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Resumo

Mudangas climaticas sao fendmenos responsaveis por influenciar dinamicas de
populagoes ao longo da historia evolutiva das espécies. Quando mudangas no
clima ocorrem de maneira abrupta suas consequéncias podem ser refletidas na
distribui¢ao, no tamanho e na persisténcia das populagdoes sob o efeito destas
mudancas. O Quaterndrio foi uma época caracterizada por mudangas climaticas
rapidas e intensas. Estimar a demografia histérica de populagdes nesta escala de
tempo € uma forma de avaliar como flutuagdes no clima influenciaram populagoes
ancestrais. Dados genéticos nos permitem recuperar informacao sobre o tamanho
populacional em escalas de tempo amplas e buscar associagOes entre flutuagoes no
tamanho das populacdoes e variagdes no clima. A demografia historica de
populagdes do peixe de agua doce Poecilia vivipara habitantes da planicie
Quaterndria do norte do Rio de Janeiro foi estimada com o objetivo de avaliar se
fendmenos em escalas de tempo ancestrais deixaram uma assinatura no genoma
dos individuos de populacdes contemporaneas. Subsequentemente, foi avaliado se
as assinaturas genéticas sdo reflexo de respostas populacionais as variagdes
climaticas intensas ocorridas no Quaterndrio. Para estimar a demografia historica
de P. vivipara, utilizou-se o método Skyline-Plot Bayesiano (BSP), sendo o gene
mitocondrial citocromo b o marcador molecular analisado. A dinamica
populacional ancestral de P. vivipara revelou uma mudancga de regime nos ultimos
75 mil anos, que pode estar associada direta ou indiretamente as variagOes
climaticas do Quaterndrio. Flutua¢des no nivel do mar, geradas pelas mudangcas
climaticas do Quaternario, podem estar relacionadas com as flutuagdes no
tamanho populacional de P. vivipara. Estudos incluindo outras regides do genoma
e com maior detalhamento sobre varia¢Oes climaticas locais podem contribuir para
gerar estimagOes mais confidveis da histéria populacional de P. vivipara e sua

potencial relacdo com eventos climaticos.
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Abstract

Paleoclimatic changes are responsible to influence population dynamics through
the evolutionary history of species. When climatic changes occur suddenly its
consequences can be reflected in the distribution, size and persistence of
populations. The Quaternary was a time of massive climatic changes. The
estimation of the demographic history of populations at such timescales allows the
assessment of how climatic fluctuations have influenced ancestral populations.
Genetic data are available and allow recovering information about population
sizes in wide timescales and searching for associations between population size
fluctuations and climatic change. The historical demography of freshwater fish
Poecilia vivipara populations inhabiting the Rio de Janeiro Northern Quaternary
Plain was estimated aiming to evaluate if phenomena in ancestral timescales leaves
a signature in the genomes of its modern representatives. Subsequently, we
evaluate if the genetic signatures are the result of population responses to massive
climatic changes occurred in Quaternary. The Bayesian Skyline-Plot (BSP) was
utilized to estimate the demographic history of P. vivipara, with the mitochondrial
gene cytochrome b as molecular marker. The ancestral population dynamics of P.
vivipara revealed a regime change in the last 75,000 years, which can be direct or
indirectly associated to Late Quaternary climatic variations. Sea level fluctuations,
generated by Quaternary climatic changes, could be related to population size
fluctuations of P. vivipara. Studies including other genome regions and with more
details about local climatic variations can create more reliable estimations of the P.

vivipara population history and its potential relationship with climatic events.
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Lista de Ilustra¢oes

Figura 1. Variacao climatica durante o Quaternario Tardio. O eixo x representa o tempo em
milhares de anos antes do presente, e o eixo y representa indiretamente a variagao da
temperatura atmosférica por meio da proporgao do isétopo de oxigénio, sendo que valores
menores indicam temperaturas mais baixas e, portanto, periodos mais frios. A) Variagao
climatica dos tltimos 140 mil anos. B) Destaque da variagao climatica dos tltimos 30 mil anos.
Periodos interglaciais apresentam temperaturas mais elevadas (Eémio e Holoceno) e periodo
glacial apresenta temperaturas mais baixas (final do Pleistoceno — pos-Eémio). Em azul, esta
representado o periodo do Ultimo Glacial Maximo (UGM), no qual as temperaturas foram as
menores da época. Modificado de Hofreiter & Stewart (2009).

Figura 2. Mapa da planicie costeira do norte do Rio de Janeiro, destacando em cores distintas a
época de formacao das diferentes partes que compdem a regido, que apresenta sedimentos de
origem Quaternadria, e exibindo algumas lagoas existentes na regiao. Modificado de Silva et al.
(2013).

Figura 3. Individuos adultos de P. vivipara. A esquerda, uma fémea da espécie, e a direita, um
macho, que possui maior coloragdo na época reprodutiva. Fotografia de Felipe Aoki
Gongalves.

Figura 4. Distribuigao de P. vivipara. A esquerda, mapa da distribuigio da espécie, com a faixa
de ocorréncia destacada em amarelo. A direita, planicie costeira do norte do Rio de Janeiro,
subarea da distribuicdo de Poecilia vivipara na qual foi estudada a dinamica populacional
ancestral.

Figura 5. Aspectos geograficos e topologicos do estado do Rio de Janeiro. A) Mapa fisico do
estado do Rio de Janeiro dividido em Regides Hidrograficas. B) Imagem de satélite do estado
do Rio de Janeiro, destacando as Regides Hidrograficas em cores diferentes e algarismos
romanos. C) Detalhe da Regidao Hidrografica do Baixo Paraiba do Sul (IX), referente a planicie
costeira onde as amostras foram coletadas. RH I — X: Regiao Hidrografica I a X. Retirado de
www.inea.rj.gov.br.

Figura 6. Amostragem de populag¢des da planicie costeira do norte do Rio de Janeiro. As lagoas
amostradas estao representadas pelos marcadores amarelos, com seus respectivos nomes. No
total, vinte lagoas foram amostradas, sendo elas Agu, Atafona, Cabitinas, Cacimba, Campelo,
Catingosa, Cima, Comércio, Feia, Furado, Garga, Grussai, Heliporto, Iquipari, Lagamar, Praia
I, Praia II, Santa Clara, Tai Pequeno e Trés Vendas. O tamanho amostral de cada lagoa foi
n = 10, totalizando 200 individuos amostrados na regidao. Imagem de satélite retirada do
Google Earth.

Figura 7. Representacao esquematica da Teoria da Coalescéncia. A) Diagrama representando
dez geragdes populacionais. A primeira linha corresponde a geragao contemporanea, sendo os
circulos vermelhos os individuos (ou sequéncias) amostrados e os circulos azuis os individuos
da populacdo que nado foram amostrados. Os circulos vermelhos nas linhas subsequentes
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representam os ancestrais dos individuos amostrados no presente. B) Representacao grafica de
um evento de coalescéncia. Nds representam os individuos/sequéncias e arestas representam
as linhagens das amostras contemporaneas. C) Genealogia da amostra, representando relagoes
entre individuos/sequéncias contemporaneas. Os tempos t1, t2 e t3 representam os intervalos
de coalescéncia. Adaptado de Nielsen & Slatkin (2013).

Figura 8. Géis de agarose 1% corados com SYBR Safe. A) DNA extraido de seis individuos
(amostras). Pesos moleculares: A500 e A100 ng/ul. B) DNA amplificado de oito individuos.
Padrao molecular (ladder): 100 bp. C) DNA purificado de sete individuos. Pesos moleculares:
A100 e A250 ng/ul.

Figura 9. Trecho do sequenciamento do gene citocromo b (forward e reverse) de um individuo
amostrado.

Figura 10. Sequéncia editada do gene mitocondrial citocromo b a partir das sequéncias forward
e reverse de um individuo amostrado.

Figura 11. Analise Espacial de Variancia Molecular (SAMOVA) do gene citocromo b de P.
vivipara. Grafico dos valores de Fcr representando variacao entre grupos para cada valor de K.

Figura 12. Grafico BSP exibindo mudangas temporais no tamanho populacional efetivo de P.
vivipara. O eixo x representa o tempo em milhares de anos antes do presente. Note que zero (0)
representa o presente, e os valores subsequentes (50 a 250) representam o tempo no passado. O
eixo y representa o tamanho populacional efetivo das fémeas, multiplicado pelo tempo de
geragao da espécie. Linhas azuis sao os intervalos de credibilidade para os tamanhos
populacionais efetivos em cada instante de tempo, representando a incerteza das estimagoes
filogenética e coalescente.

Figura 13. Gréfico BSP exibindo mapeamento das mudangas climaticas nas mudangas
temporais no tamanho populacional efetivo de P. vivipara. Faixas vermelhas representam
periodos de clima quente e faixas azuis representam periodos de clima frio. LGM: Ultimo
Glacial Maximo, delimitado pela faixa azul escura; LMT - Ultima Transgressao Marinha;
SLMT - Penultima Transgressao Marinha.

Figura 14. Varia¢des no nivel do mar durante o Quaternario Tardio. A esquerda, mapa do
continente Sul Americano, no qual linha preta delineando o continente representa a linha da
costa no periodo do Ultimo Glacial Maximo. A esquerda (imagem superior), destaque em
vermelho da regido da planicie costeira do norte do Rio de Janeiro, mostrando que a area
exposta do continente era maior no periodo do UGM. A imagem inferior representa o nivel do
mar nos ultimos 50 mil anos para diversas regides do planeta. A faixa cinza do grafico
corresponde ao periodo do UGM, sendo este 0 momento em que o nivel do mar foi mais baixo
em todas as regioes, cerca de 120 metros abaixo do nivel do mar atual. Mapa modificado de
Mayle et al. 2009 e grafico modificado de Clark ef al. 2009.
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1. Introducao

A variagao global do clima ao longo da histéria da Terra € um importante
fator a influenciar dinamicas de popula¢des. Mudangas climaticas rdpidas podem
alterar os padroes de distribui¢ao, o tamanho e a persisténcia das populagdes de
uma espécie (Hofreiter & Stewart 2009), alterando, consequentemente, sua
diversidade genética. O Pleistoceno (2,6 milhdes — 11,7 mil anos atrds) foi uma
época caracterizada por mudancas climaticas rdpidas e intensas, com periodos de
clima quente e frio ocorrendo em intervalos irregulares e duragdes variadas
(Figura 1). As flutuagdes na temperatura refletem os periodos glaciais da época —
dentre eles, o Ultimo Glacial Maximo (UGM) — que se intercalavam com periodos
interglaciais. O efeito das glaciagdes do Pleistoceno sobre a diversidade genética
de varios taxa foi bem documentado (Hewitt 2000), revelando que dinamicas de
populacoes de diversas espécies possuem uma histéria complexa, com populacdes
distintas exibindo reacdes particulares as mudangas climaticas. Um padrao que
emerge entre as populacdes é a tendéncia a perda de diversidade genética e a
extingdo durante tempos de mudangas climaticas rapidas. Uma maneira de
entender como as flutuagdes no clima influenciaram populagdes ancestrais é

avaliar sua demografia histérica. Dados genéticos nos permitem recuperar



informagao sobre o tamanho populacional em escalas de tempo ancestrais e buscar
associacoes entre flutuagdes no tamanho das populagdes e variagdes no clima

(Gattepaille et al. 2013).
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Figura 1. Variagao climatica durante o Quaternario Tardio. O eixo x representa o tempo em
milhares de anos antes do presente, e o eixo y representa indiretamente a variagao da temperatura
atmosférica por meio da proporc¢do do is6topo de oxigénio, sendo que valores menores indicam
temperaturas mais baixas e, portanto, periodos mais frios. A) Variagdo climatica dos ultimos 140 mil
anos. B) Destaque da variagdo climatica dos ultimos 30 mil anos. Periodos interglaciais apresentam
temperaturas mais elevadas (EEmio e Holoceno) e periodo glacial apresenta temperaturas mais
baixas (final do Pleistoceno — pés-Eémio). Em azul, esta representado o periodo do Ultimo Glacial
Maximo (UGM), no qual as temperaturas foram as menores da época. Modificado de Hofreiter &
Stewart (2009).

Diversos estudos sobre o impacto das mudancas climaticas em dinamicas de
populagdes foram realizados no Hemisfério Norte, porém, ha pouca informagao
sobre seu efeito em populagdes do Hemisfério Sul (Ruzzante et al. 2008). Estudos
na América do Sul mostraram que a duragao das glaciagdes do periodo
Quaternario (2,6 milhdes de anos atras — presente) variou de maneira significativa

neste continente. Nos locais onde ocorreram glaciagOes, geleiras alteraram os



padrdes de drenagem de rios e a distribuigao de lagos, além de gerar quedas
consideraveis no nivel do mar, aumentando os habitats terrestres e de agua doce
em algumas regides (Clapperton 1993, Turner et al. 2005, Ruzzante et al. 2008,
Zemlak et al. 2011).  Neste contexto, a Patagdnia é uma das poucas regides
estudadas na América do Sul, com informagoes sobre a demografia historica da
fauna e flora da regiao (Ruzzante et al. 2008, Zemlak et al. 2010. Pardinas et al. 2011,
Sérsic et al. 2011, Ruzzante ef al. 2011). No Brasil, Hollatz et al. (2011) associaram as
mudancas climaticas pleistocénicas a padroes de diversificagdo e a flutuagdes no
tamanho populacional de linhagens de golfinhos do género Inia, sendo um dos
poucos trabalhos a investigar o efeito das mudangas climaticas sobre dinamicas
populacionais ancestrais nesta regiao do continente Sul Americano.

Sistemas costeiros sao particularmente relevantes para avaliar respostas
populacionais as mudangas climaticas. Flutuac¢des no nivel do mar alteram estes
sistemas de maneira significativa, aumentando ou diminuindo sua extensao, e, por
conseguinte, alterando sua disponibilidade de habitats. A variagao de habitats
disponiveis, por sua vez, pode alterar o tamanho das populagdes. A planicie
costeira situada ao norte do estado do Rio de Janeiro é uma regiao formada a partir
de flutuagoes do nivel do mar associadas as mudancas climaticas do Quaternario
(Martin et al. 1997) (Figura 2). A regiao possui um complexo de lagoas gerado por

processos geomorfoldgicos relacionados a formacao do delta do Rio Paraiba do Sul



(Martin et al. 1997). A deposigao de sedimentos fluviais e marinhos transportados
pelo rio e a agao de correntes oceanicas levaram ao fechamento de canais fluviais
antigos, processo que deu origem as lagoas ha cerca de 5100 anos (Martin et al.
1997; Neves & Monteiro 2003) (Figura 2). As lagoas possuem habitats similares,
devido a sua origem comum, diferindo, entretanto, em tamanho. As lagoas exibem
gradientes de salinidade de acordo com sua proximidade ao oceano, responsaveis

pela composicao da sua vegetagao marginal e da comunidade de peixes.

AT

R Paralta do Sul

Pre- Barreiras  Terraco Terrago  Depdsitos  Lagoas Paleocanais

Cambriano Tercidric  Marinho Marinho  lagunares
(Pleistoceno) (Holoceno) e fluviais

Figura 2. Mapa da planicie costeira do norte do Rio de Janeiro, destacando em cores
distintas a época de formagdo das diferentes partes que compéem a regido, que
apresenta sedimentos de origem Quaternaria, e exibindo algumas lagoas existentes na
regido. Modificado de Silva et al. (2013).



Dentre as espécies que habitam as lagoas da planicie Quaternaria do norte
Rio de Janeiro, encontra-se Poecilia vivipara (Teleostei: Poeciliidae) (Figura 3). Os
peixes viviparos de agua doce da familia Poeciliidae (Rosen & Bailey 1963) sao um
grupo endémico do Novo Mundo e compreendem cerca de 220 espécies incluidas
em 28 géneros (Lucinda 2003; Lucinda & Reis 2005). Dentre os diversos géneros do
grupo, o género Poecilia ¢ um excelente sistema modelo para estudos de evolugao
de ciclos vitais (Auer et al. 2010), selecao natural e sexual (Houde 1997), evolucao e
coevolucao experimentais (Palkovacs et al. 2009; Bassar et al. 2010, Langerhans
2010) e evolugao fenotipica em gradientes ecoldgicos (Hendry et al. 2006; Burns
2009). Poecilia também €é um excelente modelo para o estudo de processos
ecologicos e evolutivos associados com a invasdao e colonizacdo de novos
ambientes (Tobler 2008), podendo se adaptar rapidamente a novos habitats (Kotler

et al. 2013).

Figura 3. Individuos adultos de P. vivipara. A esquerda, uma fémea da
espécie, e a direita, um macho, que possui maior coloragao na época
reprodutiva. Fotografia de Felipe Aoki Gongalves.
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P. vivipara é amplamente distribuida por regides costeiras da Ameérica do
Sul, vivendo em ambientes de agua doce como lagoas e cursos baixos de rios
(Parenti & Rauchemberger 1989) desde a Venezuela até a Argentina (Figura 4). Sua
dieta é composta principalmente de matéria organica vegetal (Bizerril & Primo
2001). P. vivipara destaca-se como organismo modelo para estudos de evolucao
fenotipica em gradientes ambientais e ecologicos, revelando como gradientes de
salinidade e predacdao podem influenciar a forma e o tamanho do corpo dos
individuos (Neves & Monteiro 2003; Gomes Jr. & Monteiro 2007; Aradjo &
Monteiro 2013). Gomes Jr. & Monteiro (2007) demonstraram como gradientes de
salinidade e predacao influenciaram caracteres reprodutivos da espécie,
mostrando que o tamanho das fémeas adultas, a fecundidade e o tamanho dos
descendentes variam entre os extremos destes gradientes. Estudos também
revelaram que, dentre os possiveis fatores a influenciar a variagdo fenotipica
observada em gradientes ambientais e ecoldgicos, a selecao natural é o mecanismo
mais plausivel para explicar a variagdo observada em P. vivipara (Monteiro &
Gomes Jr. 2005; Gomes Jr. & Monteiro 2007).

Em decorréncia da historia geoldgica recente da regido, caracterizada pela
deposicao de sedimentos transportados pelo Rio Paraiba do Sul, uma hipdtese de
colonizagao das lagoas por P. vivipara é que tais populagdes sdao provenientes de

estoques populacionais do Rio Paraiba do Sul (Neves & Monteiro 2003). O fato do



Rio Paraiba do Sul ter sua origem antes do Quaterndrio possibilita que, desde o
Pleistoceno, populagdes de P. vivipara habitassem a regiao, sendo suscetiveis as
variagoes climaticas atuantes nessa época. Uma hipotese a ser explorada é que as
flutuagdes no nivel do mar, geradas por mudangas climaticas do Quaternadrio,
influenciaram a demografia de populagoes de P. vivipara da planicie costeira do
norte do Rio de Janeiro. Para avaliar esta hipdtese, foi investigado se fendmenos
populacionais ancestrais deixaram uma assinatura no genoma dos representantes
modernos de P. vivipara, revelando como popula¢des ancestrais responderam as

variacOes climaticas intensas ocorridas no Quaternario.

Figura 4. Distribuicdo de P. vivipara. A esquerda, mapa da distribui¢cdo da espécie, com a
faixa de ocorréncia destacada em amarelo. A direita, planicie costeira do norte do Rio
de Janeiro, subarea da distribuicdo de Poecilia vivipara na qual foi estudada a dinamica
populacional ancestral.



2. Material e Métodos

Coleta do Material Bioldgico

As lagoas da planicie costeira do norte do Rio de Janeiro (Regido
Hidrografica do Baixo Paraiba do Sul — Figura 5) foram formadas no final do
Quaternario (Martin et al. 1997) e apresentam grandes diferengas ambientais
determinadas pela localizacao dentro da planicie costeira (Suzuki et al. 1998; 2002).
Lagoas mais proximas da costa sdo salobras e apresentam um gradiente de
salinidade que decresce em direcao ao interior do continente (Suzuki et al. 1998;
2002). Lagoas localizadas no interior da planicie costeira possuem dgua doce e uma
composicao da ictiofauna diferente das lagoas salobras (Bizerril & Primo 2001).
Nas lagoas de agua doce, P. vivipara co-ocorre com a traira (Hoplias malabaricus),
considerada um de seus predadores potenciais (Mazzoni & Iglesias-Rios 2002).
Vinte lagoas da planicie costeira do norte do Rio de Janeiro foram amostradas, com
dez individuos coletados por lagoa (n = 10) (Figura 6). Os espécimes foram
capturados com uma rede de arrasto de malha fina (tela de mosquito),

anestesiados em gelo e logo apods a captura, fixados em alcool absoluto.
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Figura 6. Amostragem de popula¢des da planicie costeira do norte do Rio de Janeiro. As lagoas
amostradas estdo representadas pelos marcadores amarelos, com seus respectivos nomes. No
total, vinte lagoas foram amostradas, sendo elas Acgu, Atafona, Cabiinas, Cacimba, Campelo,
Catingosa, Cima, Comércio, Feia, Furado, Garga, Grussai, Heliporto, Iquipari, Lagamar, Praia |, Praia
Il, Santa Clara, Tai Pequeno e Trés Vendas. O tamanho amostral de cada lagoa foi n = 10,
totalizando 200 individuos amostrados na regiao. Imagem de satélite retirada do Google Earth.
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Geracado de dados moleculares

A regidao do genoma escolhida para investigar a dinamica populacional
ancestral de P. vivipara foi o gene mitocondrial citocromo b. O DNA mitocondrial é
utilizado para estimar demografias histéricas (Ho & Shapiro 2011) pois contém
algumas caracteristicas que o tornam pertinente para tal abordagem: 1) possui
maiores taxas de substituicao com relagao a outras regides do genoma, evoluindo
mais rapidamente e permitindo que sejam observadas varia¢cdes no nivel dos
individuos; 2) regido nao sofre recombinacao genética, garantindo que a
informacao recuperada nos individuos é produto de variagdes obtidas em sua
linhagem. Outro atributo do DNA mitocondrial é sua heranca materna. O fato de
ser herdado maternalmente significa que a partir do DNA mitocondrial é possivel
recuperar apenas aspectos da historia populacional que ficaram registrados no
genoma das fémeas, o que pode ser problematico se os processos subjacentes a
dinamica das populagdes avaliadas sdo influenciados pelo sexo. Como nao ha
evidéncias que este tipo de viés ocorra em P. vivipara, este fator nao parece ser
relevante, permitindo que a estimagao da demografia histérica das fémeas seja

equivalente a estimac¢ao da demografia historica da populagao.

11



Meétodos laboratoriais: Extracdo de DNA, Amplificacdo e Sequenciamento

O método de extracao com sal de Aljanabi & Martinez (Aljanabi & Martinez,
1997) foi utilizado, com algumas modificacdes, para extrair DNA total a partir de
musculo esquelético. O tampao de lise contém 80 ul de TNE (Tris-HCl 50 mM -
pH 8.0; NaCl 100 mM; EDTA 6,3 mM - pH 8.0), 20 ul de SDS 10% e 10 ul de
proteinase K 20 ng/ml. Para concentrar o DNA foram utilizados 35 pl de NaCl 5M
e a ressuspensao foi feita em 30 — 50 pl de TE (1 mM Tris-HCI - pH 8.0, 0,1 mM
EDTA).

O gene mitocondrial citocromo b foi amplificado através da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Os primers utilizados foram: (F) L14724 ( 5° CGA
AGC TTG ATA TGA AAA ACCATCGTIT G 3 ) e (R) H15982 (5 CCT AGC TTT
GGG AGY TAG G 3") (Schories et al., 2009). O PCR foi realizado em solucao de 25
ul, contendo: 11 ul de ddH20, 2,5 ul de 10X PCR Buffer (200 mM Tris-HCl — pH
8.4; 500 mM KCl), 0,26 mM de cada dNTP, 0,75 mM de BSA (Albumina Bovina
Sérica), 2 mM de MgClz, 0,5 uM de cada primer e 1,25 unidades de Taq DNA
Polimerase (invitrogen) (modificado de Breden et al. 1999). Os ciclos de PCR
seguiram o protocolo (Meredith et al. 2010): desnaturagao inicial em 94 °C por 120
s; 35 ciclos de 60 s em 94 °C (desnaturacao), 60 s em 50 °C (anelamento) e 60 s em

72 °C (extensao); e uma extensao final de 600 s em 72 °C. Os produtos do PCR
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foram aplicados em gel de agarose 1% (80 ml TAE 0,5X, 0,8 g agarose e 0,4 pl
SYBR Safe). Para as solucdes aplicadas no gel, utilizaram-se 5 pl da amostra
amplificada, 6 pl de ddH20 e 1 ul de tampao de amostra (Loading Buffer). Para o
padrao molecular aplicado (Ladder) utilizaram-se 2 ul, adicionando 9 ul de ddH=0
e 1 ul de tampao de amostra. A purificagao foi realizada utilizando o Kit Promega
Wizard® SV Gel and PCR Clean — Up System, e aplicada em gel de agarose 1%
contendo 80 ml TAE 1X, 0,8 g agarose e 4 pl SYBR Safe.

Os produtos de PCR foram enviados para a empresa Macrogen
(http:/lwww.macrogen.com/kor/), onde foi realizado o sequenciamento do gene
citocromo b pelo método de Sanger. As sequéncias geradas foram editadas no
programa BioEdit ver 7.0.5 (Hall 2005) e alinhadas no programa MEGA ver 5.2

(Tamura et al. 2011).
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Analise dos dados

Diversos métodos estimam a demografia histérica utilizando dados de
sequéncias de DNA. Alguns destes métodos necessitam de um modelo
demografico paramétrico que explique como o tamanho populacional varia ao
longo do tempo. O tamanho populacional pode permanecer constante ao longo do
tempo (modelo demografico com um tnico parametro), ou pode variar com uma
taxa de crescimento constante (modelo de crescimento exponencial, dois
parametros), com uma taxa de crescimento decrescente (modelo de crescimento
logistico, trés parametros) ou com uma taxa de crescimento crescente (modelo de
crescimento expansivo, trés parametros) (Pybus & Rambaut 2002; Ho & Shapiro
2011). A dificuldade de reconhecer um modelo demografico que melhor explique
a histdria das populagdes torna tais abordagens problematicas.

Métodos nao paramétricos e semi-paramétricos foram desenvolvidos com o
objetivo de estimar histérias demograficas de populagdes, que em geral sdo mais
complexas que o descrito por modelos paramétricos simples. Entre estes métodos
encontram-se os métodos Skyline-Plot, introduzidos por Pybus et al. (2000). Os
métodos Skyline-Plot sao baseados na teoria da coalescéncia, teoria que descreve
como 0s processos genéticos atuantes nas populagoes influenciam na forma da

genealogia das sequéncias amostradas (Drummond et al. 2005). O método envolve
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dois passos principais: (1) a estimacdo de uma genealogia a partir de sequéncias de
DNA e (2) a estimacado da histéria demografica da populacao, que serd baseada na
genealogia estimada na etapa (1) (Ho & Shapiro 2011). Ao estimar a genealogia
(etapa 1), recuperamos a relacdo de ancestralidade e descendéncia entre os
individuos e o tempo em que as linhagens divergiram. A relagdo entre os
individuos é representada pelo padrao de ramificacdo da arvore genealdgica, e o
tempo de divergéncia é representado pelas arestas da genealogia. A estimacdo da
genealogia pode conter erros associados a topologia propriamente dita (erros nas
relagdes entre os individuos), e erros associados ao comprimento das arestas (erros
no tempo de divergéncia). A incerteza inerente a estimagao genealdgica é
denominada por Ho & Shapiro (2011) como ‘erro filogenético’.

Ao olharmos para duas sequéncias contemporaneas contidas na genealogia
e as acompanharmos de forma retrospectiva vemos que as linhagens das duas
sequéncias coalesceram, ou seja, encontraram sua linhagem ancestral (Figura 7). O
tempo até ocorrer um evento de coalescéncia é representado pelas arestas da
genealogia e é denominado de intervalo de coalescéncia (Figura 7). Para estimar a
histéria demografica de uma populagao a partir da genealogia (etapa 2), o método
relaciona o tamanho populacional efetivo e o comprimento dos intervalos de
coalescéncia. Portanto, o tamanho populacional efetivo médio em cada intervalo

de coalescéncia € encontrado multiplicando-se o tamanho do intervalo de
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coalescéncia pelo numero de linhagens genealogicas contidas neste intervalo (Ho
& Shapiro 2001; Hudson 1983; Kingman 1982; Tajima 1983). Deste modo,
estimamos o tamanho populacional efetivo médio para cada intervalo de
coalescéncia da genealogia, reconstruindo a historia demografica da populacdo. A
incerteza inerente a estimagao da historia demografica a partir da genealogia é
denominado por Ho & Shapiro (2011) como ‘erro coalescente’. Dentre os métodos
da familia Skyline-Plot, o método Skyline-Plot Bayesiano (Drummond et al. 2005) se
destaca por coestimar a genealogia e a demografia historica em uma tnica andlise

e por considerar os erros filogenético e coalescente.
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Figura 7. Representac¢do esquematica da Teoria da Coalescéncia. A) Diagrama representando dez geragoes
populacionais. A primeira linha corresponde a geragao contemporanea, sendo os circulos vermelhos os
individuos (ou sequéncias) amostrados e os circulos azuis os individuos da populagdo que ndo foram
amostrados. Os circulos vermelhos nas linhas subsequentes representam os ancestrais dos individuos
amostrados no presente. B) Representacdo grafica de um evento de coalescéncia. Nos representam os
individuos/sequéncias e arestas representam as linhagens das amostras contemporaneas. C) Genealogia
da amostra, representando rela¢des entre individuos/sequéncias contemporaneas. Os tempost,,t, e t;
representam os intervalos de coalescéncia. Adaptado de Nielsen & Slatkin (2013).
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Para utilizar o método Skyline-Plot Bayesiano, as suposi¢des do modelo
subjacente ao método precisam ser satisfeitas. O método Skyline-Plot Bayesiano
tem como base o Modelo Coalescente Padrao Neutro. O Modelo Coalescente
Padrao Neutro possui algumas suposicdes sobre as populagdes amostradas
(Nielsen & Slatkin 2013). Para satisfazer tais suposi¢oes, dois aspectos importantes
sobre as populagdes amostradas devem ser preservados: (1) forcas deterministas,
como selecao natural, ndao atuam na regido analisada, ou seja, as sequéncias
evoluem de forma de forma neutra, e (2) populagao é panmitica, ou seja, nao ha
estrutura genética na regiao do genoma analisada. Além destes aspectos, é
importante que as sequéncias escolhidas sejam ortdlogas e nao recombinantes, e
que a amostragem seja abrangente, de modo a incluir um ntiimero de individuos
representativo da populacdo. Como observado na figura 6, o delineamento
amostral é abrangente, garantindo a representatividade da populagao. Para
avaliar se nossa amostra satisfaz as suposicoes (1) e (2), escolhemos como métodos
de andlise, respectivamente, o Teste de Neutralidade Seletiva (Estatistica D de
Tajima) (Tajima 1989) e a Andlise Espacial de Variancia Molecular (SAMOVA)

(Dupanloup et al. 2002).
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1. Teste de Neutralidade Seletiva (Teste D de Tajima)

A Teoria Neutra de evolucao molecular foi proposta por M. Kimura em
1968. Kimura propods que a variagao molecular observada nas populagdes pode
ser conseqiiéncia apenas de forgas estocasticas, como deriva genética e mutacao,
sem a atuacao de forcas deterministas, como sele¢ao natural. O Teste D de Tajima
detecta desvios na distribuicdo das frequéncias alélicas das propor¢oes esperadas
quando o alelo esta evoluindo de forma neutra, ou seja, sob o modelo neutro
padrao. O teste relaciona dois estimadores de O, o estimador de Tajima e o
estimador de Watterson, sendo que 0 representa o nimero esperado de mutacdes
separando duas sequéncias (6 = 4N u) e V(@T - éw) representa a variancia em

(67 — 8y) (Nielsen & Slatkin 2013):

D de Tajima =

O estimador de Tajima calcula o niumero esperado de mutagoes O a partir de
diferencas entre pares de sequéncias (k), enquanto que o estimador de Watterson
calcula o 0 a partir do nimero de sitios segregantes de todas as sequéncias
alinhadas (S/ax). Sob o modelo neutro padrao, o valor esperado para os dois

estimadores é O:

18



Portanto, quando a sequéncia evolui de forma neutra espera-se que a
estatistica D de Tajima seja zero. Valores diferentes de zero representam a atuagao
de forgas deterministas, como sele¢ao natural, sob a sequéncia analisada. O Teste

D de Tajima foi realizado no programa DnaSP v5 (Librado & Rozas 2009).

2. Analise Espacial de Varidancia Molecular (SAMOVA)

Para avaliar a existéncia de estrutura genética no sistema estudado, foi
realizada uma Andlise Espacial de Variancia Molecular (SAMOVA). Esta analise
define grupos de populagdes maximamente diferenciados sob o aspecto genético e
geograficamente homogéneos (Dupanloup et al. 2002). Diferente dos testes
classicos de estrutura genética, nao é necessario definir a composi¢ao dos grupos a
priori neste método, sendo os grupos definidos com base apenas nos dados
genéticos.

O método SAMOVA utiliza um procedimento computacional exaustivo
(simulated annealing procedure) para (1) definir a composicao de K grupos a partir da
sua amostra, sendo K uma particao inicial aleatéria das n populagdes amostradas,
e (2) maximizar o indice Fcr, que representa a proporc¢ao da variancia genética total
devido a diferencas entre grupos de populagdes (Dupanloup et al. 2002). O
método requer uma defini¢do a priori do nimero de parti¢des K, porém, o usudrio

pode testar varios valores de K, com o objetivo de encontrar o nimero de parti¢des
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da amostra com o maior Fcr. O valor de K com maior indice Fcr representa o
numero de particdes no qual as populagdes amostradas sao maximamente
diferenciadas. Nds testamos todos os valores de K possiveis para a nossa amostra,
com o objetivo de obter o K com maior Fcr, ou seja, obter o nimero de grupos que
exibisse maior diferenciacdo genética, revelando uma possivel estrutura genética.
Quando ndo ha um ntimero de grupos K com Fcr que se destaque em relagao aos
outros e a variagao observada ¢ mais frequente dentro das populagdes que entre os
grupos de popula¢des definidos pelo método, podemos concluir que nao ha
estrutura genética nas populagdes amostradas (Blanco-Pastor et al. 2013). O
programa utilizado para realizar a Analise Espacial de Variancia Molecular foi o

SAMOVA 1.0 (Dupanloup et al. 2002).

3. Skyline-Plot Bayesiano (BSP)

Como dito previamente, o método Skyline-Plot Bayesiano (BSP)
(Drummond et al. 2005) se destaca por coestimar a genealogia e a demografia
histérica em uma unica analise, diferente dos métodos Skyline-Plot anteriores.
Como no método Skyline-Plot Generalizado (Strimmer & Pybus 2001), o BSP tem
como suposi¢ao que o tamanho populacional efetivo médio em cada intervalo de
coalescéncia € constante (Drummond ef al. 2005). Entre um intervalo de

coalescéncia e outro, porém, o tamanho populacional muda instantaneamente
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(Drummond et al. 2005; Ho & Shapiro 2011). A possibilidade de agrupar intervalos
de coalescéncia subsequentes torna as mudancas no tamanho populacional
graduais, gerando uma curva demografica suave (Drummond et al. 2005; Ho &
Shapiro 2011). O grafico gerado inclui intervalos de credibilidade para os
tamanhos populacionais efetivos em cada instante de tempo, representando a
incerteza das estimagoOes filogenética e coalescente (Drummond et al. 2005; Ho &
Shapiro 2011), e mostra a relagdo entre o tamanho populacional (eixo y) e a
quantidade de mudancgas em uma escala de tempo (eixo x).

A partir das sequéncias de DNA amostradas em uma populagao, a
informacao recuperada sobre o tamanho populacional estd associada
primeiramente a uma escala de tempo molecular (substitui¢des/sitio). Em geral,
nao é interessante inferir apenas o periodo relativo dos eventos demograficos
ancestrais, mas associar tais eventos com uma escala de tempo real (anos), para
buscar rela¢oes entre eventos demograficos e eventos climaticos. Uma maneira de
estimar o tamanho populacional em uma escala de tempo real é conhecer a taxa de
substitui¢do da regiao do genoma analisada. A taxa de substituicio do gene
citocromo b de P. vivipara nao € conhecida, sendo necessario estima-la. A taxa de
substitui¢cao do citocromo b foi estimada a partir do nimero médio de diferengas
entre pares de sequéncias amostradas (1) e de uma estimativa do tempo de

divergéncia entre populacdes de P. vivipara, por meio da relagao

21



Zi<jdij , )
T, n nn—1/2 substituicbes/sitio
taxa de substitui¢do = = = nn—D/2 — ¢

t tempo

no qual d;; € o nimero de diferencas de nucleotideos entre as sequénciasi e j, n é
o numero de sequéncias amostradas e t ¢ o tempo de divergéncia entre as
linhagens das sequéncias i e j. Dados independentes de sequéncia e de tempo de
divergéncia entre linhagens de P. vivipara foram obtidos em Meredith et al. (2011),
a partir dos quais foi calculada a taxa de substitui¢ao do citocromo b da espécie.

O programa utilizado para construir a historia demografica a partir do
método BSP foi o BEAST (Drummond & Rambaut 2007). Arquivos gerados pelas
analises feitas no BEAST foram lidos no programa TRACER ver 1.5, no qual foi
gerado o grafico do tamanho populacional efetivo das fémeas (eixo y) pelo tempo

em milhares de anos antes do presente (eixo x).
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3. Resultados

Extragio de DNA, Amplificagio e Sequenciamento

A estratégia laboratorial utilizada neste projeto teve como objetivo garantir
a qualidade das etapas experimentais no menor tempo possivel. Desta forma, os
experimentos foram realizados de modo que as amostras escolhidas num dado
experimento seguiram as seguintes etapas: (1) extragao de DNA, (2) amplificagao
do gene citocromo b por meio da reagao de PCR, (3) purificacdo, (4)
sequenciamento do gene amplificado e (5) edicao das sequéncias. Apods a
verificagao do sucesso de cada etapa, novas amostras foram escolhidas e todas as
etapas (1 — 5) foram realizadas.

Realizou-se primeiramente a extracdo das amostras, de acordo com o plano
inicial. O DNA foi extraido com sucesso, apresentando bandas unicas no gel de
agarose (Figura 8A) que refletem sua integridade. Em seguida, a etapa de
amplificacdo do gene mitocondrial citocromo b foi realizada (Figura 8B). O gene
foi amplificado com sucesso, gerando bandas especificas que refletem a
amplificacdo apenas do gene de interesse. A partir da reacao de PCR, realizou-se a

purificacdo das amostras. As bandas especificas observadas no gel de agarose
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(Figura 8C) indicam que o gene citocromo b permaneceu integro e pronto para o

sequenciamento.
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Figura 8. Géis de agarose 1% corados com SYBR Safe. A) DNA extraido
de seis individuos (amostras). Pesos moleculares: A500 e A100 ng/pl.
B) DNA amplificado de oito individuos. Padrdao molecular (/adder):
100 bp. C) DNA purificado de sete individuos. Pesos moleculares:
A100 e A250 ng/pl.

A partir das amostras purificadas, foi realizado o sequenciamento do gene
mitocondrial citocromo b. Duas sequéncias foram geradas por individuo, sendo

cada sequeéncia referente a uma das fitas do DNA (denominadas forward e reverse).



O sequenciamento foi realizado com sucesso (Figura 9), exibindo picos bem
definidos e ndo sobrepostos. A partir das sequéncias forward e reverse do gene foi
gerada uma sequéncia consenso para cada individuo (Figura 10). Com as

sequéncias consenso, foram realizados o alinhamento entre individuos e as

analises dos dados.

Forward -

160 180
G{IG{&{CITIGGCICCCICCIGGG lACT{Z'JTG{D{Z'[]f%']f IGCCC&{-‘LIICT{{CCGGCII{IIIII{GCI&I ACATTAT.

bl WWMWMMWWMWWWWM

110 120 130 140 150 160 170
GTAT TTTAT T T TCAACTAATGC TGCGGTGGGGATGAGGAAGAGGAATAAGAAAAAGTAGAGAAAGGAAGCGATTT

- Al . - - > AN U P - .
Figura 9. Trecho do sequenciamento do gene citocromo b (forward e reverse) de um individuo
amostrado.
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Figura 10. Sequéncia editada do gene mitocondrial citocromo b a partir das sequéncias
forward e reverse de um individuo amostrado.
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Analise dos dados

1. Teste de neutralidade seletiva (Teste D de Tajima)

O teste D de Tajima teve como resultado um valor negativo (—0,15229 ),
porém sem significancia estatistica ( P > 0,10 ). Tal resultado indica que o gene
citocromo b nao esta sob a¢do da selecao natural. Portanto, a suposi¢ao do modelo
de que nao ha forcas deterministas atuando foi satisfeita, permitindo, sob esse
aspecto, o uso do marcador molecular escolhido na andlise de demografia

historica.

2. Analise Espacial de Varidncia Molecular (SAMOVA)

A andlise SAMOVA indicou auséncia de estrutura genética, pois os valores
de Fcr foram muito proximos uns dos outros, e a porcentagem de variagdo
explicada pela variacao intrapopulacional foi sempre maior que a explicada pela
variagdo entre grupos de populacdes (Tabela 1, Figura 11). A auséncia de
estrutura genética satisfaz a suposicao do modelo de que a populagao é panmitica,

permitindo a inferéncia da demografia histdrica a partir da amostra tomada.
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Tabela 1. Andlise Espacial de Variancia Molecular (SAMOVA) do gene
citocromo b de Poecilia vivipara. Valores de Fc; e porcentagem de variagao
entre grupos, entre populacdes dentro de grupos e dentro das populagées,

para todos os possiveis valores de K.

Porcentagem da variagao

Entre Entre populagdes dentro de Dentro de
K Fer
grupos grupos populacGes
2 0.406* 40.56 5.72 53.72
3 0.399* 39.85 3.54 56.61
4 0.385* 38.47 3.92 57.61
5 0.370* 36.98 4.54 58.48
6 0.345%* 34.55 3.77 61.68
7 0.333%* 33.33 2.64 64.03
8 0.321%* 32.05 1.80 66.14
9 0.302%* 30.23 1.62 68.15
10 0.305* 30.52 -3.75 73.23
11 0.303* 30.27 -3.64 73.37
12 0.299* 29.89 -4.43 74.54
13 0.299* 29.93 -4.75 74.82
14 0.303* 30.34 -5.62 75.27
15 0.301* 30.13 -5.52 75.39
16 0.301* 30.12 -5.99 75.87
17 0.302%* 30.15 -6.15 76.00
*P <0.01
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Figura 11. Andlise Espacial de Variancia Molecular (SAMOVA) do gene citocromo b
de P. vivipara. Grafico dos valores de F¢; representando variagao entre grupos para
cada valor de K.
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3. Skyline-Plot Bayesiano (BSP)

A taxa de substituicio do citocromo b foi estimada em 0,9 X 1078

substitui¢des/sitio x ano, ou 0,9% substitui¢des/sitio por milhdes de anos:

Yi<jdij _ _ o .
nn—1/2 _ 1,9x10 “ _ 0,9x10 “substituicdes/sitio

t 2,11x10° ano

8

taxa de substituicdo = %

A andlise coalescente do gene mitocondrial citocromo b realizada pelo
método BSP estimou a historia demografica das populagoes de Poecilia vivipara dos

ultimos 300 mil anos (Figura 12).
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Figura 12. Grafico BSP exibindo mudangas temporais no tamanho populacional efetivo de P. vivipara. O
eixo x representa o tempo em milhares de anos antes do presente. Note que zero (0) representa o
presente, e os valores subsequentes (50 a 250) representam o tempo no passado. O eixo y representa o
tamanho populacional efetivo das fémeas, multiplicado pelo tempo de geragao da espécie. Linhas azuis
sdo os intervalos de credibilidade para os tamanhos populacionais efetivos em cada instante de tempo,
representando a incerteza das estimacdes filogenética e coalescente.
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Com a dinamica populacional ancestral estimada, a proxima etapa foi
buscar associagdes entre as flutuagdes no tamanho populacional e eventos
climaticos da época. Para buscar tal relagdo, mudancas na temperatura foram
mapeadas na regiao do grafico BSP onde houve mudanga de regime, com base em
dados globais sobre as variagdes da temperatura na escala de tempo analisada
(Figura 13). O Ultimo Glacial Maximo (LGM) foi incorporado ao grafico da
dindmica, e as duas ultimas transgressdes marinhas também foram incluidas. As
transgressdoes marinhas representam avang¢os no nivel do mar sobre as regides
costeiras dos continentes. A Ultima Transgressiao Marinha (LMT) ocorreu em torno
de 5 mil anos atrds, e a Pentltima Transgressao Marinha (SLMT) ocorreu ha 123

mil anos.

LGM

i

Tamanho populacional efetivo das
fémeas (Nef) x tempo de geracao

SLMT

=)
w L I T T
LMT

0 50 100 150 200 250

Tempo (milhares de anos antes do presente)
Figura 13. Grafico BSP exibindo mapeamento das mudangas climaticas nas mudangas temporais no
tamanho populacional efetivo de P. vivipara. Faixas vermelhas representam periodos de clima quente e

faixas azuis representam periodos de clima frio. LGM: Ultimo Glacial Maximo, delimitado pela faixa azul
escura; LMT - Ultima Transgressio Marinha; SLMT — Pendltima Transgressdo Marinha.
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4, Discussao

A dinamica ancestral das populagdes de P. wvivipara da planicie
Quaternaria do norte do Rio de Janeiro revelou uma mudanca de regime nos
ultimos 75 mil anos, caracterizada por um crescimento populacional seguido por
um rapido declinio (Figura 12). Ao mapear o clima na dinamica populacional
ancestral, observou-se uma potencial associagao entre variagoes na temperatura e
flutuagdes no tamanho populacional (Figura 13). A relagdo observada ¢ de
aumento populacional quando a temperatura diminui (periodo de clima frio),
atingindo um ponto de maximo apos o periodo mais frio da época (LGM). A partir
desse ponto a temperatura se eleva (periodo de clima quente) e ocorre diminuigao
do tamanho populacional até o presente (Figura 13). Parece existir, portanto, uma
relagdo inversa entre o tamanho populacional e a temperatura.

Os efeitos do clima sobre a demografia histérica das populagdes de P.
vivipara podem ter se estabelecido de diversas maneiras, com influéncias diretas e
indiretas da temperatura sobre a dinamica das populagdes. Uma hipdtese é que
mudangas no nivel do mar, ocasionadas por variagdes na temperatura, foram
responsaveis por contragoes e expansoes do habitat das populagoes de P. vivipara
na planicie costeira do norte do Rio de Janeiro (Figura 14). Como observado em

regides da Patagonia que sofreram influéncias das variagoes climaticas (Ruzzante
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et al. 2008, Zemlak et al. 2010. Pardinas et al. 2011, Sérsic et al. 2011, Ruzzante et al.
2011), em periodos frios ocorreram quedas no nivel do mar na regido costeira do
Brasil, aumentando o territorio continental disponivel para a formacao de lagoas a
partir do Rio Paraiba do Sul (Ledru et al. 2005). A expansao do habitat nos
periodos frios ocasionaria, portanto, um aumento no tamanho populacional de P.
vivipara, por sua capacidade de colonizar rapidamente novos ambientes (Kotler et
al. 2013). Em contrapartida, em periodos quentes, como no inicio do Holoceno
(Figura 1), o nivel do mar se elevou, diminuindo o territorio disponivel para as
populacdes de P. vivipara. Nesta situacdo, a contracdo do habitat em periodos
quentes ocasionaria na diminui¢ao do tamanho populacional da espécie. Avancos
do nivel do mar em relacdo a planicie costeira do norte do Rio de Janeiro foram
registrados por Martin et al. (1997), e estao representados na Figura 13 como
Ultima e Pentltima Transgressoes Marinhas (LMT e SLMT, respectivamente) e na
Figura 14, onde se observa variacoes no nivel do mar em diversas regides do
planeta. Durante as Transgressdes Marinhas, o territorio continental diminuiu, ao
passo que apds estas transgressdes ocorreram regressdes do nivel do mar, quando
o continente aumentou em sua extensao. Portanto, as varia¢des no nivel do mar
ocasionadas por mudangas climaticas podem ter sido responsaveis pela dinamica
geografica da planicie costeira do norte do Rio de Janeiro que, por sua vez, foi

responsavel pelas flutua¢des do tamanho populacional de P. vivipara.

32



LGM shoreline

~ tn
i [ =]

Nivel do mar (m)
3

50 40 30 20 10
Tempo (ka)

Figura 14. Variag¢des no nivel do mar durante o Quaternario Tardio. A esquerda, mapa do continente Sul
Americano, no qual linha preta delineando o continente representa a linha da costa no periodo do
Ultimo Glacial Maximo. A esquerda (imagem superior), destaque em vermelho da regido da planicie
costeira do norte do Rio de Janeiro, mostrando que a area exposta do continente era maior no periodo
do UGM. A imagem inferior representa o nivel do mar nos tltimos 50 mil anos para diversas regiées do
planeta. A faixa cinza do grafico corresponde ao periodo do UGM, sendo este o0 momento em que o
nivel do mar foi mais baixo em todas as regides, cerca de 120 metros abaixo do nivel do mar atual.
Mapa modificado de Mayle et al. 2009 e grafico modificado de Clark et al. 2009.

Em trabalhos anteriores observou-se que um padrao emergente entre
diferentes populacOes ancestrais foi a tendéncia a perda de diversidade genética e
a extingao durante tempos de mudangas climaticas rdpidas (Hofreiter & Stewart
2009). De fato, as populagoes de P. vivipara exibiram uma perda de diversidade
genética durante a transi¢do dos periodos frios para os quentes. Entretanto, em
populacdes estudadas no hemisfério Norte a relacao estabelecida entre o clima e a

demografia histérica foi oposta a observada em P. vivipara, ocorrendo uma

diminui¢ao do tamanho populacional, e, portanto, na diversidade genética, em
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periodos de clima frio, devido a diminuicdo de habitats disponiveis, o que ficou
conhecido como Teoria do Refagio (Hofreiter & Stewart 2009, Hewitt 2000). A
diferenca entre a relacdo clima-demografia encontrada nas populagdes de P.
vivipara e nas populagdes de outras regides pode ser decorrente de diferencas dos
habitats das populacdes, sendo a maioria das espécies estudadas de habito
terrestre, havendo poucos estudos sobre espécies de agua doce que habitam
regioes costeiras (Hofreiter & Stewart 2009). Outro fator possivelmente
responsavel pelas diferencas observadas nas populacdes de P. vivipara com relagao
a estudos anteriores é a diferenca na intensidade dos efeitos das mudancas
climaticas do Quaterndrio sobre as regides estudadas. O sudeste brasileiro nao
sofreu tao intensamente os efeitos das glaciacdes pleistocénicas, nao havendo
registros sobre formacao de geleiras nesta regiao (Ledru et al. 2005).
Diferentemente, as glaciagdes pleistocénicas impactaram fortemente a América do
Norte e a Europa, explicando a diminui¢ao de habitats disponiveis e a formagao de
refigios em periodos frios (Hofreiter & Stewart 2009, Hewitt 2000), ocasionando
diminui¢do do tamanho populacional das espécies destas regides (por exemplo,
Barnes et al. 2002, Shapiro et al. 2004, Stuart et al. 2004, Stiller et al. 2010, Debruyne
et al. 2008).

A dinamica populacional ancestral de P. vivipara foi estimada a partir de

padrdes de variabilidade genética de populagdes contemporaneas habitantes da
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planicie costeira do norte do Rio de Janeiro. Um tunico locus foi utilizado para
estimar a demografia historica, o gene mitocondrial citocromo b. A escala de tempo
(Quaternario) da dinamica populacional ancestral de P. vivipara esta dentro do
limite de informacgao recuperada a partir de marcadores moleculares mitocondriais
(Avise 1994, Blair et al. 2014). Estudos que avaliam um unico locus sdo relevantes
como um primeiro enfoque para compreender dinamicas populacionais ancestrais
(Zemlak et al. 2011). Entretanto, diferentes loci do genoma podem contar diferentes
histérias demograficas, havendo o risco na utilizagao de um tnico locus de desvios
significativos na estimagao da dinamica populacional ancestral (Zemlak et al. 2011).
Aumentar o numero de loci analisados pode ser uma maneira eficiente de melhorar
a acurdcia e reduzir o erro da estimacao de histérias populacionais (Ho & Shapiro
2011). A estimagao da histéria demografica das populacdoes de P. vivipara da
planicie costeira do norte do Rio de Janeiro foi um primeiro passo para
compreender possiveis mecanismos e processos responsaveis por influenciar
dindmicas de populagdes de sistemas costeiros. A ampliagdo do numero de loci
analisados, acrescentando regides do genoma nuclear, é crucial para aumentar a
confiabilidade da histéria populacional estimada e para aumentar a escala de

tempo da dinamica ancestral.
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5. Conclusao

A demografia histdrica de populagoes de P. vivipara da planicie costeira do
norte do Rio de Janeiro demonstrou que dinamicas de populagdes ancestrais
deixaram uma assinatura no genoma de seus representantes modernos. A histdria
populacional da espécie revelou mudancas de regime no final do Quaternario que
podem estar associadas a variagdes climaticas atuantes nessa escala de tempo. A
hipotese de que flutuagdes no nivel do mar geradas pelas mudangas climaticas do
Quaterndrio influenciaram na demografia das populagdes mostrou-se plausivel.
Entretanto, estudos incluindo outras regides do genoma e estudos sobre variacoes
climaticas locais podem contribuir consideravelmente para estimagdes mais
confidveis da historia populacional de P. vivipara e sua potencial relacdo com
eventos climaticos. A demografia histérica de P. vivipara exibiu um regime
diferente do comumente observado em estudos sobre a dinamica ancestral de
espécies durante o Quaterndrio, revelando que populagdes de sistemas costeiros
podem ter respondido de forma distinta as variagdes climaticas atuantes nessa

escala de tempo.
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