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RESUMO

CAVALEIRO, Nathalia Pereira. Ecologia molecular de ostras (Crassostrea spp.)
do Atlantico Tropical. 2013. 182f. Tese (Doutorado em Biociéncias) - Instituto de

Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2013.

Crassostrea (Sacco, 1897) é o género mais importante do mundo de ostras
de cultivo e consiste de 34 espécies distribuidas pelas regides tropicais e
temperadas do globo. C. gasar e C. rhizophorae sdo as duas espécies nativas que
estao distribuidas ao longo de toda a costa do Brasil até o Caribe. C. gasar também
ocorre na costa da Africa. Ainda que sua distribuicAo seja extensa e com
disponibilidade abundante, o cultivo de ostras nativas no Brasil ainda é incipiente e a
delimitacdo correta dos estogues mantém-se incerta. O sucesso do desenvolvimento
da malacocultura, que é recomendada internacionalmente como forma sustentavel
de aquicultura, depende da resolucdo desses problemas. Assim, com o objetivo de
determinar geneticamente seus estoques no Atlantico como também estimar sua
historia demografica, dois diferentes marcadores moleculares foram empregados:
sequéncias de DNA da regido controle mitocondrial e loci de microssatélites espécie-
especificos, desenvolvidos no presente estudo. Foram sequenciados fragmentos da
regido controle de um total de 930 individuos de C. gasar e C. rhizophorae coletados
em 32 localidades que incluiram o Caribe, a Guiana Francesa, a costa brasileira e a
Africa. Também foram realizadas genotipagens de 1178 individuos, e ambas as
espécies, com 9 e 11 loci de microssatélites para C. gasar e C. rhizophorae,
respectivamente. Os dados genéticos foram analisados através de diferentes
abordagens (indices de estruturacdo (Fst) e de (Jost D), analise molecular de
variancia (AMOVA), andlise espacial molecular de variancia (SAMOVA), Bayesian
Skyline Plots (BSP), analise fatorial de correspondéncia (AFC) e analise de
atribuicdo Bayesiana (STRUCTURE)). Os resultados indicaram um padréo geral de
estruturacdo, onde dois diferentes estoques foram detectados para ambas as
espécies: grupos do norte e do sul, onde o Rio de Janeiro seria a regido limitante
entre os dois estoques. Os maiores valores dos indices de estruturacdo foram
encontrados para C. gasar, indicando que esta espécie estaria mais estruturada do
gue C. rhizophorae. As analises demogréaficas indicaram uma provavel expanséo
das populacdes durante o ultimo periodo glacial e uma possivel origem americana
das populagdes africanas. Todos o0s resultados sugeriram a existéncia de uma
barreira geografica préxima ao Rio de Janeiro, que poderia ser a cadeia de Vitoria-
Trindade e o fenbmeno de ressurgéncia que ocorre em Cabo Frio (RJ). Esses
resultados serdo de grande utilidade para estabelecer critérios para selecdo de
sementes para cultivo ao longo da costa do Brasil que permitira o manejo adequado
dos estoques ostreicolas, prevenindo seu desaparecimento como ja ocorrido em
outros recifes no mundo.

Palavras-chave: Crassostrea. Ostras. Genética de populagBes. Microssatélites.
Regido controle.



ABSTRACT

Crassostrea (Sacco, 1897) is the most important genus of cultivated oysters in
the world and consisting of 34 species distributed by tropical and temperate regions
of the globe. C. gasar and C. rhizophorae are the two native species which have
wide distribution along the entire Brazilian coast up to the Caribbean. C. gasar also
occurs on coast of Africa. Despite its extensive distribution and abundant availability,
cultivation of those oysters in Brazil is incipient, and the correct delimitation of the
existing stocks is still uncertain. The successful development of malacoculture which
iIs recommended internationally as an environmentally sustainable form of
aquaculture depends on the resolution of these issues. Thus, in order to genetically
determinate their stocks in the Atlantic and to estimate their demographic history, two
different molecular markers were employed: sequences of the mitochondrial DNA
control region and species-specific microsatellite loci, developed in the present study.
We have sequenced a fragment of the mitochondrial control region from a total of
930 individuals of C. gasar and C. rhizophorae collected in 32 localities including the
Caribbean, French Guyana, Brazilian coast and Africa. We have also genotyped
1178 individuals of both species with 9 and 11 loci of microsatellites for C. gasar and
C. rhizophorae, respectively. Genetic data were analyzed with different approaches
(fixation (FST) and differentiation (Jost D) indices, analysis of molecular variance
(AMOVA), spatial analysis of molecular variance (SAMOVA), Bayesian Skyline Plots
(BSP), factorial correspondence analysis (AFC) and Bayesian attribution analysis
(STRUCTURE)). The results indicated a general structure pattern, where two
different stocks were detected for both species: north and south groups, where Rio
de Janeiro would be the limited region between them. Higher values of fixation
indices were found for C. gasar, indicating that this species would be more structured
than C. rhizophorae. Demographic analyses showed a probable expansion of
populations during the last glacial period and a probable American origin of African
populations. All results suggested the existence of a barrier next to Rio de Janeiro,
which could be Vitoria-Trindade chain and the upwelling in the region of Cabo Frio
(RJ). These results will be useful to establish criteria for the selection of seeds for
cultivation along the Brazilian coast which will allow proper management of stocks of
oysters preventing its disappearance as in other reefs around the world.

Keywords: Crassostrea. Oysters. Population genetics. Microsatellites. Control region.
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INTRODUCAO

Esta tese inclui dados de trés diferentes espécies do género Crassostrea
e esta dividida em dois capitulos. O primeiro capitulo inclui resultados e
discussao sobre estruturacdo populacional e demografia das espécies C. gasar
e C. rhizophorae. O segundo capitulo, em formato de artigo, apresenta
resultados sobre uma nova espécie invasora detectada na costa da América do
Sul, Crassostrea sp.

Esta introducdo inclui informacdes relevantes para ambos os capitulos,
embora uma introducdo especifica para a temética do segundo capitulo seja
encontrada diretamente nele. E subsequente a eles, apresento uma breve

discusséo final abrangendo os resultados obtidos nos dois capitulos.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Sobre deteccédo de estoques marinhos

Segundo dados da FAO (Food and Agriculture Organization of the United
Nations) a producdo global total de peixes, crustaceos, moluscos e outros
animais aquaticos atingiu 148,5 milhdes de toneladas em 2010. A producéo
através de captura mantém-se em torno de 90 milhdes de toneladas desde
2001, e o aumento na producdo advém da aquicultura, que exibe um forte
crescimento, aumentando em uma taxa média anual de 6,3%, de 34,6 milhGes
de toneladas em 2001 para 59,9 milhdes de toneladas em 2010, cujo valor foi
estimado em 119,4 bilhdes de ddlares (1).

Até o fim do século XIX, mesmo 0s mais proeminentes cientistas
proferiam que 0s recursos pesqueiros seriam inesgotaveis (2). Entretanto, essa
concepcao foi descreditada a medida que a industria pesqueira se expandiu e
as novas tecnologias permitiram maiores capturas e em areas mais
abrangentes do oceano. Ha estimativas de que aproximadamente 25% dos
estoques pesqueiros tém sido explorados de maneira ndo-sustentavel (1), e se
essas taxas atuais de exploracdo dos recursos pesqueiros se mantiverem,
associadas a degradacdo ambiental, € possivel que o colapso completo da
pesca ocorra antes da metade do Século XXI (3).

Os recursos pesqueiros representam as Ultimas populagcbes nao
domesticadas do planeta exploradas em larga escala como recurso alimentar
humano (4-7). Isso se torna uma problematica de cunho social, ambiental e
conservacionista, uma vez que a exploragéo intensiva e ndo cuidadosa desses
recursos pode levar a uma séria diminuicAo da viabilidade das espécies
exploradas. Assim, a politica de manejo dos estoques tem como objetivo
principal a conservacdo do recurso pesqueiro e de sua variabilidade (8). No
caso de qualquer populacdo natural selvagem, seu manejo requer um acumulo
de conhecimentos biolégicos geralmente complexos, por isso muitas vezes
erroneamente aplicados. Um exemplo de conceito biol6gico conflitante foi a

descoberta de que ambientes marinhos ndo seguem os mesmos padrbes que
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ambientes terrestres no que diz respeito a grupos tréficos sob maior ameaca de
extincdo: estudos sobre populagdes naturais terrestres sugerem que aquelas
espécies de maior tamanho corporal e predadores de topo da cadeia estdo sob
maior risco de extingdo que outros, e assume-se comumente que tais padroes
também aplicar-se-iam no oceano. Entretanto, recentemente foram sugeridas
diferencas fundamentais na maneira que a pesca industrial afeta comunidades
naturais (9). Tal falta de informacdes e a dificuldade de lidar com tantos
interesses diversos resultaram, em muitos paises, no colapso ou degradacéo
severa de seus recursos pesqueiros (10). Um dos maiores problemas atuais no
manejo da pesca € a incapacidade, por parte do poder publico de grande parte
dos paises do mundo, de transformar os dados cientificos obtidos em politicas
realmente eficientes de manejo da pesca que visem um minimo de
sustentabilidade dessa atividade (11).

O manejo pesqueiro racional deve procurar uma otimizagdo nao
predatoéria da exploracdo, através da sua manutencdo em niveis chamados de
maximo esforco sustentavel, cuja estimativa depende diretamente da
caracterizacdo e da delimitacdo dos estoques de cada espécie explorada
comercialmente (12, 13). Considera-se como estoque pesqueiro grupos de
individuos de uma determinada espécie que se cruzam ao acaso € mantém
uma dindmica ecoldgica intrinseca e homogénea, formando uma unidade
discernivel (14, 15). Estogues pesqueiros apresentam autorecrutamento, o que
faz com que estoques diferentes possam representar populacdes
geneticamente estruturadas. Por isso, eles podem ser identificados através da
analise de marcadores moleculares adequados, principalmente aqueles com
altos niveis de variabilidade genética, como os observados com marcadores de
sequéncias repetitivas como 0s microssatélites, ou regides pouco conservadas,
como a regiao controle mitocondrial.

De uma maneira geral, o procedimento usado em genética pesqueira € a
amostragem extensiva na area de pesca, seguida de comparacdes nas
frequéncias génicas em sistemas polimorficos entre os varios pontos de coleta,
visando avaliar se todos fazem parte de apenas uma grande populacao
panmitica (ou seja, se existe apenas um estoque) ou se a variabilidade esta
distribuida de maneira hierarquica em varios estoques diferentes (16). No

primeiro caso, o0 manejo do recurso deve ser feito de maneira unificada entre
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todos os grupos que o exploram, e dados locais de biologia pesqueira podem
ser extrapolados para toda a area de estudo. No segundo, 0 manejo deve ser
feito separadamente para cada unidade de pesca, e a abrangéncia dos dados
locais de biologia pesqueira tem de ser limitada a area para o qual eles foram
obtidos. Naturalmente, a inexisténcia de diferenciacdo génica entre regidoes
amostradas nao significa, necessariamente, que se tratam de apenas um
estoque, ja que essa € a hipétese nula do trabalho, que ndo pode, por uma
limitagdo da prépria l6gica do teste de hipdteses, ser provada verdadeira. Além
disso, estoques podem se apresentar diferenciados do ponto de vista
pesqueiro, mas manterem um grau de conectividade génica entre eles que
previne sua diferenciacdo no nivel associado pela genética a populacdes
mendelianas distintas. A delimitacdo de estoques tem implicacées geopoliticas,
como a atribuicdo de responsabilidades na administracdo dos recursos naturais
compartilhados por estados ou paises diferentes.

Nesta tese, utilizamos dois marcadores moleculares bastante variaveis de
dois genomas distintos: mitocondriais (sequéncias da regido controle) e
nucleares ( loci de microssatélites).

1.2 Marcadores moleculares

1.2.1 Regiao controle mitocondrial

As mitocondrias tém sua origem nas a-proteobactérias, procariotos de
vida livre e aerdbicos, que contém entre 3000 a 5000 genes (17). Nos animais,
essa organela € controlada por um sistema duplo, em cooperacdo entre 0s
genes enddgenos mitocondriais e outros genes nucleares, com duas diferentes
origens: 1) genes mitocondriais translocados para o nucleo durante o curso da
evolugdo e 2) genes nucleares que adquiriram sinais especificos e foram
recrutados para fungdes derivadas na mitocondria (18).

Algumas caracteristicas Unicas tornam o DNA mitocondrial (mtDNA) uma
molécula frequentemente aplicada para estudos evolutivos, que incluem

inferéncias filogenéticas, identificacdo da origem de determinada espécie,
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filogeografia, andlise de estrutura populacional e sua dinamica e evolucdo
molecular (19). Dentre essas caracteristicas, por exemplo, podemos citar a
auséncia de introns nos genes mitocondriais (com raras excec¢des, como no
caso de alguns cnidarios (20), as sequéncias intergénicas sao extremamente
curtas ou mesmo inexistentes e alguns de seus genes sdo sobrepostos)
(Figura 1). Além do mais, € um genoma hapléide (e por isso os gendtipos
mitocondriais sdo denominados como hapl6tipos), no qual a recombinacéao esta

ausente e que possui heranca predominantemente materna (21).
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A estrutura dos genomas mitocondriais de diferentes espécies exibe um
alto nivel de variagdo. O genoma mitocondrial (mtDNA) do parasita da malaria
Plasmodium falciparum, por exemplo, contém apenas 3 genes codificadores de
proteinas, enquanto outra espécie de protista, Reclinomas americana, possui
97 genes codificantes (23). Apesar da enorme variacdo no tamanho, a funcéo
de codificacdo do genoma mitocondrial permanece relativamente estavel em
animais (24), que apresentam um mtDNA circular (com raras excecoes, (25)),
gue contém genes para 13 proteinas, 2 RNAs ribossomais e 22 RNAs de
transferéncia (26), compreendidos entre 12 e 20 kb. Em geral, os mtDNAs
codificam apenas para genes envolvidos no aparato de traducdo mitocondrial,
transporte de elétrons e fosforilagdo oxidativa. Adicionalmente, existe uma
regido ndo-codificante rica em A+T que contém elementos regulatérios para
transcricdo e replicacdo. Tal sequéncia € denominada como regido controle
mitocondrial (ou d-loop) (27) e justamente por ser uma regido ndo-codificante
€ reconhecida por conter regides hipervariaveis que formam estruturas
secundarias relativamente conservadas com funcdo de reconhecimento a
proteinas regulatérias (Figura 2). Esta variabilidade intraespecifica presente em
tal regido reguladora no genoma mitocondrial € o que permite sua utilizacao

para estudos de deteccado e analise de estruturas populacionais.
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Figura 2: Estruturas similares em forma de grampo presentes na regido controle mitocondrial de quatro
espécies do filo Arthrtopoda. Motivos conservados nas regides flanqueadoras 5 e 3’ estdo sublinhados.
(Extraido deKilpert and Podsiadlowski (28).



17

A haploidia, associada a auséncia de recombinacdo e a heranca
materna tornam as sequéncias haplotipicas de mtDNA marcadores
moleculares também adequados para estimar a histéria matrilinear de
individuos e populagdes. A transmissdo maternal do mtDNA é anéloga a
transmissdo masculina de sobrenomes (29). Na maioria das sociedades
humanas, filhos de ambos 0s sexos assumem o sobrenome paterno, que
apenas os filhos homens passam para sua prole. De maneira similar, também
filhos e filhas recebem o gendtipo mitocondrial materno, onde apenas as
fémeas passam adiante a progénie. Esse tipo de transmissdo € muito
adequado para seu estudo através da teoria da coalescéncia, que consiste em
tracar a ancestralidade de todos os alelos de um gene compartilhado por todos
0s membros de uma populacdo até convergir em uma coOpia unica do ancestral
comum mais recente (MRCA, do inglés, most recent common ancestor) (30,
31). As relagcbes de heranca entre alelos séo tipicamente representadas como

uma genealogia génica, semelhante a uma arvore filogenética (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo esquematica do principio basico da teoria da coalescéncia. A) Genealogia
completa para uma populagcédo de dez individuos hapléides. Eventualmente todas as linhagens coalescem
em uma Unica linhagem, o MRCA: no caso, trés linhagens amostradas tém sua ancestralidade tracada
(linhas em preto) até o ancestral comum. B) Subgenealogia para as trés linhagens amostradas. T(2) e
T(3), eventos de coalescéncia; N, nUmero de cépias de alelos na populagdo; n, tamanho da amostra.

(Figura modificada de Rosenberg and Nordborg (32)).

O estudo do processo de coalescéncia € uma ferramenta matematica
poderosa para estimativa do tempo decorrido entre a introdugdo de uma
mutacdo e o surgimento de um alelo particular ou da distribuicdo de genes de
uma populacdo. Este periodo de tempo a ser estimado refere-se ao numero de
geracOes decorridas desde o aparecimento do MRCA. A probabilidade de duas
linhagens coalescerem na geracdo imediatamente anterior é equivalente a
probabilidade deles compartilharem um parente: 1/N. (onde N, = tamanho
efetivo da populacéo). A cada geracdo precedente sucessiva, a probabilidade

de coalescéncia é distribuida geometricamente, ou seja, € a probabilidade de
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ndo coalescer na geracdo precedente t-1 multiplicada pela probabilidade de

coalescer na geracao de interesse:
Pe(t) = (1 - 1/Ne)™ (1/Ne)
Onde P, é a probabilidade de coalescéncia, t € o nUmero de geracdes e

Ne, o tamanho efetivo da populacéo.

Os dados genéticos acima descritos, que sdo fornecidos especialmente
pelas sequéncias de regido controle mitocondrial, mostram-se adequados,
portanto, a diferentes abordagens analiticas, que incluem a delimitacdo de

estoques, andlises filogeogréficas (33) e demogréficas.

1.2.2 Microssatélites

Os microssatélites ou SSRs (Simple Sequence Repeats) ou ainda VNTRs
(Variable Number of Tandem Repeats) sdo marcadores moleculares altamente
polimorficos compostos por variagbes no nimero de pequenas sequéncias
repetitivas (de 1-6 nucleotideos) e que sao amplamente distribuidos ao longo
do genoma, seja nas regides codificantes ou nao-codificantes, tanto de
procariotos quanto de eucariotos (34). O termo conhecido como DNA satélite
originou-se na década de 60, através da observacdo de uma fracdo a parte
durante uma centrifugacdo de gradiente de densidade, detectado como um
“pico satélite”. Este foi subsequentemente identificado como sendo composto
de grandes repeticbes in tandem da regido centromérica. Mais tarde, cunhou-
se 0 termo minissatélite para sequéncias formadas por repeticdes de 10-30
nucleotideos. E, finalmente, a descoberta de sequéncias com repeticdes
menores permitiu a denominacdo dos microssateélites.

Atualmente, os microssatélites sdo os marcadores mais empregados em
estudos de genética pesqueira (35), devido a seus elevados niveis de
polimorfismo, sua facil interpretacdo e o fato de serem marcadores co-
dominantes (36). [Essas caracteristicas tornam esses marcadores

extremamente robustos para estudos de identificacdo de estoques (37, 38),
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testes de paternidade (39, 40), identificacdo forense de pescado (41, 42) e
testes de atribuicdo de individuos de origem desconhecida (43, 44).

A alta variabilidade dos loci de microssatélites pode ser explicada com
base no modelo formulado por Levinson and Gutman (45), conhecido como
“deslizamento da replicacdo”. Durante o processo de replicacdo do DNA, se a
extremidade 3’ da fita nascente volta a hibridizar a montante com a repeticao
complementar da fita molde, sera formada uma alca na fita nascente e, assim,
a nova fita sera maior que a fita molde (Figura 4A). Inversamente, se 0
alinhamento incorreto ocorrer a jusante ao longo da fita molde, a fita recém-
sintetizada serd menor que a sequéncia molde (Figura 4B). Outra fonte para
producdo de novos alelos de microssatélites seria a recombinacéo através de

pareamento desigual.

A) B)
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Figura 4: Modelo de mutacdo de microssatélites através de deslizamento na replicagdo. As unidades de
repeticdo estdo representadas por setas, indicando também o sentido 5'-3’ da fita. A) Alga formada na fita
nascente, durante pareamento inadequado a montante do que seria o alinhamento correto, formando uma
nova fita maior que a molde. B) Situagdo inversa, onde a alca forma-se na fita molde, gerando um
alinhamento errado a jusante ao longo da mesma, que permite a sintese de uma fita menor que a molde.
(Modificado de Ellegren (46)).
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A taxa de mutacdo dos microssatélites, por locus por geragdo, €
frequentemente estimada na faixa de 10° até 10®, notadamente muitas ordens
de magnitude maior que a taxa normal de mutacdo nas sequéncias de DNA
eucariético que é de 10 por nucleotideo por geracéo (47, 48). Ademais, a taxa
de mutacdo dos microssatélites € dependente principalmente do seu
comprimento, que proporciona taxas diferenciadas ndo apenas entre espécies,
mas também entre individuos (49). Dessa maneira, loci mais longos mutariam
com maior frequéncia que loci curtos (48, 50). A taxa mutacional ndo varia
apenas com o comprimento, mas também de acordo com a sua composi¢ao -
microssatélites puros (com um unico tipo de repeticdo: apenas (CA), ou apenas
(TA),) sdo mais variaveis que aqueles compostos (exemplo: (CA)o(TA)s) ou
interrompidos  ((CA), TT(CA)4TT(CA);) — bem como de sua regido
flanqueadora, que pode conter regides de modificadores cis-atuantes que
afetam a taxa de mutagcdo. Como a complexidade de formacao dos
microssatélites e sua inconstante taxa mutacional ndo seguem o padrdo de
outras sequéncias, existe uma incongruéncia com relacdo a escolha do modelo
de mutacdo mais adequado para este marcador.

O Modelo de Alelos Infinitos (IAM, do inglés, Infinite Allele Model (51)) é
comumente aplicado a substituicdo de bases em analise de sequéncias, como
a regiao controle mitocondrial, por exemplo. Esse modelo postula que cada
mutagdo cria um novo alelo numa taxa 4, onde todos os alelos seriam
igualmente diferentes entre si. O IAM nem sempre é aplicavel para
microssatélites: em contraste as substituicbes nucleotidicas, alelos de
microssatélites podem ser idénticos em sua estrutura, sem que sejam,
necessariamente, por descendéncia. Por exemplo, no caso de dois alelos
(GT)17, advindos de individuos diferentes de uma mesma populacdo, podem ter
alcangcado esse estado a partir de alelos (GT);s ou (GT);g com maior
probabilidade que de quaisquer outros.

Um modelo de mutacdo teoricamente mais aplicavel aos microssatélites
€ conhecido como passo-a-passo (SMM, do inglés, Stepwise Mutation Model
(52)). Esse modelo conjectura que cada mutacéo adiciona ou subtrai (com igual
probabilidade p) uma Unica unidade a/do alelo ancestral. Distintamente do
modelo IAM, onde cada alelo tem a mesma chance de ter se originado de

outro, no SMM os alelos de tamanho similar seriam mais préximos em termos
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de passos mutacionais do que aqueles de tamanhos muito diferentes. Em
outras palavras, o processo de mutacdo do SMM possui uma memoria. Outros
modelos evolutivos sdo também considerados para microssatélites, sendo
todos derivados do SMM, uma vez que este modelo é considerado muito
simples. Modelos mais complexos foram descritos, que incluem restricdo dos
limites (53, 54) ou taxas de mutacdo dependentes do comprimento da

sequéncia(55). O esquema a seguir elucida alguns desse modelos (Figura 5).
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Figura 5: Modelos de mutacdo de microssatélites: Representacdes graficas da magnitude e direcédo dos
eventos de mutagcdo de acordo com as diferentes formas de SMM. +1 equivale ao ganho de uma
repeticdo, -1 é a perda de uma repeticdo, e assim sucessivamente. A) Modelo simples de SMM que
envolve um passo mutacional. B) Modelo que envolve mdltiplos passos mutacionais. C) Modelo que
favorece a expanséo da repeticBes. D) Modelo dependente do tamanho, onde alelos menores tendem a

aumentar, enquanto alelos longos tendem a contrair. Extraido e modificado de Ellegren (46)).

Entretanto, como implicacdo desses modelos de mutacdo, a taxa de
homoplasia em microssatélites € bastante alta. Dois alelos sdo reconhecidos
como idénticos por descendéncia (IBD, do inglés, Identical by Descent) se eles
descendem, sem qualquer mutacdo, do mesmo alelo ancestral. De forma

distinta, alelos de microssatélites podem ter o mesmo tamanho e mesma
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sequéncia (sdo idénticos no estado, IIS, do inglés, Identical in State), mas
ainda assim, ndo seriam necessariamente IBD. Homoplasia € resumidamente
definida como a ocorréncia de alelos que séo IIS, embora ndo IBD. Isso pode
ser especialmente problematico quando sob o0 modelo SMM, uma vez que se
espera uma alta taxa de homoplasia. A homoplasia pode ser detectada em
microssatélites com a andlise de sua sequéncia, mas ndo isto ndo excluiria
todas as possibilidades de homoplasia. No caso de microssatélites puros, uma
alternativa poderia ser a andlise da constituicdo nucleotidica da regido
flanqueadora. Entretanto, sdo abordagens econbmica e temporalmente
dispendiosas, que reduziriam a praticidade da utlizacdo dos loci de
microssatélites como marcadores moleculares.

As estatisticas utilizadas para analisar a distribuicdo da variacdo
genética dentro e entre populacdes, em geral, baseiam-se no na ideia de IBD,
assumindo que os loci estudados evoluem sob 0 modelo mutacional de alelos
infinitos (IAM), como no caso do indice de endocruzamento Fst. Se fosse
confrmado que o0s microssatélites seguem o IAM, automaticamente seria
assumido que IBD e IIS sdo iguais e, portanto, o modelo IAM poderia ser
aplicado. Todavia sob o SMM, ha uma ampla diferenca entre IIS e IBD que é
atribuida a homoplasia.Slatkin (56) introduziu um novo parametro Rst que
assume loci evoluindo sob o0 modelo SMM.

Os microssatélites sdo ainda considerados marcadores moleculares de
alta resolucdo para aplicacdo em genética de populacdes, enfatizando a
deteccdo de estruturacdo populacional e delimitacdo de estoques. No entanto,
ainda ndo existe um consenso sobre sua utilizacdo em analises filogeogréaficas
e demogréficas, cujas abordagens sdo estritamente dependentes do modelo
evolutivo aplicado. Isso ocorre justamente devido a dificuldade de selecionar
um modelo evolutivo adequado. Idealmente, seria necessario que houvesse um

modelo de mutacdo para cada locus especifico.
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1.3 O género Crassostrea e as espécies do Brasil

O género mais importante das ostras cultivadas no mundo é o género
Crassostrea (Sacco, 1897) constituido de 34 espécies atuais distribuidas pelas
regides tropicais e temperadas do globo (Tabela 1, levantamento realizado
nesta tese), cuja maior diversidade é encontrada no continente asiatico. A
Unica espécie do género originalmente descrita como europeia (C. angulata
Lamarck, 1835) foi posteriormente considerada como sendo de origem asiética,
mais precisamente de Taiwan (57).

No Brasil, assumia-se a existéncia de apenas uma espécie desse
género (C. rhizophorae Guilding, 1828). Entretanto, estudos genéticos com
andlise de 17 loci de aloenzimas revelaram que a espécie C. brasiliana
Lamarck, 1819, considerada um sindnimo janior de C. rhizophorae era, de fato,
uma espécie bioldgica diferente (Ignacio et al 2000). Subsequentemente,
verificou-se, através de andlises moleculares (aloenzimas, sequéncias de
espacadores ribossomais e dos genes mitocondriais citocromo oxidase 1 e
16S) que C. brasiliana era, na verdade, a mesma espécie que a ostra africana
C. gasar (Andanson, 1757) da qual seria, portanto, um sindnimo junior (58, 59),
sem que ficasse estabelecido, até agora, se essa espécie se originou na Africa
ou na América do Sul. As espécies do género que ocorrem na costa brasileira

sdo, portanto, Crassostrea gasar e Crassostrea rhizophorae.
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Tabela 1: Espécies atuais do género Crassostrea e sua distribuicdo geografica (informacdes

compiladas nesta tese). *Ocorréncia em dois continentes

Crassostrea denticulata
Crassostrea margaritacea
Crassostrea cucculata
Crassostrea forskali
Crassostrea gasar *

Crassostrea amasa
Crassostrea commercialis
Crassostrea nippona
Crassostrea plicatula
Crassostrea madrasensis
Crassostrea cuttackensis
Crassostrea discoidea
Crassostrea ariakensis
Crassostrea belcheri
Crassostrea gigas
Crassostrea hongkongensis
Crassostrea iredalei
Crassostrea rivularis
Crassostrea sikamea
Crassostrea lugubris
Crassostrea mordax
Crassostrea nigromarginata
Crassostrea vitrefacta
Crassostrea bilineata
Crassostrea laperousi
Crassostrea glomerata
Crassostrea anqulata

Crassostrea virginica

Crassostrea columbiensis
Crassostrea corteziensis

Crassostrea palmula

Crassostrea iridescens

Crassostrea chilensis

Crassostrea rhizophorae

Crassostrea brasiliana (sin. C. gasar*)

Africa

Africa Ocidental

Africado Sul

Africa Oriental

Mar vermelho

Costa do Brasil e Africa

Asia

Australia

Australia

China e Japéo

Indo-Pacifico

india

india

india

Indo-Pacifico

Indo-Pacifico

Indo-Pacifico

Indo-Pacifico

Indo-Pacifico

Indo-Pacifico

Indo-Pacifico

Indo-Pacifico

Indo-Pacifico

Indo-Pacifico

Indo-Pacifico

Indo-Pacifico

Japéao

Nova Zelandia

Taiwan

América

Atlantico norte

Costa Rica, Peru e Colédmbia
Golfo da Califérnia no México ao Peru
Golfo da Califérnia no México ao Peru
México

Chile

Mar do Caribe e Costa do Brasil
Guiana Francesa, costa do Brasil e Africa

Crassostrea gasar e C. rhizophorae tém ampla distribuicdo litoranea

(60, 61), ao longo de toda a costa brasileira.

C. gasar tem registros até a

Guiana Francesa (59) e C. rhizophorae estende-se até o Mar do Caribe e
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costuma ser mais abundante ao longo de sua distribuicdo (Figura 6). Ao sul do
Espirito Santo, no entanto, C. gasar tem sua densidade gradualmente
aumentada atingindo dominancia completa nas zonas mais temperadas. Na
Africa, C. gasar estende-se através da costa do Senegal até Angola.

Figura 6: Mapa da distribuicdo das espécies de Crassostrea no Brasil: C. rhizophorae e C. gasar.

Crassostrea rhizophorae é encontrada na regido entre-marés, fixada nas raizes
de Rhizophora mangle ou no costao rochoso e, por causa de sua procedéncia,
€ conhecida como ostra-do-mangue (62). C. gasar € comumente encontrada no
infralitoral e em fundos lodosos, embora também ja tenha sido observada
fixada em raizes ou no costdo rochoso (63), e atingem um tamanho maior que
C. rhizophorae: C. gasar tem tamanho normal de até 10,5 cm, com alguns
individuos podendo chegar a 25 cm (64), enquanto que C. rhizophorae tem
tamanho de cerca de 5 cm, podendo chegar a 10 cm. Essas duas espécies
sdo, morfologicamente, bastante semelhantes (Figura 7) e possuem alta
plasticidade fenotipica, o que dificulta a sua identificagdo. Entretanto, a
distincdo pode ser feita com base em alguns caracteres conservados da
concha e, no caso de ambiguidades, confirmada por analise de fragmentos de
restricdo de genes mitocondriais (PCR/RFLP de 16S e COI) (65).
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Figura 7: C. gasar (1, 2 e 3) e C. rhizophorae (4, 5 e 6). Modificado de Lazoski, Gusmé&o (58).

1.3.1 Biologia do género Crassostrea

Alguns dos caracteres diagnésticos do género incluem a
presenca de uma larva ndo-incubatéria, a valva esquerda mais
convexa que a valva direita, alongamento dorsoventral e uma
passagem promial do lado direito nos adultos (62). Além disso,
distintamente das espécies do género Ostrea, ostras do género
Crassostrea ndo apresentam denticulos internos préoximos a borda da
concha, sendo esta totalmente lisa.

As ostras do género sdo oviparas, sendo os individuos hermafroditas
incompletos ou protandricos. Inicialmente a gbnada contém células
antecedentes de ambos 0s sexos, mas sua natureza protandrica € manifestada
com o inicio do processo de espermatogénese que ocorre em cerca de 90%
dos animais que estdo sexualmente maduros a partir de 120 dias apés a

fixacdo (em torno de 2 cm). Individuos com idade entre 6 e 18 meses (cerca de
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4 a 6 cm) sao majoritariamente fémeas (66). Os espermatozoides sao liberados
na agua através do fluxo exalante, enquanto que os ovos sao expelidos para o
ambiente externo pela contracdo do musculo adutor, por meio de uma pequena
janela que se abre entre a camara inalante e a margem do manto. A fertilizacao
ocorre na coluna d’agua e dentro de 48h o zgoto transforma-se em larva
planctotrofica, denominada véliger, que permanece na coluna d’agua por cerca
de 2 a 3 semanas antes da fixacdo (67). Sob condigcbes hidrogréaficas
apropriadas, a larva livre-natante pode ter o potencial de ser dispersa por até
1300 km (68).

O desenvolvimento larval é composto de 3 estagios: larva D, umbo e
pedivéliger (69). As duas primeiras fases sao livre-natantes, sendo a segunda
caracterizada pela formacdo e crescimento do umbo. Na fase pedivéliger,
guando o pé toca uma superficie solida e a larva encontra condi¢des favoraveis
para a fixagdo, ocorre o assentamento final, através da secre¢do de cimento
liberada pela glandula do bisso, ocorrendo a fixagdo definitiva em substrato
duro. A mudanca de larva para ostra juvenil comeca imediatamente. Durante a
metamorfose, os 6rgados larvais desaparecem, o pé é reabsorvido e o musculo
retrator do velum desaparece, pondo fim a fase larval (69-71).

As duas espécies brasileiras reproduzem durante todo o ano, entretanto
ha picos de desova diferentes para cada uma. Para C. rhizophorae, a desova
ocorre principalmente em marco e outubro, enquanto para C. gasar 0S picos
reprodutivos acontecem nos periodos de janeiro a junho e outubro a dezembro
(66).

A salinidade 6tima para C. rhizophorae varia de 0,72 a 2,88 %, ao passo
gue para C. gasar varia de 0,8 a 3,4 %. Apesar disso, as duas espécies
suportam grandes variacfes de salinidade (de O no periodo de chuvas, até 4%,
no periodo seco) (Nascimento 1991). Quanto a temperatura, ambas espécies
toleram bem grandes variacdes, mas em geral a temperatura 6tima esta entre
25 e 30 °C (66).

Como todos os bivalves, essas ostras sao filtradoras de fitoplancton e
outras substancias organicas que estejam em suspensdo, sendo capazes de
filtrar particulas desde 1um a 98um dentro de um volume de até 400L por dia
(72).
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1.3.2 Importancia Econbémica e ostreicultura no Brasil

As ostras compdem o grupo de moluscos marinhos de maior importancia
econdmica mundial. Dados do Departamento de Pesca e Aquicultura da FAO
(Food and Agriculture Organization of the United Nations) indicam que sua
producdo meédia global foi de 4,6 milhdes de toneladas em 2010, cujo total
referente a captura de populagdes naturais (apenas 0,2%) apresentou um
decréscimo significativo de 30% no periodo de 2004 a 2010. De acordo
comBeck, Brumbaugh (73), séculos de extracdo desregulada em diversas
baias ao redor do mundo eliminaram mais do que 99% dos seus recifes
ostreicolas que ja podem ser considerados funcionalmente extintos.

No Brasil, os bancos de ostras do nordeste e sudeste também foram
intensamente danificados, com perda de 50 a 89% (73). Do género
Crassostrea, por enquanto, existe apenas um registro de extingdo funcional na
regido da América Latina: em 1996, a espécie C. rhizophorae desapareceu
completamente de uma regido da Colémbia.

A malacocultura no Brasil tem registros de seu inicio em 1934, mas sua
comercializacdo foi massivamente difundida apenas a partir de 1971, nas
regibes Sudeste e Sul. O estado de Santa Catarina foi pioneiro no
estabelecimento da malacocultura, que surgiu como uma alternativa para
substituir a pesca artesanal decadente, em decorréncia do aumento da pesca
industrial e do desrespeito ao periodo de defeso de algumas espécies.
Inicialmente, o cultivo de ostras era apenas uma opc¢do de complementacéo de
renda para os pescadores artesanais, mas, com o decorrer dos anos, passou a
representar a principal fonte de renda.

A producédo brasileira de ostras em 2010 alcangou 3.131 toneladas, do
qual cerca de 61% é relativo a aquicultura de uma espécie exotica no estado
de Santa Catarina, a ostra do Pacifico (Crassostrea gigas), com valor
correspondente a R$ 9.921.600,00 (1) O restante é referente, em sua maioria,
a pesca extrativa artesanal das espécies nativas, com producdo concentrada

em alguns estados da regido Nordeste.
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Ainda que sua distribuicdo seja extensa e com disponibilidade
abundante, os valores citados acima, comparados aos Vvalores globais,
demonstram que o cultivo de ostras nativas no Brasil ainda é incipiente. I1sso se
deve a recente dubiedade com relacdo a sistematica dessas ostras, bem como
a incerteza sobre a quantidade de estoques existentes e seus limites. O
sucesso do desenvolvimento da malacocultura depende da resolugcdo desses
problemas. E como explicado anteriormente nesta introducdo, a delimitacédo
dos estoques € feita geneticamente com sistemas polimérficos através da
comparacgao das frequéncias génicas de diferentes populagdes amostradas ao
longo da area a ser explorada (74). Assim, pode-se avaliar de que forma a
variabilidade esta distribuida, ou seja, se estas populacbes fazem parte de
apenas uma unica unidade panmitica (se existe apenas um estoque) ou se
existem varios estoques diferentes (16), condicdes que requerem diferenciais
manejos do recurso disponivel (item 1.1).

Uma vez estabelecidos os estoques e suas condicdes de manejo, é
necessario ter o conhecimento da sua taxa de crescimento e o ciclo reprodutivo
para posterior coleta de sementes, a fim de impedir a ocorréncia de
contaminacdo através da invasao de outras espécies, evitando a reducdo da
produtividade. Para isso, é necessario certificar a identidade da espécie
cultivada. O problema envolvendo a taxonomia dessas ostras, entretanto, ja foi
resolvido com o desenvolvimento de marcadores moleculares espécie-
especificos no nosso (63, 65) e em outros laboratorios (Pie et al 2006).

A malacocultura € recomendada internacionalmente, inclusive pela
Organizagdo das Nagbes Unidas, como uma forma de aquicultura
ambientalmente sustentavel. O fomento e o incentivo do cultivo sustentavel de
moluscos promovem também a preservacdo e a manutencdo dos recursos
naturais marinhos. Essa atividade ndo sO prové uma colheita sustentavel de
alta qualidade, como também possibilita a fixacdo de comunidades tradicionais
costeiras em seus locais de origem, gera empregos e desenvolvimento social
local, a0 mesmo tempo em que proporciona beneficios tangiveis ao ambiente

marinho.
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1.3.3 Filogeografia e genética de populacdes do género Crassostrea

Os primeiros trabalhos de genética de populagbes de Crassostrea foram
realizados nas décadas de 70 e 80, com a ostra do Pacifico, C. gigas, (75-77)
e a ostra do Atlantico Norte (espécie mais proxima de C. rhizophorae e C.
gasar), C. virginica (67, 78), que compdem a maioria das publicacdes na area
até hoje. Em resumo, os estudos da ostra do Atlantico indicam uma
estruturacdo populacional entre o Golfo do México e o Atlantico com uma clina
de diferenciacdo genética ocorrendo ao longo da costa oriental da Peninsula da
Flérida que coincide com uma regido de transicdo climatica (79, 80). Esse
padrdo de diferenciacdo entre populacdes do Atlantico e do Golfo do México
repete-se em outras espécies, como em peixes-sapo, Opsanus tau, (81) e o
caranguejo-ferradura, Limulus polyphemus (82).

Apesar da maior diversidade de espécies do género Crassostrea se
encontrar na Asia, € nitida a escassez de trabalhos de genética de suas
populacdes, causado, entre outros fatores, porque muitos dos problemas
taxondmicos do género ndo foram resolvidos naquela regido. Dentre 0s poucos
estudos ja realizados, destacam-se aqueles com C. gigas (83, 84), C. plicatula
(85, 86), C. ariakensis (87) e C. rivularis (88). Ainda assim, pouco se sabe
sobre as populacdes naturais dessas espécies, uma vez que a maioria desses
estudos privilegiou a andlise de populacdes de cultivo com o objetivo de
monitorar a manutencdo da sua diversidade genética.

Existe apenas um estudo de genética de populacbes naturais de uma
das espécies americanas do Pacifico, C. corteziensis, que utilizou 4 loci de
aloenzimas e um fragmento de 16S (89). Observou-se uma baixa diferenciacao
populacional na costa do Golfo da Califérnia, indicando haver alto fluxo génico,
pelo menos nos restritos pontos geograficos de coleta que ndo abrangem sua
area de distribuicdo. Um trabalho recente do nosso Laboratdrio constitui o
Unico estudo sobre a estruturacdo das populagbes de C. gasar e C.
rhizophorae na costa do Brasil (58). Atraves da analise de 15 loci de
aloenzimas e um fragmento de 661pb de COI, sugeriu-se a existéncia de trés
estoques distintos de C. gasar (0 quarto estoque seria referente a populacao do
Senegal), e oito estoques de C. rhizophorae (que incluem a populacdo do
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Panama) (Figura 8). Apesar do avango produzido por esse artigo, como muitas
vezes 0S estoques pesqueiros apresentam uma diferenciacdo sutil, €
fundamental que analises adicionais, com marcadores mais variaveis, como 0s
microssatélites e a regido controle mitocondrial, sejam analisados para uma

analise mais fina da estruturacdo de estoques dessas espécies.
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Figura 8: Rede haplotipica de COIl para C. rhizophorae (A) e C. gasar (B). PAN-Panaméa e FAD-Senegal.

Os demais sdo as siglas do estados do Brasil. Extraido de Lazoski, Gusmao (61).

1.3.4 Filogeografia de C. gasar, um caso especial

A distribuicdo transatlantica de C. gasar € considerada incomum devido
ao baixo potencial de dispersdo das larvas desse género, que, apesar de
planctréficas, permanecem pouco tempo na coluna d’agua (2-3 semanas) o
que dificultaria sua sobrevivéncia por transporte natural pela corrente sub-
equatorial, que atualmente leva, entre as ilhas da Africa ocidental e as ilhas da
costa brasileira mais de um ano (90). Por outro lado, o transporte
antropogénico também € pouco provavel, pois existem registros de fésseis de
C. gasar em sambaquis do Senegal e do sudeste do Brasil que datam do
periodo pré-Colombiano (cerca de 4000-6000 anos atras) (61). Deste modo,
essa singular distribuicdo termina por instigar a formulagdo de diversas
hipéteses filogeogréaficas sobre sua historia demografica.

A hipétese vicariante € preliminarmente excluida baseando-se no fato de
gue a separacdo dos continentes africano e sul-americano ocorreu no Cretaceo
inferior (cerca de 130-110 m.a.), enquanto acredita-se que 0 género
Crassostrea tenha se originado apenas no Cretaceo superior, com registros de
C. soleniscus e C. cusseta Sohl & Kauffman, 1964, ou mais tardiamente no
periodo Jurassico médio com C. tetoriensis Komatsu & Chinzei, 2002 (Komatsu
et al. 2002). Além do mais, ainda que C. gasar tivesse se originado antes da
separacao dos continentes, em 100 milhdes de anos, essas populacdes teriam
divergido o suficiente a ponto de ndo serem mais consideradas a mesma
espécie, 0 que ndo € compativel com o baixo grau de diferenciacdo genética
observado entre populacées dos dois continentes (menos do que 1% de
divergéncia entre sequéncias de CO1; Lazoski et al. 2011). Por conseguinte, €
provavel que sua atual distribuicdo seja resultante de uma colonizacéo
posterior ao surgimento da espécie e a separagdo dos continentes, muito
embora ainda ndo seja conhecida a polaridade dessa colonizagdo (da Africa
em direcdo a América do Sul, ou o contrério).

Lapegue e colaboradores (91) conjecturam que C. gasar teria sido

transportada da Africa para a América do Sul devido ao padrdo predominante
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de circulacdo de correntes nessa regido do Oceano Atlantico, hipétese também
defendida em trabalho anterior (92). Entretanto, de acordo com sua posi¢do na
arvore filogenética (Figura 2B do item 6), que forma um clado monofilético com
C. corteziensis (ostra americana do Pacifico), essa espécie aparenta ter origem
nos mares da América. Essa hipétese também seria sustentada pela
observacdo de que a diversidade nucleotidica de COIl de C. gasar brasileira
seria maior que a africana (58), ainda que o oposto tenha sido encontrado em

outro estudo (Moreau 2001).
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As enormes vantagens ecologicas e socio-econdémicas da malacocultura
incentivaram a formagdo de uma Rede Nacional de Pesquisa em Ostras
Nativas com financiamento do CNPq e da FINEP/SEAP cujo objetivo final é
tornar acessivel o desenvolvimento do cultivo de ostras nativas no Brasil. Essa
rede abrange laboratérios de sete universidades, a Embrapa Meio Norte, a
EPAGRI (Empresa de Pesquisa Agropecuaria e de Extensdo Rural de Santa
Catarina S.A.) e o Instituto de Pesca de Sao Paulo que possuem atribuicdes
distintas dentro de duas linhas de pesquisa: melhoramento genético e
caracterizacdo genética dos estoques, essa Ultima de responsabilidade do

Laboratorio de Biodiversidade Molecular.

Em parceria com os demais integrantes da rede, esta tese tem como
objetivos determinar a variabilidade genética das ostras nativas e delimitar
estoques de suas populacdes ao longo do litoral brasileiro como subsidio para
programas de exploragdo de populagbes naturais e de escolha de fundadores
para cultivo, utilizando, para esse fim, diversos loci de microssatélites,
desenvolvidos nesta tese, e 0 sequenciamento da regido controle mitocondrial
de ambas as espécies. Os resultados dessas analises permitirdo estabelecer
critérios para a selecdo de sementes para o cultivo ao longo da costa brasileira.
Ao se comparar populacdbes em uma escala geografica maior, incluindo
amostras da Africa e do mar do Caribe, os resultados desta tese contribuiréo,
também, para a formulacdo de hipoteses filogeograficas sobre a origem e a
evolucdo das populagbes de ostras no Atlantico, correlacionada com as suas
provincias biogeograficas.
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2.1 Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Desenho de iniciadores especificos para a regido controle mitocondrial
das espécies C. rhizophorae e C. gasar;

Desenho de iniciadores especificos para os genes mitocondriais 16S e
COIl, e nuclear ITS2 da espécie desconhecida Crassostrea sp.,

amostrada na regiao sul do Brasil e Argentina;

Desenvolvimento de iniciadores para loci de microssatélites das
espécies C. rhizophorae e C. gasar, bem como testar esses marcadores
em outras espécies relacionadas;

Comparar geneticamente as populacdes de cada uma das espécies (C.
rhizophorae e C. gasar), empregando marcadores mitocondriais
(sequenciamento da regido controle) e nucleares (microssatélites), a fim
de identificar e delimitar seus estoques presentes e distribuidos ao longo
da costa do Brasil.

Inferir a polaridade e a rota de introducdo da espécie C. gasar com

posterior elaboracdo de hipéteses para o seu transporte.

Analise filogenética da espécie Crassostrea sp., com a inclusdo de

sequéncias de outras espécies disponiveis no GenBank.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amostragem

Entre 1999 e 2012, 1226 amostras de C. gasar (N=593) e C. rhizophorae
(N=633) foram coletadas em 32 diferentes localidades das Américas Central e
do Sul e da Africa e tiveram seu DNA extraido de acordo com o protocolo
descrito abaixo. A Tabela 2 contém informacdes sobre o niumero de individuos
de C. gasar e C. rhizophorae coletados e seus referentes pontos de coleta. As
Figuras 9 e 10 exibem os mapas indicando as localidades de coleta para C.
gasar e C. rhizophorae, respectivamente. Os dados sobre amostragem de

Crassostrea sp. estéo disponiveis no item 6.
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Tabela 2: Nimero e localidade das amostras coletadas de Crassostreagasar e C. rhizophorae.

ID: identificacdo ;*Para C. rhizophorae; ® Para C. gasar.

Localizagéo ID Coordenadas C. C.
gasar rhizophorae
Cuba - CRB1 21°33 N 79°6 - 25
Caribe y . W =
Panaméa - 858 N 79" 31 - 9
CRB2 W
Guiana Montsinery 5°10°N 52°38 W -
GUI
Francesa 50
Para Belém PA °4'S 48° 260 W 10 -
Maranhio S&o Luis MA2 2°31’S 44°18 W 12 -
Carnaubeiras MAL 2°41'S 41°58 W 59 -
o *Barra Grande 2°54'S 41°25 W
Piaul “parnaiba P X48s 4144w ° %9
Cearéa Fortaleza CE 3°43'S 38°31W - 12
Rio G.do Norte Natal RN 5°46'S 35°11W - 44
paraiba Mamanguape PB2 6°43 S 34°55° W 23 10
Jodo Pessoa PB1 7°8S 34° 49 W - 40
Pernambuco Recife PE2 7°52°S 34°50 W 25 34
Gamela PE1 8°40'S 35°7 W 37 29
Salvador 12°56"S 38°30 32
BAS W 30
Taperoa BA4 13°29'S 39°3 W 21 18
Tanque 14°00° S 13° 59 14
. BA3
Bahia W 28
Canavieiras BAD 15°39'S 38°56’ -
W 3
Caravelas BAL 17°44'S 39°12 21
W -
América T 0 A 0 A
do Sul Vitéria ES2 20" 16 3\/40 16 5
Espirito Sant . -
Spirito santo = nchieta 20°48'S 40° 39 30
ES1 W )
*Sepetiba 22°58' S 43°42
W
*Rio das Ostras RJ1 22°31"S 41°56 11 30
. . W
Rio de Janeiro <o e 23°8'S 44° 10 45
RJ2 W i
i Thai 0 Foy 0 )
Baia da Ribeira RJ3 22° 59 3\/44 23 ] 6
Y] 0 s 0 y
Picinguaba Sp3 23" 21 3\/44 52 _ 7
z o] 3y o )
S50 Paulo ltanhaém Sp2 24" 11 sv 46" 44 A -
Cananéia 25°2°S  47° 60
SP1
56’ W 64
Paranaguéa PR1 25°17’S 48°19 72
Parana 5 ,W 5 64
Guaratuba PR2 25°52°S 48" 33 11
W 18
~ o] ] o 1
Santa Catarina Sé&o Fco. do Sul sC 2615 3\/ 48" 41 4 20
Almadies SEN1 14744 N 17° 371 i
E 22
Senegal o A Cr=on
Africa Joal SEN2 14 10l\é 16"~ 51 5 )
Nigéria Estuério do Rio NIG 4° 12N 5°31TE
Niger 46 )
TOTAL 593 633

] Total de amostras analisadas
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Figura 9: Mapa com as localidades amostradas de Crassostrea gasar.
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Figura 10: Mapa com as localidades amostradas de Crassostrea rhizophorae.

3.2 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada baseando-se no protocolo com CTAB,
descrito em (93, 94). Esse protocolo iniciou-se com a maceracéo de cerca de
20 mg de tecido em 600 pL de tampéo CTAB (CTAB 2 %, EDTA 20 mM, [3-
mercaptoetanol 0,2 %, Tris 100 mM, NaCl 1,4 mM) adicionado de 60 pg de
proteinase K e foi, posteriormente, incubado em banho-maria a 55°C por 3

horas, até a completa digestéo do tecido. O extrato foi centrifugado por 5 min a
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14.000 rotacdes por minuto (RPM) para precipitacdo dos restos celulares. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo, adicionando-se 60pL de
NaOAc a 3M e 660 uL de isopropanol gelado, sendo mantido a -200C por duas
horas para acentuar a precipitacdo do DNA. Subsequentemente, o
homogeneizado foi centrifugado a 14.000 RPM por 30 min. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 500 pL de etanol
70% (v/v) a fim de retirar o excesso de sal, sendo centrifugado por 5 min a
14.000 RPM. O sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado de
DNA foi seco por duas horas a temperatura ambiente. Apds esse periodo, o
DNA foi ressuspenso em 50 pL de Aagua ultrapura e quantificado em
nanofotémetro (Implen®). Todas as amostras de DNA foram normalizadas para

a concentragao de 50 ng/pL.

3.3 Sequenciamento de DNA

3.3.1 Obtencao dos iniciadores

Os iniciadores utilizados para amplificacdo da regido controle mitocondrial
de C. gasar e C. rhizophorae foram desenvolvidos nesta tese. Até entdo,
apenas 9 espécies de Crassostrea tiveram seus genomas mitocondriais
inteiramente sequenciados: C. virginica (95), C. nippona (96), C. ariakensis, C.
iredalei, C. angulata, C. sikamea (97), C. hongkongensis (98), C. gigas (99) e
C. diambaiensis (100). Com excecdo de C. nippona, as outras 6 espécies
asiaticas possuem uma ordem génica mitocondrial conservada que evidencia
uma especiacdo recente desse grupo (99). Contudo, C. virginica, que € a
espécie filogeneticamente mais préoxima de C. gasar e C. rhizophorae,
apresenta uma ordem génica relativamente diferenciada (Figura 11). Dessa
maneira, na auséncia de qualquer informacdo sobre a ordenacdo dos genes
mitocondriais nas demais espécies do Atlantico, consideramos a configuracao
genbmica de C. virginica para o desenho de iniciadores sobre 0s genes
flanqueadores da regiao controle mitocondrial de C. gasar. De acordo com a
ordem em C. virginica, os genes a montante da RC sdo: t-RNASer, t-RNALeu e
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t-RNAPro; a jusante aparecem t-RNAGIly e s-rRNA, assim dispostos. Cada
sequéncia génica foi alinhada com seus respectivos homoélogos de outras duas
espécies mais distantes (C. gigas e C. ariakensis) com o propésito de buscar
regides conservadas para o desenho dos iniciadores. Deste modo, foi possivel
desenhar 3 iniciadores forward (t-RNASerF, t-RNALeuF e t-RNAProF) e 2
reversos (t-RNAGIyR e s-rRNAR) que foram testados em diversas condi¢des a
fim de amplificar a regido controle mitocondrial (RC) de C. gasar e C.
rhizophorae. Obtivemos éxito apenas na amplificacdo da RC em C. gasar com
os iniciadores tRNASerF e s-rRNAR (Tabela 3 e Figura 12).

Crassostrea virginica

il BT [l T s IM M= snM Il [N [ ] n [Tt
_,‘ '

ERES =IIENESI 7 1Bl IETIEIEIr =i 1= e e

Crassostrea gigas

Figura 11: Ordem génica mitocondrial de C. virginica e C. gigas. A regiao controle esta indicada pela sigla
MNR (major noncoding region). Extraido de Milbury and Gaffney (95).

Os iniciadores da regido controle de C. rhizophorae s&o internos,
anelando-se na propria regido controle e foram desenvolvidos com base na
sequéncia de um clone obtido a partir da biblioteca shotgun construida a partir
de 8 kb de seu genoma mitocondrial. Nao dispomos de informacdes sobre a
regido controle de C. rhizophorae além do fragmento amplificado. Por isso, ndo
disponibilizamos um esquema indicando a regido de anelamento dos

iniciadores.
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Figura 12: Esquema indicando a regido de anelamento dos iniciadores para amplificacdo da regido
controle de C. gasar. Em rosa, os RNAs transportadores; em cinza, a regido controle; em vermelho, a
subunidade menor do RNA (ss-rRNA) e em verde, os iniciadores forward e reverso.

3.3.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reagcdo da PCR continha uma concentragdo final de 0,5 pM dos
oligonucleotideos iniciadores; 2 a 3mM de MgCI, (Tabela 3 para informacdes
detalhadas); Tampado 1X para PCR (Promega, EUA); 0,2 mM de cada um dos
dNTPs de deoxinucleotideos trifosfatados e 1U de GoTaq DNA Polimerase
(Promega, EUA) em um volume final de reagédo de 25 pL, sendo realizada num
termociclador ABI GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems, EUA).
Os fragmentos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% em TBE 0,5X, corados com brometo de etideo e conferidos sob
luz ultravioleta. Os tamanhos de fragmentos amplificados, bem como a
concentracdo das amostras, foram estimados por comparacédo com o marcador
de peso molecular GeneRuler 100 bp DNA ladder (Fermentas). As condi¢cdes
de ciclagem para cada par de iniciadores encontram-se descritas na Tabela 3.
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Tabela 3: Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores e suas respectivas concentragées 6timas de MgCl, e condigBes de ciclagem. * Iniciadores

desenvolvidos desta tese. *Kessing, Croom (101).

*COIsp F
*COIspR

*16SA
*16SB

*CS-ITS2 F
*CS-ITS2 R

*tRNASer F
*STIRNA R

*Mitrhiz13F
*Mitrhiz16R

5 AGTTCTCTTATCCGTTGAAG 3’
5 TAAAATGACGATCAGTAAGCAG 3

5 CGCCTGTTTATCAAAAACAT 3
5 CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 3

5' TCGGTTAAACCATCAATCG 3
5' GATCTGAGGTCGGAGTGA 3

5 TTCGATTTTGTGCTCCCTT 3
5' TTCCAGATCTACCCACTT 3'

5 CTTATATACACTTCTCTAACCCCAT 3
5 CCGAGTAGTTTAACTGGTAGAATT 3

COl

16S

ITS2

RC

RC

2,5

25

2,5

94°C - 3
93°C-1’ /60°C-1" / 72°C-1’
(40x)
72°C-4
94°C - 3
93°C-1’ /50°C-1" / 72°C-1’
(40x)
72°C-4
94°C -3
93°C-45" / 52°C-45" | 72°C-1’
(40x)
72°C-4
94°C - 3
93°C-1’ /49°C-1" [ 72°C-1’
(40x)
72°C-4
94°C -3
93°C- 45” [ 50°C-45" | 72°C-
30” (40x)
72°C-4
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3.3.3 Reacdo de Sequenciamento

Os produtos amplificados foram purificados através de kit comercial
illustraTM GFXTM PCR and Gel Band Purification Kit de acordo com as
instrucdes do fabricante (GE Healthcare). ApOs purificacdo, os produtos da
PCR foram quantificados por comparacdo usando 1uL de padrdao de massa
molecular GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder em gel de agarose 1,5% em
TBE 0,5X, seguindo-se de analise por coloracdo por brometo de etideo e
observacao posterior em transiluminador de UV (~300nm). Para a reacéo de
sequenciamento, foi utilizado o BigDye® Terminator Sequencing Kit (Applied
Biosystems, CA, EUA). A reacdo consistia de 1uL do mix comercial, 1,5 pL de
tamp&o 5X, 2uL do iniciador (1,6 uM), 50ng do DNA e agua MilliQ g.s.p. 20pL.
Esta reacdo foi submetida a reacdo de ciclagem de sequenciamento: 25 ciclos
de 94 °C / 15 seg; temperatura especifica de anelamento da reacdo de PCR /
30 seg e 60 °C / 4 min. As reacOes foram feitas para as duas fitas de DNA
independentemente, empregando 0s mesmos iniciadores utilizados para a
reacdo de PCR. Apds a reacdo, as amostras foram precipitadas com
isopropanol 65%, centrifugadas por 20 min a 4 °C e lavadas com etanol 60%.
Depois de secos, os produtos das reagoes foram ressuspensos em 10 yL de
formamida, desnaturados a 98 °C por 3 min e resfriados imediatamente em
banho de gelo. Os produtos assim desnaturados foram aplicados em
sequenciador automatico ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystem,
EUA).

3.3.4 ldentificacdo das espécies

As espécies foram previamente identificadas através da analise
morfolégica (metodologia desenvolvida por Claudio Melo e Cristiano Lazoski,
comunicacdo pessoal), e confirmada por analises de PCR-RFLP de genes
mitocondriais (Citocromo oxidase | e 16S) e nucleares (espacador ribossomal
interno transcrito) (63, 65, 102).
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3.3.5 Andlise dos dados

Crassostrea gasar e C. rhizophorae

Todas as sequéncias de regido controle mitocondrial de C. gasar e C.
rhizophorae foram editadas no programa Segman Il (DNASTAR Inc.) e
alinhadas utilizando o programa MEGA 5.1 (103). Das sequéncias de C. gasar
foram excluidas sequéncias flanqueadoras, restando 778 pb para analise
referentes apenas a regido controle. Os alinhamentos obtidos foram
inspecionados visualmente e editados, quando necessario. O indice de
endocruzamento (Fst) (104) par a par, os indices de diversidade haplotipica (h)
e nucleotidica (1) e a Andlise Molecular de Variancia (AMOVA), que visa
buscar possiveis subdivisbes da variacdo genética (com 1000 permutacdes),
foram calculados através do programa Arlequin v. 3.11 (105). O programa
SAMOVA 1.0 (106) foi utilizado para fazer uma analise como a AMOVA, mas
sem que houvesse grupos definidos a priori.

Os testes de neutralidade D de Tajima (107, 108) e Fs de Fu (109)
também foram efetuados no Arlequin v. 3.11 com 1000 amostras simuladas. Ao
rejeitar-se a hipétese nula de neutralidade da regido controle mitocondrial, fez-
se necessaria uma analise da distribuicdo das diferencas (Mismatch
Distribution Analysis) (110) a fim de discriminar entre as duas possiveis
hipbteses que explicariam esse resultado: selecdo natural ou expansdo
populacional. Esta também foi realizada pelo Arlequin v. 3.11 e consiste em
contabilizar o nimero observado de diferencas entre os pares de haplétipos.
Conforme o padréo observado, é possivel predizer se a hipétese de expanséo
populacional é rejeitada ou ndo. Um comportamento multimodal da distribuicdo
das diferencas assume que a populacdo estd em equilibrio demografico.
Quando a hipétese de expansdo populacional ndo € rejeitada, a distribuicdo se
mostra unimodal refletindo a possibilidade de uma expanséo recente (110).

Muitos métodos de inferéncia demografica sdo baseados na teoria da
coalescéncia, cujos modelos requeridos seriam simplesmente uma fungéo
matematica capaz de descrever a alteracdo do tamanho efetivo da populacdo
através do tempo. Cada um desses modelos demanda um ou mais parametros
populacionais, onde os mais comumente aplicados sdo o modelo de tamanho

populacional constante, de crescimento exponencial (taxa de crescimento
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constante), crescimento logistico e crescimento com expansao (com aumento
da taxa de crescimento ao longo do tempo). Entretanto, nem sempre € possivel
saber o modelo mais adequado para as sequencias, e testar todos consumiria
muito tempo, além de ndo garantir que qualquer dos modelos testados seria o
mais apropriado. Buscando solucionar esse problema, um modelo mais flexivel
foi desenvolvido, denominado Skyline Plot (111). Todavia, devido a
variabilidade estocastica inerente ao processo de coalescéncia existe muito
ruido na andlise e, além disso, a andlise de skyline plot possui uma
desvantagem fundamental: a histéria demogréfica é inferida a partir de uma
genealogia estimada, ignorando o erro associado a reconstrugdes filogenéticas.
A fim de compensar esse erro, outra analise chamada de Bayesian Skyline Plot
— BSP - (112) emprega a simulagdo de Monte Carlo em cadeias de Markov
(MCMC) para estimar a distribuicdo posterior do tamanho efetivo populacional
através do tempo diretamente a partir das sequéncias a serem analisadas,
dado um modelo de substituicdo de nucleotideos especifico. Diferentemente
dos outros modelos, o bayesian skyline plot inclui intervalos de confianga para
quaisquer dos valores de tamanho efetivo amostrados. Essa analise foi
efetuada através do programa BEAST v1.7.4 com duas corridas de 50 milhdes
de cadeias de MCMC cada (113) para geracdo dos dados, LogCombiner
v1.7.4 para combinar os resultados das duas corridas e Tracer vl1.5 para
geracao do gréfico referente aos dados produzidos.

As redes haplotipicas de maxima parcimonia construida sob o método
de median joining foi gerada pelo programa Network - www.fluxus-
engeneering.com (114) e aquela construida sob o método de minimum
spanning foi gerada pelo programa HapStar (115).

Foi realizado um teste de Mantel, no programa Arlequin v. 3.11 com o
objetivo de verificar a existéncia de correlacdo entre as distancias genéticas e
geograficas, utilizando uma matriz de Fsi/(1-Fst) e outra matriz de distancia
geografica, com 1000 permutacdes. A formula Fsi/(1-Fst) € mais apropriada
para tal correlacdo segundo Rousset (116) visto que os valores absolutos de
cada medicdo tém escalas extremamente diferenciadas, onde a distancia
geografica possui uma extensa faixa de variacdo e o Fsyvaria apenas de 0 a 1.
A aplicacdo da férmula Fst/(1-Fs7) expandiria os valores relacionados ao Fst

entre O e infinito.
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3.3.6 Crassostrea sp.

Todas as sequéncias referentes aos trés marcadores moleculares (16S,
COl e ITS2) utlizados para andlise dos individuos identificados como
Crassostrea sp. foram editadas e alinhadas como descrito no item 3.3.4. Os
diferentes haplotipos foram detectados através do programa DNAsp. As
arvores filogenéticas foram construidas no programa MEGA 5.1 aplicando-se o
método de agrupamento Neighbour-Joining (117) ou maxima verossimilhanca
com os modelos evolutivos indicados pelo teste de selecdo de modelos,
também incluido no programa MEGA 5.1. Mais detalhes dos métodos estdo

descritos no capitulo 2.

3.4 Microssatélites: desenvolvimento e andalises

3.4.1 Células guimiocompetentes

Para o preparo das células competentes, aliquotas foram retiradas de
estoques bacterianos de E.coli TOP10 congelados a —70 °C e preparados a
partir de uma cultura em fase exponencial de crescimento pela adicdo de
glicerol estéril (50% v/v). A aliquota da cultura congelada foi semeada sobre a
superficie de placa de Petri contendo meio LB-Agar (1,0% bacto-triptona, 0,5%
extrato de levedura, 1% NaCl e 1,7% bacto-agar). A placa foi incubada a 37 °C
durante aproximadamente 12 horas. Para verificar a pureza dos estoques
utilizados, colbnias isoladas foram inoculadas em 5 mL de meio LB contendo
ou ndo 100 pg/mL de ampicilina. As culturas em suspenséo foram incubadas a
37 °C, sob agitacéo, durante um periodo de 12 horas.

Apés as 12 horas, 500 pL dessa suspensao foram acrescidos a 50 mL
de meio LB sem antibiético e as bactérias foram cultivadas a 37 °C, com
agitacao orbital até atingir a fase exponencial de crescimento (DO600nm=0,4).
A seguir, os 50 mL da cultura foram centrifugados a 5000 g por 10 min a 4 °C.
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O precipitado foi ressuspenso em 20mL de tampéao gelado (CaCl, 0,1M) e as
bactérias incubadas no gelo por 1 hora. Em seguida, estas foram submetidas a
uma centrifugacéo a 5000 g por 10 min a 4 °C, e o precipitado ressuspenso em
4 mL do mesmo tampéo gelado descrito anteriormente adicionado de 15% de

glicerol, e aliquotas de 100 pL foram mantidas a -70 °C até uso.

3.4.2 Construcao da biblioteca enriguecida

O desenvolvimento de microssatélites especificos para as ostras nativas
foi baseado no método de construcdo de biblioteca gendmica enriquecida
(118). Esse método ¢ iniciado com a digestao de cerca de 10 pg totais de uma
mistura de DNA de quatro individuos advindos de duas diferentes populacdes
com 10 U de Sau3A (Promega, EUA), uma endonuclease de restricdo de corte
frequente. O produto digerido foi ligado por 3 horas a 22°C através de 6 U da
enzima T4 DNA ligase (Promega) a 0,25 pM dos adaptadores (S61 5
GGCCAGAGACCCCAAGCTTCG 3 e S62 5 PO,-
GATCCGAAGCTTGGGGTCTCTGGCC 3') que contém pontas coesivas
especificas a sequéncia da enzima (nucleotideos em vermelho). A unido
desses dois oligonucleotideos complementares foi anteriormente realizada por
meio de uma desnaturacao inicial das estruturas secundarias formadas pelas
fitas simples, a 80 °C por 5 min. Posteriormente, o anelamento dos oligos foi
feita em temperatura ambiente durante uma hora, para formacao do adaptador
de fita dupla. Apos a ligacdo dos adaptadores aos fragmentos produzidos pela
digestdo, uma reacdo de PCR foi realizada com o oligonucleotideo S61. Essa
reagao foi feita com 0,2 mM de dNTP, 1 mM de BSA, 2,5 mM de MgCI2,
tampéo para PCR 1X, 1,5 uyM do iniciador oligo S61, 1 uL do produto da ligagao
em um volume final de 60 pL. As condigdes da reagéo foram 95 °C por 5 min;
30 ciclos a 95 °C por 50 seg, 56 °C por 1 min e 72 °C durante 2 min; seguido de
um ciclo de extensdo final a 72°C por 10 min. Esses produtos de PCR foram
separados por eletroforese em gel de agarose a 2% e um rastro indicou o
sucesso da reacdo de PCR. Os fragmentos de tamanho determinado (500 a

1000pb) foram selecionados, purificados com o kit lllustra GFX (GE Healthcare)
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e, posteriormente, hibridizados com sondas biotiniladas de sequéncias
repetitivas (CAuz) € CAAg) ). Esses fragmentos foram entdo selecionados por
meio de uma purificacdo com microesferas magnéticas cobertas de
streptavidina (M-280 Dynabeads®, Invitrogen, EUA). Apds sucessivas lavagens
com um tampao SSC (NaCl 3M, 0,3M citrato de sodio — 20x concentrado) com
diferentes condicbes de adstringéncia, as sondas biotiniladas se desligaram
das microesferas e os fragmentos foram submetidos a uma nova PCR a fim de
aumentar a concentracdo de DNA para posterior ligacdo ao plasmideo. Nessa
PCR foi utilizado novamente o oligo S61 como iniciador (0,5 uyM), tampao para
PCR 1X, 1mM de BSA, 2,5 mM de MgCI2, 1 U Tag DNA polimerase 8 yL da
suspensado com as microesferas, em 50 uL de volume total. As reacdes foram
mantidas por 3 min a 95°C; seguidos de 2 ciclos com 30 seg a 95°C, 30 seg a
56°C e 45 seg a 72°C; e de mais 30 ciclos com 30 seg a 92°C, 30 seg a 56°C e
55 seg a 72°C; e concluindo com 30 min de extensdo final a 72°C. A
amplificagéo foi confirmada por eletroforese em um gel de agarose a 2%. O
produto do PCR foi ligado ao vetor pGEM-T (Promega, EUA) que,
subsequentemente, foi usado para transformar células competentes de E. coli
(linhagem TOP10). A transformacéo foi feita com 100 pyL da suspenséo de
células que foram misturados com a reacédo de ligacdo. A mistura de células e
DNA foi mantida por 30 min no gelo, e posteriormente submetida a um choque
térmico de 30 segundos a 42°C sem agitacdo, transferindo-se os tubos
imediatamente para o gelo. Apds dois min no gelo, todo o conteddo dos tubos
foi transferido para placas de petri, contendo meio seletivo S-GAL®/AGAR LB
sélido (Sigma-Aldrich) acrescido de 50 pg/mL de ampicilina. Para o
crescimento das colbnias bacterianas, as placas foram incubadas a 37°C por
cerca de 18 horas. Posteriormente, foram selecionadas apenas as colbnias
brancas (que, teoricamente, contém o inserto) para analise por PCR, gquanto a
presenca dos insertos contendo microssatélites. Essa reacdo continha dois
iniciadores diferentes: S61 (0,5 uM) e o oligonucleotideo-sonda utilizado para o
enriquecimento (0,5 uM). Dessa maneira, para as colénias que continham o
inserto com regides repetitivas equivalentes a sequéncia da sonda utilizada
eram observadas duas bandas no gel de agarose referentes ao produto de
PCR. Quando apenas uma banda era observada, significava que aquela

colénia continha um inserto sem regides repetitivas de interesse. Essa PCR foi
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feita em um volume final de 20 uL, com as mesmas condi¢des anteriores e com
a temperatura de anelamento igual ao da sonda. As colénias por fim
consideradas positivas para a presenca de microssatélites foram submetidas a
uma reacdo de PCR com iniciadores universais e especificos para a regido
M13 (M13-F 5  GTAAAACGACGGCCAGT 3 e M13-R 5
AACAGCTATGACCATG 3’) presente no plasmideo. Os fragmentos produzidos
foram sequenciados com os mesmos iniciadores utilizados na reacdo de PCR
(ver topico 3.3.1) e editados no programa Segman |l (DNASTAR Inc.)
permitindo desenhar iniciadores especificos para a regido flanqueadora dos
microssatélites com auxilio do programa WebSat (119). Foram desenhados 19
pares de iniciadores especificos para C. gasar e 57 iniciadores para C.
rhizophorae, sendo a sequéncia do iniciador forward de cada par adicionada de
uma cauda na extremidade 5 para permitir a genotipagem através do método
descrito em Schuelke (120). Os fluoréforos utilizados nessa tese foram VIC,
PET, 6-FAM e NED. Todos os pares de iniciadores foram subsequentemente

otimizados e testados para polimorfismo.

3.4.3 Amplificacdo e genotipagem

O método selecionado para a genotipagem foi descrito em Schuelke
(120) onde emprega-se um iniciador forward adicionado de uma cauda a sua
extremidade 5 cuja sequéncia corresponde a 18 nucleotideos especificos (5’
TGTAAAACGACGGCCAGT 3’) e complementares a outro iniciador que contém
o fluoréforo. Essa abordagem diferencia-se da estratégia classica de
genotipagem, economicamente mais custosa, onde o iniciador forward é
diretamente marcado com o fluor6foro correspondente.

Os oligonucleotideos forwards de cada um dos pares de iniciadores
foram sintetizados com 18 nucleotideos a mais, correspondentes a cauda, além
da sequéncia especifica ao locus de microssatélite. Dessa forma, a reacao de
PCR contém duas diferentes ciclagens embutidas, onde a primeira inclui a
temperatura de anelamento especifica do par de iniciadores e a segunda
contém a temperatura de anelamento da cauda com o fluoréforo. De acordo

com essa estratégia, apos 0s primeiros ciclos, o iniciador forward se esgota e o



52

iniciador marcado é incorporado ao fragmento sintetizado nos ultimos ciclos da
reacdo. Esses fragmentos marcados sé&o, por fim, detectados pelo
sequenciador automatico ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystem,
EUA). As concentracdes dos trés iniciadores na reacdo ndo sdo equimolares,
uma vez que sua incorporagcdo na reacao ocorre de forma coordenada. A
relagéo de concentracdo entre iniciadores reverso / marcado / forward seguia a
propor¢cdo 4:2:1, respectivamente. As maiores vantagens dessa técnica sao o
baixo custo para marcar as fitas e a possibilidade de alternar o uso de

diferentes fluorescéncias em um mesmo sistema.

2
ﬁf///////A Iniciador forward com cauda M13 na extremidade 5'

‘—m Iniciador reverso Trés iniciadores

fran

~~~~ Iniciador marcado com fluoréforo

)
A ‘f///////A DNA molde

i DNA V77774 CACA.... (CA),..... CACA RN DNA ~——3'
B - RS
5 RIRRRZZZ72 CACA .. (CA), ... CACA RN 3
$ranie SN

Figura 13: Esquema modificado de Schuelke (120) que ilustra o funcionamento do método de
genotipagem do iniciador com cauda. (A) Ciclos iniciais com incorporacdo da cauda M13 aos fragmentos
sintetizados. (B) Ciclos finais onde o iniciador marcado com fluoréforo é, enfim, incorporado aos
fragmentos sintetizados. (C) Produto final da reacdo de PCR com fragmentos contendo as repeti¢cdes de

microssatélites e marcados com o respectivo fluoréforo.

Iniciadores de um trabalho anteriormente publicado por outro grupo
(121) foram utilizados para C. gasar em adicdo aqueles desenhados durante a
execucao desta tese. A reacdo da PCR foi realizada separadamente para cada
marcador e consistiu na adicdo de 0,5 pyM do iniciador reverso, 0,25 yM do
iniciador marcado, 0,13 uM do iniciador forward, 2,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de
dNTP, 1 mM de BSA, tampéo para PCR Go Taq Green Buffer (Promega) 1X, 1
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U Taq DNA polimerase, 1 uyL de DNA (50 ng/uL) em um volume final de 15 pL
com a seguinte ciclagem: 94 °C por 3 min; 30 ciclos de 93 °C por 45 seg,
temperatura de anelamento do par de iniciadores forward e reverso por 45
segundos e 72 °C por 45 seq; seguido de 8 ciclos idénticos aos anteriores,
sendo a temperatura de anelamento a 53 °C e finalizando com uma extensé&o
de 5 min a 72 °C.

Com o intuito de otimizar o tempo e reduzir o uso dos capilares do
sequenciador automatico, pools de produtos de PCR foram formados com 2 pL
de cada reacdo de PCR e agrupados de acordo com suas fluorescéncias e
tamanhos, sem que houvesse sobreposicdo na leitura dos alelos. ApGs a
formacédo dos pools, adicionou-se 0,5 pL de cada em 9,25 pL de formamida
misturada com (Applied Biosystems). As amostras foram aquecidas a 95 °C por
5 min para desnaturacéo das fitas de DNA e imediatamente colocadas no gelo.
Posteriormente, as amostras foram aplicadas no sequenciador. Todas as
genotipagens foram realizadas em um sequenciador ABI3500 com corridas que
duravam 2 horas, com a injecdo simultdnea de 8 amostras.

Os eletroferogramas resultantes foram analisados no programa
GeneMarker 1.97 (SoftGenetics LLC - free trial version), no qual foi feita a
determinacao dos genétipos que foram revisados individualmente.

Apesar da revisdo manual, a atribuicdo alélica automatizada
conhecidamente introduz uma alta taxa de erro, em especial em alelos de loci
de repeticbes dinucleotidicas (122). A origem desses erros encontra-se na
diferente mobilidade do fragmento de DNA que € dependente tanto do
comprimento quanto da sequéncia (contetdo GC ou mutacdes ha regiao
flanqueadora, por exemplo (123, 124), bem como outras variaveis
independentes do fragmento: velocidade de corrida, variacdes estocasticas de
temperatura ambiente e qualidade da matriz utilizada no sequenciador
automatico (123, 125). Esses erros de denominacdo tém potenciais
consequéncias prejudiciais para a analise, distorcendo estimativas de
parametros como a heterozigosidade e criando falsas diferencas genéticas. O
programa FLEXIBIN, cujo algoritmo basico é relativamente simples (122), foi
aplicado com o objetivo de corrigir possiveis erros de atribuicdo das classes de

alelos.
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3.4.4 Andlise dos dados de genotipagem

Os conjuntos de dados de Crassostrea rhizophorae e C. gasar foram
analisados de maneira idéntica. O programa Create 1.3 (126) foi utilizado para
converter os dados brutos das genotipagens em arquivos de entrada de todos
0s programas empregados nas analises.

As frequéncias génicas e o numero de alelos de cada um dos loci de
microssatélites foram calculados através do programa FSTAT 2.9.3 (127). O
mesmo programa foi utilizado para verificar se haviam loci ligados ou ndo,
através da andlise de desequilibrio de ligacdo entre todos os pares de loci
analisados para cada espécie, separadamente. A hipétese nula a ser testada
era de ndo-ligacdo. Caso essa hipétese fosse rejeitada, um dos loci envolvidos
seria descartado.

Diversos erros de genotipagem sdo passiveis de ocorrer, cujas causas
podem surgir em quaisquer etapas durante todo o procedimento, desde a
gualidade do DNA, passando pela reacdo de PCR e mesmo durante a andlise
dos eletroferogramas referentes aos genotipos. Baixas concentracdes de DNA,
por exemplo, podem resultar no insucesso da amplificacdo de um dos alelos,
devido a um erro estocastico de amostragem, conhecido como alelos drop-out
(128). Outros erros de genotipagem podem acontecer por causa da
amplificacéo preferencial de alelos de menor tamanho (129). Também podem
ocorrer deslizes da polimerase durante a amplificacdo devido a presenca de
repeticbes, especialmente dinucleotideos, que produz bandas stutter gerando
uma grande dificuldade de analise do eletroferograma e erros durante a
denominacéo dos alelos (130). Por fim, a existéncia de SNPs nas regifes de
anelamento dos iniciadores pode impedir a amplificacdo de certos alelos (alelos
nulos), resultando numa alta frequéncia de falsos homozigotos (131). Tais erros
de genotipagem provocam desvios nas proporcoes esperadas em populacdes
gue estariam em equilibrio de Hardy-Weinberg, particularmente detectados
pela deficiéncia de heterozigotos. Este desequilibrio pode ser causado também
por endocruzamento, cruzamentos que nao sejam ao acaso e efeito Wahlund
(quando existem ao menos duas diferentes populacbes dentro do que foi

considerado como apenas uma, ou seja, ha estrutura subpopulacional). O
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programa MICROCHECKER (132) auxilia na identificacdo desses erros de
genotipagem, comparando as frequéncias esperadas e observadas de
homozigotos.

O indice de fixacdo Rst (Slatkin, 1995) é uma medida de diferenciacéo
genética que leva em consideragcdo o tamanho dos alelos, baseando-se no
modelo de evolugdo dos alelos SMM (ver topico 1.2.2 da Introducdo). O
programa SPAGeDi (Spatial Pattern Analysis of Genetic Diversity) foi
empregado para testar a equivaléncia entre Rst e a medida classica de
diferenciacdo genética, Fst (calculada sob o modelo evolutivo de alelos infinitos
— ver tépico 1.1.2 da Introducdo) (Hardy et al., 2003; Hardy & Vekemans,
2002). Esse teste calcula o valor de Rsta partir dos dados e entdo permuta os
alelos entre as populacdes e recalcula os valores de Rst (essa nova medida &
denominada pRs7). Se a diferenca entre Rst e pRst for significativa, entdo o
tamanho dos alelos é considerado relevante para a estruturacdo populacional.
E caso ndo seja significativamente diferente, conclui-se que Rst = Fsr.
Portanto, opta-se pela medida Fst para estimar a diferenciacdo populacional
uma vez que, comparativamente ao Rst, aquele indice apresenta uma
variancia menor (133, 134). Ambos os indices foram calculados anteriormente
ao teste através do programa Arlequin 3.11.

Recentemente, foi questionada a utilizagdo do indice estatistico Fst
como estimador da diferenciagdo com dados de marcadores hipervariaveis
(135). Como estimador diretamente dependente da heterozigosidade intra-
populacional, o Fst tenderia a subestimar a diferenciacdo entre as populacdes
com o aumento da variagdo. Dessa maneira, Jost (135) propés um novo indice
gue seria um estimador da diferenciacdo real (Dgst). Este novo indice foi
calculado através do programa SMOGD (Crawford, 2010). Contudo, conforme
argumentado por (136), o Fst seria mais importante como estatistica de
sumario dos efeitos da estrutura populacional do que Dgst, enquanto Rst seria
0 indice mais adequado quando o processo mutacional considerado é
realmente o SMM.

A analise de subdivisdo da variacdo genética nas populacdes foi
calculada mediante AMOVA, similarmente aquela ja descrita para a regiao

controle mitocondrial no tépico 3.3.5, bem como o teste de Mantel foi também
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aplicado para verificar uma possivel correlacdo entre distancias genética e
geografica (ver tépico 3.3.5).

O programa STRUCTURE (137) foi empregado para analise da estrutura
genética e identificacdo de grupos homogéneos de individuos e sua atribuicao
a grupamentos definidos arbitrariamente, em geral variando entre 2 e 10.
Através de uma abordagem bayesiana, este programa aplica um método de
agrupamento sobre dados de gendtipos multilocus a fim de inferir a estrutura
populacional, bem como fazer a atribuicdo probabilistica dos individuos as
devidas popula¢cdes (podendo ser mais de uma, caso seus genotipos indiqguem
gue ha mistura). Nesta tese, executamos 10 corridas para cada um dos valores
de K, 100000 replicas de burn-in, 1000000 replicas de MCMC e modelo de
ancestralidade mista (admixture). O K mais provavel € aquele com maior valor
de probabilidade posterior (137). Como muitas vezes essa estratégia nao
fornece uma estimativa correta do numero de agrupamentos (K), foi
desenvolvida outra abordagem para identificar o nimero de agrupamentos (ou
populagdes) mais provavel: um método denominado como AK e descrito por
(138), que € baseado na taxa de mudanca dos resultados de probabilidade de
sucessivos valores de K, onde o maior valor de AK indica o valor de K mais
provavel. Os dados obtidos nas corridas do STRUCTURE foram utilizados para
calcular os valores de AK empregando o programa STRUCTURE Harvester
(139).

A analise fatorial de correspondéncia (140) é um tipo de analise
candnica particularmente bem adequada para descrever associacfes entre
duas variaveis categoricas (andlise de uma tabela de contingéncia cruzando
termos de duas varidveis). Os objetos (que podem ser individuos, loci ou
populacdes) sdo distribuidos em um hiperespaco formando uma nuvem de
pontos. Os dados genotipicos de cada individuo sdo codificados como 0 para
auséncia do alelo, 1 para a presenca do alelo no estado heterozigdtico e 2 para
o estado homozigotico. Essa abordagem € apenas uma andlise representativa
da distribuicdo do objeto estudado, que ndo assume qualquer modelo evolutivo

e foi realizada no programa Genetix 4.05 (141).
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4  RESULTADOS - CAPITULO 1

Science, my lad, is made up of mistakes, but they are mistakes which it is useful to
make, because they lead little by little to the truth.

Jules Verne em Viagem ao Centro da Terra

Este capitulo foi dividido em duas partes, com base nos marcadores
moleculares utilizados. Os resultados para cada espécie (C. gasar e C. rhizophorae)
serdo descritos simultaneamente. As populacbes denominadas aqui como Norte e
Sul, referem-se a localidade de amostragem na costa do Brasil e ndo as regidoes
politicamente estabelecidas. Assim, a ndo ser quando explicitamente declarado,
“‘Norte” designara as amostras no norte e nordeste, e “Sul” das regides sudeste e

sul.

4.1 Regido controle mitocondrial

4.1.1 Diversidade molecular e andlise da estrutura populacional

Para C. gasar, foram obtidas 378 sequéncias compostas de 778 pb (Tabela 4).
Para essas sequéncias, foram contabilizados 182 diferentes haplétipos e 214 sitios
polimdrficos (S). Algumas sequéncias continham um indel de 25 nucleotideos que foi
substituido por uma transicdo (C/T), para que a informacdo sobre esse indel
pudesse ser incorporada mesmo em analises com delecéo global. A ocorréncia do
indel nos haplétipos das varias regifes tinha distribuicdo com sentido geografico, e é
apresentada na Tabela 1. Para C. rhizophorae, um fragmento de 267 pb foi
amplificado para 552 amostras (Tabela 5). Essas sequéncias apresentaram um total
de 153 haplétipos com 101 sitios variaveis.

As Tabelas 4 e 5 mostram ainda os valores de diversidade nucleotidica e
haplotipica para cada populacdo de C. gasar e C. rhizophorae. Apesar do menor



58

valor para h de C. gasar ter sido encontrado em uma populacdo do nordeste do
Brasil, em geral os menores valores de h e 1 estdo nos estados do sul e sudeste. O
mesmo ocorre com as populagcdes sul-americanas de C. rhizophorae. Essa
tendéncia para uma maior diversidade genética no sentido sul-norte pode ser vista
na Figura 14.



Tabela 4: Diversidade molecular das sequéncias da

regido controle mitocondrial de C. gasar. Nseq - ndmero

de sequéncias;

Nhap — Numero de haplétipos; h —

diversidade haplotipica;  — diversidade nucleotidica.

Abreviaturas das localidades de coleta de acordo com a

Tabela 2.
1Nseq Nhap h 'IT
GUl 16 16 1 0,01637
PA 3 3 1 0,0063
MA2 5 5 1 0,01326
MA1 38 25 0,939 0,01221
PI 3 3 1 0,00541
PB2 12 11 0,985 0,01478
PE2 11 9 0,964 0,00407
PE1 35 25 0,953 0,00581
BAS 17 9 0,875 0,00632
BA4 21 12 0,857 0,0045
BA3 25 14 0,9 0,00353
BA2 0,667 0,0018
RJ1 0,8 0,01673
SP2 0,833 0,00135
SP1 62 30 0,753 0,00338
PR1 47 24 0,784 0,0036
PR2 18 9 0,706 0,00196
SC 37 19 0,769 0,00306
SEN1 7 6 0,952 0,01081
SEN2 9 7 0,917 0,00332
TOTAL 378 182 0,952 0,018
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Tabela 5: Diversidade molecular das sequéncias da
regido controle mitocondrial de C. rhizophorae. Nseq -
nimero de sequéncias; Nhap — Nimero de haplétipos; h
— diversidade haplotipica; T - diversidade
nucleotidica. Abreviaturas das localidades de coleta de
acordo com a Tabela 2.

Nseq Nhap h T
CRB1 23 8 0,632 0,01279
CRB2 10 3 0,378 0,00225
PI 49 27 0,936 0,00964
CE 11 8 0,945 0,01035
RN 42 24 0,937 0,01055
PB2 10 6 0,778 0,00707
PB1 35 18 0,914 0,00937
PE2 24 15 0,937 0,01174
PE1 25 12 0,88 0,00858
BA5 29 16 0,938 0,01244
BA4 14 8 0,89 0,00807
BA3 14 9 0,901 0,01589
BA1 18 13 0,928 0,01182
ES2 5 5 1 0,01648
ES1 28 20 0,971 0,01102
RJ1 22 5 0,658 0,0076
RJ2 45 23 0,83 0,00987
RJ3 4 4 1 0,01373
SP3 6 3 0,733 0,00749
SP1 53 20 0,717 0,0068
PR1 61 18 0,717 0,00699
PR2 10 4 0,644 0,00707
SC 14 6 0,736 0,00634

TOTAL 552 153 0,895 0,014
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Figura 14: Representagdo grafica dos indices de diversidades haplotipica (h) e nucleotidica (1) de cada

umas das populacfes de C. gasar (A) e C. rhizophorae (B), com suas respectivas linhas de tendéncia. (A)

Todas as populagdes sul-americanas de C. gasar. (B) Todas as populagbes sul-americanas de C.

rhizophorae.
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Para avaliar o grau de diferenciacdo genética foram calculadas
estimativas de Fst par a par entre todas as populacdes de cada espécie. A
Tabela 6, com os dados de Fsr para C. gasar, demonstra que 0s niveis de
diferenciacdo entre as populagcdes africanas e todas as demais foram
altamente significativos. Mesmo entre as populacdes do Senegal (SEN1 e
SEN2) obteve-se um valor de diferenciacdo bastante alto (Fst = 0,261;
p=0,000). A populacdo da Guiana Francesa (GUI) mostrou ser
significativamente diferente de quase todas as populagbes, com valores entre
0,234 (p=0,000) e 0,782 (p=0,000). Observou-se também um padréo geral de
homogeneidade dentro das populacdes do norte e das populagdes do sul, com
valores baixos de Fst ou ndo-significativos, indicando que sejam dois estoques
com homogeneidade genética.

Os dados de Fst para C. rhizophorae demonstram uma clara
diferenciacdo entre as populacbes do Caribe (CRB1 e CRB2) e as demais
populacdes brasileiras, com valores entre 0,685 (p=0,000) e 0,913 (p=0,000)
(Tabela 7). Os outros valores de Fst significativos concentram-se
especialmente nas comparacdes par a par entre populacées do sul e norte do
Brasil.

O valor maximo de Fst entre as populacdes da América do Sul foi muito
mais alto em C. gasar (0,879; p=0,000) do que C. rhizophorae (0,272;
p=0,000), indicando que haveria uma estruturacdo mais alta na primeira
espécie.

Em geral, os valores de Fst calculados aumentam com a distancia
geografica entre as localidades. Esse comportamento € condizente com um
cenério de isolamento por distancia. Essa hipétese foi testada através de um
teste de Mantel (Figura 15), que demonstrou ser significativo tanto para C.
gasar (r = 0,377; p = 0,002) como para C. rhizophorae (r = 0,272; p = 0,004).
Como a analise dos dados indicava uma diferenciacéo entre as regides norte e
sul, decidimos realizar, também, o teste de mantel separadamente para cada
regiao.

No caso de C. gasar, 0 grupo denominado como norte, que inclui as
populacdes de PA até BA2, manteve a correlacdo positiva entre as distancias
genéticas e geogréficas (r = 0,291; p = 0,016), confirmando um modelo de

isolamento por distancia. Entretanto, no grupo denominado como sul (RJ1 até
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SC), a alta correlacdo observada (r = 0,94; p = 0,005) deixou de existir
(r=0,099; p=0,340) quando a populacdo RJ1, altamente diferenciada das
demais, foi excluida. No caso de C. rhizophorae, o teste de mantel aplicado
tanto para as populacdes do norte (aqui consideradas como Pl até ES1) como
do sul (RJ1 até SC) ndo indicou correlacdo significativa (N: r=0,045; p=0,340;
S: r=0,288, p=0,064).
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Tabela 6: Fst par a par da regido controle mitocondrial de Crassostrea gasar. Os nimeros em cinza indicam os valores significativos (p < 0,05) apés a corregédo de Bonferroni.

GUI PA MA2 MA1 Pl PB2 PE2 PE1 BA5 BA4 BA3 BAl RJ1 SP2 SP1 PR1 PR2 SC SEN1 SEN2
GUI -
PA 0,291 -
MA2 0,148 -0,070 -
MA1 0,234 -0,032 -0,071 -
Pl 0,283 -0,125 -0,164 -0,043 -
PB2 0,289 -0,110 -0,055 0,025 -0,127 -
PE2 0,417 -0,045 0,128 0,067 0,045 0,025 -
PE1 0,473 -0,043 0,088 0,069 -0,027 0,038 -0,016 -
BA5 0,388 -0,042 0,051 0,039 -0,009 0,016 -0,027 -0,015 -
BA4 0,453 -0,039 0,135 0,102 0,013 0,064 -0,020 0,009 -0,005 -
BA3 0,495 0,030 0,152 0,082 0,041 0,041 -0,003 -0,014 -0,005 0,021 -
BAl 0,294 -0,111 -0,060 -0,055 -0,065 -0,121 -0,109 -0,129 -0,140 -0,134 -0,097 -
RJ1 -0,025 0,328 0,126 0,205 0,323 0,257 0,517 0,521 0,428 0,500 0,598 0,355 -
SP2 0,175 0,882 0,638 0,56 0,870 0,607 0,879 0,804 0,791 0,802 0,873 0,930 0,182 -
SP1 0,372 0823 0,735 0665 0820 0,757 0830 0808 0,798 0816 0,834 0,825 0,372 -0,078 -
PR1 0,337 0807 0,720 0,638 0804 0,730 0818 0,796 0,783 0,802 0,824 0,810 0,330 -0,078 -0,004 -
PR2 0,319 0,870 0,750 0,627 0,866 0,718 0873 0820 0,817 0827 0870 0,81 0,379 -0,068 -0,003 -0,007 -
SC 0,341 0826 0,728 0,644 0822 0,736 083 0808 0,797 0814 0841 0,830 0,361 -0,075 -0,008 -0,009 -0,007 -
SEN1 | 0,723 0,820 0,787 0,809 0819 0,759 088 089 0869 0875 0909 0831 0,762 0839 092 0893 0,897 0,896 -
SEN2 | 0,782 0931 0885 0840 0929 0825 0939 0918 0916 0914 0942 0941 0866 0942 0921 0916 0,941 0,923 0,261 -




Tabela 7: Fst par a par da regido controle mitocondrial de Crassostrea rhizophorae. Os nimeros em cinza indicam os valores significativos (p < 0,05) apés a corregdo de

Bonferroni.
CRE1 CRB2 Pl CE RM PB2 PBE1  PE2 PEL BAS BA4 BAZ BAl E52 E51 RI1 RIZ RI3 SP3 SP1 PRL  PR2
CRE1 -
CRB2 | 0,175 -
Pl 0,774 0,831 -
CE 0,751 0,865 -0,010 -
RN 0,756 0,817 0,009 0,029 -
PEZ | 0,758 0,897 0,005 0,018 0,017 -
PBL | 0,772 0,841 0007 -0,016 0,007 0,020 -
PE2 0,744 0,818 0,009 0,003 0,012 0,001 0,018 -
PE1 0,772 0,860 0,002 0,045 -0,016 0,040 0,005 0,015 -
BAS | 0,738 0,804 0,034 0,064 0,009 0,031 0,021 0,002 0,014 -
BA4 | 0,762 0,878 0,001 0,052 0,021 0,002 0,001 0,012 0,032 0,028 -
BAZ | 0,685 0,775 0,001 0,009 0,008 0,002 0009 0,004 0,001 0,021 0,008 -
BAl1 | 0,744 0,830 0,018 0,050 0,002 0,013 0,017 0,012 0,018 0,018 0,030 -0,001 -
E52 0,721 0,859 0,027 0,016 0,036 0,004 0,014 0,052 0,042 0,058 0,043 0,059 0,061 -
E51 0,751 0,822 0,015 0,012 0,002 0,008 0,011 0,014 0,010 0016 0,012 0,016 0,005 -0,037 -
RI1 0,787 0,879 0,032 0,016 0,045 0,155 0,010 0,019 0,041 0073 0,100 0,045 0,077 0,037 0,031 -
RI2 0,778 0,835 0,050 0,021 0,059 0,144 0,020 0,041 0,047 0,084 0,095 0,058 0,083 0,029 0,048 0,023 -
RIZ 0,732 0,891 0,100 0,132 0,006 0,167 0,055 0,012 0,026 0,039 0,036 0,023 0,005 0,095 0,069 0,135 0,107 -
53 0,758 0,912 0035 0,072 0,018 0,181 0,004 0,02 0,031 0,035 0027 0,005 0,019 0,053 0,017 -0,024 0,034 0,070 -
sp1 0,822 0,880 0,131 0,065 0,186 0,263 0,124 0,145 0,202 0,237 0,272 0,161 0,240 0,210 0,140 0,045 0,055 0,350 0,182 -
PR1 | 0,821 0,874 0,081 0,046 0,121 0,218 0,068 0,090 0,117 0,165 0,187 0,109 0,165 0,133 0,087 0,008 0,003 0,261 0,070 0,014 -
PR2 | 0,778 0,906 0,065 0,010 0,109 0,212 0,060 0,056 0,121 0,136 0,197 0,061 0,126 0,086 0,065 0,019 0,011 0,247 0,091 0,021 0,033 -
SC 0,789 0,905 0,043 0,002 0,096 0,204 0046 0,061 0,103 0,134 0,172 0,045 0,132 0,098 0,047 0,005 0,001 0,269 0,119 0,002 -D,020 0,034

65



66

A)
16 BEERE
14 r=0,377
* p=0,002
12 -
510
- 8
= t L 2
E 6 I | ‘-‘; [ ’
. RS v ¢
2 — — I I
0 o ! =S, dmm
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Distancia geografica (Km)
B)

0,600

0,500

=
8
o

FST/(1-FST)
‘D
W
o
o

o
[
o
o

0,100

0,000

0 1000 2000 3000 4000 5000

Distancia geografica (Km)

Figural5: Teste de Mantel para C. gasar (A) e C. rhizophorae (B) baseado em sequéncias de regido
controle mitocondrial indica a existéncia de uma correlacdo entre distancia genética e distancia
geografica. Em (A), todas as popula¢Ses foram incluidas na analise, exceto as populagfes africanas. Em
(B), as populacdes do Caribe foram excluidas da anélise.
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Nas Figuras 16 e 17 estao ilustradas as redes de haplétipos para C. gasar e
C. rhizophorae, respectivamente. Em C. gasar, € claramente perceptivel a formacéo
de trés grupamentos de haplotipos distintos que se diferenciam por sua localizacéo
geografica: o grupo das populagfes africanas (SEN1 e SEN2), o das popula¢des do
norte-nordeste do Brasil (PA, MA2, MA1, Pl, PB2, BA5, BA4, BA3 e BA2) e o das
populacdes do sudeste-sul (RJ1, SP2, SP1, PR1, PR2 e SC). O grupamento
formado pelos individuos da Africa é o mais distinto, separado do grupo brasileiro
por ao menos 38 passos mutacionais. O grupo formado por populagées do sudeste-
sul possui um haplétipo muito frequente dividido pelas 6 localidades da regido e
outros haplétipos unicos advindos deste, formando uma rede com forma de estrela.
Redes neste formato especifico indicam expansdo populacional. A rede haplotipica
de C. rhizophorae foi construida apenas com haplétipos que foram observados em
mais de um individuo (Figura 17A). Essa abordagem foi aplicada por conta da
altissima variabilidade desse marcador, para evitar o alto nimero de ambiguidades
gue inviabilizaria a interpretacdo da rede. Entretanto, os mesmos dados estdo
ilustrados em outra rede (Figura 17B) que exibe todos os haplotipos, incluindo
agueles exclusivos de um unico individuo. A segunda rede foi construida utilizando o
método minimum spanning que, diferente do método usual denominado como
median joining, gera apenas uma rede mais provavel, sem gualquer ambiguidade. O
programa que utiliza este método, no entanto, ndo apresenta os haplétipos em
tamanhos proporcionais nem mesmo é permitido edita-los; somente sua estrutura €
exibida. A Figura 17 mostra dois grupos bastante distintos: populacbes do Caribe e
populacdes do Brasil. Ao contrario das andlises com Fgt, a rede de haplétipos
brasileiros ndo indica estruturacdo populacional uma vez que os haplétipos séo
compartilhados por todas as localidades.
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Figura 16: Rede haplotipica da regido controle mitocondrial de C. gasar.
Os circulos denotam os nimeros relativos de amostras representadas
em cada haplétipo. As linhas entre os haplétipos estdo proporcionais ao
numero de passos mutacionais, com exce¢dao daquelas linhas com
nimeros em vermelho. Tais numeros representam a quantidade de
passos mutacionais nessas linhas.

PB2 7] PElIH BM. BA2 | RI1 SP1 PR1. sc ssm'
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Figura 17: Redes haplotipicas da regido controle mitocondrial de C. rhizhophorae. Em (A), a rede exibe apenas os haplétipos com frequéncia maior que 1 individuo. Os
circulos denotam os numeros relativos de amostras representadas em cada haplétipo. As linhas entre os haplétipos estédo proporcionais ao nimero de passos mutacionais,
com exce¢do da linha com nimero em vermelho, que representa a quantidade de passos mutacionais nessa linha. Em (B), uma representacdo da estrutura da rede

haplotipica, onde todos os haplétipos compdem a rede.
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A relacdo de similaridade entre as populacdes de C. gasar e C. rhizophorae
estd representada na Figura 18, através de arvores de Neighbour-Joining. As
arvores recuperam a mesma estrutura observada na rede. Nas Figuras 18A e 18B,
os 3 grupamentos distintos de C. gasar formados por amostras da Africa, Norte e Sul
do Brasil sdo aparentes. E na Figura 18C, a grande distancia filogenética entre o
tédxon do Caribe e as populacdes brasileiras é evidente.
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Figura 18: Arvores de Neighbor-Joining com o modelo evolutivo K2P baseado nas sequéncias de regido controle
de C. gasar (A e B) e C. rhizophorae (C). A e B) Em vermelho e azul, estédo indicados os clados das populagdes
do norte e sul do Brasil, respectivamente. Em verde, as ostras da Africa. Os individuos sem cor sd0o uma mistura

de individuos do norte, sul e Guiana Francesa. C) Em laranja, as ostras do Caribe.

A andlise molecular de variancia (AMOVA) foi realizada a fim de testar
estatisticamente as possiveis particbes entre as populacdes. Nesta andlise, um

agrupamento foi considerado mais adequado para explicar a distribuicdo espacial
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dos haplétipos em subpopulacdes quando ele maximizava a parcela da variancia
entre grupos (®Pcr) € minimizava a variancia entre as populacdes dentro dos grupos
(Psc). Diversas combinacbes de grupamentos foram testadas para cada espécie e
parte dessas esta exposta nas Tabelas 6, 7 e 8. Para C. gasar (Tabela 8), os testes
foram baseados na configuragdo da rede de haplétipos e foram testados até 6
grupamentos. Aquele que maximizou a parcela da variancia entre grupos foi o de
nimero 24 da Tabela 6, com 5 grupos distintos, que séao referentes a: 1) grupo
africano (SEN1 + SEN2), 2) Guiana Francesa (GUI), 3) grupo do norte do Brasil (PA,
MA2, MAL, PI, PB2, BA5, BA4, BA3, BA2), 4) RJ1 e 5) grupo sul do Brasil (SP2,
SP1, PR1, PR2 e SC). Essa subdivisdo respondeu a 75,53% da variancia
encontrada e foi significativa (p = 0,00).

Como para C. rhizophorae a rede haplotipica ndo exibiu grupamentos claros
gue servissem de base para os testes da AMOVA, foi realizada uma analise espacial
molecular de variancia (SAMOVA), que € essencialmente igual a AMOVA, mas
incorpora a informacdo espacial na forma das coordenadas geogréficas dos
haplotipos, excluindo a necessidade de definir os grupos a priori. Os critérios
estabelecidos para escolha do grupamento mais adequado foram os mesmos
utiizados para AMOVA, condicionado ao sentido geografico, ou seja, um
grupamento sO poderia ser considerado caso envolvesse apenas populacoes
adjacentes. As populagBes do Caribe foram excluidas da andlise, uma vez que séo
extremamente diferenciadas geneticamente e poderiam causar um viés. O numero
de grupamentos testados variou de 2 até 12 e seus resultados estdo expostos na
Tabela 9. A configuracdo que maximiza a variacdo genética é a de 3 grupamentos
respondendo por 9,63% (®cr = 0,096) da variagdo entre grupos presente, onde
haveria uma notéria diferenciacdo entre as amostras do norte e sul da costa do
Brasil, e 0 RJ1 seria um estoque a parte. No entanto, 0os grupamentos resultantes da
SAMOVA ndo atendem a segunda condicdo de escolha dos grupamentos sobre
manter um sentido geogréfico. Apesar de os resultados da SAMOVA nao atenderem
a todas as condicbes pré-estabelecidas, sdo um indicativo do nimero provavel de
grupamentos presentes nas populacbes de C. rhizophorae bem como de que ha
uma estruturacao entre as populacdes do norte e sul. O resultado da SAMOVA de C.
rhizophorae serviu como base para os testes da AMOVA onde grupamentos que
variaram de 2 a 5 foram testados (Tabela 10). A melhor configuracéo testada foi a de

nimero 7 com 3 grupamentos, cuja variagcdo entre grupos foi de 9,42%,
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correspondendo a: 1) norte do Brasil, Espirito Santo e parte do Rio de Janeiro (PI,
CE, RN, PB2, PB1, PE1, PE2, BA5, BA4, BA3, BAl, ES2, ES1, RJ1 e RJ2); 2) RJ3 e
SP3 e 3) o sul do Brasil (SP1, PR1, PR2 e SC).
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Tabela 8: Andlise molecular de variancia (AMOVA) baseado em sequéncias de regido controle mitocondrial de C. gasar. O grupamento mais provavel, com maior ®cr e menor ®Psc

esta destacado em negrito. As populagdes com a mesma cor pertencem ao mesmo grupamento.

GUI GUI GUI GUI GUI GUI GUI GUI GUI GUI GUI GUI GUI GUI GUI GUI GUI GUI GUI GUI GUI GUI GU
PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA
MA2 [MA2 | MA2 | MA2 | MA2 |MA2 | MA2 [MA2 | MA2 |MA2 [MA2 [MA2 | MA2 |MA2 |[MA2 |MA2 | MA2 (MA2 | MA2 |MA2 [ MA2 [MA2 | MA2
MA1l [MAl1 | MA1 |MA1l | MA1 |MAl1 | MA1 [MAl1 | MA1 |MAl1 [ MA1l [MAl1 | MA1 |MA1l [ MAl1 |MAl1 | MA1 (MAl1 | MA1 |MA1l [ MA1l [MAl1 | MAl
Pl PI Pl PI PI PI Pl PI Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl PI Pl Pl Pl
PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB
PE2 (PE2 |PE2 |PE2 |PE2 |PE2 |PE2 |PE2 |PE2 |PE2 (PE2 (PE2 |PE2 |PE2 [(PE2 |PE2 |PE2 |PE2 [PE2 |PE2 |PE2 [(PE2 |PE2
PE1 (PE1 |PE1 |PE1 |PE1 |PE1 |PE1 |(PE1 |PE1 |PE1 (PE1 (PE1 |PE1 |PE1 |(PE1 |PE1 |PE1 |PE1 [(PE1 |PE1 |PEl1 [PE1 |PE1l
BA5 (BA5 |BA5 |BA5 |[BA5 |BA5 |BA5 |[BA5 |BA5 |BA5 (BA5 (BA5 |BA5 |BA5 [BA5 |BA5 |BA5 |BA5 [BAS5 |BA5 |BA5 [BAS5 |BAS5
BA4 [(BA4 |BA4 |BA4 |BA4 |BA4 |BA4 |BA4 |BA4 |BA4 (BA4 (BA4 |BA4 |BA4 (BA4 |BA4 |BA4 |BA4 | BA4 |BA4 | BA4 [(BA4 | BA4
BA3 [(BA3 |BA3 |BA3 |BA3 |BA3 |BA3 |BA3 |BA3 |BA3 |(BA3 [(BA3 |BA3 |BA3 [BA3 |BA3 |BA3 |BA3 [BA3 |BA3 |BA3 [BA3 |BA3
BA2 [(BA2 |BA2 |BA2 |BA2 |BA2 |BA2 |BA2 |BA2 |BA2 |(BA2 (BA2 |BA2 |BA2 [BA2 |BA2 |BA2 |BA2 [BA2 |BA2 |BA2 [BA2 |BA2
RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1
SP2 [SP2 |SP2 |SP2 |SP2 |SP2 [SP2 |SP2 |SP2 [SP2 |SP2 |SP2 |SP2 |SP2 |SP2 |SP2 [SP2 |SP2 |SP2 [(SP2 |SP2 |SP2 |SP2
SP1 |SP1 |SP1 [(SP1 |SP1 |SP1 [(SP1 |[SP1 |SP1 |SP1 |[SP1 |SP1 |SP1 [(SP1 |SP1 |SP1 [SP1 (SP1 |SP1 |SP1 [SP1 |SP1 |SP1
PR1 |PR1 |PR1 (PR1 |PR1 |PR1 (PR1 |[PR1 |PR1 |PR1 |[PR1 |PR1 |PR1 (PR1 |PR1 |PR1 (PR1 (PR1 |PR1 |PR1 [PR1 |PR1 |PR1
PR2 |PR2 |PR2 (PR2 |PR2 |PR2 (PR2 |[PR2 |PR2 |PR2 |PR2 |PR2 |PR2 (PR2 |PR2 |PR2 (PR2 (PR2 |PR2 |PR2 [PR2 |PR2 |PR2
SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC
SEN1 | SEN1 | SEN1 [ SEN1 | SEN1 | SEN1 [ SEN1 [ SEN1 | SEN1 | SEN1 | SEN1 | SEN1 | SEN1 [ SEN1 | SEN1 | SEN1 [ SEN1 [ SEN1 | SEN1 | SEN1 [ SEN1 | SEN1 | SEN1
SEN2 | SEN2 | SEN2 | SEN2 | SEN2 | SEN2 [ SEN2 [ SEN2 | SEN2 | SEN2 | SEN2 | SEN2 | SEN2 | SEN2 | SEN2 | SEN2 [ SEN2 [ SEN2 | SEN2 | SEN2 [ SEN2 | SEN2 | SEN2

@5, [ 0,729] 0,776 0,770 0,754 | 0,774| 0,757 | 0,743| 0,745 | 0,676 | 0,734 | 0,736 | 0,728| 0,734| 0,736 | 0,747 | 0,727 | 0,727 | 0,730| 0,726] 0,729 | 0,731 0,762 | 0,766

Egg&:gqgﬁi p s | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000| 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0,000 0,000 ©0,000| 0,000 0,000 | 0,000| 0,000
% | 27,08| 22,38| 22,99 | 24,63 | 22,64 | 24,29 | 2568 | 25,52 | 32.42| 26,58 | 26,40 | 27,24 | 26,58 | 26,35 | 25,26 | 27,26 | 27,27 | 27,01| 27,42 | 27,06 | 26,90 | 23,79 | 23.45

Entre @ | 0,126 | 0,139 | 0,134 | 0,148 | 0,134 | 0,135 | 0,120 | 0,079 | 0,078 | 0,083 | 0,090 | 0,105 | 0,083 | 0,057 | 0,062 | 0,105 | 0,050 | 0,051 | 0,048 | 0,047 | 0,025 | 0,044 | 0,044

populagdes, | p ds | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,003 | 0,014 | 0,012 | 0,007 | 0,096 | 0,010 | 0,003
degnrﬁgodsos % 391 | 362 | 355 | 429 | 349 | 379 | 351 | 218 | 274 | 241 | 263 | 320 | 241 | 160 | 1,67 | 3,19 | 1,44 | 1,44 | 1,38 | 1,33 | 0,69 | 1,09 | 1,09
®c; | 0,690] 0,740 0,735 0,711 0,739 0,719 0,708| 0,723 | 0,648 | 0,710 0,710 0,696 | 0,710 0,721 | 0,731 | 0,696 | 0,713 | 0,716 0,712| 0,716 | 0,724 | 0,751 ] 0,755

gES;t)Les p ®cr | 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,000| 0,000 | 0,000 0,000| 0,000 | 0,000 | 0,000| 0,000 | 0,000| 0,000| 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000| 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000

% | 69,01 7399| 73,46 | 71,08| 73,87| 71,91 | 70,82 | 72,30| 64,84 | 71,01| 70,97 | 69,56 | 71,01 | 72,05 | 73,07 | 69,55 | 71,29| 71,56 | 71,20 | 71,61 | 72,41 | 75,12 | 75,47




Tabela 9: Andlise espacial molecular de variancia (SAMOVA) com dados de regido
controle mitocondrial de C. rhizophorae. As populagdes com a mesma cor pertencem a
um mesmo grupamento. N = nimero de grupamentos testados na SAMOVA. A coluna

em destaque equivale ao grupamento com maior ®cr As amostras do Caribe ndo estdo

incluidas.
N= 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
PI Pl PI PI PI P PI PI PI
CE CE CE
PB2 | PB2 PB2

PB1 PB1 PB1 PB1 PB1 PB1 PB1 PB1 PB1
PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2
PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1
BAS BAS5 BA5 BA5 BAS BAS5 BA5 BA5 -
BA4 BA4 BA4 BA4 | BA4 BA4 BA4 BA4 | BA4
BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3
BAl1 BA1l BA1l BA1l BAl1 BA1l BAl1 BA1l BA1
ES2 ES2 ES2 ES2 ES2 ES2 ES2 ES2 ES2
ES1 ES1 ES1 ES1 ES1 ES1 ES1 ES1 ES1
RJ1 RJ1 RJ1 RJ1
RJ2 RJ2 RJ2 RJ2
RJ3 RJ3 RJ3
SP3 | SP3 SP3
SP1 | SP1 SP1 SP1
PR1 PR1 PR1 PR1
PR2 PR2 PR2 PR2
SC SC SC SC

Py 0,097| 0,093 0,091] 0,085
p Psr 0,000| 0,000| 0,000| 0,000| 0,000| 0,000| 0,000| 0,000| 0,000
% 90,34| 90,65| 90,93 | 91,53| 91,69 92,13| 92,85| 92,90| 94,14
<DSC ) ) ) ) ) )
0,003| 0,001} 0,001| 0,004]| 0,004| 0,006| 0,012| 0,011]| 0,024
p ®sc 0,000( 0,000| 0,000 0,000| 0,000| 0,001} 0,000{ 0,027| 0,000
% 0,23 0,22y 0,05| -0,40|] 0,35] -0,54]| -1,09 1,02] -2,23
Pcr 0,094| 0,092] 0,090| 0,089| 0,087| 0,084| 0,082| 0,081 0,081
p ®cr 0,000| 0,000| 0,000| 0,000| 0,000| 0,000| 0,000 0O,000| 0,000
% 9,43 9,23] 9,02 8,86 8,66 8,41| 8,24 8,12 8,09
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Tabela 10: AMOVA baseado em sequéncias da regido controle mitocondrial de C. rhizophorae . As populagdes com mesmacor pertencem ao mesmo

grupamento e o grupamento em destaque foi selecionado como aquele que melhor representaria a estruturagéo dessas popula¢des. As amostras do Caribe

nao forma incluidas.

1 2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 14 15
SP3 SP3

SP1 SP1 SP1 SP1

PR1 PR1 PR1 PR1

PR2 PR2 PR2 PR2

SC SC SC SC
Dsr 0,093 0,095 0,086 0,085 0,088 0,090 0,092 0,096 0,075 0,100 0,087 0,088 0,087 0,088
p Os; 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
% 90,64 90,53 91,38 91,55 91,22 90,98 90,70 90,39 92,46 89,99 91,32 91,17 91,25 91,21
Dsc 0,013 0,008 0,017 0,019 0,000 0,084 0,012 0,009 0,020 0,015 0,001 -0,002 0,001 -0,001
p Osc 0,035 0,115 0,008 0,008 0,529 0,219 0,043 0,093 0,007 0,023 0,470 0,699 0,450 0,677
% 1,21 0,75 1,58 1,77 0,03 0,57 1,14 0,82 1,89 1,39 0,13 -0,17 0,10 -0,11
Dcr 0,081 0,087 0,070 0,067 0,087 0,084 0,081 0,088 0,056 0,086 0,085 0,090 0,086 0,089
p ®cr 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
% 8,14 8,71 7,04 6,68 8,74 8,44 8,16 8,79 5,64 8,63 8,55 9,01 8,65 8,90
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4.1.2 Andlise demogréfica

Testes estatisticos originalmente desenvolvidos para avaliar a neutralidade
seletiva das mutacdes foram depois adaptados para testar a expansao
demogréfica recente, pois os dois fendbmenos (selecdo natural e expanséo
populacional) tém efeitos semelhantes na mudanca de proporcdes de
hapl6tipos comuns e raros nas populacbes. Normalmente a discriminacédo
entre os dois é feita através de simulacbes de expansdes, de modo que,
guando os dados ndo sdo incompativeis com modelos de expansdo a
interpretacdo dada é demografica e nao seletiva. Isso é particularmente
justificavel quando as regibes consideradas ndo sao codificantes, como € o
caso da regidao controle mitocondrial usada nesta tese. Os testes de
neutralidade Tajima D e Fs de Fu foram efetuados para as duas espécies e
seus resultados séo apresentados nas Tabelas 11 e 12, incluindo seus valores
de p associados. Os valores de Tajima D significativos foram negativos pra
todas as populacbes das duas espécies, indicando que haja um excesso de
variantes com nucleotideos raros quando comparado ao esperado sob um
modelo neutro de evolucdo, indicando expansdo populacional. Para C. gasar,
guase todas as populagbes do sul mostraram desvios de neutralidade (SP1,
PR1, PR2 e SC), bem como as populacbes africanas e quatro populacées do
nordeste (PB2, PE2, BA5 e BA4). Em C rhizophorae, apenas 6 populagcdes das
23 analisadas exibiram desvio de neutralidade de acordo com os valores de p
para Tajima D: PI, BA5, BA3, ES1, RJ2 e SP1. Os valores de FS de Fu, que se
baseia na distribuicAo dos haplétipos, foram significativos para um ndamero
maior de populacbes e também exibiram valores negativos para todas,
indicando um excesso de haplétipos raros além do que seria esperado sob
neutralidade. Considerando as duas analises, a hipotese de evolu¢do neutra foi
rejeitada para todas as populagbes, exceto as duas populacées do Caribe
(CRB1 e CRB2). Dessa maneira, fez-se necesséaria uma analise da distribuicao
das diferengcas (Mismatch Distribution Analysis) (110) a fim de discriminar entre
as duas possiveis hipoteses que explicariam esse resultado: sele¢do natural ou

expansao populacional.



Tabela 11: Testes de neutralidade para as populagces de C.
gasar, baseado em sequéncias da regido controle — D de
Tajima e FS de Fu. Os valores em cinza foram significativos (p
< 0,05).

Teste D de Tajima Teste FS de Fu
D valor de p Es valor de
Tajima (D Tajima) p (FS)

GUI -0,372 0,364 -6,196 0,008
PA 0,000 0,757 0,308 0,365
MA2  -1,110 0,098 -0,261 0,254
MA1 -1,114 0,130 -9,887 0,003
Pl 0,000 0,764 0,458 0,389
PB2 -2,002 0,002 -2,236 0,123
PE2 -0,845 0,203 -4,628 0,003
PE1 -2,225 0,002| -17,674 0,000
BAS -1,927 0,018 -1,578 0,231
BA4 -1,826 0,016 -5,910 0,007
BA3 -1,491 0,054| -10,323 0,000
BA1l 0,000 0,933 1,609 0,709
RJ1 1,704 0,985 4,313 0,971
SP2 -0,710 0,259 -0,887 0,090
SP1 -2,565 0,000 -25,864 0,000
PR1 -2,550 0,000 -17,765 0,000
PR2 -2,171 0,003 -3,938 0,007
SC -2,582 0,000| -13,514 0,000
SEN1 -1,607 0,013 0,367 0,476
SEN2 -1,861 0,011 -3,977 0,006



Tabela 12: Testes de neutralidade para as populagcbes de C.
rhizophorae, baseado em sequéncias da regido controle — D de
Tajima e FS de Fu. Os valores em cinza foram significativos (p <
0,05).

Teste D de Tajima Teste FS de Fu
D valor de p (D Fs valor de p
Tajima Tajima) (FS)

CRB1 -1,361 0,083| -0,093 0,538
CRB2 -1,562 0,051| -0,459 0,154
Pl -1,705 0,029 -25,070 0,000
CE -0,811 0,243| -3,273 0,017
RN -1,293 0,079 -19,689 0,000
PB2 -0,453 0,348 -1,985 0,051
PB1 -0,855 0,193 -11,875 0,000
PE2 -0,919 0,195| -7,777 0,001
PE1 -0,754 0,250 -5,750 0,001
BAS -1,540 0,038 -7,590 0,000
BA4 -0,917 0,212| -3,064 0,018
BA3 -1,628 0,033| -1,925 0,137
BAl -1,047 0,153| -7,353 0,000
ES2 -0,596 0,393| -1,554 0,100
ES1 -1,798 0,015| -16,780 0,000
RJ1 0,183 0,622| 0,886 0,708
RJ2 -1,720 0,022 -17,745 0,000
RJ3 -0,389 0,477| -0,946 0,138
SP3 0,768 0,741} 1,020 0,704
SP1 -1,932 0,002 | -15,699 0,000
PR1 -1,473 0,058]| -10,997 0,000
PR2 -0,453 0,342 0,466 0,622
SC -0,370 0,406| -1,420 0,144
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A analise da distribuicdo das diferencas foi submetida a grupos de
populacdes previamente observados na rede haplotipica e AMOVA. Por
conseguinte, a andlise foi realizada para 4 grupos de populacdes distintos de
C. gasar: 1- GUI; 2- norte do Brasil (PA, MA2, MAL, PI, PB2, BA5, BA4, BA3,
BA2); 3- sul do Brasil (RJ1, SP2, SP1, PR1, PR2 e SC ) e 4- Africa (SEN1 e
SEN2) (Figura 19). O mesmo se sucedeu para C. rhizophorae, onde dois
grupos foram analisados (Figura 20): 1- Norte da costa do Brasil (CE, RN, PB2,
PB1, PE1l, PE2, BA5, BA4, BA3, BAl, ES2, ES1); 2- Sul da costa do Brasil
(RJ1, RJI2, RJ3, SP3, SP1, PR1, PR2 e SC). As populacbes do Caribe foram
excluidas da analise, pois os valores obtidos nos testes de neutralidade néo
foram significativos. Os parametros estimados para a analise da distribuicdo
das diferencas sob um cenario de expansdo demografica encontram-se na
Tabela 13 para C. gasar e C. rhizophorae. Os valores de p associados ao valor
estimado para a soma dos quadrados dos desvios foram significativos apenas
para Guiana Francesa (GUI), rejeitando a hipétese de expansdo populacional
para esta localidade. Em todos os grupos restantes analisados a hipotese de
expansdo nao foi rejeitada, sugerindo que essas populacdes estejam em
crescimento demogréafico. Esta hipétese € graficamente representada nas
Figuras 19 e 20, onde a distribuicho se mostra unimodal, refletindo a
possibilidade de uma expanséo recente (110).

Um dos parametros estimados é o tau (1) que esta relacionado com o

tempo de expansao através da formula:
T
t=—-x—
2 u
Onde t é o tempo decorrido desde a Ultima expansdo e u é a probabilidade
cumulativa de substituicdo, estimada a partir de p (taxa de substituicéo).

Schenekar and Weiss (142) atentaram para 0 erro comum cometido em

diversas publicacbes que confundiram u com Q. Para calcular u,

My

Onde, pb é o tamanho da sequéncia analisada.
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A taxa de mutacdo utilizada para a regido controle mitocondrial nesta
tese foi de 14,84x10°®. Na auséncia de qualquer trabalho realizado com regido
controle mitocondrial de Crassostrea spp. e sua taxa de mutagdo, a estratégia
utilizada foi uma aproximacdo baseada em outras informacdes disponiveis.

Foi observado que a taxa de mutagdo para citocromo oxidase | de
invertebrados marinhos seria de 5,3x10® (143). Ao mesmo tempo, foi
observado que taxa de mutacdo da regidao controle seria 2,8 (144) vezes a taxa
de mutacdo dos outros genes mitocondriais. Com base nas informacdes
anteriores, a taxa de mutacdo da regido controle mitocondrial de Crassostrea
spp. foi estimada como sendo 2,8 vezes maior que a taxa mutacao de COI de
invertebrados marinhos (5,3x10®), que resultou em 14,84x10®. Esse valor foi
usado nos calculos de estimativa do tempo transcorrido desde a Ultima
expansao baseado em T e nas analises de Bayesian Skyline Plot. A Tabela 13
mostra o0 tempo calculado para cada grupo em gue foi detectada uma provavel
expansao populacional na analise da distribuicdo das diferencas. Em C. gasar,
0 grupo do sul teve sua expansao demografica estimada como a mais recente,
em torno de 2700 anos, e 0 grupo com expansdo mais antiga foi aquele
formado pelas populagdes do norte do Brasil (aproximadamente 22,9 mil anos).
As estimativas sugerem que 0 grupo africano comecou sua expansao logo
apos as populagbes do norte, ha 16,7 mil anos. Ainda na mesma tabela, as
estimativas do tempo decorrido desde a Ultima expansdo para C. rhizophorae
foram maiores: a populacdo do norte teria iniciado sua expansao ha 65,8 anos,

enquanto a populacdo do sul ha 56,6 mil anos atras.
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Figura 19: Andlise da distribuicdo das diferencas das sequéncias da regido controle mitocondrial de C.

gasar. As linhas cheias indicam o comportamento esperado sob um cenario de expanséo e as linhas

pontilhadas o comportamento observado.
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Figura 20: Analise da distribuicdo das diferencas das sequéncias da regido controle mitocondrial de C.
rhizophorae. As linhas cheias indicam o comportamento esperado sob um cenario de expanséo e as
linhas pontilhadas o comportamento observado.
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Tabela 13: Parametros estimados para a analise da distribuicdo das diferencas sob um cenario de expansao demografica para ambas as espécies. SSD
=soma dos quadrados dos desvios, p (S.S.D .)= valor de p associado, 1/u = tempo mutacional calculado a partir de p (14,84 x 10®), T = tempo decorrido
desde a Ultima expansdo. Em cinza, as os valores de p estatisticamente significativos, que rejeitam a hipdtese de expansdo demogréfica. *Em C. gasar:
Africa = SEN1 e SEN2; Norte = PA, MA2, MA1, PI, PB2, PE2, PE1, BA5, BA4, BA3 e BA1,; Sul = RJ1, SP2, SP1, PR1, PR2 e SC. aEm C. rhizophorae: Norte
=PI, CE, RN, PB2, PB1, PE2, PEL, BA5, BA4, BA3, BAl e ES2; Sul = ES1, RJ1, RJ2, RJ3, SP3, SP1, PR1 e SC.

p 1/u T

6o 0, T S.S.D. (S.S.D) (anos) (anos)
GUI 0 100 22,14 0,0326 0,004 - -
*Africa 3,18 509,38 2,64 0,0056 0,748 12650 16693
*Norte 0,028 29,98 3,62 0,0053 0,150 12650 22880
*Sul 2,354 100 0,430 0,0063 0,674 12650 2720
C.
rhizophorae
aNorte 0,000 4,619 3,570 10,0145 0,401 36865 65803

aSul 0,005 80,0 2,908 0,0024 0,153 36865 53601
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As analises de bayesian skyline plot (BSP) foram realizadas para todos os
grupos gque indicaram expansdo populacional através do mismatch distribution,
com excecao do grupo africano, pois segundo o Dr. Oliver Pybus (comunicacéo
pessoal) € recomendado utilizar entre 20 e 30 sequéncias para uma analise de
BSP, uma vez que os limites de confianga levam em conta o tamanho amostral.

A Figura 21 mostra os gréficos de BSP para os grupos do norte (A) e sul
(B) de C. gasar. Em ambos os gréficos, estdo marcados dois pontos distintos de
expansao, de acordo com o aclive da curva. Os pontos mais recentes coincidem
com os valores estimados para o tempo transcorrido desde a Ultima expansdo
através do 1. Para a populacdo do norte, o ponto mais recente de expansao
ocorre ha 12 mil anos, aproximadamente, e um segundo ponto aparece ha cerca
de 22 mil anos. A populacdo do sul tem dois pontos de expansdo, onde a mais
recente teria ocorrido ha cerca de 5 mil anos e a anterior, ha 11 mil anos. Ambos
0S grupos demonstram ter iniciado sua expansdo populacional no fim da dltima
glaciacdo, ap6s uma reducdo populacional.

Os gréficos de BSP de C. rhizophorae indicam uma expansdo demografica
mais antiga, em convergéncia com os resultados a partir de T (Figura 22). O grupo
das populacdes do norte do Brasil exibe uma expansdo a partir de 65 mil anos
atras, enquanto as popula¢des do sul parecem ter comecgado a se expandir ha 55
mil anos. Em ambos 0s casos, a expansao nao parece ter sido precedida de uma
reducdo populacional efetiva e a expansdo teria ocorrido logo apés um pico
anterior ao ultimo maximo glacial (LGM).
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Figura 21: Graficos de Bayesian Skyline Plot (BSP) baseado nas sequéncias da regido controle
mitocondrial de C. gasar, com amostras das populagdes do (A) norte (PA, MA2, MA1, PI, PB2, PE2,
PE1, BA5, BA4, BA3 e BAL) e (B) sul (RJ1, SP2, SP1, PR1, PR2 e SC). Em azul, estdo demarcados
os limites para os intervalos de maior densidade a posteriori com 95% de probabilidade. LGM: Ultimo
méaximo Glacial.
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Figura 22: Gréficos de Bayesian Skyline Plot (BSP) baseado nas sequéncias da regido controle mitocondrial de

C. rhizophorae, com amostras das populages do (A) norte (PI, CE, RN, PB2, PB1, PE1, PE2, BA5, BA4, BA3,

BAl e ES2) e (B) sul (RJ1, SP2, SP1, PR1, PR2 e SC). Em azul, estdo demarcados os limites para os

intervalos de maior densidade a posteriori com 95% de probabilidade. LGM: Ultimo maximo Glacial.




88

4.2 MICROSSATELITES

4.2.1 Sobre o desenvolvimento dos microssatélites

Uma etapa preliminar de andlise do polimorfismo de 21 pares de iniciadores (10
de C. gasar e 11 de C. rhizophorae) de microssatélites desenvolvidos nesta tese foi
realizada com cerca de 25 individuos advindos de uma Unica populacdo de cada
espécie’. Entretanto, quando da amplificacdo de todas as populacdes utilizadas neste
trabalho, 4 loci de C. gasar foram descartados pois ndo funcionavam para algumas
populacdes inteiras. Os 17 pares de iniciadores foram também testados em dois
individuos de C. virginica e outros dois de C. gigas, duas espécies economicamente
importantes do género. Os resultados da amplificagdo cruzada encontram-se na
Tabela 14, onde sdo mostradas as temperaturas 6timas para amplificacdo nessas

espécies. Todos os loci, exceto RHIZ18, amplificaram ao menos uma espécie.

Tabela 14: Teste de amplificacdo cruzada dos iniciadores
desenvolvidos para C. gasar e C. rhizophorae, testados em C.
virginica e C. gigas. Ta = temperatura de anelamento.

- C. virginica C. gigas
Iniciador Ta (°C) Ta (°C)
GASA5 56 54
GASA6 58 -
GASA9 58 -
GASA1l - 54
GASA15 60 54
GASA25 58 -

RHIZ3 54 -

RHIZ7 60 58

RHIZ8 60 60
RHIZ11 54 56
RHIZ13 54 56
RHIZ12 54 -
RHIZ19 58 56
RHIZ42 62 -
RHIZ49 56 54
RHIZ56 56 58

! 0 manuscrito deste trabalho encontra-se no Anexo e foi submetido a revista Molecular Biology Reports. Esta ainda sob
revisdo.
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O locus GASA25 foi posteriormente excluido devido ao baixo sucesso de
amplificacdo. Assim, com apenas 5 loci de microssatélites para C. gasar, decidimos
testar outros 5 pares de iniciadores espécie-especificos publicados recentemente (121)
e um par foi descartado pelo mesmo motivo. Por fim, seguimos as analises com 9 loci
para C. gasar e 11 loci para C. rhizophorae. Esses marcadores foram agrupados em
painéis considerando a faixa de distribuicdo dos tamanhos dos alelos. Aqueles
marcadores cujo tamanho dos alelos se sobrepunha foram amplificados utilizando

caudas marcadas com fluorescéncias distintas (VIC, 6-FAM, PET ou NED) (Tabela 15).

Foram analisadas 585 amostras para C. gasar e 593 amostras para C.
rhizophorae (Tabela 16). Na mesma tabela, o nimero de amostras para cada
populacdo encontra-se discriminado. Em algumas populacdes de C. gasar a proporcao
de dados faltantes (missing data) foi extremamente alta. Duas populacbes da Africa
(NIG e SEN1) e a populacdo da Guiana Francesa (GUI), apresentaram 45%, 37% e
40,8% de dados faltantes, respectivamente. Nao obstante tal proporcéo de auséncia de
dados ndo seja adequada, essas populacdes ndo foram excluidas na analise, dada sua
importancia geografica. As andlises utilizadas a seguir trabalham com dados faltantes
e, por isso, ndo houve qualquer impedimento metodolégico de seguir com as

abordagens pré-estabelecidas.



Tabela 15: Iniciadores de microssatélites utilizados nesta tese. *(121) / “Iniciadores desenvolvidos durante a execugéo desta tese.

Espécie Primer (5'-3") No de Motif Fluoréforo ;I’a

*CGC04 CTCCACTTGTTCAGTCTGCATC Sem ndmero (AG)21 VIC 60
CGGAAATAAC GACGGAAGACC

*CGEO03 GGATCCAGCAGGTGTTAGGG Sem nimero (AC)7 6-FAM 60
GTTGCAAGAGGGACAGTATCG

*CGFO05 CTGTGGGTCAACAGACATAGAGG Sem namero (AC)9 PET 60
GAGGATCCACCTTAACATGACC

*CGG07 GAACGACGTCACTTATCCCAAC Sem ndmero (CA)26 PET 60
GTCGCTCTGTAGGCCTATATTCTC

4GASA5 CTTGTAGAATGAGCTTGGCCTT KC335527 (GM17 PET 54

Crassostrea gasar GATCTGAGTGTCTGTGAG

4GASAG TTCTTTTCAACGAATTGAATCC KC335530 (GTT)57 NED 54
GACCTTTTCTGAACCAAACACA

4GASA9 TGTTAGGTTTGTAGGTGTACTG KC335528 (GTT)10 NED 54
GACGTGGTCTACTGTCTGAG

dGASA1L GGCTCGACATTTTCTATTCCAG KC335531 (CT)32 PET 60
AAAGTCTAATCACGGTCAACCC

4GASA15 ACAACATTGGTCTTTTGTGGCT KC335529 (ACA)4 6-FAM 60
AGCGAGTGTTTGTAAGGAGGAG

4GASA25 GGGGTGGGGTAGACAATTAAC KC335532 (CAA)ACATCAT(CAA)7 VIC 60

CAATTCCTTTTGTTTGTGTTGC

CGGCACTTCTTATGCCCTATAC

*RHIZ7 ATATTTGTCATCACCGAGCAGG KC335534 (TG)25 PET 64
CTGAATGTCCATAGCATACCAGAA

*RHIZ8 TGGGCTTAAATTGATAAGACGG KC335535 (CA21 VIC 60
CTTGTGCTGTATGGGTTTTCGT

*RHIZ11 GATTACAAAGGGGTAAACAAGACAG KC335543 (TTG)12(GTT)11 PET 54
TCAAGTGAAAACAAGTTCGCTC

*RHIZ12 TCGGTAGGTCAAAACCTTCAGT KC335541 (CA)22 6-FAM 58
TTACACGCTCCCAAATGTTGT Continua

Continuagdo

*RHIZ13 ATGGTAGTGAGAGCCACCAATC KC335539 (TG)6(GT)11 6-FAM 58



Crassostrea
rhizophorae

*RHIZ18

*RHIZ19

®RHIZ42

*RHIZ49

*RHIZ56

CATCCAGACCTCAATGTTACGA
GATCATTTTAACACAACACCCC
CATCATCTACTTCCTGCGAGAC
CTCCGAACTGTTCCACACAAGT
GATCATGGAGGGTGTATCATCGTGT
TTTGCAGAGAGTGGACGTAAG
AGTAAATGCTGTTCATACTTGGC
TGAACTGCATCAACTGAGGAAA
GCCAACCTGACCCACTATTTTA
CTCCTTACAGACCATGTGTTGC
CAAAACCCAAGTTTACCACGTT

KC335542

KC335540

KC335536

KC335537

KC335538

(AC)14
(TG)21A(GA)16
(CA)5(CA)5(AC)7(CA)5(CA)7
(CA)5(AC)7(CA)I(CA)S

CAA(6)N(CAC)ATAC(CAA)7

(TTG)4(TCG)5

NED

VIC

VIC

NED

PET

58

60

64

64

62
Conclusao

91



Tabela 16: Numero de individuos de cada localidade, para cada

espécie, analisados.

C. gasar C.
(9 loci) rhizophorae
(11 loci)
CRB1 - 25
CRB2 - 11
GUI 50 -
PA 10 -
MA2 12 -
MA1 59 -
PI 6 53
CE - 12
RN - 45
PB2 24 10
PB1 - 36
PE2 25 28
PE1 37 27
BAS5 24 30
BA4 21 13
BA3 28 14
BA2 3 -
BAl - 19
ES2 - 5
ES1 - 30
RJ1 11 29
RJ2 - 46
RJ3 - 6
SP3 - 7
SP2 4 -
SP1 65 55
PR1 63 66
PR2 15 11
SC 45 15
SEN1 22 -
SEN2 15 -
NIG 46 -
TOTAL 585 593

Total de

amostras
analisadas

92
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4.2.2 Analise dos erros de genotipagem

Além de os possiveis erros de atribuicdo das classes de alelos terem
sido submetidos a uma correcdo pelo programa FLEXIBIN, os dados
genotipicos foram também analisados no programa MICROCHECKER em
busca de erros de genotipagem ou presenca de alelos nulos. Quando em
condicdo de excesso de homozigotos, o programa indica a possibilidade de ter
havido erros de atribuicdo, ou dropout de alelos maiores e, especialmente,
indica a presengca de alelos nulos. Muitos loci demonstraram conter um
excesso de homozigotos em quase todas as localidades, mas nenhum deles
indicou erros de atribuicho. Em todos o0s casos, 0 programa apontou a
existéncia de alelos nulos.

Foi calculada uma estimativa da frequéncia de alelos nulos através do
método elaborado por Van Oosterhout (145) cujos resultados estao
disponiveis nas Tabelas 17 e 18, para C. gasar e C. rhizophorae,
respectivamente. Em C. gasar a maior estimativa de propor¢ao de alelos nulos
foi obtida para a populagdo PE2, no locus GASA5, cujo valor foi de 38%, muito
proximo do maior valor encontrado para C. rhizophorae (40,9%) na populacdo
RJ2, locus RHIZ18. E perceptivel que C. rhizophorae apresentou,
proporcionalmente, mais populacdes com loci com alelos nulos do que C.
gasar. Tais resultados conduziram ao calculo do coeficiente Fs por populagédo
por locus (dados ndo mostrados). Este indice refere-se ao desvio médio das
propor¢des de Hardy-Weinberg dentro das sub-populagBes. A andlise obteve
um valor médio considerado muito alto para o locus RHIZ18 (47,8%) e, por este
motivo, este locus foi excluido das andlises posteriores, restando 10 loci
analisados para C. rhizophorae.
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Tabela 17: Frequéncias estimadas de alelos nulos através do teste de Van Oosterhout (145) para cada locus de C. gasar. Os niUmeros marcados em cinza equivalem aos loci

que tiveram a presenca de alelos nulos detectada pelo programa Microchecker com p < 0,05. As populagBes BA2, RJ1 e SP2 ndo foram analisadas devido a auséncia de

dados suficientes.

GUI PA MA2 MA1 Pl PB2 PE2 PE1 BA5 BA4 BA3 SP1 PR1 PR2 SC SEN1 SEN2 NIG
CGCo04 0,0348 0,1446 0,0844 0,1162 0,1412 0,1481 -0,0217  -0,0175 0,0353 -0,0429 0,0773 0,0986 0,0177 0,0487 0,0165 0,0783 0,0429 0,1668
CGEO3 0,1639 0,1289 0,1391 0,1192  -0,1092 0,2239 0,244 0,1725 0,206 0,0226 0,1237 0,2161 0,0432 0,0376 0,0663  -0,0201  -0,0066 0,2106
CGFO05 0,0336  -0,3167 0,0394 0,0167 0,0903 0,001  -0,0049 0,0698 0,022 0,0719 0,055  -0,0427 0,0148 -0,0255  -0,0441 -0,0015  -0,0024 0,095
CGGO7 0,3413 0,1936  -0,0135 0,309 0,1959 0,1693 0,2441 0,2087 0,1335 0,3376 0,2201 0,3768 0,2128 0,2896 0,2642 0,1552 0,1123 0,1034
GASA5S 0,0854 0,2323 0,0205 0,2433 0,2361 0,1506 0,3867 0,233 0,1575 0,2248 0,179 0,1859 0,2029 0,1577 0,1983  -0,1544  -0,0608 0,2308
GASAG 0,1215 0,3198 0,2854 0,0684 0,0903 0,2349 0,1843 0,2278 0,1745 0,0088 0,0986 0,2527 0,2063 0,0477 0,3069 0,1559 0,102 0,2895
GASA9 0,046 0,1209 0,0787 0,0446 0,0231 0,0862 0,1341 0,0626  -0,0369 -0,156 -0,106  -0,0038 -0,0917 -0,0388 -0,1263 0,0161  -0,0556 0,0141
GASAll 0,062 0,0862  -0,0209 0,04 0,1046 0,1142 0,0603 0,1743 0,0319 -0,0439 0,1026 0,1719 0,1215 0,2019 0,163 0,1228 0,1344 0,1455
GASA15 -0,0368  -0,1569 0 -0,018 0 -0,0241 -0,023 0 0,1667 -0,0766 0,2016 0,1481  -0,0388 -0,15  -0,0112 -0,0392 0,1226  -0,1301
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Tabela 18: Frequéncias estimadas de alelos nulos através do teste de Van Oosterhout (145) para cada locus de C. rhizophorae. Os nimeros marcados em cinza equivalem

aos loci que tiveram a presenca de alelos nulos detectada pelo programa Microchecker com p < 0,05. As populagfes ES2, RJ3 e SP3 ndo foram analisadas devido a auséncia

de dados suficientes.

CRB1 CRB2 Pl CE RN PB2 PB1 PE2 PE1 BAS BA4 BA3 BAl ES1 RJ1 RJ2 SP1 PR1 PR2 SC
RHIZ19 0,1371  0,2782  0,2053  0,0946 0,187 0,0463 0,0995 0,2218 0,1878 0,1649 0,1407 0,233 0,1501 0,1173  0,1069 0,173 0,0816 0,1288 0,0472 0,0676
RHIZ42 0,1128 0,1615 0,1154 -0,0138 0,103 0,0904 0,0964 0,0651 0,0001 0,0394 -0,0005 -0,0215 0,1657 0,0607 0,2366 0,2172 0,1277 0,0751 0,1006 0,0966
RHIZ49 0,1745 0,0678 0,1311 0,142 0,189 0,0609 0,562 0,2006 0,0747 -0,0078 0,1252 0,1653 0,1764 0,046  0,1584 0,14 0,1772 0,2523 0,0825 0,0884
RHIZ56 0,1261 0,1581 0,1691 0,576 0,779 0,2877 0,2736 0,1758 0,0926 0,1508 0,0551 0,1466 0,0502 0,1337 0,2434 0,18 0,1594 0,1458 0,1253 0,0812
RHIZ3 0,1371  0,2782 0,2053  0,0946 0,187 0,0463 0,0995 0,2218 0,1878 0,1649 0,1407 0,2031 0,501 0,1173  0,1069 0,173 0,0816 0,1288 0,0472  0,0676
RHIZ8 0,2117 -0,068 0,0856 0,0848 0,1145 -0,0998 0,0834 0,0073 0,0523 0,0858 -0,0091 0,068  0,1995 0,175 0,1 01754 0,0787 0,0842 0,1262 0,1565
RHIZ11 0,0712 -0,0599 0,0086 0,0284 -0,011 -0,0504 0,0458 0,0296 0,0149 -0,0125 -0,0551 -0,0801 -0,0314 0,0437 0,0069 0,0331 0,0472 0,049 0,0284 0,0538
RHIZ12 0,1383 0,0155 0,1805 0,1556  0,1479 0,1607 0,1242 0,1582 0,2371 0,1173 0,1252  0,1999 0,257 0,1243 0,2066 0,2033 0,1951 0,2227 0,1384 0,1034
RHIZ13 0,1459 0,0873  0,0405 0,1062 0,077 0,064 0,0981 0,054 0,0737 0,1107 0,1403 0,1806 0,1335 0,1085 0,0284 0,1099 0,0069 0,1574 0,0704 -0,0145
RHIZ18 0,2482 0,2372 0,2479 0,0932 0,2782 0,0904 0,2047 0,2429 0,0742 0,1548 0,1532 0,0764 0,2643 0,2052 0,3267 0,4092 0,2132 0,2661 0,1159 0,3798
RHIZ7 -0,331  -0,1291 0,16 0,233 0,099 0,0894 0,051 0,0498 0,1225 0,0099 -0,0172 -0,0241 0,1615 0,1641 0,2594 0,2218 0,094 0,1135 0,0775 0,2355
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4.2.3 Analise da diversidade genética e estruturacao populacional

As heterozigosidades observadas e esperadas, bem como o nimero de
alelos de cada locus estdo disponiveis nas Tabelas 19 (C. gasar) e 20 (C.
rhizophorae). O numero total de alelos amostrados em C. gasar variou entre 11
(CGEO3 e GASALS) e 54 (GASAG6), enquanto em C. rhizophorae variou de 23
(RHIZ11) a 51 (RHIZ42 e RHIZ12). Como demonstrado nas tabelas, em muitas
populacdes o teste de conformidade com o equilibrio de Hardy-Weinberg foi
significativo mesmo apo6s a correcdo de Bonferroni, rejeitando a hipétese nula
de equilibrio.

Os testes par a par de desequilibrio de ligacdo entre os loci de cada
espécie ndo evidenciaram qualquer associacdo estatisticamente significativa
apos a corregao de Bonferroni (aBonf= 0,001389 — C. gasar / aBonf= 0,001111
— C. rhizophorae). A analise que testa a equivaléncia entre Fst e Rst efetuada
no programa SPAGeDi indicou resultados diferentes para cada espécie. Com
um p = 0,493, o melhor indice de estruturacdo a ser usado nas proximas
analises para C. gasar, é o Fst. Em contraposi¢do, o indice mais adequado as
andlises subsequentes de C. rhizophorae é o Rsy, uma vez que obteve p
significativo igual a 0,0005.

Os valores de Fst par a par de C. gasar estédo disponiveis na Tabela 21
e as médias harmobnicas do indice de diferenciacdo Jost D da mesma espécie
estdo listadas na tabela seguinte (Tabela 22). Os valores demonstram uma
consisténcia quanto a sua gradacdo: em geral, os maiores valores dos indices
sdo encontrados nas comparacdes par a par entre as populagdes do norte e as
do sul. Inesperadamente, os valores de Fst calculados para as comparagdes
com GUI e NIG foram muito baixos ou n&o-significativos. E provavel que tal
resultado se deva ao excesso de dados faltantes nessas populacdes, como dito
anteriormente.

As Tabelas 23 e 24 apresentam resultados das comparagdes par a par
dos indices de diferenciacdo Rst e Jost D para C. rhizophorae. Em ambos os
indices, os valores mais altos estdo associados as comparacfes entre as

populacdes do Caribe com as demais. No que se refere as populacdes do
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Brasil, ndo houve um padrdo geografico com relagdo aos valores

significativamente altos.
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Tabela 19: Valores de heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He) em cada locus
para cada populacdo de C. gasar. Aqueles valores em cinza mostram um desvio

significativo do EHW, ap6s a corregdo de Bonferroni (aBonf = 0,0055). N.A. = Nimero de

alelos.
CGC04 CGEO3 CGF05 CGG07 GASA5 GASA6 GASA9 GASA1ll GASA15
NA. 34 11 21 37 18 54 16 38 11
GUI Ho 0,78 0,54 0,53 0,27 0,29 0,70 0,59 0,81 0,07
He 0,87 0,81 0,61 0,93 0,39 0,93 0,66 0,95 0,07
N.A. 12 10 7 11 6 30 5 21 4
PA Ho 0,50 0,50 0,60 0,50 0,43 0,22 0,50 0,75 0,30
He 0,73 0,73 0,53 0,88 0,88 0,73 0,69 0,95 0,28
N.A. 6 4 4 8 6 6 4 12 3
MA2 Ho 0,70 0,50 0,67 0,92 0,64 0,25 0,45 0,91 X
He 0,88 0,69 0,76 0,93 0,72 0,65 0,57 0,91
N.A. 10 7 5 13 5 4 3 10 1
MA1 Ho 0,65 0,61 0,71 0,32 0,42 0,72 0,54 0,81 0,04
He 0,85 0,79 0,76 0,88 0,83 0,85 0,60 0,89 0,04
N.A. 12 8 9 13 11 17 7 26 2
PI Ho 0,60 0,80 0,60 0,40 0,20 0,60 0,67 0,60
He 0,91 0,73 0,76 0,78 0,51 0,82 0,76 0,89
N.A. 7 4 5 4 3 5 5 6 1
PB2 Ho 0,60 0,41 0,75 0,60 0,56 0,44 0,52 0,71 0,05
He 0,88 0,73 0,76 0,93 0,81 0,87 0,64 0,94 0,05
N.A 9 8 7 15 10 11 6 17 2
PE2 Ho 0,92 0,40 0,61 0,39 0,17 0,22 0,41 0,79 0,05
He 0,91 0,81 0,65 0,79 0,88 0,39 0,57 0,93 0,05
N.A. 12 8 6 12 9 7 4 17 2

PE1L Ho 0,92 0,52 0,59 0,47 0,45 0,38 0,51 0,61
He 0,90 0,81 0,70 0,83 0,86 0,69 0,60 0,94

N.A. 16 7 8 13 9 14 7 21 1
BA5 Ho 0,83 0,42 0,55 0,50 0,57 0,48 0,67 0,86 0,05
He 0,91 0,74 0,59 0,68 0,85 0,81 0,64 0,95 0,13
N.A. 14 5 7 9 12 12 6 19 2
BA4 Ho 0,94 0,76 0,50 0,22 0,44 0,53 0,86 1,00 0,15
He 0,90 0,83 0,55 0,83 0,83 0,61 0,69 0,95 0,14
11 7 4 6 8 7 6 15 3
N.A.
BA3 Ho 0,71 0,57 0,64 0,43 0,52 0,57 0,70 0,73 0,08
He 0,85 0,77 0,71 0,77 0,85 0,73 0,59 0,93 0,19
NA 10 7 7 13 10 18 5 16 4

Continua
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Continuagao

BA2 Ho 1,00 0,33 0,00 X 1,00 0,33 0,00 1,00 X
He 1,00 0,60 0,53 X 1,00 0,33 0,53 1,00 X
N.A. 6 3 2 1 2 2 2 4

RJ1  Ho 0,80 0,50 0,80 1,00 0,50 0,67 0,67 0,57 X
He 0,82 0,81 0,73 1,00 0,88 0,92 0,68 0,84 X
N.A. 5 5 4 4 7 10 4 6

SP2 Ho 0,25 1,00 0,75 1,00 0,50 0,33 1,00 0,50 X
He 0,89 0,89 0,61 1,00 0,86 0,87 0,75 0,79
N.A. 5 5 3 6 4 4 3 4

SP1 Ho 0,72 0,44 0,63 0,22 0,53 0,38 0,65 0,60 0,03
He 0,90 0,79 0,60 0,93 0,85 0,80 0,66 0,93 0,10
N.A. 15 7 10 17 12 10 7 26 4

PR1 Ho 0,86 0,72 0,60 0,53 0,52 0,48 0,80 0,71 0,08
He 0,90 0,80 0,62 0,94 0,89 0,84 0,70 0,95 0,08
N.A. 17 8 10 22 14 15 7 26 3

PR2 Ho 0,79 0,71 0,57 0,36 0,50 0,77 0,71 0,53 0,29
He 0,90 0,79 0,54 0,91 0,76 0,90 0,68 0,92 0,26
N.A. 10 5 4 10 7 9 4 14 3

SC Ho 0,85 0,68 0,64 0,40 0,52 0,32 0,81 0,64 0,02
He 0,90 0,78 0,58 0,85 0,88 0,87 0,67 0,96 0,02
N.A. 14 6 6 14 11 10 4 26 2

SEN1 Ho 0,77 0,88 0,75 0,64 0,94 0,61 0,80 0,67 0,08
He 0,95 0,87 0,81 0,97 0,79 0,91 0,85 0,93 0,08
N.A. 15 9 9 15 10 17 8 11 2

SEN2 Ho 0,85 0,80 0,77 0,70 0,67 0,69 0,80 0,67 0,20
He 0,97 0,83 0,81 0,96 0,62 0,91 0,77 0,95 0,25
N.A. 17 8 9 13 6 11 7 14 5

NIG  Ho 0,61 0,45 0,65 0,71 0,47 0,39 0,82 0,67 0,25
He 0,94 0,80 0,82 0,96 0,91 0,94 0,85 0,96 0,23
N.A. 19 8 12 11 10 26 12 21 4

Conclusao

Tabela 20: Valores de heterozigosidades observada (Ho) e esperada (He) em cada locus para cada populagédo
de C. rhizophorae. Aqueles valores em cinza mostram um desvio significativo do EHW, ap6s a corregédo de
Bonferroni (aBonf = 0,0045). N.A. = Numero de alelos.
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RHIZ19 RHIZ42 RHIZ49 RHIZ56  RHIZ3 RHIZ8 RHIZ11 RHIZ12 RHIZ13 RHIZ7

N.A. 32 51 31 35 32 41 23 51 42 32
CRB1 Ho 0,32 0,62 0,50 0,53 0,32 0,52 0,77 0,67 0,53 0,60
He 0,47 0,82 0,79 0,72 0,47 0,93 0,92 0,96 0,74 0,51
N.A. 8 10 8 7 8 15 17 16 10 3
CRB2 Ho 0,27 0,56 0.64 0,45 0.27 1,00 1,00 0,91 0,73 0,86
He 0,71 0,87 0,75 0,70 0,71 0,97 0,94 0,98 0,93 0,76
N.A. 4 9 6 4 4 11 13 18 12 4
Pl Ho 0,50 0,71 0,60 0,58 0,50 0,75 0,90 0,62 0,87 0,62
He 0,86 0,92 0,83 0,87 0,86 0,92 0,93 0,97 0,96 0,91
N.A. 15 26 13 24 15 24 19 36 26 18
CE Ho 0.67 0.89 0.58 0.50 0.67 0.75 0.82 0.63 0.73 0.27
He 0,88 0,91 0,82 0,77 0,88 0,94 0,90 0,97 0,96 0,57
N.A. 9 11 8 7 9 14 9 12 15 4
RN Ho 0,55 0,75 0,51 0,50 0,55 0,69 0,93 0,68 0,80 0,68
He 0,89 0,96 0,84 0,80 0,89 0,91 0,92 0,97 0,96 0,88
N.A. 17 24 13 17 17 19 18 32 30 17
PB2 Ho 0,70 0,71 0.75 0,22 0.70 1,00 1,00 0.60 0.80 0,57
He 0,83 0,92 0,90 0,61 0,83 0,90 0,96 0,92 0,97 0,81
N.A. 7 9 8 5 7 9 13 11 15 7
PB1 Ho 0,64 0,76 0,55 0,35 0,64 0,78 0,83 0,71 0,76 0,74
He 0,81 0,95 0,83 0,81 0,81 0,95 0,93 0,96 0,97 0,84
N.A. 13 30 10 13 13 23 17 31 26 16
PE2 Ho 0.44 0.80 0.50 0.50 0.44 0.88 0.85 0.65 0.83 0.79
He 0,81 0,93 0,86 0,79 0,81 0,91 0,92 0,98 0,94 0,90
N.A. 11 22 10 14 11 17 14 30 23 14
PE1 Ho 0,54 0,92 0,70 0,62 0,54 0,81 0,88 0,50 0,79 0,67
He 0,89 0,94 0,85 0,78 0,89 0,93 0,93 0,97 0,94 0,87
N.A. 12 19 11 12 12 18 15 26 21 18
BA5 Ho 0.53 0.83 0.87 0.60 0.53 0.73 0.93 0.72 0.72 0.85
He 0,82 0,93 0,86 0,88 0,82 0,89 0,93 0,96 0,94 0,88
N.A. 20 20 15 12 12 12 18 16 29 16
BA4 Ho 0,62 0,83 0,62 0,69 0,62 0,90 1,00 0,69 0,67 0,82
He 0,90 0,87 0,85 0,83 0,90 0,93 0,94 0,96 0,95 0,85
N.A. 11 9 8 8 11 11 12 15 17 7
BA3 Ho 0.43 0,91 0.57 0.54 0.50 0.79 0,93 0.54 0.57 0,92
He 0,83 0,92 0,89 0,80 0,87 0,94 0,84 0,93 0,93 0,91
N.A. 9 10 10 8 10 15 10 13 12 10
BAl Ho 0,58 0,58 0,53 0,71 0,58 0,53 0,94 0,44 0,68 0,56
He 0,86 0,88 0,83 0,79 0,86 0,89 0,92 0,95 0,96 0,89
N.A. 10 11 8 9 10 14 14 17 19 9
ES2 Ho 0.60 X 0.75 1.00 0.60 0.60 1.00 0.60 1.00 0.33
He 0,73 X 0,68 1,00 0,73 0,80 0,89 0,91 0,93 0,87
N.A. 4 X 3 2 4 5 6 7 7 4
ES1 Ho 0,63 0,81 0,70 0,47 0,63 0,57 0,83 0,71 0,73 0,59
He 0,84 0,95 0,81 0,66 0,84 0,87 0,93 0,97 0,95 0,89
N.A. 12 25 12 13 12 22 17 28 24 14
RJ1 Ho 0.68 0.46 0.57 0.26 0.68 0.72 0.86 0.56 0.89 0.43
He 0,89 0,90 0,85 0,57 0,89 0,92 0,90 0,97 0,96 0,91
N.A. 9 15 11 5 9 20 17 27 25 16
RJ2 Ho 0,53 0,47 0,59 0,40 0,53 0,57 0,85 0,56 0,73 0,41
He 0,84 0,88 0,83 0,67 0,84 0,91 0,93 0,96 0,94 0,78
N.A. 14 9 12 8 14 18 15 25 25 11
RJ3 Ho 1,00 0,67 1,00 1,00 1,00 0.67 1,00 1,00 0,75 0,25
He 0,82 0,80 1,00 0,83 0,82 0,88 0,93 1,00 0,89 0,82
N.A. 4 4 4 3 4 7 5 8 6 4
SP3 Ho 0,57 X 0,43 0,20 0,57 0,43 0,86 0,25 0,86 0,50
He 0,93 X 0,67 0,60 0,93 0,88 0,91 0,89 0,98 0,82
N.A. 9 X 4 3 9 7 9 5 12 6
SP1 Ho 0.69 0.64 0.53 0.50 0.69 0.76 0.83 0.58 0.94 0.71
He 0,83 0,87 0,82 0,73 0,83 0,91 0,93 0,96 0,96 0,89
N.A. 14 22 10 17 14 23 19 32 32 20
PR1 Ho 0,60 0,76 0,42 0,49 0,60 0,77 0,83 0,53 0,66 0,68
He 0,83 0,90 0,87 0,71 0,83 0,93 0,92 0,97 0,97 0,88
N.A. 13 26 20 18 13 24 20 38 32 22
PR2 Ho 0.73 0.70 0.73 0.64 0.73 0.64 0.82 0.67 0.80 0.73
He 0,85 0,92 0,90 0,89 0,85 0,89 0,91 0,97 0,97 0,91
N.A. 7 9 10 10 7 9 9 14 16 11
SC Ho 0,73 0,67 0,64 0,54 0,73 0,62 0,79 0,73 0,92 0,46
He 0,89 0,86 0,79 0,62 0,89 0,93 0,90 0,96 0,94 0,92
N.A. 8 10 9 8 8 14 11 15 16 11

Concluséo



Tabela 21: Fst par a par dos 9 loci de microssatélites de C. gasar. Os niUmeros em cinza indicam os valores significativos (p < 0,05) apds a correcéo de Bonferroni.
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GUI PA MA2 MA1 Pl PB2 PE2 PE1 BA5 BA4 BA3 BAl RJ1 SP2 SP1 PR1 PR2 SC SEN1 SEN2 NIG
GUI -
PA -0,069 -
MA2 -0,097 0,042 -
MA1 -0,077 0,002 -0,009 -
Pl -0,037 0,045 0,024 0,022 -
PB2 -0,101 0,015 0,062 0,007 0,066 -
PE2 -0,084 0,023 0,038 0,019 0,068 0,047 -
PE1 -0,112 0,004 0,039 0,012 0,041 0,023 -0,003 -
BA5 -0,134 0,004 0,049 0,023 0,049 0,030 0,012 0,011 -
BA4 -0,065 -0,018 0,011 0,023 0,052 0,018 -0,028 -0,019 -0,012 -
BA3 -0,150 -0,001 0,044 0,010 0,051 0,032 0,000 0,009 0,002 -0026 -
BA2 0,123 -0,001 0,010 0,041 0,101 0,048 -0,052 -0,030 -0,011 0,003 -0,047 -
RJ1 0,024 0,011 -0,029 -0,006 0,049 -0,020 0,002 -0,033 -0,022 0,013 -0,045 0,128 -
SP2 -0,134 0,033 0,092 0,069 0,123 0,045 0,082 0,065 0,061 0,050 0,058 0,039 -0,086 -
SP1 -0,080 0,039 0,092 0,043 0,201 0,031 0,073 0,056 0,061 0,047 0,058 0,070 -0,033 0,021 -
PR1 -0,103 0,030 0,078 0,034 0,097 0,036 0,065 0,051 0,055 0,033 0,052 0,043 -0,057 0,005 0,004 -
PR2 -0,116 0,046 0,104 0,061 0,113 0,063 0,093 0,078 0,075 0,051 0,081 0,029 -0,084 0,003 0,017 0,007 -
SC -0,089 0,029 0,068 0,044 0,208 0,039 0,058 0,042 0,045 0,044 0,045 0,068 -0,064 0,011 0,006 -0,008 0,007 -
SEN1 | 0,015 0,086 0,068 0,029 0,101 0,046 0,090 0,050 0,047 0,078 0,023 0,186 0,072 0,060 0,032 0,020 0,017 0,012 -
SEN2 | -0,057 0,099 0,127 0,109 0,099 0,106 0,152 0,130 0,128 0,135 0,115 0,121 0,026 0,108 0,114 0,106 0,103 0,107 -0,043 -
NIG 0,048 0,012 -0,055 -0,016 0,005 -0,055 -0,010 -0,047 -0,047 0,038 -0,081 0,209 0,063 -0,098 -0,036 -0,071 -0,095 -0,044 -0,042 -0,121 -
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Tabela 22: Média harmdnica dos valores dos indices de Jost D nas comparacdes par a par para os 10 loci de microssatélites de C. gasar.

GUI PA MA2 MA1 Pl PB2 PE2 PE1 BA5 BA4 BA3 BA2 RJ1 SP2 SP1 PR1 PR2 SC SEN1 SEN2 NIG

GUI -

PA 0,028 -

MA2 0,146 0,132 -

MA1 0,100 0,080 0,033 -

Pl 0,126 0,011 0,005 0,018 -

PB2 0,083 0,076 0,120 0,079 0,061 -

PE2 0,124 0,078 0,105 0,040 0,106 0,077 -

PE1 0,104 0,056 0,117 0,047 0,046 0,060 0,003 -

BA5 0,105 0,037 0,122 0,058 0,042 0,097 0,011 0,006 -

BA4 0,072 0,036 0,100 0,034 0,038 0,070 0,000 0,000 0,001 -

BA3 0,122 0,062 0,103 0,062 0,125 0,095 0,018 0,008 0,014 0,002 -

BA2 0,029 0,002 0,004 0,037 0051 0,010 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 -

RJ1 0,170 0,116 0,183 0,143 0,200 0,078 0,124 0,112 0,173 0,077 0,236 0,073 -

SP2 0,033 0,113 0,096 0,154 0,217 0,033 0,094 0,102 0,129 0,090 0,151 0,076 0,000 -

SP1 0,131 0,138 0,191 0,113 0,208 0,084 0,093 0,100 0,114 0,087 0,139 0,071 0,005 0,016 -

PR1 0,140 0,132 0,136 0,107 0,209 0,099 0,068 0,090 0,111 0,079 0,118 0,016 0,003 0,000 0,007 -

PR2 0,124 0,172 0,258 0,205 0,200 0,197 0,164 0,175 0,177 0,168 0,217 0,093 0,011 0,006 0,028 0,030 -

SC 0,141 0,144 0,171 0,136 0,219 0,138 0,103 0,113 0,091 0,099 0,141 0,015 0,082 0,018 0,033 0,002 0,022 -
SEN1 | 0,151 0,258 0,257 0,251 0,280 0,214 0,270 0,290 0,321 0,320 0,261 0,030 0,036 0,076 0,227 0,221 0,297 0,268 -
SEN2 | 0,181 0,267 0,310 0,311 0,18 0,322 0,401 0,328 0,351 0,305 0,359 0,015 0100 0,068 0314 0301 0,276 0,327 0,065 -
NIG 0,162 0,191 0,222 0,284 0,292 0,148 0351 0,282 0,305 0,350 0,355 0,204 0,111 0,178 0,209 0,192 0,282 0,184 0,067 0,070 -




Tabela 23:

Rst par a par dos 10 loci de microssatélites de C. rhizophorae. Os nimeros em cinza indicam os valores significativos (p < 0,05) apds a corregdo de Bonferroni.
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CRB1 CRB2 Pl CE RN PB2 PB1 PE2 PE1 BAS BA4 BA3 BA1l ES2 ES1 RJ1 RJ2 RJ3 SP3 SP1 PR1 PR2 SC
CRB1 -
CRB2 | 0,058 -
PB2 | 0,378 0,275 -
Pl 0,187 0,189 -0,024 -
CE 0,281 0,118 -0,007 -0,061 -
RN 0,200 0,119 0,019 -0,003 -0,033 -
PB1 | 0,159 0,179 -0,047 -0,006 0,028 -0,062 -
PE2 | 0,134 0,129 -0,063 -0,010 -0,085 -0,029 0,000 -
PE1 | 0,135 0,155 -0,063 -0,003 -0,082 -0,001 -0,008 0,001 -
BAS5 | 0,18 0,113 0,033 0,016 -0,070 -0,003 0,020 -0,030 -0,014 -
BA4 | 0,375 0,262 0,001 -0,007 -0,019 0,034 0,011 -0,006 -0,017 0,010 -
BA3 | 0,266 0,167 -0,037 -0,009 -0,021 0,026 -0,043 -0,034 -0,044 0,013 -0,020 -
BAl | 0,223 0,125 0,036 -0,013 -0,052 -0,005 -0,019 -0,079 -0,086 -0,024 -0,024 0,006 -
ES2 | 0,124 -0,225 0,046 -0,245 -0,147 -0,174 -0,275 -0,460 -0,463 -0,243 -0,283 -0,067 -0,112 -
ES1 | 0,170 0,161 -0,077 0,003 -0,057 0,005 -0,008 0,005 -0,008 -0,006 -0,018 -0,037 -0,092 -0,559 -
RJ1 | 0,135 0,120 0,020 0,017 -0,035 -0,009 0,045 0,001 0,011 0,004 0,038 0,014 -0,016 -0,184 0,025 -
RJ3 | 0,118 0,000 -0,003 -0,112 0,014 -0,052 -0,097 -0,149 -0,172 -0,064 0,003 -0,084 -0,020 0,137 -0,147 -0,079 -
RJ2 | 0,163 -0,029 -0,015 -0,051 0,037 0,155 -0,141 -0,228 -0,215 -0,060 0,100 0,062 0,003 -0,027 -0,223 -0,073 0,071 -
SP3 | 0,100 -0,030 -0,092 -0,228 -0,127 -0,133 -0,379 -0,405 -0,400 -0,152 -0,151 -0,088 -0,070 0,132 -0,460 -0,219 -0,005 -0,047 -
SpP1 | 0,271 0,153 0,021 0,007 -0,032 0,006 0,046 0,007 0,004 0,005 0,018 0,012 -0,044 -0,299 0,014 0,000 -0,096 -0,078 -0,246 -
PR1 | 0,097 0,118 0,023 -0,018 -0,060 -0,010 0,020 -0,002 0,023 0,002 0,028 -0,004 -0,031 -0,222 0,024 -0,002 -0,123 -0,112 -0,289 0,018 -
PR2 (-0,008 0,041 0,046 -0,005 -0,068 -0,028 0,032 0,019 0,047 -0,002 0,080 0,000 -0,059 -0,484 0,053 -0,023 -0,208 -0,441 -0,490 0,023 -0,010 -
SC 0,213 0,149 0,014 -0,013 -0,008 0,006 -0,012 -0,020 -0,040 -0,010 0,024 -0,013 -0,044 -0,208 -0,019 -0,020 -0,080 -0,015 -0,205 -0,018 -0,019 -0,024 -




Tabela 24: Média harménica dos valores dos indices de Jost D nas comparag@es par a par para os 10 loci de microssatélites de C. rhizophorae.

CRB1 CRB2 Pl CE RN PB2 PB1 PE2 PE1 BA5 BA4 BA3 BAl ES1 RJ1 RJ2 RJ3 SP1 PR1 PR2 SC
CRB1 -
CRB2 | 0,172 -
Pl 0,331 0,222 -
CE 0,326 0,130 0,047 -
RN 0,354 0,293 0,052 0,003 -
PB2 0,372 0,269 0,077 0,015 0,086 -
PB1 0,400 0,193 0,037 0,063 0,059 0,072 -
PE2 0,362 0,281 0,015 0,090 0,022 0,048 0,009 -
PE1 0,338 0,138 0,008 0,015 0,013 0,037 0,042 0,013 -
BAS 0,375 0,241 0,044 0,004 0,040 0,022 0,050 0,020 0,025 -
BA4 0,387 0,248 0,006 0,010 0,029 0,065 0,026 0,023 0,009 0,027 -
BA3 0,379 0,137 0,032 0,087 0,105 0,142 0,127 0,057 0,035 0,143 0,080 -
BAl 0,395 0,285 0,032 0,017 0,011 0,092 0,064 0,051 0,012 0,028 0,021 0,089 -
ES1 0,358 0,267 0,032 0,024 0,032 0,044 0,025 0,011 0,009 0,079 0,038 0,106 0,029 -
RJ1 0,355 0,369 0,070 0,103 0,080 0,131 0,191 0,106 0,057 0,191 0,145 0,074 0,072 0,123 -
RJ2 0,287 0,367 0,072 0,079 0,045 0,086 0,070 0,036 0,031 0,119 0,096 0,165 0,032 0,046 0,069 -
RJ3 0,001 0,000 0,011 0,037 0,006 0,009 0,035 0,007 0,000 0,008 0,001 0,007 0011 0,025 0,015 0,021 -
SP1 0,325 0,141 0,052 0,114 0,070 0,081 0,039 0,026 0,026 0,061 0,092 0,101 0,074 0,028 0,061 0,050 0,007 -
PR1 0,353 0,238 0,067 0,054 0,040 0,034 0,048 0,025 0,025 0,058 0,068 0,087 0,057 0,031 0,056 0,036 0,029 0,006 -
PR2 0,320 0,124 0,030 0,024 0,043 0,041 0,039 0,022 0,045 0,024 0,050 0,075 0,116 0,026 0,041 0,095 0,000 0,000 0,000 -
SC 0,323 0,332 0,096 0,071 0,072 0,036 0,138 0,079 0,064 0,141 0,110 0,151 0,054 0,053 0,008 0,050 0,049 0,045 0,051 0,008 -
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Com o objetivo de testar os resultados observados nas comparacdes par
a par dos indices de diferenciacdo Fst (C. gasar) e Rst (C. rhizophorae), foi
realizado um teste de Mantel correlacionando as distancias genéticas e
geograficas. Para C. gasar, apenas as populacdes da América do Sul foram
incluidas e pdde ser confirmada uma alta correlagdo entre as duas distancias,
indicando um isolamento por distancia (Figura 23A). Todavia, o teste de Mantel
para C. rhizophorae, que excluiu as populacées do Caribe, ndo indicou a
existéncia de qualquer correlacdo entre as distancias genética e geogréfica,
como previsto nas tabelas de comparacdes par a par dos indices de
diferenciacao (Figura 23B).

Quando as populacdes brasileiras dos grupamentos Norte e Sul foram
analisadas independentemente, a correlagdo entre diferenciagdo populacional
e geografica deixou de existir, rejeitando o modelo de isolamento por distancia:
C. gasar Norte (r=0,184; p=0,143); Sul (r=0,099; p=0,341). C. rhizophorae
Norte (r=0,034; p=0122); Sul (r=0,176; p=0,065).
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Figura 23: Teste de Mantel para C. gasar (A) e C. rhizophorae (B) baseado em dados de microssatélites

indica a existéncia de uma correlagdo entre distancia genética e distancia geografica apenas em C. gasar.

Em (A), todas as populagbes foram incluidas na andlise, exceto as populagdes africanas. Em (B), as

populacdes do Caribe foram excluidas da andlise.
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A analise fatorial de correspondéncia (AFC) realizada para C. gasar
demonstrou uma altissima divergéncia entre as populacbes africanas e as
populacdes sul-americanas (Figura 24). Entre essas Ultimas, é perceptivel uma
separacao entre dois grandes grupos, tanto no grafico de populacées como no
de individuos, correspondendo as populacdes do norte e sul. A populagdo RJ1
mostrou-se divergente desses dois grupos.

A mesma andlise AFC foi efetuada para os dados de C. rhizophorae e
seus graficos podem ser visualizados na Figura 25. Os dois primeiros graficos
(A e B) foram construidos com os dados de todas as populacbes. As
populacdes do Caribe (CRB1 e CRB2) e RJ3 exibem uma alta divergéncia com
relacdo as demais e entre si. Essas populacdes foram excluidas da segunda
analise (Figura 25C) a fim de permitir uma interpretacdo mais clara das demais
populacdes. Neste ultimo gréfico a separagdo ndo é tdo evidente como em C.
gasar, mas é possivel perceber que as populacdes do sul estdo mais proximas

gue as populacdes do norte.
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Uma série de combinacdes foi testada na analise molecular de variancia
(AMOVA) e as Tabelas 25 e 26 mostram algumas delas.

Para C. gasar, inicialmente, a andlise foi efetuada com todas as
populacdes e depois as populacbes da Africa (SEN1, SEN2 e NIG) e Guiana
Francesa (GUI) foram excluidas de acordo com o sugerido por Meirmans (146)
devido a alta proporcdo de dados faltantes (Tabela 25). O cenario que
maximizou a variacao entre grupos e minimizou a variagcdo dentro dos grupos
do Brasil foi observado quando as amostras foram separadas em 2
grupamentos (coluna nimero 7): 1) populagdes do norte do Brasil (PA, MA2,
MA1, PI, PB2, BA5, BA4, BA3 e BA2) e sul (RJ1, SP2, SP1, PR1, PR2 e SC).
Esta configuracdo respondeu por 4,37% da variacdo entre os grupos (Fcr =
0,044). A configuragdo da coluna nimero 8 exibe um Fcr menor (0,042), mas
um Fsc nado-significativo. Esta configuracdo também seria apropriada e é
similar & anterior, exceto pelo fato de as populacdes de PA, MA2, MAl e PI
formarem um grupo diferente do restante das populacdes norte.

As populagcdes do Caribe foram excluidas da AMOVA em C.
rhizophorae, com objetivo de evitar um provavel viés na analise devido a sua
alta diferenciacéo (Tabela 26). Diferentemente da AMOVA realizada para C.
gasar, a AMOVA de C. rhizophorae foi realizada com o método da soma dos
guadrados dos desvios, similar ao Rst. A configuracdo mais provavel obtida
para as populacdes brasileiras foi a de nimero 14, com 4 grupos distintos e Fcr
igual a 0,03 : 1) Pl e CE; 2) RN; 3) PB2, PB1, PE1, PE2, BA5, BA4, BA3, BAL,
ES2, ES1 e 4) RJ1, RJ2, RJ3, SP3, SP1, PR1, PR2 e SC.
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Tabela 25: AMOVA baseados em dados de microssatélites de C. gasar. As populagcfes de cor idéntica pertencem ao mesmo grupo testado. A coluna em destaque refere-
se ao cenario mais provavel.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
GUI GUI GUI GUI GUI GUI
PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA PA
MA2 MA2 MA2 MA2 MA2 MA2 MA2 MA2 MA2 MA2 MA2 MA2 MA2 MA2 MA2 MA2 MA2 MA2
MA1 MA1 MA1 MA1 MA1 MA1 MA1 MA1 MA1 MA1 MA1 MA1 MA1 MA1 MA1 MA1 MA1 MA1
Pl Pl Pl PI Pl Pl Pl Pl Pl PI Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl Pl
PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB PB
PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2 PE2
PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1 PE1
BAS5 BA5 BAS BA5 BAS5 BAS BAS5 BAS BA5 BA5 BAS BA5 BA5 BAS BAS5 BAS5 BAS BA5
BA4 BA4 BA4 BA4 BA4 BA4 BA4 BA4 BA4 BA4 BA4 BA4 BA4 BA4 BA4 BA4 BA4 BA4
BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3 BA3
BA2 BA2 BA2 BA2 BA2 BA2 BA2 BA2 BA2 BA2 BA2 BA2 BA2 BA2 BA2 BA2 BA2 BA2
RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1 RJ1
SP2 SP2 SP2 SP2 SP2 SP2 SP2 SP2 SP2 SP2 SP2 SP2 SP2 SP2 SP2 SP2 SP2 SP2
SP1 SP1 SP1 SP1 SP1 SP1 SP1 SP1 SP1 SP1 SP1 SP1 SP1 SP1 SP1 SP1 SP1 SP1
PR1 PR1 PR1 PR1 PR1 PR1 PR1 PR1 PR1 PR1 PR1 PR1 PR1 PR1 PR1 PR1 PR1 PR1
PR2 PR2 PR2 PR2 PR2 PR2 PR2 PR2 PR2 PR2 PR2 PR2 PR2 PR2 PR2 PR2 PR2 PR2
SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC SC
SEN1 |SEN1 |[SEN1 |[SEN1 |SEN1 |SEN1
SEN2 |[SEN2 |[SEN2 |[SEN2 |[SEN2 |SEN2
NIG
FST 0,020 0,029 0,039 0,043| 0,042 0,029 0,043 0,046 0,049 0,050 0,046 0,042 | 0,040 0,040 0,044 0,043 0,041 0,041
p FST 0,000 0,000 0,000 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
% 97,96 97,10 96,07 95,75| 95,81 97,08 95,67 95,35 95,05 95,03 95,43 95,85| 95,98 96,02 95,60 95,73 95,90 95,85
FSC 0,003 0,007 | -0,006| -0,009| -0,007 0,007 0,002 0,010 0,008 0,007 0,011 0,008 | 0,008 0,006 0,008 0,008 | -0,001| -0,001
p FSC 0,704 0,096 0,999 1,000| 0,998 0,136 0,760 0,001 0,007 0,022 0,000 0,008 | 0,006 0,079 0,017 0,015 0,965 0,943
% 0,28 0,65 -0,58 -0,83 -0,64 0,64 0,18 0,98 0,77 0,69 1,03 0,76 0,76 0,59 0,73 0,77 -0,09 -0,06
FCT 0,018 0,023 0,045 0,051| 0,048 0,023 0,042 0,036 0,042 0,043 0,035 0,034| 0,033 0,034 0,037 0,035 0,042 0,042
p FCT 0,028 0,013 0,000 0,000| 0,000 0,007 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
% 1,76 2,25 4,51 5,08 4,83 2,28 4,15 3,67 4,18 4,28 3,54 3,40 3,26 3,38 3,67 3,50 4,19 4,21




Tabela 26: AMOVA baseados em dados de microssatélites de C. rhizophorae. As populagdes de cor idéntica pertencem ao mesmo grupo testado.

coluna em destaque refere-se ao cenario mais provavel. As popula¢des do Caribe foram excluidas da analise.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 15
RJ2
RJ3
SP3
SP1
PR1
PR2
SC
FST -0,014 -0,013 -0,015 -0,028 -0,014 -0,015 -0,016 -0,012 -0,029 -0,023 -0,014 -0,015 -0,016
p FST 1,000 1,000 1,000 0,094 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
% 101,40| 101,35| 101,49| 101,41| 101,40 101,45 101,64 101,19| 102,19| 102,34| 101,44| 101,54 101,64
FSC -0,024 -0,024 -0,025 -0,028 -0,026 -0,026 -0,024 -0,031 -0,016 -0,016 -0,026 -0,024 -0,27
p FSC 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
% -2,390 -2,440 -2,430 -2,770 -2,610 -2,550 -2,340 -3,080 -1,640 -1,680 -2,560 -2,470 -2,68
FCT 0,010 0,010 0,009 0,014 0,012 0,011 0,007 0,019 -0,005 -0,007 0,011 0,009 0,010
p FCT 0,210 0,073 0,094 0,011 0,025 0,031 0,143 0,005 0,860 0,836 0,104 0,146 0,111
% 0,990 1,090 0,940 1,360 1,210 1,100 0,700 1,890 -0,550 -0,650 1,120 0,930 1,05
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Além das abordagens anteriores, outra andlise de estruturacdo genética
baseada em inferéncia bayesiana foi aplicada e implementada no programa
STRUCTURE.

Para C. gasar, esta analise indicou a existéncia de trés particdes (Figura
26). O gréafico do método com base na média dos valores de verossimilhangas
das 10 corridas (LnP(D)) indica a existéncia de um platd abrangendo valores de K
de 3 a 7. Quando isso se sucede, normalmente escolhe-se o primeiro valor com
menor variancia; neste caso K=3. O outro método utilizado para calcular o K mais
provavel, conhecido como estatistica Delta K e baseada na taxa de mudanca
entre os sucessivos valores de K, também indicou a existéncia de 3 parti¢des.

A anadlise do gréafico de barras com o coeficiente Q indicou a ocorréncia de
uma notavel divisdo entre as populacbes do norte e sul, onde o limite entre os
dois grupos estaria na populacao RJ1 (Figura 27). A Figura mostra dois diferentes
cenarios, onde um foi o encontrado através dos métodos de identificacdo do K
mais provavel (K=3) e o outro ilustra um cenério que seria indicado pelo grafico de
LnP(D) da Figura 27A (K=5) caso o K escolhido fosse o de maior verossimilhanga
média, ignorando a regra do plat6. Além de ilustrarem uma provavel divisdo entre
as populacdes norte e sul, o grafico A (K=3) coloca as populacdes da Africa e
Guiana Francesa na mesma particdo. Ja no grafico B (K=5), esses grupos sao
diferenciados e as populagbes de PA, MA2, MA1, Pl e PB2 formam um grupo a
parte das outras populacdes do sul.

A mesma andlise foi realizada apenas para as populagdes sul-americanas
de C. gasar e, novamente, dois diferentes cenéarios foram indicados pelas
estatisticas de LnP(D) e Delta K. A maior verossimilhanca média indicada pelo
grafico A da Figura 28 foi para o K=2, dividindo as popula¢gfes brasileiras em
norte e sul, cujo limite seria a populacdo de RJ1 (Figura 29). Este cenario foi
recuperado pela mesma estatistica na andlise com todas as populacfes (Figura
27, K=3), que exibe os dois mesmos grupamentos. A estatistica Delta K, por sua
vez, sugere a existéncia de 6 particbes entre as populacdes sul-americanas
(Figura 28B). Os resultados das duas analises (todas as populacdes e populacdes
sul-americanas) referentes a estatistica Delta K convergem no que diz respeito as
populacdes do extremo norte da costa brasileira. A Figura 29 (K=6) também indica
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uma diferenciacdo abrangendo as populacbes PA até PB2, entretanto nesta

andlise todas seriam diferentes entre si.
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Figura 26: NUumeros de partic6es possiveis incluindo todas as populagdes de C. gasar . (A) LnP(D) e (B)
estatistica DeltaK.
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Figura 27: Gréfico de barras do coeficiente Q para cada individuo de todas as popula¢des da espécie de C. gasar, de acordo com os cenarios de K=3 e K=5.
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DeltaK.
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Figura 29: Gréfico de barras do coeficiente Q para cada individuo das populagGes sul-americanas da espécie de C. gasar, de acordo com os cenarios de K=2 e K=6.
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A andlise de estruturacdo populacional realizada no STRUCTURE gerou
resultados diferentes para C. rhizophorae em cada um dos métodos de estimativa
do K mais provavel, onde todas as populacdes foram analisadas. O grafico de
LnP(D) indica que K=6 deve ser considerado o nimero de particdes mais provavel
(Figura 30A). Observa-se também a formacao de platd que inclui os valores 5 até
9. Seguindo a regra de escolha do primeiro valor com menor variancia, K=6 foi o
nimero escolhido. J& o grafico de Delta K mostra dois provaveis valores de K: 5 e
6, embora o valor de Delta K para K=5 seja ligeiramente maior que K=6 (Figura
30B).

Os gréficos de coeficiente Q de C. rhizophorae para K=5 e K=6 séo
exibidos na Figura 31. Uma clara diferenciacdo entre as populagdes do Caribe é
observada. Outras particdes visiveis nos graficos sdo aquelas formadas por
PI+CE e a de RN. Em K=6, PB2 apareceria como uma particdo independente. As
outras populacdes do norte do Brasil e sul ndo formam particbes distinguiveis,

sendo possivel afirmar que a andlise ndo obteve sucesso em sua totalidade.
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Figura 31: Gréafico de barras do coeficiente Q para cada individuo de todas as populagdes da espécie de C. rhizophorae, de acordo com os cendrios de K=5 e K=6.
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5 DISCUSSAO

Para as analises de estruturacdo populacional e filogeografia de C. gasar e
C. rhizophorae, esta tese utilizou sequéncias de um marcador mitocondrial de
alta variabilidade: a regido controle, e frequéncias de marcadores nucleares
multilocus co-dominantes e altamente polimoérficos: os microssatélites. Apenas
um trabalho anterior a este analisou a estrutura populacional dessas espécies,
abordando a questdo populacional ao longo da costa do Brasil aplicando
andlises com aloenzimas e sequéncias de COIl em aproximadamente 35% do
nimero de amostras utilizadas nesta tese (61). Além de um maior namero
amostral, o diferencial desta tese estd na escolha de marcadores mais

variaveis e nas novas analises mais robustas realizadas.

5.1 Sobre a dificuldade de amplificacdo dos Iloci de

microssatélites e o excesso de alelos nulos

De todos os pares de iniciadores de microssatélites inicialmente
desenvolvidos, apenas 20% foi aplicado nas andlises (como descrito no item
3.4.2 de Material e Métodos e no item 2.1 de Resultados). O baixo sucesso
guanto a obtencdo de loci adequados é determinado pela dificuldade de
amplificacdo, quando individuos ou populagbes inteiras ndo tém estes loci
amplificados, ou os mesmos geram produtos de PCR com mudltiplas bandas.
Esses fatores motivaram a exclusdo da maioria dos loci. Outro problema
durante a genotipagem foi a presenca de alelos nulos, que s6 pbde ser
verificada apos as analises.

A analise dos resultados de microssatélites demonstra que todos os loci,
exceto CGFO5 (para C. gasar) e RHIZ11 (para C. rhizophorae), indicaram
desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabelas 18 e 19) em ao menos uma
populacdo. Tais desvios seriam consequéncia de um excesso de homozigotos
causados por alelos nulos cujas frequéncias estimadas atingiram até 80%
(GASA11 em GUI e RHIZ13 em RN e PB2).
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Um trabalho com outra espécie do mesmo género, C. virginica, demonstrou
a presenca de alelos nulos em trés dos 18 loci, ap6s uma pré-andlise realizada
com cerca de 50 individuos de uma populacdo controlada de cultivo (147). E
possivel que a mesma analise em popula¢gées naturais mais diversificadas e
com uma abrangéncia amostral maior indicaria mais loci com alelos nulos. Em
nosso manuscrito, recém-submetido a Molecular Biology Reports (em anexo),
detectamos apenas 4 loci, dos 17 descritos, com a presenca de alelos nulos.
No entanto, para o artigo, analisamos cerca de 25 individuos apenas, de uma
Unica populagdo para cada espécie. Uma frequéncia maior de alelos nulos sé
foi observada quando a andlise foi estendida para mais populacdes. Isso
demonstra que a politica editorial das revistas que publicam artigos sobre o
desenvolvimento de microssatélites, de exigir uma analise de 20 individuos de
apenas uma populacdo para demonstrar o seu bom funcionamento pode estar
equivocada e levar a publicacdo de muitos loci inadequados.

Um trabalho mais recente discute sobre a dificuldade de desenvolver
marcadores de microssatélites para moluscos, especialmente devido a
complexidade genbmica diferencial entre espécies, com a presenca de DNAs
repetitivos cripticos nas regibes flanqueadoras (148). Essas sequéncias
instaveis nas regides flanqueadoras causam a falha do PCR, o que se
considera como alelo nulo. Os autores realizaram uma comparacao entre
sequéncias de 3 diferentes espécies de gastropodes que continham
microssatélites e verificaram uma associacdo positiva entre a dificuldade de
amplificacdo do loci de microssatélites e quantidade de alelos nulos, com a
guantidade de elementos de transposicao (TE). Os autores teorizam em que 0S
TEs ndo-autonomos (dependentes da maquinaria de outros transposons
autbnomos para efetuar sua transposicdo) tenderiam a se acumular nas
regibes gendmicas predominantemente neutras, como 0s microssatélites.
Assim, eles argumentam que os TEs seriam responsaveis por processos de
rearranjo gendmico através de crossing-over desigual.

Elementos de transposi¢cdo j& haviam sido identificados em C. virginica
(149). Porém, mais recentemente um trabalho com informa¢des acerca do
genoma e transcriptoma de C. gigas apresentou as informacfes mais
consistentes sobre a presenca de TEs no genoma de uma espécie do género

(150). Foram caracterizadas sequéncias abundantes de DNA repetitivo e
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elementos de transposicao ativos 0 que conduziu a conjecturas de que teriam
um papel ativo na formacgéo da variabilidade gendmica.

Em C. gasar, uma analise preliminar de 5.204 contigs feitos a partir de
172.024 reads gerados por pirossequenciamento encontrou a presenca, em
272 contigs (5,2% de todos os contigs analisados), do elemento de
transposicdo CvA descrito por Gaffney et al (2007) (Solé-Cava, comunicacéo
pessoal).

E possivel que o excesso de alelos nulos bem como a perda de loci devido
a dificuldade de obtencdo de iniciadores adequados em C. gasar e C.
rhizophorae sejam devidos, ao menos parcialmente, a um excesso de
elementos de transposicdo em Seus genomas que seriam a causa da
instabilidade estrutural das regibes flanqueadoras, impedindo o sucesso de

amplificacdo da regido de microssatélites.

5.2 Estruturacdo populacional

Como um padréo geral das andlises de estruturacdo, as comparagoes feitas
com o0s microssatélites indicaram valores de Fst muito menores que aqueles
encontrados com a regido controle do DNA mitocondrial. Diferencas desse tipo
sao recorrentes em estudos envolvendo as duas classes de marcadores (151)
e podem estar refletindo o fato do tamanho populacional efetivo mitocondrial
ser quatro vezes menor que o tamanho efetivo para genes nucleares, o que
faria com que a deriva genética fosse muito maior para uma regido mitocondrial
do que uma regido nuclear, inflacionando os valores calculados, apesar do
oposto, ou seja, Fst maiores em andlises de microssatélites do que em
sequencias mitocondriais ser algumas vezes também encontrado (152).

Os resultados obtidos das andlises de estruturagdo com sequéncias de
regido controle mitocondrial e indicaram que as populacdes da Africa (C. gasar)
e do Caribe (C. rhizophorae) seriam as mais divergentes daquelas do Brasil,
com altos valores de indices de diferenciacdo nas comparacdes par a par e

visivelmente estruturadas nas redes haplotipicas (Tabelas 6, 7, 21 — 24 e
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Figuras 16, 17 e 18). O grafico do coeficiente Q e o AFC também exibiram
esses grupos como os mais diferenciados (Figuras 24, 25, 27 e 30).

Em C. gasar, € perceptivel também a formacdo de dois grupos bastante
diferenciados na costa do Brasil, referentes as regibes norte e sul. A
denominada regido norte abrange os estados do Para até a Bahia, enquanto a
regido sul seria composta pelos estados de Séo Paulo até Santa Catarina. O
estado do Rio de Janeiro formou um grupo a parte, diferenciado dos demais.
Esse padréo foi observado em todas as andlises de estruturacdo com regido
controle mitocondrial e microssatélites, apesar de apenas a AMOVA realizada
com dados de microssatélites ter indicado o melhor cenario com o Rio de
Janeiro agrupado as populacbes do sul. Ao se investigar as sequéncias dos
individuos do Rio de Janeiro, verificamos que dois deles apresentam haplotipos
do norte e trés apresentam haplétipos do sul (ver rede, Figura 16). A analise de
atribuicdo individual no gréfico de coeficiente Q do STRUCTURE também
demonstra que, além da clara divisdo norte-sul, o Rio de Janeiro teria
individuos com probabilidade iguais de atribuicdo aos dois grupos, norte e sul
(Figuras 27 e 29). As analises de atribuicdo individual a partir de dados de
microssatélites também indicaram outra configuracdo alternativa que mantém a
estruturacdo entre as populacdes do norte e sul cujo limite estaria no Rio de
Janeiro, mas com um nivel adicional de estruturacdo entre as populacdes
brasileiras do extremo norte: Para, Maranhdo, Piaui e Paraiba que, quando ndo
agrupadas com as demais populacdes do grupo norte (Figuras 27, K=3 e 29,
K=2), ora formaram um grupo homogéneo (Figura 27, K=5), ora um grupo
totalmente estruturado, com quatro grupos formados por: Para, norte do
Maranhédo, sul do Maranhdo com Piaui e Paraiba.

Lazoski e colaboradores (61) observaram a mesma estruturacdo em C.
gasar, com sequéncias de citocromo oxidase | (COIl) (Figura 8 da Introducao).
Esta tese analisou uma amostragem mais abrangente, mas a estruturacao vista
aqui foi consistente com a observada por eles, com o grupo norte formado
pelas populacbes do Para, Paraiba, Pernambuco e Bahia e o grupo sul
contendo as populagcdes de Sdo Paulo e Parana. Os autores também
encontraram uma diferenciagdo Unica da populacdo do estado do Rio de
Janeiro em comparacao com os demais grupos e esta populacdo também seria

formada pela mistura de hapl6tipos do norte e sul. Da mesma maneira que 0s
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resultados alternativos encontrados nesta tese para os dados de
microssatélites, Lazoski e colaboradores também encontraram uma
estruturacdo diferenciada ao norte, onde o Para formaria um grupo a parte.
Esse resultado foi também obtido por eles com a andlise de aloenzimas, que
s&o marcadores nucleares.

A diferenca de resultados obtidos entre marcadores mitocondriais e
nucleares pode ser devida a diferenca de ordem de grandeza nas taxas de
mutacdo. Apesar de ser uma regido altamente varidvel, a regido controle
mitocondrial ainda tem uma taxa de mutacdo menor (10®) do que aloenzimas,
com taxas na ordem de grandeza de 10° (153) e microssatélites, cujas taxas
estdo na média de 10346). Com uma taxa de mutacdo mais lenta, os
resultados de regido controle mitocondrial podem refletir padrbes de
estruturacdo mais antigos (historicos), enquanto a estruturacdo resultada de
analises com os marcadores nucleares (microssatélites e aloenzimas) revelaria
a estrutura populacional contemporanea, evidenciando padrdes, em geral, mais
sutis do que aqueles identificados por marcadores mitocondriais.

Em contrapartida, C. rhizophorae ndo apresentou um cendrio de
estruturacdo tdo claro como C. gasar. A rede de haplotipos, por exemplo,
apresentada na Figura 17 ilustra uma clara diferenciacdo apenas com relacao
as populagbes do Caribe, como ja afirmado acima. A parte da rede referente as
populacdes brasileiras ndo indica estruturacdo aparente. No entanto, 0s
resultados de SAMOVA e AMOVA sugerem cenarios de estruturacdo, ainda
gue menor que a observada em C. gasar (Tabelas 8, 9 e 25). Um consenso
desses resultados sugere também uma diferenciacdo entre as regibes norte e
sul, com uma indefinicdo sobre seus limites que estariam na regido do estado
do Rio de Janeiro. Enquanto a AMOVA baseada em dados de microssatélites
agrupa todos os pontos de amostragem do RJ com as popula¢des do sul, os
resultados de AMOVA e SAMOVA de regidao controle s&do discretamente
diferentes. Quando o sentido geografico € forcado, recusando hipéteses de
grupamentos intercalados por alguma populacdo divergente, o resultado
proposto € o da Tabela 9, de AMOVA. Neste caso, o limite estaria dentro do
estado do Rio de Janeiro, onde as populacbes de Sepetiba e Ilha Grande
agrupariam com todas as populacdes ao norte e a populacdo da Baia da

Ribeira seria agrupada com o sul. Essa estrutura € questionavel, pois as
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populacdes da Baia da Ribeira (em Angra dos Reis) e da llha Grande estéo
geograficamente muito proximas (35 km). No entanto, quando se permite a
existéncia de uma populacdo intercalada, o resultado da SAMOVA € o que
oferece o maior indice de diferenciacdo entre grupos, onde haveria dois
grandes grupos: um deles formado por populagbes do Piaui até o Espirito
Santo e outro com populacdes do Rio de Janeiro até Santa Catarina. Uma das
populacdes do estado do Rio de Janeiro mostrou-se singular e diferenciada das
demais: a populagdo de Baia da Ribeira formaria um estoque a parte dentro do
grupo do sul. Em consonancia com os resultados obtidos para C. gasar, a
regido do extremo norte da amostragem indicou estruturacdo apenas no
resultado da AMOVA com os dados de microssatélites. 1sso seria também um
indicativo de padrbes evolutivos diferenciados para cada classe de
marcadores. O trabalho de Lazoski e colaboradores encontrou um padrdo
diferente de estruturacdo, com mais populagdes isoladas formando estoques
independentes. Apesar disso, eles também verificaram um indice mais baixo de
diferenciacdo entre os grupos para C. rhizophorae em comparacao com o de C.
gasar. Os resultados do STRUCTURE ndo foram tao robustos na atribuicdo
dos individuos as populacdes como os obtidos para C. gasar. I1sso se deve,
provavelmente, ao excesso de alelos nulos que levaram as populagdes a um
desequilibrio de Hardy-Weinberg aparente. O programa assume este equilibrio
para suas analises e, devido a fraca estruturacédo presente em C. rhizophorae,
o teste de atribuicdo ndo obteve o sucesso esperado (Figura 30), muito embora
seja clara a estruturacdo das populacdes do Caribe. Ao contrario do observado
para C. gasar, o AFC individual ndo indicou estruturacdo em C. rhizophorae.
Apesar disso, com a exclusdo das populacbes mais diferenciadas (Caribe e
Baia da Ribeira), observa-se uma conformacdo das populacdes com sentido
geografico, onde as populagdes do sul estariam mais proximas entre si que as
populacdes do norte. O mesmo teste aplicado para as populacdes de C. gasar
mostrou a divisdo clara de dois grupos norte e sul, com o norte do Rio de
Janeiro como um grupo a parte.

Apesar de possuirem larvas planctotroficas que permanecem de 2 a 3
semanas no plancton, tempo considerado suficiente para dispersao pela costa
do Brasil, verificamos niveis de estruturacdo nas duas espécies. C. gasar

mostrou um nivel mais alto de estruturacdo, onde podemos afirmar existir
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quatro grandes grupos: Africa, Guiana Francesa, grupo do norte e grupo do sul
do Brasil. O ponto amostral referente a populacdo do norte do Rio de Janeiro
indicou ser um ponto de mistura de individuos dos grupos norte e sul. C.
rhizophorae apresentou uma alta estruturacdo entre as populacées do Caribe e
as populacdes brasileiras. Dentro do Caribe, as populacdes do Panama e Cuba
indicam também um alto nivel de estruturacdo. Com relagdo unicamente as
populacdes brasileiras, C. rhizophorae também indicou niveis de estruturacao
embora mais fracos que os observados para C. gasar. Dois grandes grupos
mostraram-se consensuais em todas as andlises para esta espécie e sao
também coincidentes geograficamente com os grupos encontrados para C.
gasar: um grupo do norte, de Piaui até o Espirito Santo e outro do Rio de
Janeiro até Santa Catarina.

O sinal de isolamento por distancia que existia dentro de cada espécie ao
longo da costa brasileira desaparece quando os grupos norte e sul s&o tratados
separadamente. Ou seja, 0s resultados ndo indicaram isolamento por distancia
verdadeiro, mas sim um reflexo da alta diferenciacdo entre os dois grupos, de
forma que amostras da Bahia