/ES/Reg. Lagos para a
populacado das llhas-Norte, 0,1 migrantes partindo das llhas-Norte para o Limite Sul e 0,5
saindo do NE/ES/Reg. Lagos para o Limite Sul.

Tabela 7: Moda da distribuicdo posterior para os parametros © e M avaliados para cada um dos seis modelos
testados. Os valores “x” indicam que o parametro nao foi estimado. Para as estimativas de © e M, 1
corresponde a populagao das llhas-Norte, 2 a populagdo NE/ES/Regido dos Lagos e 3 a populagéo do Limite
Sul.

Modelo 1 Modelo2 Modelo3 Modelo4 Modelo5 Modelo 6

O 2,42 3,63 6,97 1,94 2,31 19,38
> 3,95 6,93 3,53 19,69 5,67 X
O3 0,27 0,02 0,01 0,01 0,09 X
Mo .4 16,33 18,07 16,07 37,13 167,80 X
M4 16,33 X X 8,60 12,87 X
M;_2 19,53 X 40,60 X 20,20 X
Ms.o 13,93 X X X X X
M3 47,40 5,40 16,87 10,60 28,87 X

Mo_3 32,87 22,87 23,40 37,93 88,20 X
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Fig. 14: Mapa esquematico com as populacdes e o fluxo génico estimado entre elas. Localidades que

apresentam a mesma cor indicam uma mesma populagéo.

O numero de alelos compartilhados entre cada locus entre essas trés populagbes
parece estar de acordo com o modelo 2 estimado pelo Migrate (Fig. 13 B e 14). O maior
namero de alelos compartilhados entre duas populagdes ocorre entre NE/ES/Reg. Lagos e
llhas-Norte, o que € corroborado pela alta taxa de migracao entre elas. No entanto, ndo é
observado um grande compartiihamento de alelos entre as populacées do NE/ES/Reg.
Lagos e Limite Sul, o que era esperado pela alta taxa de migracdo estimada. O
compartilhamento de alelos dessas populagdes s6 € observado para o locus Mhi16 (Fig. 15),
mas este foi excluido das estimativas de fluxo génico. De modo geral, a populacao do Limite
Sul ndo possui muitos alelos exclusivos nem muitos alelos compartilhados entre ela e mais
alguma outra populacdo. A populagédo que apresenta o maior nimero de alelos exclusivos é
a populacéo das llhas-Norte. Por fim, pode-se observar a existéncia de um numero alto de
alelos compartilhados entre as trés populagdes (17,9 %, Fig. 15).
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Fig. 15: Grafico em barras mostrando a proporcao dos alelos exclusivos de cada populagédo, dos alelos

compartilhados entre duas populagdes e dos alelos compartilhados entre as trés populagdes para cada um dos

loci e para todos os loci juntos (total).
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5. DISCUSSAO

5.1. Diversidade genética

Neste trabalho, a conectividade genética do coral Mussismilia hispida foi avaliada ao
longo da sua distribuicdo na costa brasileira utilizando 11 marcadores microssatélites
especificos. A diversidade genética das 15 localidades estudadas pode ser considerada alta,
considerando o numero de alelos encontrados e as heterozigosidades esperadas, quando
comparado a outros estudos com corais escleractineos (e. g. Severance et al. 2004, Baums
et al. 2005, Ridgway et al. 2008, van Oppen et al. 2011). O numero médio de alelos
encontrados entre todos os loci foi 27,6, sendo maior do que o valor encontrado para as
espécies Montastraea annularis (20,6; Severance et al. 2004), Acropora palmata (8,6;
Baums et al. 2005) e Pocillopora verrucosa (5,0; Ridgway et al. 2008). Essa diferenca, no
entanto, pode ter ocorrido devido a diferengca no niumero de loci avaliados, ja que para M.
hispida foram usados 11 loci, enquanto para essas outras espécies foram usados sete, oito
e quatro loci, respectivamente. Os valores de heterozigosidade esperada por localidade
variaram entre 0,50 e 0,74 para M. hispida, sendo mais alto do que o encontrado para
Pocillopora verrucosa (0,04 e 0,59; Ridgway et al. 2008). Os baixos valores em Pocillopora
damicornis quando comparados com M. hispida, no entanto, também podem ser explicados
pela baixa amostragem de /oci desses autores. Os valores de heterozigosidade esperada
encontrados foram mais similares aos observados para M. annularis, que variaram entre
0,24 e 0,94 (Severance et al. 2004), e para Acropora millepora, que teve seus valores entre
0,29 e 0,88 (van Oppen et al. 2011).

Todas as localidades avaliadas, com excecdo de Fortaleza (FZ), apresentaram
deficiéncia de heterozigotos, uma vez que a heterozigosidade observada foi
significativamente menor do que a esperada pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). A
observacdo de deficiéncia de heterozigotos parece ser comum em estudos de
microssatélites com populacdes de corais (e. g. Maier et al. 2005, Underwood et al. 2007,
Ridgeway et al. 2008). Esse desvio pode ser explicado por diversos fatores, ja que o EHW
depende de diversos pressupostos que muitas vezes nao sdao encontrados em populacdes
naturais. Dois fatores que podem levar a uma deficiéncia de heterozigotos, por exemplo, séo
a existéncia de reproducao nao aleatéria e endocruzamento (Hamilton 2009), processos que
provavelmente sdo comuns em corais devido a sua natureza séssil e a alta probabilidade de
sobreposicao de geragdes, por serem animais com alta longevidade que se reproduzem

continuamente. Apesar disso, a deficiéncia de heterozigotos também pode ser explicada
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pela existéncia de alelos nulos, que foram observados para alguns loci em todas as
localidades, além do efeito Wahlund, quando duas populagdes distintas sdo consideradas
como uma s6. Porém, devido aos resultados das analises de estruturacao populacional sem
informacao de localidade a priori, fica claro que o efeito Wahlund ndo ocorre neste estudo.

O conhecimento acerca da diversidade genética de uma espécie tem grande
importancia para medidas de conservagao, ja que estda associada a sua capacidade de
persisténcia (Laikre et al. 2010). Apesar da grande diversidade geral encontrada para M.
hispida, nota-se que as populacdes mais ao sul possuem uma menor diversidade. Da
mesma maneira que para o coral Pocillopora verrucosa no sul da Africa (Ridgway et al.
2008), a diversidade genética de M. hispida diminuiu com o aumento da latitude. As
localidades de Armacao dos Buzios (BZ), Arraial do Cabo (AC), llha Grande (IG) e llhabela
(IB) foram as que apresentaram os menores valores de diversidade genética. Essas regides,
principalmente 1G e IB, estdo localizadas no limite de distribuicdo de M. hispida e, portanto,
podem ser consideradas populacdoes periféricas. Uma menor diversidade genética
observada nessas localidades era esperada, ja que populagdes periféricas normalmente
possuem baixa diversidade genética devido ao menor tamanho populacional efetivo e
isolamento em relacdo as populacdes centrais (Eckert et al. 2008). Populacdes nessas
condicoes sao consideradas mais suscetiveis a extincoes locais e, por isso, podem ser alvos
importantes para a conservacao (Frankham 2005), mas nao devem ser consideradas areas
prioritdrias como as areas de alta diversidade genética, principalmente populacbes fonte
como as do NE/ES. No entanto, é interessante que se considere a importancia evolutiva de
populacdes periféricas, uma vez que elas podem apresentar adaptacdes locais e, com o
tempo, pode levar a um processo de especiacao alopatrica (Nunes et al. 2009).

5.2. Estruturacao populacional

Os individuos avaliados de M. hispida parecem nao estao claramente separados
quando se observa a analise fatorial de correspondéncia (AFC), sendo que eles ocorrem em
um continuo. Apesar de alguns individuos de uma mesma localidade estarem préximos,
muitos se misturam com individuos de localidades distintas, indicando que algumas
localidades podem corresponder a uma mesma populagdo. Além disso, com excecao dos
individuos das localidades oceanicas, parece haver uma separacdo em relacdo a
distribuicdo norte-sul dos individuos da regido costeira, 0 que poderia ser explicado pela
existéncia de isolamento por distancia (IBD). A existéncia de IBD, ou seja, uma maior

diferenciacdo genética com o aumento da distancia, é associada a um potencial de
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dispersao limitado (Wright 1943). Como ha isolamento por distancia entre os individuos de
M. hispida, pode-se assumir que a dispersao dessa espécie é restrita localmente. O estudo
de Maier e colaboradores (2005) mostrou um padrao de IBD para o coral Seriatopora hystrix
em uma escala menor, de 5 a 25 km. Essa diferenca pode ser explicada pelo fato de S.
histrix ser uma espécie incubadora e suas larvas assentarem em um periodo bastante curto
de até um dia apds a sua liberacédo (Maier et al. 2005), o que é diferente de M. hispida que é
liberadora de gametas e suas larvas ficam até 10 dias no plancton antes de assentarem
(Débora Pires e Clovis Castro, com. pess.). Juntando as caracteristicas reprodutivas
(incubadores vs. liberadores) com os resultados dos padrdes de IBD, podemos assumir que
M. hispida possui uma maior capacidade de dispersdo que S. histrix, ja que o IBD em M.
hispida ocorre em escalas maiores que 25 km. Isso demonstra que mesmo espécies com
uma alta capacidade de dispersdao podem apresentar uma correlacédo positiva entre distancia
geogréfica e distancia genética (Palumbi 2003).

Apesar de ter sido encontrada uma correlagao positiva entre a distancia genética e a
geografica, & importante ressaltar que esse padrao pode ser explicado pela existéncia de
outros fatores que nao IBD. Segundo Meirmans (2012), o teste de Mantel pode ser
enviesado se existe alguma autocorrelacao geografica por conta de fatores historicos, como,
por exemplo, a colonizagdo de locais diferentes por diferentes refugios. Além disso, o fluxo
génico pode depender do gradiente ambiental e ser maior entre ambientes parecidos (IBE,
“isolation by environment”), sendo maior do que o previsto pelo IBD (Sexton et al. 2014).
Uma revisao feita por Sexton e colaboradores (2014) demonstrou que o IBE é mais comum
que IBD, tanto para vertebrados quanto para invertebrados, independente da escala.
Ademais, segundo esses mesmo autores, se existe correlacdo entre a distancia e algum
fator ambiental, como temperatura, a correlacdo do IBD observada pode estar sendo
causada por um fator ambiental ndo medido. Uma varidvel que poderia explicar essa
correlacdo € a diferenca de latitude entre os locais amostrados, o que esta associado a
diferencas climaticas. Como para esse estudo tais fatores que poderiam enviesar o teste de
Mantel ndo foram avaliados, a interpretacdo desses resultados deve ser cautelosa. No
entanto, mesmo com essa limitacdo, a correlacdo observada apresenta resultados
interessantes. Alguns valores altos de distancia genética podem ser observados para M.
hispida em distancias geograficas menores (~1500 km), enquanto que valores baixos de
distancia genética podem ser observados em distancias geogréaficas maiores (~3000 km).
Isso indica que existem outros fatores além do isolamento por distancia que estao
interferindo nas diferencas genéticas observadas entre as localidades para esse coral, o que
também € evidenciado pelo baixo valor da correlagao.
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As estimativas genéticas de dispersao podem nao ser sensiveis o0 suficiente para
indicar isolamento em escalas demograficas (1-20 anos) (Swearer et al 2002), o que as
tornaria de pouco uso para questdes ecoldgicas e de manejo. No entanto, a utilizagdo de
analises bayesianas com marcadores hipervariaveis, como 0s microssatélites, tem permitido
demonstrar padrdes de conectividade relevantes demograficamente (Cowen e Sponaugle
2009). A estruturagdo populacional de M. hispida variou conforme a metodologia
empregada, sendo que o indice Fsr separa as localidades da costa em oito populagcdes
distintas (PML+FZ, AR+FN, SA, JP+TE+AB+PS+GP, TR, AC+BZ, IG, IB; Tabela 3),
enquanto que o padrao de estruturacao inferido pela andlise bayesiana do programa
Structure separou em quatro (PML+FZ+AR+FN+TR, JP+TE+SA+AB+PS+GP, AC+BZ,
IG+IB; Fig. 11 C) ou cinco populagées (PML+FZ, AR+FN+TR, JP+TE+SA+AB+PS+GP,
AC+BZ, 1G+IB; Fig. 11 D). Como o Fst depende da definicao a priori do que é uma
populacéo, ele pode ser relativo a esses limites. Quando as populagdes sdo separadas
segundo o encontrado no Structure para k=3, 4 e 5, essas comparagdes também tem
valores de Fgr significativos (Tabela 4). Portanto, o Fst suporta a divisdo de M. hispida tanto
em trés, como em quatro ou cinco popula¢des. De modo geral, as populagdes ao sul sao
mais diferenciadas das populacdes mais ao norte, o que fica claro pelas analises de
estruturacdo e do IBD feitas neste estudo. Observando os padrdes gerais das andlises,
pode-se considerar cinco populacdes ao longo da costa: a populacdo Norte (PML e FZ), a
populacao llhas Oceéanicas (AR, FN e TR), a populacdo NE/ES (JP, TE, SA, AB, PS e GP), a
populacdo da Regido dos Lagos (AC e BZ) e a populacdo do Limite Sul (IG e IB). A
separacao do Brasil em quatro areas recifais distintas (Norte, Nordeste, Leste e Sul), como
proposto por Ledo e colaboradores (2003), ndo correspondeu a delimitacdo genética de
populacoes de M. hispida, com excecao da area Norte (PML e FZ). Pela separacao genética
das populagdes observada, os recifes considerados do Nordeste, Leste e Sul por Leédo e
colaboradores (2003) formariam uma Unica populacdo, a populagdo NE/ES, enquanto que a
Regido dos Lagos (IG e IB) se separaria das demais areas recifais e formaria outra
populacéo, assim como as llhas Oceanicas.

5.3. Caracterizacao das populacoes

A populacdo Norte é mais préxima da populacédo Ilhas Oceénicas. A similaridade
entre os individuos do Norte e das llhas (excluindo TR) pode ser explicada pelo padrao de
circulacdo da Corrente Norte do Brasil, que corre em direcdo noroeste (Fig. 2; Silveira et al.

2000). Além disso, o fato da corrente nao ser forte nessa regidao, quando comparada a
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Corrente do Brasil, e ndo apresentar grandes mudancgas sazonais (Johns et al. 1998)
poderia explicar porque nao existe um maior fluxo génico entre as llhas (exceto TR) e Norte.
Podem existir, também, populacbes intermediarias ndo amostradas entre as llhas, PML e
FZ, que encurtariam a distancia de dispersdao necessaria. No entanto, o grande fluxo génico
que existe entre TR e as demais llhas Oceanicas, incluindo a populacdo Norte, ndo era
esperado. Apesar das llhas Oceénicas poderem estar conectadas pelo sentido sul da
Corrente do Brasil (Silveira et al. 2000), um alto fluxo génico poderia ser impedido devido a
distancia de oceano aberto que separa esses locais (~1800 km). Ainda de acordo com 0s
padrées de corrente, a populacdo do Norte s6 estaria conectada com TR por meio das
outras llhas Oceanicas (FN e AR).

A existéncia de conectividade ao longo de uma ampla distribuicdo geografica ja foi
observada para outros corais, como para Acropora palmata no Caribe, por distancias de até
1800 km (Baums et al. 2005) e para Acropora millepora separados por mais de 1000 km na
Grande Barreira de Corais (van Oppen et al. 2011). O PLD da larva € uma das explicacdes
possiveis para essa alta dispersao encontrada em M. hispida e nos estudos com A. palmata
e A. millepora. Para A. millepora, apesar das suas larvas assentarem entre 4-6 dias, sendo
similar ao de M. hispida, elas podem durar até 200 dias na coluna d’agua, o que foi usado
por van Oppen e colaboradores (2011) para explicar a possibilidade dessa dispersao por
longas distancias. Como para M. hispida nao existem trabalhos que determinem o PLD ou a
longevidade maxima das larvas, ndo é possivel fazer esse tipo de inferéncia. No entanto, a
conectividade entre TR e as outras ilhas oceanicas poderia ser explicada pela existéncia de
populagdes ndo amostradas de M. hispida, que poderiam ocorrerem montes submarinos ou
bancos de arenito mais ao norte, como os Bancos Royal Charlotte (Coutinho 1996),
constituindo assim um cenario de “stepping stones”. Ja foram registradas ocorréncias de M.
hispida em locais mais profundos de 40-65 m em regides de quebra da plataforma e em
montes submarinos, inclusive na Cadeia Vitéria-Trindade e em locais mais ao norte, como o
Banco Rodger (17°08'S, 036°48'W) (Castro et al. 2006). Nesse sentido, os vortices formados
pela Corrente do Brasil (Fig. 3; Soutelino et al. 2008, Arruda et al. 2013) poderiam explicar
como gametas ou larvas produzidas em TR poderiam chegar nas popula¢cées mais ao norte,

o que seria dificil de ocorrer se nao existirem populacdes intermediarias.

A populacao llhas Oceanicas foi bem diferenciada das populagdes do nordeste e do
sudeste e apresentou uma alta diversidade genética. Essa diferenciacdo genética fica
evidente quando comparamos TR com as demais localidades das popula¢des nordeste e
sudeste, como GP, que esta mais proxima geograficamente (~1200km) do que as outras

ilhas oceanicas. Um estudo feito por Ayre e Hughes (2004) mostrou para cinco espécies de
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coral que as populagdes da llha Lord Howe eram geneticamente diferentes e isoladas das
demais populagées da Grande Barreira de Corais. Segundo os autores, a existéncia de uma
extensdo de poucas centenas de quildmetros de oceano aberto era uma barreira bem mais
efetiva para dispersdo do que essa mesma distancia em sistemas recifais continuos. Desse
modo, 0 mesmo pode acontecer com M. hispida, onde a diferenca observada separando as
populacdes da costa da populacdo llhas-Norte pode ser explicada pela barreira causada
pelo oceano. Apesar da existéncia de oceano aberto entre populacées poder atuar como
barreira, o porqué disso ndo é claro, podendo ser explicado, por exemplo, pela falta de
habitats favoraveis intermediarios (Ayre e Hughes 2004). No entanto, outro fator também
pode estar associado a essa barreira, como a circulacdo complexa que existe em ambientes
proximos a costa, que pode reter as larvas localmente e dificultar o transporte para areas
oceanicas (Pineda et al. 2007).

Um estudo feito no Brasil, que avaliou uma escala muito similar a do presente estudo,
encontrou diferengas na composicao e biomassa dos peixes recifais entre as assembleias
da costa e das ilhas oceénicas (Araujo 2014). Nesse estudo, a distancia da costa foi um fator
bastante informativo para explicar a variacdo na composi¢cao e biomassa, sendo associado
pelo autor a um menor impacto de pesca nessas regidoes mais afastadas. No entanto, a
diferenca na composicao dessas assembleias de peixes também poderia ser explicada pela
dificuldade de dispersao por conta das correntes, o que poderia estar associada a distancia
da costa avaliada pelo autor. Além disso, a assembleia de esponjas das ilhas oceénicas,
incluindo o Arquipélago de S&o Pedro Sdo Paulo, é similar entre si e diferente da costa, ja
que sao observadas espécies endémicas nessas localidades (Moraes 2006). Apesar desses
dois estudos nao avaliarem a diferenciacdo genética entre esses locais, comparando a
composigao de espécies eles evidenciam uma separagdo clara entre as ilhas oceéanicas e
costa, também observada para M. hispida. Um estudo feito com o hidrozoario Millepora
alcicornis, que avaliou a diferenca genética entre localidades da costa do Brasil, também
apresenta indicios da separacao da populacao das ilhas oceanicas das demais, ja que 0s
maiores valores de diferenciacdo foram observados comparando Fernando de Noronha com
as outras populagdes avaliadas (Souza 2013). Portanto, a diferenciagcdo observada entre a
regiao costeira e a oceénica parece nao ser exclusiva da espécie foco do presente estudo,
podendo ser explicada por diferencas ambientais, pela sobrevivéncia diferenciada das larvas
nesses locais ou pela existéncia de barreiras para a dispersao entre essas localidades.

A populacao do Limite Sul foi a populagcdo mais distante geneticamente entre todas as
avaliadas. Mesmo a populacao da Regiao dos Lagos apresentou maior similaridade genética
com a populacao NE/ES do que com a populacao do Limite Sul, ndo sendo o esperado por
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conta da maior proximidade geografica e do fluxo sul da Corrente do Brasil (Silveira et al.
2000). A exportacao de larvas da populacdo NE/ES para a populacdo da Regidao dos Lagos
pode ser explicada por essa corrente, mas o sentido contrario ndo. A existéncia do Vértice
de Vitdria (Arruda et al.2013), no entanto, permitiria a dispersao de larvas ou gametas para o
norte, contra o sentido da Corrente do Brasil, e poderia explicar a exportacdo de larvas da
populacado da Regido dos Lagos para o NE/ES. A populacdo do Limite Sul também foi a que
apresentou a menor diversidade genética.

Tanto a populacdo das llhas, como a Norte e NE/ES apresentaram alta diversidade
genética, sendo que esta diminuiu nas populagées mais ao sul. Segundo o estudo de Souza
(2013) com os hidrozoarios Millepora alcicornis e Millepora nitida, as populacées mais ao sul
do Brasil apresentaram os menores valores de diversidade genética. Para M. alcicornis, as
amostras do sul da Bahia e do Rio de Janeiro apresentaram os menores indices de
diversidade, enquanto que Fernando de Noronha e Rio Grande do Norte apresentaram os
maiores valores no Brasil. Para M. nitida, o Espirito Santo, local mais ao sul avaliado,
apresentou a menor diversidade genética. Esse padrdo, de diminuicdo da diversidade
genética com o aumento da latitude, também foi observado para A. millepora na Grande
Barreira de Corais, sugerindo que as populacdes mais centrais possuem maior diversidade

genética do que nos limites de sua distribuicdo (van Oppen et al. 2011).

A populacao do Limite Sul pode ser considerada estruturada por todas as analises
feitas, indicando uma baixa conectividade com as demais popula¢cdées. Uma estruturacdo em
escala pequena, como observada entre as populagdes da Regiao dos Lagos e do Limite Sul,
ja foi observada para o coral A. millepora, em recifes separados por dezenas de quildmetros
(van Oppen et al. 2011). Assim como no caso desse coral, tal estruturacdo em M. hispida
pode ser explicada pela existéncia de alguma barreira para a dispersdo ou pela
sobrevivéncia diferenciada de recrutas. Um fenbmeno que poderia estar atuando como
barreira para dispersao € a ressurgéncia de Cabo Frio (Palma e Matano 2009), que poderia
impedir a passagem das larvas provenientes da Regido dos Lagos para a populacdo do
Limite Sul e vice-versa. A época reprodutiva tanto de M. hispida (Francini et al. 2002) quanto
do coral Siderastrea stellata (Lins-de-Barros e Pires 2007) mostraram diferencas nessa
regido em relacdo a outras localidades, o que pode ser explicado por essa barreira (Francini
et al. 2002, Lins-de-Barros e Pires 2007).

Um estudo feito na Califérnia, durante picos de ressurgéncia, demonstrou que a
maioria do assentamento de larvas de invertebrados benténicos ocorre na regido protegida

do vento em relacado a regido exposta, onde ocorre o afloramento de aguas frias (Mace e
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Morgan 2006). A regido onde ocorre a ressurgéncia de Cabo Frio com maior intensidade fica
proxima a Arraial do Cabo, na face sudoeste da llha de Cabo Frio, e essa ressurgéncia
ocorre em parte por conta da direcdo e intensidade do vento nesse local (Valentin 1984).
Essa regido mais exposta a ressurgéncia, onde sdo encontradas as aguas mais frias,
poderia apresentar um baixo recrutamento, diferente da regido interna. Se existe um baixo
recrutamento nessa regiao exposta, isso pode ser um indicio da existéncia de uma barreira
para a dispersao. De fato, na regido interna de Arraial do Cabo existem col6énias de M.
hispida e outros corais escleractineos, enquanto que a regido exposta a ressurgéncia possui
uma fauna diferenciada com caracteristicas subtropicais, 0 que ocorre principalmente por
conta das temperaturas baixas que esse local apresenta (Ferreira 2003). Isso sugere que
nessa regiao, onde as aguas mais profundas afloram, ha uma menor sobrevivéncia de
corais, 0 que esta de acordo com o encontrado no estudo em areas de ressurgéncia feito por
Mace e Morgan (2006).

A ressurgéncia de Cabo Frio ocorre normalmente nas épocas de primavera e verao
(Valentin 1984, Valentin et al. 1987), o que coincide em parte com a época reprodutiva de M.
hispida para a regiao da Armagao dos Buzios (Fevereiro-Abril; Neves e Pires 2002). J& foi
visto para a espécie de coral Oculina varicosa na Florida que a formacao de larvas é inibida
por temperaturas de 17 e 10° C (Brooke e Young 2005). Apesar de nao existirem estudos
similares para M. hispida, a baixa temperatura da agua na regiao externa de Arraial do
Cabo, que pode chegar a 13° C (Valentin 1984), poderia impedir o desenvolvimento das
suas larvas e, portanto, ser uma barreira para a dispersdo. Além da possibilidade das larvas
nao sobreviverem as baixas temperaturas, areas de ressurgéncia podem criar zonas de
retencdo por conta da estratificacdo da agua (Largier 2003), o que também poderia contribuir
para a eficacia da ressurgéncia como uma barreira de dispersao para M. hispida.

Se o Limite Sul realmente se encontra isolada das demais populacdes, esta pode
estar sofrendo as consequéncias de um gargalo populacional ou mesmo de efeito fundador.
Nesse caso, a deriva génica pode ser responsavel por essa diferenciacado observada em
relagdo as outras populacdes. Além disso, sobrevivéncia diferenciada de recrutas imigrantes
nessa populacdo também poderia causar a estruturacdo observada, o que nao
necessariamente estaria relacionado a algum isolamento. Nesse caso, de todas as larvas
imigrantes que chegam na regido, somente aquelas adaptadas para as condi¢cdes locais
sobreviveriam (Lenormand 2002). Um estudo realizado com o coral Stylophora pistillata no
golfo de Agaba demonstrou estruturacdo genética entre duas regides para colénias adultas,
enquanto que para recrutas essa estruturacao ndo foi observada e estes apresentavam
grande similaridade genética (Zvuloni et al. 2008). Segundo os autores, as condi¢des locais
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ambientais ou biolégicas atuariam como determinantes na sobrevivéncia de alguns
genotipos. No entanto, tal hipétese ndo pode ser testada no presente momento para M.
hispida, ja que ndao se tem o gendtipo de recrutas e a presenca de alelos exclusivos
relacionados a adaptacao ndo sao evidentes em marcadores neutros como microssatélites.
Também nao se pode descartar a possibilidade de ocorrer um efeito sinérgico, onde tanto a
ressurgéncia como a selecao local de larvas atuam em conjunto, levando, assim, a

estruturacéo observada.

Como apresentado anteriormente, ja foi observada uma assincronia reprodutiva para
M. hispida entre diferentes localidades, mas essa nao parece ter grande influéncia na
conectividade das suas populacdes ao longo da costa. Por exemplo, os individuos de M.
hispida da regido de Abrolhos e Porto Seguro apresentam alta conectividade e similaridade
genética, podendo ser considerados pertencentes a uma unica populacdo, apesar de
possuirem periodos reprodutivos distintos (Pires et al. 2009; Projeto Coral Vivo, dados nao
publicados). Ja individuos da regido de Armacao de Buzios, que possuem o periodo de
desova similar ao de Santos (Francini et al. 2002, Neves e Pires 2002), sdao bem
diferenciados da populacdo do Limite Sul. Apesar da regido de Santos nao ter sido
amostrada, ela é mais ao sul que llhabela, uma localidade amostrada que pertence a
populacdo do Limite Sul e, assim, como essa populagcdo, deve apresentar pouca
conectividade com a populacdo da Regido dos Lagos. Portanto, as diferentes épocas de
liberacdo de gametas desse coral ndo parecem ser um fator limitante para sua conectividade
e, devido ao alto fluxo génico observado, suas larvas provavelmente conseguem sobreviver

um periodo suficiente na coluna d’agua para chegar a diferentes populagdes.

Regides diferentes podem ter épocas de desova distintas por conta de adaptacdes a
parametros locais e pela existéncia de diferentes sinaliza¢cdes para desova (Richmond e
Hunter 1990). Para o coral Pocillopora damicornis, foi visto que a sua época reprodutiva
variava entre coldénias de um mesmo local (Richmond e Jokiel 1984). Tal fato foi explicado
pelos autores pela existéncia de imigrantes provenientes de outras populacoes, adaptados
as suas condicdes de origem, ou a existéncia de espécies cripticas. Assim, a assincronia
observada entre colénias de diferentes recifes dentro do Complexo Recifal de Abrolhos
poderia ser explicada pela existéncia de imigrantes de outras populagdes, que estariam
adaptados a diferentes condicoes ambientais ou a outras sinalizacées de desova, e estes
apresentariam épocas reprodutivas distintas. A existéncia de espécies distintas parece nao
se aplicar ao caso, ja que foi observada uma grande similaridade genética entre todos os
individuos analisados. A assincronia observada poderia ser explicada pela existéncia de
individuos migrantes, ja que alguns individuos da regidao de Abrolhos (populacdo NE/ES)
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apresentaram genétipos com uma proporcdo de alelos de outras populacdes, ou pela

variagdo ambiental entre microhabitats.

O padrao de migracao observado para M. hispida indicou a populacao do NE/ES junto
com a populagdo da Regido dos Lagos como sendo populacdes fonte (consideradas como
uma unica populagao na analise do Migrate). Estas duas regides juntas exportam migrantes
tanto para a populacao llhas-Norte como para a populacdo do Limite Sul. Além disso, os
resultados mostram que a populacdo das llhas-Norte também exporta para o Limite Sul.
Como a populagéo do Limite Sul ndo exporta migrantes para nenhuma outra e sé recebe
imigrantes, ela pode ser considerada como uma populagdo sumidouro, de acordo com o
modelo mais provavel pelo Migrate (modelo 2, Fig. 15 B). Seguindo este mesmo modelo, a
populacdo com maior tamanho efetivo é a do NE/ES/Reg. Lagos, seguida pela llhas-Norte.
Ja a populagdo com menor tamanho efetivo € a do Limite Sul, sendo condizente com sua
menor diversidade genética. Segundo o numero de migrantes por geracao estimado, fica
claro que a populacdo NE/ES/Reg.Lagos € a maior exportadora de larvas, mesmo
considerando que esse estimativa normalmente € bem maior que o valor real (Waples e
Gaggiotti 2006). Essa assimetria de fluxo génico pode ser explicada pela existéncia de
habitats mais vantajosos ou por diferencas nas taxas de dispersdo (Kawecki e Holt 2002)
como, por exemplo, se em algum local os corais se reproduzem mais ou tem a dispersao
facilitada por correntes. A populacdo NE/ES/Reg. Lagos parece ter uma alta taxa de
autorecrutamento, o que esta de acordo com diversos modelos hidrodindmicos que indicam

retencao local de larvas na auséncia de correntes fortes (Swearer et al. 2002).

Os padrbes aqui observados de fluxo génico e diversidade poderiam ser explicados
pela existéncia de reflugios nas regides da quebra da plataforma durante o Pleistoceno.
Entre 17500 e 6500 anos BP, durante o Ultimo Glacial, o nivel do mar estava 130 m mais
baixo que o atual (Corréa 1996), o que provavelmente deixou toda a plataforma continental
brasileira exposta. Entre 17500 e 16500 anos BP a velocidade de recuo do mar foi de 6 m
por ano para o norte e 8 m por ano para o sul (Corréa 1996). Recifes existentes em areas
costeiras mais rasas provavelmente foram extintos localmente, pois ndo conseguiriam
acompanhar esse recuo do mar devido a sua alta velocidade. Nesse sentido, as llhas
Oceanicas, bancos de arenito e montes submarinos, que ocorrem ap6s a borda da
plataforma continental, podem ter funcionado como refugio para M. hispida, tanto pela
colonizagdo de novos habitats ou pela manutencdo de populagdes ja existentes nesses
locais. A existéncia desses refugios explicaria, por exemplo, o porqué das Illhas Oceanicas,
que sao distantes e relativamente isoladas geneticamente da costa, apresentarem uma
grande diversidade genética e TR ser tdo similar as demais ilhas (AR e FN). Apos a
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glaciacdo, as regides do Nordeste e ES podem ter sido colonizadas por diversas fontes,
como llhas, Norte e populagdes dos montes submarinos, o que explicaria também a alta
diversidade genética desses locais. A populacédo Limite Sul poderia ter sido colonizada por
uma unica populacdo e sua baixa diversidade genética poderia ser causada por efeito
fundador.

Populacées ndo amostradas podem causar um viés nas estimativas de fluxo génico
(Slatkin 2005). Apesar de toda a extensao da distribuicdo geografica de M. hispida ter sido
amostrada, diversas regides intermediarias ndo foram representadas. Dois resultados
encontrados no presente estudo provavelmente poderiam ser mais bem explicados com uma
amostragem mais detalhada. O primeiro deles é a alta conectividade entre TR e as outras
llhas Oceanicas, que poderia ser causada por eventos histéricos como discutido acima, ou
pela presenca de M. hispida em locais ndo amostrados. Para avaliar qual seria o melhor
cenario, seriam necessarias amostras de populacées em regides intermediarias, como as
presentes em montes submarinos mais ao norte de TR (Castro et al. 2006). Também seria
interessante obter amostras dos montes submarinos da Cadeia Vitéria-Trindade, para
entender aonde ocorre a barreira entre a costa e TR e onde h& maior troca de migrantes. O
segundo resultado foi a grande diferenciacéo entre a populacéo do Limite Sul e as demais
populacodes, principalmente em relacdo a populacao vizinha da Regidao dos Lagos. Para tal,
seriam necessarias coletas em localidades menos espacadas e intermediarias as ja
analisadas. Apesar de ndo existirem muitos costdes rochosos na regido ao sul de Arraial do
Cabo, amostras de Saquarema ou do Rio de Janeiro poderiam explicar melhor a efetividade
da barreira da ressurgéncia. Além disso, seria interessante avaliar colénias da regidao de
Santos, onde ja existem registros de desova (Francini et al. 2002).

Um maior detalhamento dos padrdes de correntes ao longo da costa brasileira e entre
as regides costeiras e as ilhas oceanicas também seria Gtil para entender melhor os padrdes
de conectividade observados neste estudo. O uso de modelos biofisicos, que incorporassem
caracteristicas larvais de corais, poderia fornecer informagcdes importantes. Para o coral
Acropora palmata, no Caribe, foi inferida a existéncia de duas populacdes geneticamente
distintas, porém o modelo biofisico em larga escala ndo demonstrou nenhuma possivel
barreira (Baums et al. 2006). No entanto, um modelo biofisico em menor escala nesse
mesmo local conseguiu demonstrar padrées de correntes que poderiam servir como filtro,
localizado no canal de Mona (Baums et al. 2006). Isso exemplifica, também, a necessidade
de modelos em pequena escala, que poderiam ser interessantes para compreender melhor

como a ressurgéncia de Cabo Frio poderia atuar como barreira para a dispersao.
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Por fim, entender a conectividade entre populacées de uma espécie é importante para
delimitar o tamanho e o espacamento 6timo entre areas marinhas protegidas (Jones et al.
2007). Locais considerados como fonte sdo importantes alvos para a conservacao porque
conseguem se auto sustentar e exportam migrantes para areas adjacentes (Jones et al.
2007), o que demonstra a importancia de proteger a populacao mais central de M. hispida
(NE/ES/Reg.Lagos). Como essa populagao se estende por uma grande distancia geografica,
seria necessaria a existéncia de areas protegidas ao longo de toda sua distribuicdo. Se o
objetivo do manejo € preservar processos evolutivos, o que € importante em escalas de
tempo maiores, € necessario que os padrées de fluxo génico naturais de todas as
populacdes sejam mantidos (Crandall et al. 2000). A populagéao do Limite Sul, por exemplo,
que ocorre no limite de distribuicdo de M. hispida, pode ser mais suscetivel a extincao local
por ser mais isolada, apresentar um tamanho efetivo e uma diversidade genética menores
(Frankham 2005, Jones et al. 2007). Nesse sentido, € importante que regides que
representem todas as quatro populacbées aqui delimitadas estejam sob um manejo
adequado.
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6. CONCLUSOES

A espécie M. hispida pode ser dividida em cinco populacdes ao longo da costa
brasileira, sendo estas: 1) populacao Norte (Maranhdo e Ceara); 2) populacao llhas
Oceanicas (Atol das Rocas, Fernando de Noronha e llha de Trindade); 3) populacao
NE/ES (da Paraiba até Espirito Santo); 4) populacédo da Regido dos Lagos (Armacgéao
de Buzios e Arraial do Cabo, RJ); e 5) populacédo do Limite Sul (sul do Rio de Janeiro

e Sao Paulo).

A assincronia reprodutiva reportada para essa espécie parece nao interferir no fluxo
génico observado, ja que regides com épocas reprodutivas distintas estdo conectadas

e regides com épocas reprodutivas concomitantes encontram-se estruturadas.

A populacdo das llhas Oceéanicas apresentou uma alta diversidade e € mais similar
geneticamente a populacdo do Norte, recebendo migrantes da populacdo NE/ES e
também exportando migrantes para a populacédo do Limite Sul.

A populacdo mais central, do NE/ES, apresentou uma alta diversidade genética e
pode ser considerada como uma populacdo fonte, jA que exporta migrantes para
todas as outras populacdes sem receber imigrantes, demonstrando sua importancia

como alvo de conservagao.

A populacao da Regidao dos Lagos apresentou uma diversidade genética intermediaria
e parece ser mais conectada com a populacao NE/ES.

A populacdo do Limite Sul apresentou uma baixa diversidade genética e se mostrou
muito divergente em relacao as demais, o que pode ser causado pela ressurgéncia de
Cabo Frio atuando como barreira para a dispersdo. Essa populacdo pode ser

considerada uma populagao sumidouro pela direcao do fluxo génico observado.
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7. ANEXO | - Parametros estimados pelo Migrate para os modelos testados

A) Modelo 1 — Curvas da distribuicao posterior total dos loci para cada parametro estimado.
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B) Modelo 2 — Curvas da distribuicao posterior total dos locipara cada parametro estimado.
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C) Modelo 3 — Curvas da distribuigao posterior total dos locipara cada parametro estimado.
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D) Modelo 4 — Curvas da distribuicao posterior total dos locipara cada parametro estimado.
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E) Modelo 5 — Curvas da distribuicao posterior total dos locipara cada parametro estimado.
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F) Modelo 6 — Curvas da distribuicao posterior total dos locipara cada parametro estimado.
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