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RESUMO

Moluscos que vivem na zona entremarés estio sujeitos a uma grande heterogeneidade ambiental,
o que influencia vérios aspectos de sua biologia evolutiva. Entre eles, as lapas estio entre os gastrdpodes
mais abundantes nos costdes de todo o planeta, sendo Collisella subrugosa a Gnica espécie que ocorre 20
longo da costa continental brasileira. Nesta disterracic foram mvestigados dois aspectos da biologia
evolutiva dessa espécie: 1) a variabilidade genética e estruturacdo em escala macro e microgeogréfica e 2)
2 variagdo de forma da concha e a influéncia de fatores ambientais sobre a mesma. Foram realizacdos dois
grupos de coletas. O primeiro, amostrando 14 praias em 2.700 Km do litoral. O segundo, amostrande 2
costdes de modo estratificado, com pontos de coleta seguindo distincias em log, em um transecto
horizontal. Estas coletas foram repetidas trés vezes no tempo. O primeiro e o segundo grupo de coletas foi
usado para as andlises de marcadores isoenzirndticos e o segundo usado também para & andlise de
morfometria geométrica. C. subrugosa apresentou alta variabilidade genética e baixa estruturagio no
espago macrogeogrifico. Além disso, todas as amostras macrogeograficas revelaram alta deficiéncia de
heterozigotos para a grande maioria dos locos estadadc;s. A hipdtese de grupos de acasalamento foi
considerada a mais plausivel para explicar a alta deficiéncia de heterozigotos ¢ a andlise das coletas em
escala microgeogrdfica visou testar essa hipétese. Nesta pequena escala foi observada uma grande
variacdo temporal nas frequéncias alélicas no tempo e uma pequena variagdo no espago do costio. Foi
observado também que a alta deficiéncia de heterozigotos some em escala microgeografica. Com isso,
podem estar ocorrendo grupos de acasalamento como hipotetizado, mas que o padrao seria explicado de
modo mais simples pelo Efeito Wahlund. Também foram observadas varia¢Oes de forma e tamanho da
concha, maiores no espago que no tempo. Mas, os padrdes nio foram congruentes entre as duas praias
estudadas o que deve ser resultado das diferentes caracteristicas ambientais das mesmas. As variagbes de
forma observadas indicam que ventos fortes ou turbuléncia da d4gua tem grande importancia e influéncia

na determinacdo desta.



ABSTRACT

Intertidal molluscs are submitted to a great environmental heterogeneity what strongly influence
thelir evolutionary bioclogy. The limpets are one of the most common gastropods on rocky shores around
the world, and Collisella subrugosa is the only species of this group in Brasilian continental shores. In the
present manuscript we investigated two aspects of their evoiutionary biology: 1) the genetic variability
and structure in macro and microgeographic scales and 2) the shell shape and size variations and influence
of environment on its shape. The samplings were divided in two groups. For the first, 14 beaches were
sampled, 1n a coast range of 2.700 Km. For the second, 2 shores were sampled in a stratified way, on
points along horizontal transects defined by log,. The last sampling group was repeated in three different
seasons. The first and the second sampling groups were used for genetic analysis on isozyme loci and the
second one was also used for geometric morphometrics. C. subrugosa showed high genetic variability and
low structure in large-scale. Also, all of those large-scaled samples showed high levels of heterozygote
deficiency for almost all loci. The “breeding groups” hypothesis was considered the most adequate (o
explain the high heterozygote deficiency and the aim of the microgeographic samples analysis was fo test
this hypothesis. In fine-scale samples all loci showed great variation in allelic frequencies in time and a
little variation on the shore space. It was also observed that the high heterozygote deficiency disappear in
fine-scaled samples. Those results suggest that could exist “breeding groups” on shores as hypothesized,
but the pattern could be better explained by Wahlund effect. C. subrugosa also showed variation in shape
and size, higher in space than in time. However, variations were not similar for the two studied shores,
what can result of different environmental characteristics. Observed variations in shell shape suggest that

strong waves and water turbulence have great influence on it.



Introdugdo Gesval - © organisme e ay ferramentog

INTRODUCAO GERAL - O organismo de estudo e as ferramentas usadas

Na classificaciio taxondmica do filo Mollusca, a superfamilia Patellogastropoda pertence & sub- |
ordem Archaeogastropoda (Prosobranchia: Gastropoda). Os patelogastropddes sdo moluscos que
apresentam uma concha conica e s&o popularmente chamados de “lapas”. Apesar desta forma peculiar de
concha ter surgido independentemente em algumas poucas espécies de outros grupos de moluscos
gastropodes (Jacobs e Lindberg 1998, Lindberg citado em Derny 2000), nos patelogastropodes ela
caracteriza tode o grupo e, provavelmente, esteve presente ji no ancestral (Lindberg 1981, Koufopanou e
Reid 1999, Harasewych e McArthur 2000). Espécies de patelogastrépodes ocorrem em todos os mares do
planeta e a maioria vive na zona entremarés, na qual ocorrem sempre em abundincia. Esses caramujos sio
herbivoros pastadores e durante seu perfodo de forrageamento, na subida da maré, raspam as microaigas
gue crescem sobre nas rochas do costdo (Branch 1981).

As caracteristicas fisicas do ambiente, mais do que as bioldgicas, parecem afetar a distribuicio
dessas lapas no ambiente da zona entremarés (Vermeij 1978, Branch 1981). O tempo de exposicio 2o sol,
temperatura, ventos fortes e turbuléncia da égua s&o fatores que determinam o padrio de distribui¢o dos
individuos nos costdes, a distribuicdo de tamanho dos individuos no espago e também a distribuicio de
formas da concha nesse espago (Vermelj 1973, revisdo em Branch 1981, Brown e Quinn 1988, Denny e
Blanchete 2000),

Em relacdo ao tamanho dos individuos isso ocorre porque individuos de diferentes tamanhos
apresentam diferentes respostas a essas caracteristicas ambientais, sendo que os maiores sfo geralmente
mais tolerantes (Branch 1981, Fletcher 1984, Tanaka et al. 2002). Em relacio 4 forma da concha, essa é
extremamente pldstica nesses gastrépodes e muitos estudos identificaram a relag@o de cada um dos fatores
do ambiente fisico com as mudangas na forma dessas conchas conicas (Davies 1969, Vermeij 1973,
Wolcott 1973, Bannister 1975, Branch 1981, Fletcher 1984, Simpson 1985, Brown e Quinn 1988, Denny
2000, Denny e Blanchete 2000).

Espécies da subordem Patellogastropoda apresentam larvas planctdnicas, planctotréficas em geral.

Suas larvas podem permanecer de dias a wm ano no plincton o que gera um grande potencial de dispersdo
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através das correntes marinhas (Righi 1966, Branch 1981). Além disso, em algumas espécies da familia
Acmaeidae foi identificado o potencial de escolha pelas larvas caracteristicas do substrato no momento de
seu recrutamento (Dixon 1981, Kay 2002, Zhoo e Quian 2002).

Os membros da familia Acmaeidae sio encontrados por todo o mundo com excecdo apenas da
regidao Antdrtica. Essa familia ¢ especialmente abundante em espécies na regifio Austral-asidtica e no
Pacifico leste (Lindberg 1981). Apesar de existirem mais espécies de Acmaeidae e de patelogastrépodes
em geral no pacifico leste, as espécies que ocorrem no atlintico apresentamn distribuigdes mais amplas.

No Brasil, ocorrem quatro espécies de Acmagidae, todas do género Colliselia sendo que trés delas
sao end€micas de ilhas e apenas Collisella subrugosa (Orbigny 1846) é encontrada na costa. C. subrugosa
€ abundante no mesolitoral médio superior dos costdes rochosos brasileiros ocorrendo desde o Ceard até o
Ric Grande do Sul incluindo parte do Uruguai (Rios 1994). Por sua grande abundincia nos costdes
rochosos brasileiros a espécie ¢ considerada muito importante na determinagio das interagdes ecoldgicas
desses ambientes e das caracteristicas da comunidade da zona entremarés (Magalhdes e Coutinho 1995,
Tanaka et al. 2002).

| C. subrugosa, como muitas ouiras espécies de patelogastrépodes, apresenta um comportamento
territorial, chamado de “homing”. Esse comportamento se caracteriza por uma fidelidade a um local do
Costao, muitas vezes marcado com uma “cicatriz” pelo préprio animal, para onde sempre voltam apds o
forrageamento (Branch 1981, Chelazzi et al. 1998, Minchinton e Ross 1999, Sebastian et al. 2002). Mas,
mesmo em espécies onde foi registrado o comportamento de homming, a ocorréncia desse varia entre
populagbes de uma mesma espécie e até mesmo entre individuos de diferentes faixas etdrias de uma
mesma populacdo (Branch 1981). O surgimento deste comportamento estd associado a pressdes de
competi¢ao por espaco, alimento, predacio e a0 stress de dessecagio provocado pelo ambiente fisico da
entremarés (Branch 1981).

Em C. subrugosa, esse comportamento foi registrado em algumas 4reas do litoral do estado de
S0 Paulo. Em algumas dessas dreas foi observada também a produgdo de cicatriz na rocha ¢ que indica

alta fidelidade de sitio de descanso (José et al. Em preparagao). Essa espécie também apresenta grande
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variagdo de tamanho e forma da concha entre costdes rochosos ao longo do litoral e também entre regides

de um mesmo costio (José e Solferini em preparacio, Tanaka et al. 2002).

Dentro desse contexto, nos propomos a estudar dois problemas que geram grandes discussdes em
duas diferentes dreas da biologia evolutiva e que envolvemn essa espécie. O primeiro deles é a
variabilidade genética existente nas espécies e sua estruturagio em escala macro e microgeogréfica e
dentro deste, o problema da deficiéncia de heterozigotos comumente observada em invertebrados
marinhos. O segundo problema envolve a amplitude da variagio morfoldgica da concha que seria
observada em diferentes escalas espaciais, gerada pela influéncia das caracteristicas fisicas do ambiente do

costdo rochoso sobre esses animais.

Invertebrados marinhos que apresentarn larva planctOnica também apresentam, em geral, alta
variabilidade genética e baixa estruturagdo macrogeografica (Nevo 1978, Solé-Cava e Thorpe 1991). No
entanto, alta deficiéncia de heterozigotos e estruturagdo microgeogrifica tém sido observadas em
populagdes de muitos invertebrados marinhos especialmente moluscos bivalves e em muitos Iocos
isoenziméticos (ver Zouros e Foltz 1981 e Raymond et al 1997 para revisdes do assunto). Esse padrio foi
extensamente estudado e discutido em bivalves, mas fol pouca a atencdo dada aos gastrépodes
principalmente por serem menos estudados. Mesmo com toda a literatura de bivalves destinada a
discussio do problema da deficiéncia de heterozigotos, nfio foi encontrado nenhbum consenso até o
momento ¢ ainda s3o muitas as possiveis causas desse padrio.

Para essas andlises genéticas a ferramenta escolhida foi a andlise de eletroforese de isoenzimas ja
que sdo extensos os dados desses marcadores presentes na literatura e deficiéncia de heterozigotos tém
sido observada nesses locos. A eletroforese de isozimas tem sido utilizada para estimar parimetros
genéticos em nivel populacional nestes moluscos e outros grupos de invertebrados (Berger 1983; Janson
1987: Behrens Yamada 1989; Ward 1990; Bunn e Hughes 1997; Todd et al. 1998; Bohonak 1999). Esta
técnica tem apresentado bons resultados e € considerada adequada para a investigagdo dos processos
evolutivos que estdo agindo nessas populagdes, uma vez que pode ser usada para estimar a dindmica de

migragio dos genes entre as populagbes (Berger 1983; Burton 1983; revisdo emn Bohonak 1999).
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A grande variabilidade apresentada pelas espécies de moluscos, especialmente gastropodes, nos
tocos isoenzimaticos também torna possivel o uso desses marcadores para andlises intrapopulacionais.
Muitos trabalhos com moluscos também tém usado locos iscenzimaticos nas tentativas de detectar sub-
estrutura populacional em pequena escala (Borsa et al. 1991, Foltz ¢ Hu 1996, de la Rosa-Velez 1996,
Johannesson et al. 1993, Johannesson et al 1997, Tatarenkov e Johannenson 1999,

A variagdo morfoldgica da concha conica desses organismos foi bastante estudada em sua relacio
com os fatores fisicos do ambiente da zoma entremarés (Davies 1969, Vermeij 1973, Wolcott 1973,
Bannister 1975, Branch 1981, Fletcher 1984, Simpson 1985, Brown e Quinn 1988, Denny 2000, Denny e
Blanchete 2000). Entretanto, a amplitude de variagio de tamanho e forma entre diferentes escalas
espaciais e temporais ainda é desconhecida. A fim de caracterizar a variagdo de tamanho e forma da
concha de C. subrugosa em diferentes escalas microgeogrificas e temporais a ferramenta escolhida foi a
morfometria geométrica.

Durante a década de oitenta, houve grandes mudangas nas andlises biométricas e a morfornetria
geométrica baseada em marcos anatdmicos surgiu como urna alternativa a morfometria tradicional (Rholf
e Marcus 1993), A vantagem de uma abordagem baseada em marcos anatdmicos € que a forma e a
geometria se mantém integradas durante o processo de anélise (Bookstein et al. 1985). No entanto alguns
grupos de biometristas ficaram distantes dessa nova técnica por dificuldades logisticas. Em especial, o
estudo das conchas dos gastrépodes sofre grande dificuldade de se adequar 2 morfometria baseada em
marcos anatdmicos pela grande dificuldade na localizaggo destes marcos nas conchas (Stone 1998).

Algumas formas alternativas de determinagdo dos marcos anatdmicos foram propostas para
conchas de gastrépodes espiralados ao redor de um eixo central (Stone 1998), mas nenhim trabalho
abordou a localizagdo de marcos anatémicos nas conchas cénicas. Entretanto, consideramos vélida a
andlise de morfomeltria geométrica nesses gastrépodes ndo espiralados ainda gue com marcos de extrema
curvatura, se considerarmos questdes intraespecificas que lidem especificamente com a alta variacio de

forma resultante de plasticidade fenotipica.
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Large-scale genetic homogeneity vs. local heterozygote deficiency
in Brazilian populations of Collisella subrugosa (Patellogastropoda:
Acmaeidae).

Este capftulo estd na forma
do artigo submetide & "Marine Biology”
por Juliana José ¢ Vera Nisaka Solferini.
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1.1. INTRODUCTION

Marine invertebrate species, especially those that live in the intertidal zone, are characterized by
high genetic variability, compared to freshwater and terrestrial species (Neve 1978; Berger 1983). This
has frequently been related to the extensive spatial and temporal heterogeneity of the intertidal |
environment (Bryant 1976; Nevo 1978; Hedrick 1986; Solé-Cava and Thorpe 1991). Based on the niche-
width hypothesis (Van Valen 1965), population geneticists predict that there should be a positive
correlation between genetic diversity and niche breadth. The genetic variability would be required to cope
with environmental heterogeneity, in space and time. This pattern has been observed in many species, e.g.
some bivalves (Levinton 1973) and gastropods — littorinids (Noy et al. 1987) and patellogastropods
(Badino and Seila 1980; but see Lavie et al. 1987 for an inverse relationship).

Besides environmental heterogeneity, gene flow would be the main determinant of the degree of
genetic differentiation among populations, on various geographic scales. The rate of gene flow seems to
be strongly dependent on the species’ type of development and on the length of their larval stage (Palmer
and Strathmann 1981; Bherens Yamada 1989; Parsons 1996; Todd et al. 1998; Bohonak 1999; but see
discussions in Hedgecock 1986; Palumbi 1995).

For most intertidal species, larval dispersal is the only means of genetic exchange among
populations since the adults are often sessile or sedentary. Thus, species with plankionic larval stages
should show a lower population structure than those with direct development or complete ovoviviparity
(Bherens Yamada 1989; Parsons 1996; Bohonak 1999). Also, species with planktotrophic larvae should
have the highest dispersal rates and consequently less structuring (Chambers et al. 1996; Todd et al. 1998).
However, the patterns of population microstructure can sometimes be also explained by differences in
selective forces (Janson and Ward 1984; Johannesson and Johanmnesson 1989; Johannesson and
Tatarenkov 1997).

The genetic variability and population structure have been estimated for some species of the

Patellidae family using isozyme markers (Badino and Sella 1980; Lavie et al. 1987; Byers 1989; Sella et
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al. 1993; Cretella et al. 1994; Cérte-Real et al. 1996 a, b; Ridgway et al, [998; Weber et al. 1998). High
values were observed for variability parameters, as expected based on the natural history of these animals
(Berger 1983). However, few studies have evaluated the degree of populational genetic substructure, and
there has been no work on Acmaeidae species.

Collisella is a genus of Acmaeidae that is abundant in the intertidal zone on rocky shores around the
world (Lindberg 1981). There are four species of Collisella in Brazil. €. subrugosa (Orbigny 1846), the
only continental species, is the most widely distributed (from northeastern Brazil to the cost of Uruguay)
and the most abundant Brazilian limpet. This species inhabits rocky shores in the midintertidal zone (Rios
1994). These limpets are dioiceus, with external fertilization and planktonic larvae. Since the adults are
sedentary, gene flow depends exclusively on larval dispersal, although the extent of this phenomenon is
unknown (Righi 1966).

In this study, we describe the genetic variability in C. subrugosa and assess the degree of large-scale
genetic substructure among rocky shores along the Brazilian coast. We also examine the evidence for a

microstructure based on estimations of local heterozygote deficiency.

1.2. MATERIAL AND METHODS

1.2.1. Sampling sites and treatment

Samples of ca. 40 individuals were collected at 14 locations along 2,700 km of the Brazilian coast,
from July1999 to July2000 (figure 1.1 and table 1.1). The individuals were collected randomly from the

rocky shores and were stored in an ultra deep-freeze (at —70°C) until electrophoretic analysis,
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Table 1.1: Samples localities and dates. The abbreviation used is indicated after the beach name. Note that S3o Paulo

coast have two beaches with the same name, identified here as P. Preta 1 and P. Preta 2.

Sample City Date N Distance from IC
{Km)

Ttha do Cardoso (IC) Cananéia {SF} 0772500 35 -
Sao Loursngo (SL) Bertioga (SP) 07/15/99 76 202,84
Jugquehy (JQ) S8o0 Sebastiao {SP) 01728/04) 45 238,35
Praia Preta 1 {(PP) S3p Sebastido (SP) 07/15/99 46 244,19
Barequegaba (BQ) Sic Sebastiao {(SP) 10/11/99 45 284,47
Praia Preta 2 (Pp) Séo Sebastido (SP) 10/11/99 37 290.87
Lazaro (LZ) Ubatuba (SP) 03/05/00 © 30 369,67
Praia do Lamberto (LB) Ubatuba (5P) 04/05/00 25 379,67
Parati (PA) Parati (R]) 09/26/99 33 521,52
Mangaratiba (MB) Mangaratiba (RJ) 08/20/00 40 791,45
Praia Vermelha (PV) Rio de Taneiro (RI} 12/08/96 40 884,86
Leme (LE) Rio de Janeiro (RI) O7/05/GG 50 886,70
Saquarema (5Q) Saquarema (RJ) 03/08/00 56 935,30
Praia da Coroa Grande Sao José da Coroa 031/11/00 38 Mare than 2.700
€O Grande (PE)

Figure 1.1: Sampled sites for Collisella subrugosa.
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1.2.2.Isozyme electrophoresis

Electrophoresis was carried out on 8,5% starch

gels. The soft tissue of each limpet was removed

and homogenized in electrode buffer “¢” {table 1.2} with 6.05% v/v B-mercaptoethanol. The entire soft

body was used because there is no differential expression of isozymes in the head, viscera and foot. Four

buffer systerns were used (table 1.1) to analyze 17 enzymatic systems (table 1.2). The gels were stained

according to Shaw and Prasad (1970), Ward and Warwick (1980} and Corrias et al. (1991).

Table 1.2: Enzymatic systems, their loci and electrophoretic systems resolved in Collisella subrugosa.

(a) Electrode: 0.04 M citric acid and N(3 arninopropy

Enzymes ECN Loci Buffer System
Esterase 3.1.1.1 Est (d)
Fumarase 4212 Fom {d)
Glutamate oxaloacetic 2.6.1.1 Got-1 {d}
transferase
Got-2 {d)
Isocitrate dehydrogenase 1.1.1.42 Idh-1 {c)
Idh-2 (©)
Idh-3 (c)
Leucine aminopeptidase 34.11.1 Lap-1 (b)
Lap-2 (b)
Malic enzyme 1.1.1.40 Me-1 (a)
Me-2 (a)
Malate dehydrogenase 1.1.1.37 Mh-1 {c)
Mdh-2 (c)
Glucose phosphate isomerase 53.19 Pei {c)
Phosphoglucomutase 2.7.5.1 Pem-1 {c)
Pgm-3 (©
Pyrophosphatase 36.1.1 Pph (a)
Peptidase - leucyl-alanine 34.-- Pep-la-1 (a)
Pep-la-2 {a)
Peptidase - leucyl-glycyl- 3.4.-- Pep-lgg (a)
glycine
Sorbitol dehydrogenase 1.1.1,14 Sdh {a)
Triose phosphate isomerase 5311 Tpi-2 (d)
Tpi-2 (d)
Xanthine dehydrogenase 1.2.1.37 Xdh (d)

diluted 1:20 (Clayton and Tetriak 1972)

(b) Electrode: 0.3 M boric acid, 60 mM NaQH, pH 8.0. Gel:
(¢} Electrode: 0.25 M tris and 0.057 M citric acid, pHE.0. G

1980)

(d) Electrode: 10 mM lithium hydroxide, 90 mM boric acid, 3

1:10.

1) morpholine adjusted to pH 6.1. Gel: electrode solution

10 mM Tris, pH 8.5 (Shaw and Prasad 1970)
el: electrode solution diluted 1:25 {(Ward and Warwick

mM EDTA, pH8.0. Gel: electrode solution diluted
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1.2.3. Data analysis

The genetic variability in each sample was inferred through: (a) the percentage of polymorphic loci
{95% criteria), (b} the mean number of alleles per locus, (c) the mean heterozygosity per locus, observed
and expected (gene diversity). Deviations from the expected frequencies in Hardy-Weinberg equilibrium
were tested using a Monte Carlo routine (Manly 1997).

The heterogeneity of heterozygote deficiency among samples and among loci was tested as
suggested by Gaffney et al. (1990), by applying a Z test described by Sokal and Rohif (1993) for the
correlation coefficients. The estmate of heterozygote deficiency used in this test was the Fig coefficient,
because F-statistics can be treated as correlation coefficients (Crow and Kimura 1970).

The relationships among samples were evaluated through: (a) matrices of genetic distances and
identities (Nei 1978, unbiased estimate}, and (b) populational substructure using Wright's hisrarchical F-
statistics (Wright 1978) estimated according to Weir and Cokerham (1984). Theta ( ) is considered an
unbiased estimate, the most adequate for C. subrugosa because it fits the “random populations” model
(Black and Krafsur 1985). The average was estimated with Jackknife permntaﬁons of the loct and the’
confidence interval (95%) was determined by 5000 bootstrap resamplings. Gene-flow was estimated
trough Nm (Wright 1969). The correlation between genetic structure (by pairwise } and geographic
distance matrices was investigated using a Mantel test (Hutchinson and Templeton 1999).

The length of each shell was measured with a digital caliper (to the nearest 0.1mm) to estimate
between size classes. Size distribution fit to the normal distribution in all samples. This meant that the
seven size classes, which were significantly different (ANOVA, p<0.01), had the same relative amplitude
and variances. Theta ( ) for size classes was estimated for classes obtained by combining all samples and
for classes obtained within two samples with a high sample number, S3o Lorenco (SL) and Saquarema
(SQ).

Linkage disequilibria were evaluated using an exact test (Lehmann et al. 1998). Contingency tables

corresponding to associations among loci in each sample were calculated and analyzed using the Markov
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chain method, with 100 batches of 1000 iterations per batch and 1000 dememorization steps. The
Bonferroni procedure was used to reduce type 1 errors enhanced by the multiple tests (Rice 1989).

The softwares used in data analysis were: BIOSYS-] (Swofford and Selander 1981) to estimate
genetic variability, Nei’s genetic distance and identity and Wright's F-statistics, TFPGA (Miller 1897) to
estimate , Genetix v. 4.02 (Belkhir et al. 1996-2001) for paired  and the Mantel test, and GENEPCGP

{Raymond and Rousset 1995) for linkage disequilibria analysis.

1.3. RESULTS

1.3.1. Estimated variability

The seventeen enzymatic systems, yielded 24 loci (table 1.2). Only one, Mdh-2, was monomorphic
in all of the samples. The allele frequencies and sample sizes are shown in table 3. All of the samples had
high values of genetic variability in all estimates (table 1.3). The genetic variability was not correlated to
sample sizes (Pearson correlation index = 0.188; p>0.05). No linkage disequilibrium was detected {out of

1062 tests).

Table 1.3: Estimates of genetic vaniability for the 15 samples of Collisella subrugosa.

Mean heterozygosity

Mean number % of Observed Expected
Sample of alleles polymorphic (H) Hd fgifbc ) Fis
locus™ (A) loci y¥he
IC 33 56.5 0.08% 0.172 (.48
SL 30 54,5 0.067 0.192 0.65
JQ 3.1 75.0 0.096 0.288 0.67
PP 27 54.5 0.054 0.190 0.72
BQ 22 542 0.068 0.121 0.44
Pp 2.8 63.5 0.111 0.255 0.56
1.z 28 583 0.068 0.162 0.58
LB 2.5 45.8 0.092 0.180 049
PA 3.0 68.2 C.104 0.247 0.58
MB 2.3 56.5 0.097 0.147 (.34
PV 2.7 68.2 0.121 0.276 0.56
LE 3.3 60.9 0.088 0.171 0.49
5Q 33 52.2 0.071 0.167 0.57

CG 2.5 68.2 0.080 0.214 0.58
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1.3.2. intra-sample variation and structure

All samples showed a significant heterozygote deficiency for most of the loci (table 1.4a). The Pep-
la 1 and Pep-lgg loci showed significant departures in all samples, the loci for the enzymes LAP, ME and
XDH also showed accentuated departures in most samples. No heterozygote excess was recorded in any
sample. Only the sample from Saquarema (SQ) showed homogeneity of heterozygote cieﬁciency among
loci (mean Fis = 0.38). Seven loci were homogeneous for heterozygote deficiency through all samples

(table 1.4a).

Table 1.4: Fis for each locus in (a) samples and (b) size classes. Gray cells show significant departure from Hardy-
Weinberg; Cells in blank correspond to those that could not be estimated and tested by lack of adeguate sample size.

In {a) "*" indicates loci that presented homogeneity of Fis among samples.

(a)

Locus IB PA MB PV LE 3SQ* CG
Est* 0647 065 031 066 074 064
Fum 0.54 100 053 000 100 045
Got-1

Got-2* EO0 085 038 050 055 -004 066
Ich-1% 100 - 1.00

Idh-2* 002 033 059 000 -005 066 037
1dn-3 . 0.00  0.00

Lap-1 S 100 068 082 087
Lap-2 1063 048 069 078
Me-1 066 049 061 054 064 0.59
Me-2* 100 079 085 034 000 000
Mdh-2 -0.02

Mdh-1 _ _ ) 0.50 1.00

Pp* [0S0 100 000 085 050 049 047 000 000 038
Pgi 011 0.18 70356°-029 -006 027 -004 038 0460 03%. -002 014 -008 -0.14
Pgm-1 0:60° 0.00 1000 0.19 039 042 052
Pgm-3 (045 003 052 -003 032 -0.4 053 043 005 022 013 -008 028 000
Pep-la-1 1.00 - -1.00 . 1.00- 0,66 1.607°1.000 71.00 180 1.00

Pep-la-2 & 10.00 000 -0.03 000 0.00 1.00
Pep-igg C0.66 1.000 7 0.65 1.00. 1.00 1.00 100 1.00
Sdh -0.01 032 0.00 1.00 0.00  0.00 0.00 0355

Tpi-1 1.00 - LO0 -0.69 100 061 - 0.63 100 1.00 000 065
Tpi-2 000  0:53 048 0.00 “L0OO: 035 0.00 -1.00 0.00 @31 059 100
Xdh* 056 " 100 0.88 " 0:90-- 100 0857 054 062 032 100 031 075 074 080
Mean 049 066 068 072 045 05 LU050.00.59 0 034 058 049 058 059




i8 Juliano José & Vera Nisoka S olfesing

(b)
Locus 1 2 3 4 5 6 7
Est 0.00° "0.71 -076 . .0.60 049 079
Fum 000 “0.57 083 045 1.00
Got-1 _ 001 10
Got-2 20100 0247 0670 0570049 0.66  0.00
Idh-1 0.00" 071 091 092 “0.90
Idh-2 -0.01 047 0317 042 013 002
1dh-3 0.01  -0.04 046  0.00
Lap-1 082082 078 065 1.00
Lap-2 048 -0.60 063059 100 029
Me-1 0.65 065 -0.10
Me-2 000 0010 735 100085
Mdh-2 0.00
Mdh-| R
Pph 0.66° 043 . 023 046 006
Pgi -0.03 .04 1.00
Pgm-1 .08 0.64
Pgm-3 012 035 -0.03
Pep-la-1 0, L100
Pep-la-2 66
Pep-lgg ). U100
Sdh
Tpi-1 0.50
Tpi-2 0.00
Xdh _. 062076
Mean 038 0. 56068 .31

There were considerable departures from Hardy-Weinberg equilibrium in the size classes (79 out of
117 tests), with Fig values of the same magnitude as those obtained within samples (table 1.4b). Although
the departures were more frequent in intermediate size classes, this reflected differences in sample size,

with lower sample sizes occurring in the extreme classes.

1.3.3. Inter-sample variation and structure

Exclusive rare alleles (frequency lower than 0.1) were detected in some samples (attached). In

addition, some rare alleles were not found in heterozygotes, as expected. Many rare alleles were restricted
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to a few samples separated by large geographic distances. For example, Tpi-1®" was found in Itha do
Cardoso (IC) and Coroa Grande (CG) which are 2,700 km apart.

The mean  value for the samples was 0.03 (SD = 0.007¢; CI = 0.023 w0 0.052), indicating
negligible population substructure and restlting 1n a Nm of 8.08. There was no correlation between the
genetic (theta) and geographic distance matrices, either among all of the samples (Z = 3295.497, p = 0.82),
or within regions (S&c Paulo: Z = 78240.91, p = 0.32, Rio de Janeiro: Z = 132316.95, p = 0.09). Nei’s

coefficients of genetic identity (Nei 1978) were all very high (table 1.5).

Table 1.5: Matrix of coefficients of genetic identity and distance. Above diagonal: Nei’ genetic distance (1978),

below diagonal: Nei® genetic identity (1978).

Sample{ IC SL PP BQ Pp JQ 1B 17 PA MB PV I1E SQ CG
IC e 011 018 013 008 619 005 008 023 018 045 001 002 007
SL 989 w=xx (27 010 012 011 012 018 009 024 060 010 006 009
Fp 982 874 #xx= 028 034 033 028 016 031 025 019 019 .020 .037
BQ | 987 990 972 *=#+ 008 .025 018 010 .019 023 061 009 010 .022
Pp 992 989 967 992 == (29 012 012 027 023 063 007 06 018
IQ 982 989 968 975 971 ®¢*¢ 013 038 015 024 067 023 017 015
LB 095 988 972 983 088 087 *¥&+ 017 018 019 045 009 002 001
1.Z |.992 982 984 990 988 .963 983 #*** (032 023 046 004 007 024
PA | 977 991 970 981 973 983 982 968 F*** (36 0352 024 017 015
MB {.982 977 975 677 978 976 081 978 964 F**x (57 020 018 032
PV 1956 942 981 941 939 935 956 .955 950 .945 *=%* (48 044 053
LE {.999 990 981 .991 .993 077 991 .996 .976 981 654 =+ (03 012
SQ |.998 994 980 990 .994 983 998 993 983 982 957 997 =mxx 007
CG | 993 991 964 978 982 0986 999 976 085 .960 947 988 993 ewux

There was no structure among size classes when all samples were considered together ( = 0.001,
SD = 0.004, CI = -0.01 1o 0.009) or when Sdo Lourenge (SL) ( = -0.054, SD = 0.046, C1 = -0.119 0 -

0.017) and Saquarema (SQ) ( =-0.020, SD = 0.037, CI = -0.078 to -0.030) were considered alone.
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1.4. DISCUSSION
1.4.1. Estimated variability

All of the estimated parameters of genetic variability were higher than those reported for most
Fatella species (Wilkins 1977, Sella et al. 1993; Lavie et al. 1987, Cérte-Real et al. 1996 2, b: Ridgway et
al. 1998), and other prosobranch limpet families (Hamm and Burton 2000). High variability appears to be
characteristic of these groups (for exceptions, see Corte-Real and Thorpe 1996b), and could be due to the
species’ bionomic characteristics, as well as ecelogical and environmental factors.

The high genetic variability observed could also be ascribed to environmental heterogeneity (Powell
1971; Levinton 1973; Ward and Warwick 1980). The genetic variability would allow adaptation to the
considerable environmental variations in the intertidal zone in space and time, on a large (between rocky
shores) or small scale (within a rocky shore). In Patella populations, high values for genetic variability
were related to the species’ great niche breadih, ie. 2 wide geographic and intra-shore distribution

{Bandino and Sella 1980; but see Lavie et al. 1987). C. subrugosa could fit this model.

1.4.2. Intra-sample variation and structure

Hardy-Weinberg departures occur in many marine invertebrate populations, generally through
excess of homozygotes (Nevo 1978, Zouros and Foltz 1984, Mallet et al. 1985, Beaumont 1991, Raymond
et al. 1997). Our C. subrugosa samples showed heterozygote deficiency and Fis coefficients greater than
those observed in other Patellogastropoda populations (Lavie et al. 1987; Sella et al. 1993; Corte-Real et
al. 1996 a, b, Ridgway et al. 1998; Weber et 2. 1998).

Large departures for so many loci in linkage equilibrium are probably not a consequence of null
alleles nor aneuploidy (Gaffney et al. 1990). Heterozygote deficiencies are typically attributed to one of
three major processes: inbreeding, natural selection (disruptive or balanced) and the Wahlund effect.

Inbreeding could result in two patterns. Within samples, it would affect all loci equally, regardiess

of the gene frequencies. Between samples, the inbreeding rates could change according to local
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subpopulation size and the number of immigrants. Our data showed heterogeneity for the heterozygote
deficiency within most samples but homogeneity at seven loci across all samples. In addition, inbreeding
seemns implausible in this case because C. subrugosa, like other patellogastropods and bivalves, is
dioiceus, with external fertilization, and their larvae can disperse over long distances.

Natural selection against heterozygotes or disruptive selection could be involved. Differences in
thermal stability have been reported for alleles of Pgi and Pgn loci in the limpets P. vulgata and P. aspera
(Wilkins 1977). Similarly, heavy metals tolerance varies for alleles of the Pgm locus in the shrimp
Palaemon elegans (Nevo et al. 1981) and the Pgi locus in Littorina puncrata (Lavie et al. 1987). Among
our samples, the heterogeneity of heterozygote deficiencies can exclude natural selection as an important
factor. In contrast, the homogeneity of Fis at seven loci indicates that some form of selection may be
involved. Even if selection could explain the heterozygote deficiencies for these seven loci, another
explanation is still needed for the other 17 loci. Besides, for selection alone maintain the high
heterozygote deficiencies observed in so many loci, it would have to be very strong. Estimates of the
selection coefficients have shown that fitness differences associated with allozyme loci are several orders
of magnitude smaller than those required to explain high deficiencies (Gaffney et al. 1990; Eanes 1999).

High heterozygote deficiencies in mollusks have been also related to the sampling of divergent
groups, the Wahlund effect (Berger 1983; Jonson and Black 1984). We have no evidence that C.
subrugosa has permanent subgroups that diverge from each other and the low genetic structure among
samples is evidence against this effect. A high Fis associated with a high rate of gene flow has been also
observed in many other intertidal mollusks, thus minimizing the importance of the Wahlund effect in
explaining those patterns (Johnson and Black 1984; Zouros and Foltz 1984; Raymond et al. 1997).

For these reasons, we considered an alternative hypothesis derived from the Wahlund effect as more
plausible, the breeding groups’ hypothesis of Tracey et al. (1973). According to these authors, the
heterozygote deficiency of marine invertebrate populations would be a consequence of temporary

assembiages of individuals with different genotypes forming “breeding groups” along the rocky shore.
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In this hypothesis, the homozygote excess would be related to any structuring process in the
intertidal zone. Groups of individuals with different genotypes may recruit in different periods, as a result
of possible temporal variation in larval composition, or at different points on the shore, as a resuit of
spatial variation on larval choice of microhabitat, as seen in Collisella strigatella (Dixon 1981) and
Haliotis rufences (Boxshall 2000). This temporary fine-scale structuring could easily explain the high
values of heterozygote deficiencies because nejther strong selection nor permanent differentiation among
subpopulattons 1s required. However, the breeding group hypothesis still invokes some selective forces to
create the temporary groups along the shore {Tracey et al. 1975).

Temporal variation in the genotypes of recruits may result in differences in the genetic composition
of age classes. Our resuits indicated no genetic structuring among size classes (used to estimate age) (table
5). Within each class, the heterozygote deficiency was as high as within samples, which suggests that
there 1s insufficient temporal variation among recruits to explain the heterozygote deficiency of our data.
Nevertheless, the shell length may not be a good age marker in C. subrugosa, and a study of the genetic
composition over time would provide better information.

The “breeding group” hypothesis has also been suggested to explain the heterozygote deficiency in
other mollusks, including three Brazilian litorinids (Andrade et al. in prep). Fine scale spatial structuring
resulting in heterozygote deficiency has been reported in the limpet Siphonaria sp {Gastropoda:
Pulmonata) (Johnson and Black 1984). Considering this hypothesis, we suggest that the high Fis values

seen in C. subrugosa may probably be related to some small-scale process, within each rocky shore.

1.4.3. Inter-sample variation and structure

The Iow structuring detected among C. subrugosa samples and the many rare alleles restricted to 2
few distant samples reinforced the inference of intense gene flow among the shores (Slatkin 1983).
Despite the large range sampled, we observed high genetic identity (>0.9) between all C. subrugosa

samples as expected for cospecific populations (Thorpe 1979). The identity was even higher than that
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reported for cospecific populations of other patellogastropods, such as P. rustica, P. piperata, P. candei
and P. granularis (Corte-Real et al. 1996 a, b; Ridgway et al. 1998; Weber et al. 1998).
The high genetic identities between all samples (table 5) also suggested a great capacity for Jarval

dispersal. In this case, the smal} differences observed would not reflect an inability to disperse.

1.5. FINAL CONSIDERATIONS

The extensive genetic variability in C. subrugosa agrees with the pattern reported for other intertidal
mollusks, amazingly the greatest values observed in patelogastropods so far. Since this is the first study of
population genetics for an acmaeid species, and also the first patelogastropod studied in the tropics, the
high variability observed could be characteristic either of Acmaidae or of species of tropical envir;:nment.

Like other mollusks, C. subrugosa showed high genetic homogeneity throughout its range, and this
suggested extensive larval dispersal in this species. And, unlike the large-scale where no structure
emerges, the small-scale events on rocky shores may be impoﬁant as structuring phenomena, as indicated
by the high Fis and the high heterozygote deficiency observed. It indicates that process not detected in this

study may also be involved.
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2.1. INTRODUCAO

Populacbes de invertebrados marinhos, principalmente das espécies gue habitam o litoral, se
destacam por apresentar alta variabilidade genética (Nevo 1978, Berger 1983, Solé-Cava e Thome 1991).
Em populac@es naturais, a manuiengdo da variabilidade genética € normalmente atribuida a um conjunto
de mecanismos evolutivos como mutagdes, fluxo génico, seleg@o natural, sendo considerada peguena a
perda por deriva genética em conseqiidncia dos altos tamanhos efetivos das populacdes. Para as
populagdes que habitam a zona entremar€s, € amplamente difundida a idéia de que pressdes seletivas
seriam importantes para explicar os padrfes microevolutivos observados (Levene 1953, Hedrick et al
1976, Bryant 1976, Hedrick 1986).

Van Valen (1965) propds que a diversidade genética apresentada pelas populagdes deve estar
relacionada 2 extensdo do nicho ocupado pela espécie, dependendo de varidveis ambientais e da historia
natural do grupo. Considerando a amplitude da distribuigdo geogréfica como indicativa da extenséio do
nicho, Levinton (1973) comparou, através de locos enzimaticos, espécies de bivalves gue apresentam
diferentes amplitudes de distribuigdo. Conforme o esperado, as espécies com maior. distribuigio
apresentaram também maior variabilidade genética. Bandino e Sella (1980), estudando tzés espécies de
Patella dz costa do Mediterrdneo, também encontraram urna relacio direta entre as estimativas de
variabilidade genética e a amplitude de distribui¢iio dessas espécies. Lavie et al. (1987), entretanto,
encontraram uma relacdo inversa & esperada por Van Valen {1965) ao comparar duas espécies de Patella
dessa mesma costa, também através de locos enzimdticos. A espécie que apresentou maior variabihidade
era considerada a de nicho mais resirito.

A extensio do nicho seria também, de certo modo, dependente da granulagdo do ambiente em
relacdo aos individuos que o habitam. VariagBes de granulacio fina, que apresentarn um perfodo menor
gue o tempo de vida, Ou em espago menor que o espago explorado por um individuc da populacio
(Futuyma 1992), estdo representadas pelo ciclo de mards, e pelas variagdes entre microhabitats no
ambiente de um costdo. Esse tipo de variacZo seria capaz de manter a diversidade genética em locos onde

ocorresse sobredomindncia, ou sobredominincia marginal (Bryant 1976, Futuyma 1992).
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Indicios da ocorréncia de sobredominincia foram encontrados em algumas espécies de bivalves
(Zouros et al. 1983, Zouros e Foltz 1984). Nessas espécies, os individuos com gendtipos heterozigdticos
apresentavam maiores taxas de crescimento e maior eficiéncia metabolica. Do mesmo modo, os gendtipos
heterozigébticos para certos locos parecem aumentar a viabilidade pés-recrutamento dos Jjuvenis de
Crassostrea virginica (Zouros e Foltz 1984, Singh e Green 1984).

Além disso, a heterogeneidade do ambiente também poderia manter a variabilidade mesme sem a
vantagem do heterozigoto (Levene 1953, Bryant 1976, Solé-cava ¢ Thorpe 1991, Prout 1996, Hedrick et
al. 1976). Variacoes de granulago grossa, que apresentam um perfodo maior que o tempo de vida, ou um
€Spago maior que o espago explorado por um individuo (Futuyma 1992), seriam variacdes como as
diferencas de clima e do tipo de costdo entre os locais ao longo do litoral. Essas variacoes poderiam
manter a variabilidade mesmo sem heterose, em casos de polimorfismo de nicho miltiplo (Futuyma
1992).

A existéncia de diferentes pressdes seletivas atuando nas localidades amostradas €, em alguns casos,
indicada como causa da estruturagéo populacional (Wiltkins 1977, Beamont 1982, Beamont et al, 1983,
Kartavtsev et al. 1983, Janson e War& 1984, Johannesson et al. 1993). Diferencas entre costdes ou entre
praias foram observadas na forma de clinas de freqii@ncias alélicas relacionadas a gradientes ambientais,
como observado em duas alozimas do bivalve Mytilus edulis (Koehn et al. 1976). Em outros trabalhos,
uma grande diferenga € encontrada nas freqiiéncias genotipicas correspondendo a ambientes onde hi
melhor atividade bioquimica de diferentes alelos das alozimas (Wilkins 1977, Nevo et al 1981) ou
simplesmente associadas a diferentes microhabitats {Beamont 1982, Beamont et al. 1983, Kartavisev e
Zalavskeya 1983, Janson e Ward 1984, Johannesson e Johannesson 1989, Johannesson et al. 1993,
Johannesson et al. 1993, Johannesson e Tatarenkov 1997

Na heterogeneidade observada em ambientes naturais é dificil distinguir o componente espacial
do componente temporal da variagio. Em qualquer situacio de multihabitats, a variagao temporal também
se expressa espacialmente, acentuando o efeito da variacdo espacial (Bryant 1976). Com isso, na tentativa
de observar o efeito da variacdo espacial sobre as fregliéncias genotipicas das populagBes naturais &

importante considerar também o efeito da variagdo temporal do ambiente (Bryant 1976).
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A grande heterogeneidade dos ambientes litordneos também decorre de acentuadas variacSes
temporais, geralmente sazonais, nesse sisterna. Nesse contexto, o ciclo de vida de muitos organismos
marinhos apresenta padrbes sazonais acentuados e relagdo ao crescimento, abundancia, reproducio e
recrutamento (Coma et ak 2000}. Essas variagbes temporais, especialmente na abundincia e no
ecrutamento, podem modificar a estrutura genética das populagdes dessas espécies ao longo do tempo.

Além de habitarem o ambiente heterogéneo da.zona entremarés, esses invertebrados marinhos
apresentam outras caracteristicas bionfmicas importantes para compreensio dos mecanismos de
manutencio e estruturacdo da variabilidade genética. Essas espécies possuem grandes tamanhos
populacionais em geral, 0 que, juntamente com a alta variabilidade apresentada, sugere que essas
populagdes também apresentam um alto tamnanho efetivo (Berger 1983), considerado a principal causa da
manutengio da variabilidade em popuiagdes natarais por Ward (1990).

Um outro fator importante, a taxa de fluxo génico entre as populacdes, parece depender
fortemente do tipo de desenvolvimento e do tempo de duracio do estdgio larval apresentado pela espécie
(Palmer e Strathmann 1981, Burton 1983, Hedgecock 1986, Yamada 1989, Parsons 1996). A dispersio
larval é a dnica via de troca genética entre as populagdes para a maioria das espécies, jd que os adultos séo
em geral sésseis ou sedentdrios. Desse modo, € esperado que espécies que possuam estdgios larvais
plancténicos apresentemn baixa estruturacio populacional em relagdo as que possuem desenvolvimento
direto e ovoviviparidade completa (Beherens Yamada 1989, Hedgecock 1986, Parsons 1996, Bohonak
1999). Além disso, entre as espécies que apresentam larvas planctdnicas, as de larvas planctotréficas (que
passam por fase peldgica, permanecendo no plincton por longo tempo) apresentariam maiores taxas de
dispersdo e conseqilentemente menor estruturagdo do que as que possuem larvas lecitotrdficas (que
permanecem pouce tempo no plincton), mesmo entre populacBes geograficamente distantes. Esse padrao
foi observado em diferentes espécies de gastropodes (Ward e Warwick 1980, Burton 1983, Janson 1987,
Yamada 1989, Chambers et al. 1996, Parsons 1996, Todd et al. 1998).

A variabilidade genética de patellogastropodes foi caracterizada para algumas espécies de
Patellidac e Acmacidae através da andlise de locos enzimaticos, incluindo espécies das regides temperada

e tropical (Wilkins 1977, Bandino e Sella, 1980, Lavie et al., 1987, Sella er.al. 1993, Cretella et al. 1994,
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Corte-Real et al. 1996, Byers 1989, Ridgway et al. 1998, José e Solferini, submetido). Todas as espécies
estudadas apresentaram altos valores para as estimativas de variabilidade consideradag (porcentagem de
locos polimérficos, nimero de alelos por loco, diversidade génica — H.), como seria esperado pelas
carecterfsticas da histéria de vida desses animais (Berger 1983).

Por apresentarem grandes populagBes, fertilizacio externa e estagio larval plancténico seria
também esperado que essas espécies apresentassem panmixia e que as fregiiéneias genotipicas de suas
populagdes estivessem de acordo com as proporgdes esperadas pelo equilfbrio de Hardy-Weinberg. No
entanto, o desvio s proporcdes esperadas por Hardy-Weinberg tem sido encontrado para muitos locos
aloenzimdticos em grande parte dos trabathos, na forma de altos valores para a deficiéneiz de
heterozigotos (Lavie et al. 1987, Sella et al. 1993, Cérte-Real et al. 1996, Ridgway et al. 1998, Andrade et
al. 2003, josé e Solferini submetido).

O padrio geral de deficiénciz de heterozigotos em populagdes de inveriebrados marinhos fo;
primeiramente percebido, e amplamente discutido, em populacdes de espécies de bivalves (Zouros e Foltz
1984, Singh e Green 1984). Muitos outros trabalhos subseqiientes relataram o mesmo padrio para outros
taxa, muitos deles moluscos habitantes da zona entremarés que apresentam dispersdo larval plancténica
(Berger 1983). Além dos patellogastrépodes, os litorinideos também foram bastante estudados {Lavie e
Nevo 1987, Janson 1985, Noy et al. 1987, Ward 1990, McQaid 1996, Tatarenkov e Johannesson 1999,
Andrade et 2. 2003), assim como as lapas da subordem Pulmonata, Siphonaria spp. (Johnson e Black
1982, 1984) e as lapas da familia Haliotidae (Ham e Burton 2000), que tambérn apresentaram deficiéncia
de heterozigotos em locos de microsatélites (Huang et al. 2000).

Virias explicagGes tm sido propostas para explicar esse padrdo. A principio, 0 excesso de
homozigotos poderia ser atribuido & selecdo contra o heterozigoto. Wilkins (1977) demonstrou que
diferentes alelos de Jocos de Pgi e Pgm, de Patella vulgata e P. aspera, apresentam diferentes graus de
tolerdncia ao aumento da temperatura. Em algurnas espécies de bivalves, a deficineia de heterozigotos €
maior em individuos jovens, chegando a ocorrer heterose nos adultos, refletida em maiores taxas de
crescimento e maijor eficiéncia metabdlica (Zouros e Foltz 1934, Singh e Green 1984, Gaffney et al.

1990). Esse padrdo foi associado a diferentes pressoes seletivas atuando antes e depois do recrutamento.
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Entretanto, essa relag@o entre a 1idade do individuo ¢ a sua heterozigosidade nio foi observada em outras
espécies de bivalves e gastrOpodes analisadas (Foltz et al. 1993, Rio-Portilia € Beaumont 2000) e parece
néo ser um padrao geral.

A estabilidade de diferentes aleios em diferentes condi¢Ses ambientais foi também encontrada em
ambientes poluidos com altas concentragBes de metais. Nevo et al. (1981) observou que diferentes
concentracdes de merctrio favorecem diferentes gendtipos no loco da enzima PGM (fosfoglicomutase) do
camario Palaemon elegans, e poderiam resuitar no excesso de homozigotos observado. Do mesmo modo,
no gastropede Lirforina punctata, a presenca de cddmio e merciliric parece reduzir a viabilidade de
heterozigotos em um loco da PGI (isomerase da fosfoglicose) (Lavie e Nevo 1987).

A deﬁéiéncia de heterozigotos observada em espécies de moluscos também foi relacionada i
amostragem de grupos divergentes, ao efeito Wahlund, em alguns trabalhos (Berger 1983, Jonson e Black
1982, 1984, Lavie et al. 1987). A amostragem de subpopulagfes que diferem nas freqgiiéncias alélicas
produziria uma deficiéncia de heterozigotos na populagio em geral, proporcional a varidncia das
freqiiéncias alélicas entre as subpopulagdes. No entanto, de acordo com o esperado para esse efeito, 0s
altos indices de deficiéncia de heterozigotos observados nas populagdes sO poderiam se justificar cas.o
houvesse grandes varidncias nas fregii€ncias alélicas entre as subpopulagbes. No entanto, para os locos
enzimdticos estudados na maioria desses moluscos, 2 variagio geogréfica em larga-escala das freqiiéneias
alélicas é muito pequena e limita a importéncia do efeito Wahlund na explicacdo do padrao de deficiéncia
de heterozigotos nessas populagdes (Zoures e Foltz, 1984, Johnson e Black, 1984).

Tracey et al. (1975), a partir de trabalhos com Myrilus californianus, apresentaram a hipdtese de
que a grande deficiéncia de heterozigotos em invertebrados marinhos pode ser causada pela formagdo de
grupos tempordrios de individuos com diferentes composi¢Ges genotipicas, formando o que foi chamado
de “grupos de acasalamento” ao longo do substrato. Estas diferencas nas frequiéncias alélicas apareceriam
entre grupos proximos no costdo, resultantes de uma variagdo temporal na composicdo e distribuigao dos
recrutas, por exemplo, ou mesmo da influéncia da variag8o espacial, de microhabitats do costdo sobre
esses grupos. Essa hipétese também sugere a influéncia da estruturagdo espacial, assim cOmo no efeito

Wahlund, mas a estruturacio dos grupos de acasalamento seria percebida apenas em pequena escala e nao
3 &
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dependeria da amostragem. Os grupos de acasalamento fariam com que a populagdo nfo apresentasse a
panmixia pressuposta pelo modelo de Hardy-Weinberg na populacio de adultos ou mesmo no grupo das |
larvas no pléncton. A hipétese de “grupos de acasalamento” foi sugerida também para populagdes
Siphonaria sp por Johnson e Black (1982, 1984),

A freqilente ocorréncia do desvio das proporgdes esperadas pelo equilibrio de Hardy-Weinberg
em invertebrados marinhos ainda nio fo; completamente esclarecida. Nei (1987) ressalta que o fato deste
sistema apresentar padrdes que contrariamn o esperado em espécies panmiticas é um indicio de gue o
investimento em seu estudo poderd trazer contribuicdes interessantes para compreender a distribuicio e
organizagio dos gendtipos em populacdes naturais.

No capitule anterior (José e Solferini, submetido), foram estudadas amostras de C subrugosa de
14 praias do nosso litoral, quanto & variabilidade populacional. Os locos isoenzimdticos estadados
revelaram desvios &s proporgGes esperadas pela lei de Hardy-Weinberg, sempre no sentido de deficiéneia
de heterozigotos em pelo menos 8 locos, chegando até a 18 locos em algumas amostras. A hipétese mais
aceita para explicar esse tipo de padrio, o efeito Wahlund, nio foi considerada como plausivel nesse
trabalho, pois a espécie apresentou baixa estruturagdo populacional. A hipétese proposta por Tracey et al
(1973), foi considerada mais adequada para explicar ao menos parte da grande deficiéncia de

heterozigotos observada nessas amostras.

2.2. OBJETIVOS

Como o padrio de grande deficiéncia de heterozigotos em Collisella subrugosa foi observado em
locos isoenziméticos, a investigagio sobre a origem desse padric foi realizada nesses mesmos locos.
Desse modo, investigamos a importancia relativa da selegdo natural e de processos estocdsticos na
formagdo do padrio de deficiéncia de heterozigotos, avaliamos a variagdo dos gendtipos em locos
isoenzimaticos de C. subrugosa ocorrendo no €spaco microgeogrifico do costdo, no tempo € ao longo da

ontogenia da espécie.
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2.3. MATERIAL E METODOS
2.3.1. Caracteristicas das praias estudadas

As coletas foram realizadas em um estudrio — o costdo direito de Itamambuca (Ubatuba), e em um
costdo exclusivamente marinho — o costdo direito de Barequecaba (Sdo Sebastiio). As duas praias,
situadas no litoral norte do estado de S&o Paulo (figura 2.1), foram escolhidas pela grande aﬁundéncia e
amplitude da distribuigdo de C. subrugosa no costio, e pela acentuada estratificagio vertical e horizontal

da zona entremarés.

5. Sekastida

Barequegaba

Q 1530 45
ms.":f’l Km

Figura 2.1: Mapa do litoral norte paulista indicando as duas praias estudadas para C. subugosa.

Em Itamambuca, o costdo escolhido fica no estudrio do Rio Itamambuca. Na parte em que banha
0 costdo, o rio possui ao redor de 8m de largura e de 40 a 80cm de altura da coluna d’dgua. A parte do
costdo mais préxima 2o estudrio possul um formato arredondado, com algumas pedras redondas isoladas

na frente do pareddo rochoso (figura 2.2b). Desse modo, esta primeira parte do costdo apresenta um
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Figura 2.2: Imagens do organismo e das dreas de estudo. (A) Teés individuos de Collisella subrugosa aderidos 2
rocha. (B) Area estudada no costiio estuarino de Itamanbuca, ¢ sua zona entremarés em destaque em (C) ¢ (D). O
mediolitoral em destaque em (C) ¢ representativo de grande parte da 4rea estudada em Itamambuca, a qual apresenta
grande abundéncia de macroalgas. O médiolitoral em destaque (D) representa a pequena 4rea de Itamanbuca gque ndo
apresenta macroalgas e onde se localizam o quarto e quinto ponto do transecto estudado nessa praia. (E) Area
estudada no costdio marinho de Barequecaba, e sua zona entremarés em destaque em (F) e (G). O médiolitoral em
destaque em (F) representa a primeira parte da drea estudada em Barequecaba, a qual ndo apresenta bancos de
mexilhSes e onde se localizam os pomtos de 1 4 5 do transecto esmdado. O médiolitoml em destaque em (G)
representa a segunda parte da 4rea estudada em Barequegaba, que se apresenta extensamente coberta por bancos de
mexilhGes e onde se localizam os pontos de 6 2 11 do transecto estudado. Notar em (C), (D) e (G) as clareiras entre
os bancos de mexilhGes onde fica a maior parte dos individuos de C. subrugosa.
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grande nimero de concavidades e frestas nas pedras e uma grande porcio de 4reas sombreadas. Nessa
primeira parte estao localizados os 4 primeiros pontos de coleta (figura 2.3a).

A segunda parte desse costdio, onde foi realizada a coleta dos demais pontos e mais proxima i
dgua salgada, € formada por um grande paredio rochoso, guase sem concavidades e fissuras e com toda a
drea exposta diretamente ao sol. Nessa segunda parte estdo localizados os pontos de coletade 5 a 8 {figura
2.3a). O mediolitoral apresenta grande abundéncia de macroalgas e ¢ extensamente coberto por bancos de
mexilhdes. Nas clareiras entre esses bancos, se localiza a maior parte dos individuos de C. subrugosa
(figura 2.2¢), apenas os pontos 4 e 5 do transecto se localizam em uma 4drea sem macroalgas (figura 2.2d).
O costéo de Jramambuca pode ser caracterizado como batido em relagio ao de Barequecaba.

Em Barequegaba o costdo ¢ formado por um longo paredio rochoso, havendo poucas pedras
isoladas na sua frente (figura 2.2e). Apenas os pontos de 1 a 3 e o ponto 6 estio situados em pedras
arredondadas 2 frente do pareddo rochoso, nas quais hd um maior nimero de frestas e concavidades. Na
primeira parte do transecto, mais proxima a areia e onde ficam os 5 primeiros pontos, a faixa do
mediolitoral nao apresenta bancos de mexilhbes, somente muitas cracas e ostras (figura 2.2f). Os bancos
de mexilhdes comegam a ocorrer a partir do ponto 6 (figura 2.2g). Ao longo de toda a 4rea estudada no
costio de Barequegaba, ndo foram observadas macroalgas co-ocorrendo com C. subrugosa. O costio de

Barequecaba esté situado no inicio do canal de S3o Sebastido (figura 2.1) e pode ser considerado abrigado.

2.3.2. Desenho amostral
2.3.2.1. De acordo com a variagae espacial do ambiente

A vartagio espacial dentro da zona entremarés pode ocorrer ao fongo de dois eixos de distribuigdo
dos animais: (a) um horizontal, no sentido praia-mar, (b) um vertical, de acordo com a altura de posi¢do na
pedra. As tentativas de estratificar a coleta no eixo vertical da variagdo foram mal sucedidas. A espécie
estudada apresenta uma distribuicdo muito restrita nesse eixo, numa faixa de cerca de 30cm,

inviabilizando a estratificagio da coleta nesse. Assim, somente o eixo horizontal de variago foi estudado.
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Como nfio sabemos qual a escala em que poderiamos encontrar uma estruturagio na variabilidade
genética, o esquema de amostragem foi montado com distincias entre as amostras seguindo fungdo
logaritimica de base 2, que corresponde 4 exponencial:

D, = 2"
onde, D € a distincia a ser medida a pa.ftir da onigem e » o niimero do ponto de coleta. Nos dois costoes,

uma disténcia de 64m foi amostrada, resultando em 7 pontos de coleta segundo o esquema logaritimico de

coleta adotado.

(A)
8 7 6 5 4 321
= G R DG s
64 32 16 8 4 210

@B
11 5
® P
64 is

2
g
3
g
§

10 9 8 7
O —ip> ®
0 2438 16

Figura 2.3: Esquema Jogaritimico de distribuigio dos pontos de coleta de C. subrugosa nas duas praias estudadas.
(A) O transecto com os pontos de coleta em Itamanbuca. (B) Os dois transectos com o0s pontos de coleta em
Barequegaba. Os nlimeros em cinza comrespondem a distancia do ponto micial de cada transecto em metros. Os
nimeros emazul s3o referentes a numeragio adotada para a referéncia aos pontos ao longo do texo.

Em Itamambuca a coleta foi feita ao longo de um transecto de 64m que comeca onde foram
encontrados os primeiros individuos de C. subrugosa na parte do costio mais proxima ao rio (figura 2.3a).
Nessa parte incluimos no transecto o ponto 0, que esté situado um metro antes do ponto 1, para nio perder
a grande variagdo de microhabitats observada entre o ponto 0 {que fica no paredio rochoso) e o ponto 1
(que fica em uma pedra isolada na sua frente).

Em Barequegaba a coleta foi feita ao longo de dois transectos de 64m sobrepostos, onde o inicio
de um corresponde ao final do outro {figura 2.3b). O primeiro transecto comega na parte do costdo mais
distante d’agua onde foram encontrados os primeiros individuos de C, subrugosa, e segue em diregdo 4

agua. O segundo transecto comega no dltimo ponto do primeiro, dentro d’agua e segue em direcdo 3 areia.
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dgua. O segundo transecto comega no fltimo ponto do primeiro, dentro d’dgua ¢ segue em diregdo 3 areia.
Desse modo, os dois transectos possuem trés pontos em comum, os dois pontos extremos (0 ¢ 64m) e ¢
ponto intermedidrio (32m). Esse esquerna foi adotado para esse costio por causa da grande variacio entre
microhabitats observada ao longo dele

Foram coletades 30 individuos por ponte, sempre que possivel. A procura pelos individuos na

pedra foi sempre restrita a uma drea de 0.5m" ao redor do ponto determinado,

2.3.2.2. De acordo com a variagdo temporal do ambiente

A anglise da variagdo temporal consiste em 3 repeticbes das coletas estruturadas no espago
descritas acima ao longo de um ane, com intervales de 3 meses entre elas. Assim, cada coieta foi feita em
uma estagdo diferente. O intervalo de 3 meses € necessdrio para o restabelecimento das “subpopulacdes”
locais pelo recrutamento e crescimento dos individuos, pois a coleta de 30 individuos por ponto
praticamente esgota a drea.

Essa anilise foi apenas exploratdria, pois ndo esperdvamos encontrar nenhum padrie de variacio
temporal nesse curto espago de tempo. No entanto, essa andlise foi muito importante para investigar se hd
variagdo ao longo de um ano. Se variagOes fossem encontradas poderfamos constatar sua ocorréncia. Se

nao fossem encontradas, ainda restaria a possibilidade dela ocorrer e nio ter sido detectada nesse ano.

2.3.3. Tratamento dos animais

Todos os individuos coletados foram congelados em nitrogénio liquido logo apds a coleta e
mantidos em biofreezer a —70°C para as andlises genéticas. Dos individuos usados na andlise de
isoenzimas, uma pequena parte do tecido do pé foi armazenada para a extraggo de DNA e futuras andlises

de locos de microsatélites. Todas as conchas foram mantidas individualizadas para a morfometria.

2.3.4. Andlise isvenzimdtica
Esta andlise foi realizada através da técnica de eletroforese em gel de amido Sigma 8,5%. Uma porgio da

parte mole dos individuos foi macerada em tampdo Trs 0.05M pH 8.0 com 0,05% de B-mercapioetanol. A
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eletroforese fol realizada em 3 sistemas tampao gel-eletrodo para a analise de 1] sistemas enzimaticos, totalizando

17 locos {tzbela 2.1).

Tabela 2.1: Sistemas enzimdticos anzlisados, seus respectivos locos e sisternas eletroforéticos.

Enzimas ECN Locos Sisremas

Aminotrasferase do aspartato 26.1.1 Aat-1 (b}
. Aat-2 t)

Desidrogeenase do isocitrato 1.1.1.42 idh-1 (a)
Idh-2 @)

Aminopeptidase da leucina . 34111 Lap-1 ®)
Lap-2 (b)

Enzima Milica 11,140 Me-1 {(b)
Me-2 (b)

Isomerase da glucose 6-fosfato 5319 Pei (a)
Fosfoglucomutase 5422 Pgm-1 (a)
Pem-2 (a)

Pirofosfatase inorginica 3.6.1.1 Pph (b)
Desidrogenase do sorbitol 1.1.1.14 Sdh {b}
1somerase da triose-fosfato 5311 Tpi-2 {c)
Tpi-2 (c)

Desidrogenase da xanthina 1.1.1.204 Kdh {c}

(2) Eletrodo: Acido Citrico 0.04 M e N(3 arninopropyl) morfolina ajustando para pH 6.1. Gel: solugio do eletrodo
diluida em propor¢do 1:20 (Clayton and Tetriak 1972)

{b) Eletredo: Tris 0.25 M e Acido Citrico 0.057 M, pH 8.0. Gel: soluggio do eletrodo dijuida em proporgdo 1:25
(Ward and Warwick 1980)

(¢} Eletrodo: Hidréxido de Litio 10mM, Acido Bdrico 90mM, EDTA 3mM, pH8.0. Gel: solugdo do eletrodo diluida
em proporgdo :10. .

Os sistemas de tampdes e os protocolos de revelagdo dos sistemas enzimaticos foram definidos de acordo
com Shaw e Prasad 1970, Ward ¢ Warwick 1980, e Soltis et al. 1983, adaptados por Andrade (2000). Os sistemas
enzimdticos foram escolhides de acorde com a resolugdo, o polimorfismo, ¢ os altos valores de deficiéneia de

heterozigotos apresentados nas anslises do capitulo anterior,

2.3.4.1. Andlise dos resultados

Primeiramente, considerando todos os pontos amostrados de cada praia como ufna inica amostra,
fo1 testado o desequilibrio de ligacio entre os locos estudados através de um teste exato (Lehmann et al.
1998), analisando as tabelas de contingéncia de associacdes entre os locos pela cadeia de Markov, com
100 rodadas de 1000 interagGes por rodada e 1000 passos de “desmemorizagio”. Para reduzir o erro do

tipo 1 foi usado o procedimento de Bonferroni em todos os testes mitltiplos realizados (Rice 1989).
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A analise de estruturagdo genética foi realizada de acordo com duas linhas gerais. A estruturacéo
foi investigada: (a) considerando os pontos arnostrados nos costdes para cada época de coleta e (b)
subdividindo as amostras totais de cada costdo, e de cada época de coleta, de acordo com classes de
tamanho dos individuos.

Estruturagd@o entre os pontos amosirados. Para cada ponto amostrado nas duas praias foram
estimadas as heterozigosidades médias. Os desvios as proporgdes esperadas por Hardy-Weinberg foram
testados com o procedimento de “randomizagao” de Monte Carlo (Manly 1997), na tentativa de reduzir 0
viés que pode resultar do grande nimere de alelos raros observados. Foram testadas as correlagoes de
Spearman da distincia entre 08 pontos com as heterozigosidades e estimativas de Fs.

A heterogeneidade das deficiéncias de heterozigotos entre 0s locos e entre as amostras fol testada
como sugerido por Gaffney et al.(1990), através do teste Z para coeficientes de correlago (Sokal e Rohlf
1995). A estimativa de deficiéncia de heterozigotos usada para esse teste € o Fig (segundo Weir &
Cokerham 1984) jd que as estatisticas-F de Wright podem ser usadas como um coeficiente de correlagao
(Crow and Kimura 1970). Desvios na heterozigosidade multiloco (MLH) foram avaliados através da
contagerm ¢o nuimero de locos heterozigotos por individuo (Nh) relative ao nimero total de locos
estudados naquele dado individuo, testando-se a aderéncia da distribuigdo de Nh 2 distribuigdo normal,
considerada a hipétese nula. O teste de normalidade usado foi 0 W de Shapiro-Wilk (Sokal e Rohlf 1995).

A estruturacio entre as amostras foi quantificada através da estimativa de Weir & Cokerham
(1984), considerada como uma estimativa nao enviesada do Fer de Wright (1978). Essa estimativa parece
mais adequada principalmente por nossas amostras corresponderem zo modelo de “populagdes aleatdrias”
(Weir 1996). O (referido como Fsr deste ponto em diante) de foi estimado para cada loco, ¢ sua média
serd estimada com permutacdes de Jackknife, com intervalo de confianga de 95% determinado por 5000
reamostragens de bootstrap. A estrutura espacial da variagdo genética serd analisada através da
comparagdo uma matriz de Fsr a uma matriz de distdncia geografica através de um teste de Mantel, como

sugerido por Hutchinson e Templeton (1999). A diferenciaggo das amostras relativa s freqii€ncias
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alélicas também foi testada através de um teste exato de Fisher (Raymound and Rousset 1995, Sokal e
Rholf 1995).

Estruturagdo nas classes de tamanho. As classes de tamanho foram definidas a partir do
comprimento do centréide (medide no trabalho referente ao segundo capitulo desta tese), evitando
sobreposigédo de valores de tamanho e heterogeneidade de varéﬁncia (testadas com ANCVA). Em todas as
seis amostras, 08 mesmos valores de corte foram usados para delimitar as classes de tamanho, Para
investigar uma possivel diferenga de fregliéncias génicas e/ou genotipicas entre individuos de diferentes
tamanhos, todos 0s pontos amostrados em cada praia foram considerados como uma fnica amostra para
que cada classe de tamanho tenha no minimo 20 individuos. Como a distribuigdo de tamanhos em cada
amostra se aproxima da normal, as classes de tamanho extremas sempre apresentam menos individuos.

As diferengas nas freqliéncias génicas entre as classes foram quantificadas com o do mesmo
modo descrito para a estruturagfo entre os pontos amostrados. Os desvios das proporgdes genotipicas is
esperadas por Hardy-Weinberg foram testados com o procedimento de “randomizacio” de Monte Carlo
(Manly 1997). As heterozigosidades e os Fys foram também correlacionados com as classes (apés
transformacio arco-seno dos valores).

O tamanho dos individuos também foi correlacionado  heterozigosidade multiloco (MLH). Além
disso, for testada a aderéncia da distribuigdo de Nh (Numero de locos heterozigotos por individuo) &
normal para cada classe de tamanho estabelecida.

Programas de andlise usados. A anélise de desequilibrio de ligagZo foi realizada no programa
GENEPOP (Raymound e Russet 1995). As estimativas de deficincia de heterozigotos, os testes de Mantel,
e as estimativas do  foram realizadas no programa GENETIX v. 4.2 (Belkhir 2001). Os testes de
randomizagdo foram realizados no programa FSTAT v. 2.9.3.2 (Goudet 2002) e ARLEQUIN (Schineider
2000). O teste exato de Fisher para diferenciacdo populacional foi realizado no TFPGA (Miller 1997). As

correlacdes e a ANOVA foram realizados no STATISTICA (StatSoft 1996).
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2.4. RESULTADOS
2.4.1. Coletas

Foram realizadas trés coletas ao longo do tempo, simultaneamente nas duas praias. O nimero de
individuos coletados por ponte em cada praia estd na tabela 2.2. Alguns dos pontos extremos dos

transectos apresentaram poucos individuos em algumas coletas.

Tabela 2.2- Nimero de individuos de C. subrugosa coletados em cada um dos pontos das duas praias estudadas em
cada uma das 1rés épocas de coleta.

Nimero de Individuos

Pontos
112001 02/2002  05/2002
01 26 25 24
02 30 30 28
g 03 30 30 35
= 04 35 30 25
g 05 35 30 25
= 06 32 35 33
07 22 35 3]
08 0 35 31
01 35 22 30
02 0 15 5
03 35 35 35
= 04 35 35 35
"'g, 05 35 35 35
Z 06 35 35 35
£ o 35 35 35
= 08 35 0 0
09 35 0 0
10 35 0 24
11 35 30 10

2.4.2. A eletroforese das isozimas

Todos 0s locos estudados se apresentaram polimérficos como esperado. Apenas o Me-2 se
apresentou monomérfico em algumas amostras. Ao longo da execucdio das eletroforeses, apenas a enzima
PGM apresentou problemas de resolugdo na revelagio. As freqiiéncias alélicas obtidas para cada loco em

cada amostra estdo apresentadas na tabela em anexo.
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2.4.3. Desequilibrio de ligacio

Foram detectados desequilibrios de ligagdo entre alguns dos locos analisados nas amostras (9 de

2734 testes). Os desequilibrios se restringiram as amostras das duas primeiras coletas de Barequecaba
(tabela 2.3), especialmente a primeira, nio ocorrendo desequilibrioc nas amostras de Itamambuca.

Nenhuma das detectadas entre os locos se manteve ao longo do espaco efou tempo de coleta.

Tabela 2.3: Matriz de ligagdo entre os locos estudados, Acima da diagonal estio discriminadas as ]
entre locos nos pontos amostrados em Barequecaba. O primeiro nimero que aparece nas célul
da coleta e o segundo niimero, entre parénteses, representa o nimero do ponto amostrado.

igagBes detectadas
as representa o nlmero

Xdh Tpi-1 Tpi-2 Pp  Lap-l Lap-2 Me-1 Me2 S8dh Got-1 Gob2 Pgi Pgm-1 Pgm-2 Idh-1 Idh-2
Xdh - 1030 201D 2 (4)

Tpi-1 - 1(3) 1(5)

Tpi-2 -

Pp - 2Q2)
Lap-1 -

Lap-2 -

Me-1 -

Me-2 19
Sdh
Got-]
Got-2
Pgi

1%

- 1(7)

Pgm-1
Pgm-2
Idh-1
idh-2

2.4.4. Variabilidade genética

2.4.4.1. Nas amostras de pontos

No espaco. As heterozigosidades esperadas (H, ~ diversidade genética) foram altas nas amostras
dos pontos (figura 2.4), com grandes variagdes ao longo do espaco e do tempo, apresentando, em geral,
valores similares aos observados em amostras de diferentes praias (José e Solferini, submetido). A
heterozigosidade observada apresentou valores menores que a esperada para os pontos, mas sua variagio

fo1 similar & esperada, com pequenas discrepancias em alguns pontos (figura 2.4a ¢ c).
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Em Barequecaba as heterozigosidades apresentaram uma queda no ponto 6 do transecto, nas trés
épocas de coleta. Na segunda coleta também fol observada uma queda nos pontos 7 e 11 (figura 2.4b). Os
valores de heterozigosidade apresentaram correlacdo com as distineias no transecto nas trés coletas, sendo
que na primeira € na terceira coletas as correlagdes foram positivas e nia segunda coleta a correlacio foi
negativa.

Em Itamambuca as heterozigosidades apresentaram sempre uma reducdo na diferenca entre H, e
H. no ponte 5 do transecto (figura 2.4). Nenhuma correlagio foi detectada entre as heterozigosidades e a

distincia das amostras no transecto.

No tempo. A variacio das heterozigosidades ao longo dos transectos estudados apresentou grande
amplitude entre as coletas analisadas, chegando a ocorrer inversdes de tendéncias, como entre as duas

primeiras coletas de Barequecaba (figura 2.4a e b), mas sem nenhum padrio direcional.

2.4.4.2. Nas classes de tamanho

As heterozigosidades esperadas (M, - diversidade genética) também foram altas parz todas as
classes de tamanho (figura 2.5). A diferenga entre a heterozigosidade observada e a esperada foi, em geral,
menor que a dos pontos, mas variou bastante entre as coletas chegando a ocorrer uma classe com H, maior
que H, (figura 2.5d).

Em Barequecgaba as heterczigosidades apresentaram uma correlag@o positiva com as classes de
tamanho na segunda e terceira coletas. Em Itamambuca a heterozigosidade observada se comelacionou
positivamente com as classes de tamanho na primeira coleta. Nessa coleta houve também uma inversdo
nas heterozigosidades na quarta classe de tamanho, o valor de H, superou o de ., mas isso ndo resultou
em um excesso de heterozigotos significativo.

Uma importante observagio é que o padrao de variagio da heterozigosidade ao longo do transecto
parece acompanhar a variago de tamanho {figura 3.3 - capitulo 3). O tamanho do centréide médio esta

correlacionado positivamente com o H, em todas 6 amostras estudadas e positivamente correlacionado
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com o H. para as duas primeiras coletas de Barequegaba ¢ para as coletas de Itamambuca {(figura 2.6). A

terceira coleta de Barequegaba nio apresentou correlagdo com o H..
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Figura 2.6: Representactes grificas das correlages dos valores de heterozigosidade esperada (He) e observada (Ho)
como tamanho médio da concha observado para cada ponto amostrado nas trés coletas de Barequegaba (A,Be Q) e
Itamambuca (D, E ¢ F). (A) e (D) correspondem 4 primeira coleta, (B) e (E) & segunda coleta ¢ (Cre (D) a terceira
coleta. Nas coletas onde houve correlagio significativa das heterozigosidades com a distincia, seu valor esta
apresentado no grifico. Nas coletas onde houve correlacdo significativa das heterozigosidades com a distancia, seu

valor estd apresentado no grafico.
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2.4.5. A deficiéncia de heterozigotos

2.4.5.1. Nas amostras de pontos

No espaco. Apesar dos valores de Fis obtidos terem sido altos para todos os péétos amostrados,
poucos valores foram significativamente diferentes de zero quando testados (tabela ;’2‘4). A primeira coleta
de Bareguegaba e a terceira coleta de Itamambuca tiveram wm maior nimero de valores de Fig
significativos ¢ altos. No entanto, os valores significativos apareceram em muito menor quantidade do que
foi observado juntando-se todos os pontos amostrados em cada coleta (tabela 2.7) e juntando-se todas as
coletas de cada ponto {tabela 2.8).

Os valores de Fi5 foram heterogéneos entre locos para muitos pontos amostrados em Itarnambuca
e para alguns pontos amostrados em Barequegaba, nas trés coletas. Alguns locos também apresentaram
heterogeneidade de Fjs entre os pontos. No entanto, apesar da grande heterogeneidade de valores,

nenhuma tendéncia pode ser associada a essas variacdes.

No tempo. Os poucos locos apresentaram deficiéncia de heterozigotos nesta escala temporal de
amostragem € €ssas variaram entre os pontos entre as coletas. Nenhuma deficiéncia se manteve entre duas
ou mais coletas. Algumas das heterogeneidades entre 0s valores de Fis se mantiveram entre as coletas de
cada praia (tabela 2.4 € 2.5). No entanto, ndo houve nenhuma tendéncia ou padrdo na variagio dos valores

que se repetisse entre as coletas.

1.4.5.2. Nas classes de tamanho

O mesmo padrdo observado na andlise dos pontos se repetiu na andlise das classes de tamanho. Os
valores de Fis observados foram altos, mas poucos foram significativamente diferentes de zero. Nio houve
diferenca entre os valores das classes de tamanho. E, novamente, a primeira coleta de Barequecaba ¢ a
terceira coleta de Itamambuca tiveram um maior nimero de valores de Fyg significativos e altos, mas em

muito menor quantidade do gue o observado ao juntar diferentes amostras (tabelas 2.7 ¢ 2.8).
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Tabela 2.8: Valores de Fis obtidos para cada loco para as trés amostras totais {trés eventos de coleta) de Barequecaba
e Itamambuca. As células marcadas (&) indicam desvio significativo &s proporges esperadas por Hardy-Weinberg.

Barequecaba Itamambuca

Coleta 1

Média

Xdh P e ; . 0.554
Tpi-1 0547 0. 0.586
Tpi-2 0489 20478 S 308 0.228 [E0E5ST 0.402
Pp 0.268 0207 = 0.433 0.334
Lap-1 0.018  0.140 © 0.237 0.164
Lap-2 0.219 | 0.179 0.191
Me-1 0.149 0.201
Me-2 0.000 -0 ) 0.053
Sdh - 0204 -0.007 0324 0.160
Got-1 0.340
Got-2 2860 0.401
Pgi 0.148
Pgm-1 G309
Pgm-2 ! 0.425
Idh-1 0.000 -0.005 -0.003
. Mdh-2 -0.030 0.175
Média  0.280

_TFabeia 2.9: Valores de Fis obtidos para cada loco para ¢s pontos amostrados em Barequegaba e Itamambuca unindo
os ués eventos de coleta como uma Gnica. As células marcadas (=)

esperadas por Hardy-Weinberg,

indicam desvio significativo s proporgles

Barequecaba Itamambuca
Pontos 1 2 4 5 6 7 8§ Média
0.299 0315 0474 L0558 O Tok 0510
0.000 0374 -0.011 9.504
. . . . . -0.023 -0.006 -0.040 -0.014 0.655 0.355 0.796 0.379
Pp 10495 0.489 0.559 0.228 -0.008 0.493 0.664  0.561 -0.004 0.000 -0.018 0.243 0495 0.21%8 0315
Lap-1 10353 0.095 0297 0.131 0224 0.126 0.161 0.011 0.176 0.116 0.153 ¢.191
Lap-2 [0.177 0.211 0279 0.140 Eg= 0312 0176 0.140 0.004 0.053 0.117 0.136 - 0.194
Me-1 10.318¢ 0.203 0.146 0.257 0.077 0.048 0.031 0235 0.070 0.193
Me-2 0.000 0.000 -0.004 0.000 -0.003
Scdk [0.316 -0.006 -0.004 -0.014 -0.010 -0.013 0012 0.060 0.000 0.388 -0.010 0.000 0.099
-0.003 0.665 0.000 0.000 : 0. 0.000 -0.009 0.000 -0.008 0.216
0.601 E Eab2s 0337 0.134 0278 0.322 0,021 0.302 0299 0.264 - 0.362
0.143 0.136 0.017 -0.106 0.116 -0.055 | 0.167 RS
0.393 -(.105 :0.298

0.580
0.000

0.000

it 0.297

0.418
0.000
G.190
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Algumas classes de tamanho também apresentaram heterogeneidade de Fig entre locos e alguns
dos locos apresentaram heretogeneidade entre as classes, nas duas praias estudadas (tabela 2.6 e 2.7). No

entanto, nenhuma relacio foi detectada na variagio dos valores de Fis dos diferentes locos.
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Figura 2.7: Distribuicio do némere de locos heterozigotos porindividuo de C. subrugosa na amostra totaide (A}
Barequegaba — primeira coleta, (B) Barequecaba — segunda coleta, {C) Barequegaba — terceira coleta, (D)
ftamambuca — primeira coleta, (E) tamambuca - segunda coleta e (F) ltamambuca ~ terceira coleta.
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Figura 2.8: Distribuico do nimero de locos heterozigotos por individuo de C. sitbrugosa nas classes de tamanho
da amostra total de (A) Barequegaba — primeira coleta, (B) Barequegaba ~ segunda coleta, (C) Barequecaba —
terceira coleta, (D) Itamambuca — primeira coleta, {(E) lamambuca — segunda coleta e {F) tamambuca ~ terceira
coleta, Apenas as classes comdistribuicdo que desviou da normal estio apresentadas.

Desvios na heterozigosidade multiloco (MLH). O nimero de locos heterozigotos por individuo
variou de 0 a 6, e portanto, as proporgdes de Nh (nimero de locos heterozigotos pelo total de locos)

variaram de 0 a 0.375. A distribuig@o de Nh desviou significativamente da normal em direc3o a urn menor
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ndmerc de locos heterozigotos por individuo, tanto para os pontos guanto para as classes de tamanho

(figura 2.7 ¢ 1.8). Nenhuma amostra de Itamambuca apresentou correlacdo entre o Nh e o tamanho dos

individuos (figura 2.9). Apenas amostra da segunda coleta de Barequecaba apresentou essa correlacio,

mas, ainda assim, com um ceeficiente baixo (r de apenas 0,19 — figura 2.9b). Nao foram detectadas

correlagbes ente Nh ¢ o tamanho considerando os individuos de cada classe de tamanho separadamente.
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Figura 2.9: Correlagdo entre o tamanho do centrdide e ¢ nimero de locos heterozigotos por individuo (Nh) de
C. subrugosa na amostra total de (A) Bareque¢aba — primeira coleta, (B) Barequegaba — segunda coleta, (C)
Barequegaba — terceira coleta, (D) Itamambuca — prireira coleta, (E) ltamambuca — segunda coleta e {F)
Itamambuca — terceira coleta.
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2.4.6. Estruturacdo entre os pontos

2.4.6.1. Nos pontos amostrados

+:No espago. No célculo par a par do Fsr considerando todos os pontos e classes de tamanho das
duas praias, alguns valores foram significativos (tabela 2.8). Muitos valores de Fe¢r foram
significativamente diferentes de zero apesar de baixos entre pontos da primeira coleta de Barequecaba.
Entre 0s pontos da segunda coleta de Barequegaba nenhum Fg; foi significativamente diferente de zero e
da terceira coleta apenas um valor foi significativo, mas também baixo (tabela 2.8). Entre os pontos das
coletas de Itamambuca apenas um valor de Fyy foi significativamente diferente de zero, na primeira coleta
(tabela 2.8). Em nenhuma das trés coletas das duas praias observamos relagdo entre os valores de Fgrea

distincia dos pontos no transecto no teste de Mantel.

No rempo. Em Barequecgaba, poucos valores de Fsr foram significativamente diferentes de zero
entre a primeira e a segunda coleta, mas muitos valores foram significativos e alguns maiores que 0.05
{que podem ser considerados altos) entre a primeira e 2 terceira coleta. Isso mostra uma maior
diferenciagio dos pontos em um maior intervalo de tempo (tabela 2.8 e figura 2.10a, b e ¢). Nessa praia a
maior diferenciacdo ao longo das coletas parece ter sido entre as duas grandes dreas descritas no ftem
2.3.1, antes e depois do ponto 6 do transecto.

O maior niimero de valores de Fig significativamente diferentes de zero ocorreu entre a segunda e
a terceira coletas de Itamambuca, principalmente em relacio ao ponto 8 da terceira coleta. Mas, os valores
observados em Itamambuca foram, em geral, menores que em Barequegaba (tabela 2.8 e figura 2.10d).
Essa diferenciacio temporal entre os pontos parece ndo seguir nenhum padrdo espacial, ou seja, um dado
ponto de uma coleta ndo apresentou menor ou maior estruturagdo em relagio a suas réplicas temporais do
que em relagdo aos outros pontos (figura 2.10).

Comparando Barequegaba com Itamambuca temos que a primeifa ¢ a terceira coletas das duas

praias apresentaram maior diferenciagio que a segunda. Em especial, a terceira coleta foi a que apresentou
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mais valores de Fer significativamente diferentes de zero e também os valores mais altos (figura 2.11ae
b). A primeira e terceira coletas das duas praias também apresentaram maior diferenciacio (figura 1.11a)
do que a primeira com a segunda, e a segunda com a terceira (figura 2.11a, b e ¢}. E essa diferenciacio foi
novamente maior em relagdo ao ponto 8 da terceira coleta de Itamambuca.

As amostras totais das trés coletas de DBareguecaba e Iiamambuca se diferenciaram
significativamente nos testes exatos de Fisher. A diferenciagio apareceu tanto entre as amostras de uma

mesma praia quanto entre as amostras de uma praia comparada com as da outra.

2.6.4.2. Nas classes de tamanho

No calculo par a par do Fsr considerando as classes de tamanho, poucos valores de Fsy
significativamente diferentes de zero foram detectados entre classes de uma mesma coleta. Apenas dois
valores foram significativos entre as classes da primeira coleta apenas 1 da segunda coleta de Barequecaba
(tabela 2.9 e figura 2.12a). Em Itamambuca apenas um valor de Fsr significativamente diferente de zero
foi encontrado na primeira coleta, um valor especialmente alto, entre as classes 4 e 6.

Entre classes de diferentes coletas, alguns valores foram significativos e muitos maiores que 0,05
(tabela 2.9). Em Barequegaba, um maior ndmero de valores de Fyr significativamente diferentes de zero
apareceu entre a segunda coleta e as dernais, enquanto entre a primeira e a terceira coletas a diferenciagio
foi menor (figura 2.12a). A maior parte da diferenciac@o da segunda coleta em relago as outras foi gerada
pela quarta classe de tamanho da mesma. Em Itamambuca, houve um maior nimero de valores de Fis
significativos entre a segunda e a terceira coletas, mas os valores mais altos detectados ficaram enire a
primeira e a terceira (figura 2.12b). Esses altos valores foram gerados principalmente pela classe 6 da
primeira coleta e pela classe 5 da terceira. A diferenciacdo temporal entre as classes de tamanho nio
obedeceu nenhum padrio direcional em relagao a ordenagéio das classes.

Comparando Barequegaba e Itamambuca para cada coleta, a classe de tamanho 6 da primeira
coleta de Iramambuca apresentou valores significativos ¢ altos em relac@o as cinco primeiras classes da

primeira coleta de Barequecaba (figura 2.13a). Na segunda coleta, apenas a classe 2 de Barequecaba se
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Itamambuca
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Tabela 2.8: Matriz de Fer entre os pontos de todas as coletas das duas praias estudadas. As células marcadas

Barequecaba - coleta | Bareguegaba - coleta 2 Barequegaba - coleta 3
3 4.5 6 7T 8 9 10 11 1 2 3 4 5 & 7 11 1 3 45 6 7 10 11
11601 000 800 000 00! 0.00 0071 0.00.0.00 001 000 0.01 0.01 00! 001 6.08 0.00 0.00 001 003 0.00 001 000 003
3 000 001 0:00 001 000 001 0.02 0.01'0.00 0.00 006 0.01 00! 0.02 000 ' 001 0.0 002
4 001 00t ' 0.00 0.01 0.01:0.00 0.005302 0.01 000 001 0.0 1 000 0.00 001
2 |s 0.01 f 0.0¢ 000 0.60 0.00 002 000 081 6.01 000 0.01 0.00 000 000
=6 007 0.00 0.00 303 0.01:0.02 0.00 0.02 6.0 0.02 002 001 001 000 0.04
g 217 001 001 0.02 0.02:0.02 0.02 0.02 0.03 0.02 001 00 0.01 0.00 0.04
g “lg 0.00 0.01 000 0.01 002 e 007000 001 0.01 001 001
9 0.0F 080 0.06 0.00 001 00! 001 00! 00l 0.07 oox 0.01 0.01 001 000
10 0.00 001 0.0 GO]@OO"WOW 0% 000 00! 0.0
H 000 001 000 001 061 002 0.00 001 €00 001
1 002 001 0.00 0.00 001 00 0.03 000 002
2 0.00 021 001 001 001 003 001 004
Z 13 001 0.00 0.01 001 G.03 001 0.02
Sl 0.01 500 0.00 002 001 0.04
T35 0.01 001 0.03 0.01 0.04
g6 0.00 001 00 003
7 0.00 0.00 0.03
e 08 5.00 060 0.10
i 'f‘”*‘?ﬂeox om 902 0.02 000 003
3 000 0.02 001 002 0.00 0.0
£ |4 0.01 0.00 0.02 0.00 001
g gl3 0Ol 0.02 0.00 003
gL 0.01 000 0.00
@ 7 000 002
10 0.60
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{#) correspondem aos valores significativamente diferentes de zero.

Itamambuca - Coleta 1 Itamambuca - Coleta 2 Itamambuca - Coleta 3

T 2 4 5 6 7 1 2 3 4 5 & 7 g | .z 3 4 5 §

o3 5.00 000 000 008! 00! 000 002 002 00! 000 006001 001 000 001 081 000

00! 061 001 002 00! 000 081 001 00l 000 001 0O 000 002 001

Lop: 00! 000 000 000 000 002 000 = 000

£ s 601 000 ©01 001 000 000 001 001 0.00

Zsle 000 000 002 000 001 000 002 0.01

§~°§ 7 000 001 002 00I 004 001 001 ¢ 0.02
2 sk 03 001 001 000 00i 002 000 0.00 & 0.0 :
9 0.01 00! 000 000 .001 000 061 000 0.01 000 000 002
10{ 002 001 000 503 000 001 001 001 002 002 000 i 001 001 000

11000 000 001 001 000 001 00l 001 000 001 00i

000 002 000

11000 001 002 000 000 001 001 001 000 081 0.03 001 000 0.02
21001 00! 000 000 000 001:001 000 000 001 002 0.00 000 001 004
£ 13 002 002 001 001 001 000 000 000 001 001 0.01
Gla 001 060 000 000001 000 000 001 000 00l .61
255 000 001 001 001 001 000 001 005 00! 0.01
2 e 2 000 000 001 0.02 H063; 001 001 001 000 001 0.01
;

000 000 002 002
004 003 ©10 007
A1l 000 002 000

001 000 001 003 00!
010 006 007 0.03

Loz 006 006
35 001 601 001 002 _ Lo Caan ; © 00l toas:

000 001 0.0 0.00 000 001 GOl
5. i 001 Boba 000 0 7001 001 00!
T e 000 003 00l 0.03 002 0.04 B
§"§ 001 000 00! 001 001 000
& 003 001 001 001 001 000
000 002 00! 000 002 002
1000 001 000 004 001 0.00 002 002
11 B 000 001 000 001 000 000
5 _|2 001 003 001 0.01 001 001
2 54 000 001 0.00 000 000
£ 35 001 0.01 001 001
Z s 002 000 000
7 0.00 0.00 0.0
1 0.01 000 002
2 0.00 001
%? i 0.02
R
7
8,
!
= |2
2713
£3l4 :
E 8ls 0.00 001 00t
= s 000 0.00
7 0.02
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diferencioun da classe 2 de ltamambuca e na terceira coleta muitos valores foram considerados

significativamente diferentes de zero, mas valores mais baixos em sua maioria {figura 2.13a).

Tabela 2.9: Matriz de Fyr entre as classes de tamanho estabelecidas para as amostras de todas as ¢ol

etas das

Barequegaba - coleta 1 Bareg

uegaba - coleta 2

Barequecaba - coleta 3

23456123456:123456
1 001 000 0.01 0.00 0.02 009 0.01 5403 0.02 0.03 0.03 1001 001 001 000 001 0.03
2 2 30071 0.01 000 002 010 0.02 002 003 0.03 0.02 001 0.00 0.02 5065 0.01 0.00
gl 3 0.00 0.01 3 010 0.01 001 0.00 0.00 001 00 0.01 002
Sl 4 0.02 £.06) 0.00 0.00 0.02 0.00 001 0.01 0.0! WoE
s° s 10 0.01 0o 0.01 D01 000 001 0.02 0.00 002
6 009 0.06 0.07 009 001003001 001 005 005 0.02 0.03
| 003 0.08 009 0.06 0.15 006 0.16 0.04 0.05 011 029
£ |2 0.01 003 002 0.00 003 0.02 001 0.00 001 0.11
Tz 3 S 0.01 0.02 0.00 0.00 0.00 | 0.10
gE| 4 0.00 001 0.08 5 D6 2006 0.08
g7 s 0.04 001 0.08 0.00 000 0.00 00]
6 000 003 000 0.01 003 0.08
1 0.01 0.02 0.02 001 003
gm 2 0.00 0.00 0.01 001
gs 3 001 0.01 0.08
g3 4 0.01 0.06
& 5 0.00
R S
1
£°% 5
6
1
5. 2
E gl 4
= 5
S S A
s 1
23 °
38 3
ES 4
- 5
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Comparando Barequecaba e Itamambuca para as diferentes épocas de coleta, a primeira e a

terceira coletas das duas praias apresentaram maior diferenciagio que a segunda coleta, como observado

para 0s pontos, mais com valores de Fys ainda mais altos (figura 2.13b).

praias estudadas. As céluas marcadas (¥} correspondem aos valores significativamente diferentes de zero.

Ttamambuca - coleta 1

Itamambuca - coleta 2

{tamambuca - coleta 3

i

2

3

4

5 &6 1 2 3 4 5 8 i 2

3 4 3

(.02
0.02
0.01
0.01
0.00

Bareguegaba
coleta i

0.01 0.05

§.03
0.035
0.05
0.06
0.04

0.0G
0.02
0.02
0.00
0.02

0.01

0.02
.01
0.01
0.01
0.00
0.01

0.03 0.01 0.00 0.00 0.02
0.02 0.02 001 001 0.02
0.02 0.00 0.01 E00L

0.01 0.00
0.00 :
0.03

0.03
0.00
0.c0
0.04
0.03

Barequegaba
coleta 2

0.01
0.02
.02
0.02
0.02
0.02

cojeta 3

Barequegaba

002

0.03
0.00
001
0.02
0.03

0.05

0.01
0.1

0.14
0.01
0.03
0.03
0.14

0.02

.00
0.03

0.04
0.03
.03

0.01

0.03

004 0.

0.02
0.03
0.02

: 0.01

.01

002

0.05

2028 000 0.00 0.01 0.00 0.01
002 003 0.05 006 0.11 0.09 0.02

7 0.00

0.01
0.00
0.01 0.
0.01 0.01 0.03
0.7 6.07 0.00

0.01

itamambuca
coleta |

ltamambuca
coleta 2

coleta 3

TItamambuca

T T S N T N Y R - R I e T LN e

0.01
0.03
0.00

001 0.01:0060 0.00 0.00 COO 0.02
0.04 001 001 005 003 0.05 0.09

%605 005
0.05

Ml

0.00 0.02

0.00 0.05 007
0.03 000 0.01
0.00 005

0.02

0.02 0.01 069 0.03

0.04

(.01
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Figura 2.12. o, par a par entre as
classes de tamanho estabelecidas
Para as amostmas das trés coletas
de {A) Barequegabz e (B)
Iammmbuca. Os pontos em
circulos rosa (&) comespondem i
primeira coleta, em aznl {T%)
comespondem & segunda coleta e
ew verde ("3 ) correspondema
terceira coleta. As linhas
representamo Fyo,
significativamente diferente de
zero (ver matriz da tabela 1.7),
entre o par de pontos
comespondente, € a espessura da
linha indicamo valor do Fgy, de
modo gque:
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2.5. DIsSCUSsA0
2.5. . Distribuicdo da Variabilidade Genética

As correlagbes entre as heterozigosidades com a distincia dos pontos no transecto (figura 24) e
com as classes de tamanho em algumas amostras (figura 2.5} parecem ser, na verdade, correlagdes
secunddrias. Nesse caso, a correlagdo primdria é, provavelmente, com o tamanho médio dos individuos de
cada amostra (figura 2.6) j4 que essa apresentou maior coeficiente e menores residuos. Desse modo, a
-correlagdo de H, e H. com a disténcia entre os pontos na segunda coleta de Barequecaba, seria produto da
co-ocorréncia de: 1) um gradiente de tamanho dos individuos de Collisella subrugosa 20 longo do costio,
e 11) uma correlacio das heterozigosidades com o tamanho dos individuos que compunham cada amostra.
O mesmo se aplicaria as correlagbes das heterozigosidades com as classes de tamanho,

Uma hip6tese que poderia explicar a correlagio das heterozigosidades com o tamanho médio dos
individuos seria a de heterose. Muitos trabalhos relataram heterose em moluscos marinhos, especialmente
emn bivalves do gé€nero Myrilus (Koehn et al. 1973, Zouros et al. 1980, Koehn e Gaffney 1984, Singh ¢
Green 1984, Zouros e Foltz 1987, Gaffney et al. 1990, Naciri-Grawen et al. 2000, Myrand et al. 2002).
Em gastropodes hd um relato de heterose no neogastrépode Stramonita haemastoma (Garton 1984). No
entanto, nas amostras de C. subrugosa néo foi detectada correlagfio entre o Nh e o tamanho, a nio ser na
segunda coleta de Barequegaba, o que serd discutido no ftem 2.5.3.. Desse modo, nio hi nenhuma
evidéncia de que possa estar havendo algum grau de heterose relacionada as isozimas estudadas.

A correlagio das heterozigosidades com o tamanho médio dos individuos pode estar ocorrendo
como resultado de um processo de actimulo de geragbes associado i variagdo temporal das freqiiéncias
génicas (ver ftem 2.5.2.). Se cada evento de ‘recrutamento envolver uma amostra aleatéria de larvas, nio
representativa de toda a variabilidade genética do pool génico das larvas no plincton, guanto mais
geragbes acumuladas em um grupo de individuos maior seria a variabilidade desse grupo. Nesse caso,
temos que pressupor: i) que o tamanho dos individuos de um mesmo costio tenha relagio com sua idade,
1) que quanto maiores os individuos de um grupo, mais geracbes estariam acumuladas no mesmo, e iii)

que o numero de individuos recrutando a cada intervalo de tempo € muito pequeno. Em relagdo ao
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primeiro pressuposto € possivel que exista uma pequena varidncia associada i relacio entre tamanho e
idade. Entretanto, o uso do tamanho do centréide como medida de tamanho deve minimizar essa variincia
J& que toeda a concha € considerada e nio apenas uma tnica medida dessa, como o comprimento. Em
relacdo ao segunde pressuposto, € realmente plausivel inferir que quanto maiores o3 individuos, maior a
varifincia associada a idade desses individuos. Em relago ao terceiro pressuposto, & plausivel pensar que o
namero de individuos que encontram condicdes de recrutamento (principaimente espago livre) no costio é
muite pequeno em relacio a populacio de larvas no plancton. Desse modo, as poucas larvas que recrutam
em cada intervalo de tempo ndo devem ser representativas do pool génico local. Vale ressaltar que o
“intervalo de tempo” de recrutamento n3o € definido, sendo considerado apenas um corte temporal no
recrutamento continuo da espécie. Nesse caso, o “intervalo de tempo” esté sendo considerado como o
menor intervalo necessdrio para o recrutamento de mais de um individuo apenas para ijustrar a hipétese.
Esse intervalo poderd ser definido a posteriori a partir da construcio de um modelo matemitico dessa
hipétese.

Um outro ponto importante no que se refere 4 distribuicdio da variabilidade genética no espaco
microgeografico do costdo € que, se a quantidade de variabilidade depende do tamanho dos individuos
amostrados, a distribuicio dessa variabilidade no espaco dependerd da distribui¢do espacial de tamanhos
dos individuos (o0 que serd descrito no capitulo 3}. Especialmente em Barequecaba, encontramos um
importante fator de estruturacdo de tamanhos ao longo do transecto horizontal do costio, que € a presenca

de ostras, usadas como substrato pelos individuos menores de C. subrugosa (José et al. em preparacio).

2.5.2. Estruturacdo no espaco e no tempo

A variagio temporal parece maior do que a espacial para o periodo de tempo amostrado j4 que os
niveis de estruturacdo foram maiores entre pontos de diferentes coletas do que entre os de uma mesma
coleta, e a estruturacdo detectada entre coletas das duas praias foi menor do que entre coletas da mesma
praia {tabelas 2.8 e 2.9). A pequena estruturagio espacial detectada pode ser conseqiincia direta da

variagdo temporal nas freqii€ncias génicas, pois nem todos os pontos amostrados devem receber novos
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recrutas em todos os intervalos de tempo de recrutamento. Bryant (1976) jd havia alertado que em
qualquer situagio de multihabtats, a variagio temporal também se expressaria espacialmente, acentuando
o efeito da variacéo espacial. Além disso, ndo foi detectado padrdo espacial na variagio dos valores de Fsr
entre os pontos das diferentes coletas, o que sugere que © recrutamento nao deve ocorrer com preferéncia
de sitio ou de microhabitat no costéo.

Em Itamambuca a magnitude dos valores de Fer entre pontos de diferentes coletas foi, em geral,
menor que de Barequegaba (tabela 2.8 e figura 2.11). Entretanto, 2o contrério de Barequegaba, os maiores
valores de Fsr em Itamambuca estio entre os pontos da segunda e terceira coletas, o que pode ter sido
resultado da auséncia do ponto 8 em sua primeira coleta, pois este ponto gerou grande parte dos valores de
Fgr significativamente diferentes de zero nas outras duas coletas (figura 2.11).

Na andlise das classes de tamanho a magnitude dos valores de Fsr também fol major entre as
classes de diferentes coletas do que entre aquelas de uma mesma coleta. Os altos valores de Fsr (smaicres
que 0.1) encontrados entre as classes de tamanho de diferentes coletas podem ser resultado do
agrupamento de individuos de diferentes pontos em cada uma delas, com um efeito amplificado pela
varlacdo temporal detectada entre os pontos.

Esse padrio de diferenciacio entre as classes de tamanho reflete mais uma vez a variagio
temporal nas freqiléncias génicas e sugere que o tempo de desenvolvimento de um recruta até adulto deve
ser menor do que trés meses, o intervalo de tempo entre as coletas. Isso porque, se o tempo de
desenvolvimento fosse igual ou maior que trés meses, esperarfamos que a diferenciagio entre as classes de
tarnanho de uma coleta fosse semelhante 2 diferenciagfo entre as coletas. O pressuposto dessa hipGtese &
de que os processos que geram essa diferenciagdo o fazem de modo gradual ao longo das geracdes ou
coortes.

Um outro importante fato foi o de que o grau de estruturagdo detectado entre os pontos das
diferentes coletas nio foi correspondido pelas classes de tamanho nas duas praias estudadas. Enquanto em

Barequegaba a estruturacdo entre os pontos foi muito alta e a entre as classes de tamanho um pouco
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menor, em ltamambuca observou-se o padrio inverso. Essa diferenca pode resultar de diferencas entre as
praias. mas n&o pode ser explicado com os dados obtidos.

Uma variagdo temporal nas freqiiéncias génicas também foi observada em algumas espécies de
bivalves como Myrilus edulis (Gardner e Palmer 1998), Mytilus galloprovincialis (Krava et al. 2000) e
Rudirapes decussarus (Borsa et al. 1991). Essa variag:éo temporal nas freqiéncias génicas poderia resultar
de processos seletivos direcionais ou até mesmo ciclicos, ou apenas de um acdmulo de erros de
amostragem entre as gera¢Oes de recrutas. Entre 0s processos seletivos que poderiam estar envolvidos com
essa estruturagdo no tempo estao: i) a selegdo de gametas ou fecundacgio preferencial, i1} a selecdo de
microhabitat pelas larvas e 1ii) & selegdo de individuos jovens oun adultos através das interages bidticas ou
fisicas no ambiente da zona entremarés.

A selecao de gametas ou fertilizagdo preferencial é um fendmeno amplamente estudado em
espécies de ourigo-do-mar (Palumbi 1994), mas poucoe investigado em moluscos. Longwell e Stiles (1973)
observaram fertilizagdo preferencial ma ostra Crassostrea virginica tendendo ao cruzamento
heiezogaméiicé, 0 que ndo poderia gerar deficiéncia de heterozigotos, e sim, o contrério.

A selecio de microhabitat ne momento do recrutamento resultaria também em estruturagio no
espaco € em algum tipo de padréio espacial na estruturagio temporal entre 0s pontos e, por 150, é uma
hipétese comumente usada em trabathos que detectaram estruturacio no espaco microgeogrifico. Em
Mytilus edulis muitos trabalhos apresentaram evidéncias de selecfio natural associada a gradientes de
salinidade sobre um loco da enzima LAP (Milkman e Beaty 1970, Koehn et al. 1976, Singh e Green 1984,
Raymond et al. 1997, Gardner e Palmer 1998). Esses trabalhos apontam para a existéncia de um ciclo
anual de selecio ao longo do gradiente de salinidade. Outros trabalhos, também com bivalves, atribuem 3
selecdio de microhabitat a diferenciagio observada nas freqiincias génicas e genotipicas (Zouros e Foliz
1984, Beaumont et al. 1983, Borsa et al. 1991, Foltz e Hu 1996, de la Rosa-Velez et al. 2000).

Em alguns gastrépodes também foi relatada a diferenciac@o nas freqgii®ncias genotipicas enire

diferentes ambientes em pequena escala espacial (Kartavtsev et al. 2000). Grande parte dos trabalhos que

investigaram variagOes génicas e genotipicas de micro-escala em gastrépodes estd centrada na familia
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Littorinidae. Johannesson et al. {1995) apresentaram forte evidéncia de selegiio natural com um alo
coeficiente de selegdo para o loco da enzima AAT em Littorina saxarilis resultando em estruturacio
microgeogrifica. Johannesson e Tatarenkov (1997) tentaram separar ©s efeitos de microhabitat na
diferenciagio daqueles macrogeograficos associados ao fluxo génico nessa mesma espécie, e & variacio
habitat-especifica foi a dominante. Posteriormente, Tatarenkov e Johannesson (1998) identificaram uma
maior taxa de crescimento dos caramujos em ambientes expostos, e também, pequenas diferengas nas
taxas de crescimento para alelos da Pgi e Pem-2. Em 1999, Tatarenkov e Johannesson {1999} observaram
variagdes muito altas nas freqliéncias genotipicas de um loco da enzima ARK entre diferentes
microhabitats (exposto e abrigado) reforgando a idéia de que a selegfio natural estd determinando a
variag@o nas fregiiéncias alélicas e genotipicas nesse loco.

Entretanto, Johson e Black (1998), também isolando os efeitos de microhabitat dos
macrogeograficos na diferenciago das freqi€ncias alélicas de locos isoenzimaticos em populagdes de um
outro littorinideo Bembicium viltatum, tiveram evidéncias de que a diferenciagdo gerada pela estruturacio
macrogeografica seria o maior determinante da divergéncia nas frequéncias alélicz;s das alozimas
estudadas, em detrimento da selecdo localizada em microhabitats.

A sele¢do dos jovens e/ou adultos pode estar também relacionada aos padrdes de diferenciacio
observados no loco da enzima LAP em Mytilus edulis (Singh e Green 1984, Gardner e Palmer 1998) e foi
considerada como um importante fator na variagio temporal das freqiténcias alélicas e genotipicas de
alguns locos analisados para Myrilus galloprovincialis (Krava et al. 2000).

Novamente, devemos considerar que dificilmente um fator fisico ou biolégico geraria variagio
temporal nas freqiiéncias alélicas por selegdo, sem urna variagio espacial associada, jd que esses fatores
s80 tdo varidvels no espago da zona entremarés guanto s&o no tempo. No presente estudo, a estruturacdo
espacial detectada foi muito pequena. E o mais importante é que tanto a variagdo espacial quanto a
temporal néo se acentuaram em nenhum loco especifico, sugerindo que n3o hi nenhuma pressdo seletiva

importante como explicag@o do padrdo observado.
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Consideramos que uma hip6tese mais plausivel para explicar a variagio temporal envoive eventos
estocasticos gerando “erros de amostragem” entre as geracBes de recrutas. Uma variagiio temporal nas
freqit8ncias génicas poderia resultar de duas fontes de “erro’™ i) nem todos os aduitos se reproduzem ao
mesmo tempo, €, haverd um viés nas fregiiéncias génicas das larves a cada geracdo se o nimero de adultos
reprodutivos a cada tempo for menor que o necessdrio para qﬁe n&o haja desvios a0 acaso nas freqiiéneias
génicas; 1i) nem todas as larvas recrutam a cada intervalo de tempo, e assim, havers de novo um viés nas
freqiéncias génicas se o nimero de larvas recrutando a cada tempo for menor gue o necessdrio para que
ndo haja desvios 2o acaso nessas freqii€ncias da amostra de larvas. A partir dessas fontes de “erc” o
processo que levaria  deficiéncia de heterozigotos seria o actimulo de geracSes nas subpopulagdes locais,
do mesmo modo hipotetizado para a variabilidade genética (itermn 2.5.1).

Das duas fontes de “erro” descritas para amostragem das freqiiéncias alélicas entre as geracghes, a
segunda parece ser a mais plausivel. A variacdc no nimero de adultos gue se reproduzem em cada
intervalo de tempo deve ocorrer, mas adultos de diferentes costdes ao longo de todo o litoral devem
contribuir para o pool génico das larvas (como descrito no trabalho do capitulo 1), reduzindo a chance de
ocorrerem “erros de amostragem”. Do mesmo modo, as larvas podem permanecer muito tempo no
plancton. Até mesmo larvas de eventos reprodutivos mais recentes podem acabar recrutando antes de
larvas formadas em eventos reprodutivos mais antigos minimizando a primeira fonte de erro descrita
acima.

A hipétese apresentada pressupde que o recrutamento de larvas ndo seria um evento sincronizado
e discreto no tempo. Gaffney et al. (1990) discﬁtiram que essa assincronia deveria gerar trés padrdes: i)
diferenciagio nas freqiifncias génicas entre as classes de tamartho, 1) as classes de tamanho intermedidrias
devem apresentar os maiores Frs, pois devem compreender mais coortes e iii) seria esperado que classes
adjacentes fossern rnais similares que as ndo adjacentes, considerande que o tamanho reflete a coorte de
origem. Embora os autores néo tenham colocado claramente, esses seriam pré-requesitos caso a variagio

nas freqli€ncias alélicas entre as geragdes ou coortes fossem direcionais, resultantes de uma forga seletiva.

Considerando variagGes aleatérias nas freqiiéncias alélicas por “erros de amostragem”, entre as geragdes
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ou coortes, ndo poderiamos esperar nem diferenciacio entre todas as classes de tamanho, nem que classes
adjacentes fossem mais similares que as nfio adjacentes, apenas que a classe de tamanho que acumulasse
urm maior nimero de coortes tivesse o maior Fig.

Nas amostras de C. subrugosa analisadas neste trabalho, nenhuma das classes de tamanho tiveram
valores de Fys significativamente maiores que as outras, principalmente porque poucos valores de Fg
foram, de fato, significativamente diferentes de zero. No entanto, em nosso trabalho anterior com uma
amostragem macrogeografica (capitulo 1 - José e Solferini submetido) as classes de tamanho 3 e 4

(intermedidrias) foram as que apresentaram maiores deficiéncias de heterozigotos, conforme o esperado.

2.5.3. A deficiéncia de heterozigotos nesse trabalho

A grande reducdo na magnituda da deficiéncia de heterozigotos observada quando a testamos para
cada ponto amostrado em relacd0 a quando juntamos os pontos mositra gue mesme a pequena
diferenciacio observada no espago é suficiente para gerar a grande deficiéncia observada em macro-
escala, como erm nosso trabalho anterior (capitule 1 - José e Solferini submetido). Essa reducio na
deficiéncia de heterozigotos seria, entdo, um efeito da variagio espacial resultante de: i) uma variacio
temnporal, 11) um recrutamento ndo sincronizado e iii) um recrutamento nio homogéneo no espaco do
costdo. Na andlise das classes de tamanho, a deficiéncia de heterozigotos também foi menor que a
observada com a jun¢do de pontos, j4 que os individuos que compunham as classes também vieram de
uma coleta em micro-escala, mais detalhada.

A redugdo na deficiéncia de heterozigotos também estd de acordo com a idéia de que 2 selegdo
natural, balanceada no espago ou de microhabitat, ndo € um importante fator na formagio de um padric de
deficiéncia de heterozigotos. Muitos trabalhos atribuem a deficiéncia de heterozigotos observada i
varia¢do microgeografica ou temporal gerada por selec@o natural (Singh e Green 1984, Raymond et al.
1997, Gardner e Palmer 1998, Kartavisev et al. 2000, Johannesson et al. 1995, Tatarenkov e Johannesson

1998, Tatarenkov e Johannesson 1999). No entanto, esse é um fendmeno restrito a alguns locos. Também,

se a selecdo fosse realmente importante, na andlise de amostras em escala microgeografica esta deveria
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gerar tanta deficiéncia de heterozigotes quanto nas amostras em escala macrogeogréfica, ao contririo do
que foi observado em Collisella subrugosa.

A homogeneidade dos valores de Fjs entre os pontos senia esperada em micro-escala se nenhuma
forca estivesse agindo sobre a distribuicdo das freqiiéncias genotipicas, jé'c‘}ue todos os individuos de um
costao deveriam compor uma tnica populaco com uma fnica dinénﬁca genética. A heterogeneidade nos
valores de Fig detectada fol mais freqiiente entre os pontos de Itamambuca do que entre os pontos de
Barequecaba o que seria evidéncia da agdo de selecdo nas amostras de ltamambuca. Entretanto,
novamente nie foi observada tendéncia ou mesmo um pacdrio na variacdo dos valores de Fis entre o3
pontos.

A homogeneidade de valores de Fis entre 0s locos isoenzimaticos também seria esperada na
auséncia de forgas microevolutivas e também em processos de endogamia. A heterogeneidade desses
valores poderia ser associada 2 selecdo natural, mas também poderia ocorrer quando apenas eventos
estocdsticos estivessem associados & segregacio independente estivessemn determinando a distribui¢@o das
freqii€ncias genotipicas em cada loco. Embora alguns locos tenham apresentado heterogeneidade de Fig
entre 0s pontos, nenhum padrao foi observado na variacao destes. O fato de que e nenhum dos locos tenha
sido responsdve] por aumentos nos valores de Fgr observados entre os pontos também corrobora a idéia de
que ndo € a selegio natural que estd determinando esses padrdes.

Nos resultados obtidos nesse trabatho, os testes de heterogeneidade entre as classes de tamanho
ndo forneceram nenhuma informacio adicional. Isso porque a heterogeneidade entre as classes de
tamanho e entre os locos das classes podem ter resultado da unido de individuos vindos de diferentes
pontos em cada uma delas.

O nimero relativo de locos heterozigotos (Nh) abaixo do esperado para as amostras de pontos e
c%as'ses de tamanho concorda com os altos valores de Fis observados nessas amostras. A correlacdo do Nh
com o tamanho dos individuos na segunda coleta de Barequegaba foi baixa (r = 0.19) indicando que outros

fatores estdo influenciando a distribuigdo de Nh. No entanto, se o tamanho dos individuos estiver
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relacionado de alguma maneira a0 Nh, a magnitude das deficidncias de heterozigotos observadas
poderiam depender do tamanho dos individuos presentes na amostra estudada.

A correlagio enire o niimero de locos heterozigetos com o tamanho dos individuos fol detectada
para alguns bivalves, especialmente do género Mytilus (Zouros et al. 1980, Singh e Green 1984, Gardner e
Palmer 1998), mas também em Mulinia lateralis {Gaffney et al 1990) e Ostrea edulis (Naciri-Grawen et
al. 2000). Em alguns bivalves, os individuos menores tendem a apresentar maiores deficiéncias de
heterozigotos, © que foi muitas vezes atribuido & maior taxa de crescimento e viabilidade dos
heterozigotos (Koehn et al. 1973, Ayala 1973, Tracey et al. 1973, Singh e Zouros 1978, Zouros et al.
1980, Koenh e Gaffney 1984, Zouros e Foitz 1987, Myrand et al. 2002).

Essa relac@o da deficiéncia de heterozigotos e do nimero de locos heterozigotos com o tamanho e
dos individuos foi melhor estudada nos bivalves do género My#ilus. Nessas espécies, foi detectada grande
variagdo nas freqiiéncias genotipicas da enzima LAP relacionadas a gradientes de salinidade (Koenh et al.
1980, Raymond et al. 1997). Posteriormente a deficiéncia de heterozigotos encontrada nesse loco foi
relacionada principalmente as menores classes de tamanhe chegando a ocorrer excesso de beterozigoto;
nos adultos (Hib!ish et al. 1982, Gardner e Kathiravetpillal 1997, Gardner e Falmer 1998). Estudos na
ostra Crassostrea virginica também apresentaram forte correlacZo entre o tamanho {(considerado como o
peso) e a deficiéncia de heterozigotos, na qual os juvenis apresentavam as maiores deficiéncias e os
adultos, as maiores (Singh e Zouros 1981, Singh e Green 1984).

Em Macoma balthica, individuos de genétipos heterozigdticos para algumas enzimas estudadas
apresentaram maiores taxas de crescimento do que os homozigotos (Green 1973). O desequilibrio da
heterozigosidade multiloco, relacionando a heterozigosidade a taxa de crescimento também foi relatado
para o gastrépode predador Thais (Stramonita) haemastoma (Garton 1984). Esse padréo, associado ao de
maior deficiéncia de heterozigotos nos juvenis resultou em uma série de hipéteses de selegdo balanceada e
inversdo de valor adaptativo ao longo da ontogenia (Haley e Newkirk 1977, Singh e Green 1984, Gardner
e Palmer 1998). A partir dessas evidéncias foi sugerido que os individuos de genétipos heterozigéticos

teriam urna maior taxa de crescimento. Nas larvas isso seria selecionado negativamente, pois, crescendo
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mals, seus requerimentos nutricionals iriam anmentar (e s@o limitados no plancton), mas nos adultos seriz
selecionado positivamente que atingiriam a maturidade sexual mais cedo (Singh e Green 1984).

A relagdo da heterozigosidade com o tamanho pode ser uma das causas da deficiéncia de
neterozigotos e parece ser importante na explicacio dessas deficiéncias em alguns locos aloenzimaticos de
muitas espécies de bivalves (Gaffney et al. 19905, No caso de Coé!iselia Subrugosa, tanto a
heterozigozidade esperada quanto a observada estio correlacionadas ao tamanho indicando que este estd
determinando a variabilidade (nimero de alelos presentes e suas fregiigncias relativas) e nio simplesmente
o nimero de heterozigotos em si.

De acordo com os dados obtidos nas coletas em escala microgeogrifica de C. subriugosa tanto a
hipétese de efeito Wahlund quanto a hipdtese de grupos de acasalamento podem explicar os padroes
observados. Essas amostras nfo apresentaram evidéncias da atuagdo seleg3o natural, apresentaram
variagio temporal e evidéncias de que a estruturacio espacial, apesar de pequena, pode gerar deficidneia
de heterozigotos por um efeito Wahlund espacial. Esse padrio também estaria de acordo com z idéia de

formagio de grupos de acasalamento varidveis no tempo.

2.5.4. O problema da deficiéncia de heterozigotos em moluscos marinhos

Dentre os grupos de invertebrados marinhos mais estudados do ponto de visa da genética de
populagdes, o filo Mollusca compreende os grupos nos quais o padrio de deficiéncia de heterozigotos foi
mais freqiientemente relatado e também, nos quais gerou maiores discussdes teGricas (Zouros et al. 1980,
Singh e Green 1984, Zouros ¢ Foltz 1984, Gaffney et al. 1990, Raymond et al. 1997). Parte disso decorre
do fato de que em muitos invertebrados marinhos que apresentaram deficiéncias de heterozigotos, essa
provavelmente decorreria de endogamia, quando mondicos, ou apresentarem populacdes altamente
estruturadas. Mesmo entre os moluscos, alguns grupos apresentam hermafroditismo e nio sio
considerados nas revisdes desse tema.

Entre os trabalhos que se propbe a discutir o problema da deficiéncia de heterozigotos em

moluscos, muitos se apdiam nas evidéncias de seleclio natural apresentadas pelos trabalhos dos bivalves
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mitilideos (Hiblish et al. 1982, Beaumont 1982, Beaumont et al. 1983, Singh e Green 1984, Raymond et
al. 1997, Gardner ¢ Palmer 1998). Entretanto, apesar das fortes evidéncias de selegdo encontradas, a
selecdo natural como processo gerador das deficiéncias de heterozigotos iria requer altos coeficientes
seletivos {Gaffney et al. 1990) e deveria ocorrer em muitos locos ao mesmo tempo. Apesar de um alto
.coeﬁciente seletivo ter side associadoe 2 isozima AAT em Littoring saxatilis {Johannesson et al. 1995),
esse foi o dnico trabalho a estimar um coeficiente 30 alto. E, também, em todos os casos estudados a
selec@o foi detectada em locos especificos. A existéncia de altas forgas seletivas em muitos locos em
equilibrio de ligagdo seria muito dificil de ocorrer, principalmente em enzimas do metabolismo primério.
Desse modo, a selecdo natural pode ser uma boa explicacdo apenas para aquelas espécies que
apresentaram deficiéncias em apenas alguns locos.

Considerando os trabalhos de espécies que apresentaram deficiéncia para muitos locos, a grande
maioria atribuiu essas deficiéncias ao efeito Wahlund mesmo desconsiderando trabalhos com o género
Mynilus, nos quais hipéteses considerando o efeito Wahlund sfo muito comuns por causa das zonas
hibridas que ocorrem em sen complexo de espécies (Raymond et al. 1997). Uma forte critica ao efeito
Wahlund foi feita por Gaffney et al. (1990) argumentando que a magnitude das deficiéncias observadas
em espécies de bivalves e gastrépodes iria requerer varifncias extremamente grandes nas freqiidncias
alélicas. No entanto, o presente trabalho sugere que mesmo com pequenas variagbes nas freqiincias
alélicas, um efeito Wahlund pode ter grande importincia no surgimento do padrdo de deficiéncia de
heterozigotos.

De fato, se considerarmos um caso de apenas duas populagdes se diferenciando para um loco com
dois alelos como Gaffney et al. (1990), as diferencas nas freqiiéncias desses alelos deveriam ser muito
grandes para gerar alta deficiéncia de heterozigotos. No entaato, ao transpormos esse efeito Wahlund para
uma variagdo temporal na populagdo de recrutas temos que considerar infinitas subpopulagdes com
diferengas aleatdrias nas fregiiéncias de muitos alelos em muitos locos sendo acumuladas no grupo de
individuos de um costdo. Neste cendric ndo seria improvavel a ocorréncia de grandes variacBes nas

freqiiéncias al€licas de alguns desses alelos nos grupos de recratas de cada pequeno intervalo de tempo de
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recrutamento, gerada pelos “erros de amostragem” propostos no ftem 2.5.2.. Ainda assim, al guns trabalhos
tém revelado grandes varia¢bes temporais nas freqiiéncias alélicas sem evidéncia de selegio nos locos
estudados.

Hare et al. 1996 sugerem que a grande heterogeneidade das freqiiéncias génicas entre amostras
detectadas por esses marcadores abre um leque de oportunidades para considéragées sobre Efeito
Wahlund e, desse modo, a importincia desse efeito ainda deveria ser determinada. Borsa et al. (1991)
observaram grande variagdo temporal nas freqiiéncias genotipicas que resultou em deficiéneia de
heterozigotos que aparece em amostras que englobam um maior nimero de coortes, se referindo a esse
padr&o como resultado de um efeito Wahlund no tempo. A partir da idéia de efeito Wahlund, Tracey et al.
{1975) imaginaram um c¢enario no qual uma micro-estrutura espacial, varidvel no tempo, geraria
deficiéncias de heterozigotos por um efeito Wahlund. Esses autores discutiram que a existéncia de grandes
populagdes panmiticas nesses invertebrados marinhos que apresentam larvas planctdnicas seria realmente
gificil, pois: 1) a probabilidade de unio dos gametas diminul com a diluicdo na dgua e, portanto, a maior
pérte das fecunda¢des ocorreria entre individuos mais préximos; e 2) O tempo dispenivel para a liberacgo
de gametas diminui com de acordo com a altura no costdo, com o tempo em que o5 individuos ficam
submersos. Além destes fatores, a partir dos resultados do presente trabalho poderiamos sugerir que os
possiveis “erros de amostragem” discutidos no item 2.5.2. também contribuiriam para deixarmos de
considerar as populacbes de invertebrados marinhos como panmiticas.

Como consequiéncia dos fatores indicados, Tracey et al. (1975) sugeriramn que a estrutura
populacional desses organismos seria a de grupos de pequenas populagcdes reprodutivas, os grupos de
acasalamento. Esses autores propuseram que a deficiéncia de heterozigotos em invertebrados marinhos
pode resultar da subdivis@o aleatdria e tempordria de uma populacdo em pequenos grupos reprodutivos,
panmiticos. Diferencas nas fregii€ncias alélicas entre esses grupos reprodutivos resultariamn simplesmente
de um erro de amostragem, levando ao efeito Wahlund quando a progénie € tomada.

Um efeito Wahlund poderia ser gerado também pela subdivisdo temporal de uma populacio em

grupos que se reproduzem em diferentes tempos, se esses grupos diferirem em suas freqiiéncias alélicas
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(Zouros e Foltz 1984b). Hiblish e Zimmrman (1988) demonstraram diferengas no tempo de reprodugio de
gendtipos de um loco da LAP em uma populagio de Mytilus edulis. No entanto, isso parece ocorrer apenas
sobre condigBes restritas e niio deve representar um fator importante na explicagio do padrio geral de
deficiéncia'de heterozigotos.

| Em Colliselia subrugosa encontram-se evidéncias de que z deficiéncia de heterozigotos observada
em escala macrogeogréfica pode ser gerada por processos temporais que estariam deterrninando a
estrutura microgeografica. De fato, deve-se considerar os processos de fertilizagdo ndo aleatériz e
dependente da altura dos individuos no costio colocados por Tracey et al. (1973) como fatores
importantes para explicar o padrio de deficiéncia de heterozigotos, mas, também, considerar os “erros de
amostragem’ discutidos no itermn 2.5.2.. Esses trés processos, em conjunto, poderiam gerar a variagio
temporal e a conseqilente variagdo espacial nas fregiiéncias génicas. O actimulo dessa variacio entre
geragdes nos individuos que habitam um costio poderia resultar nas deficiéncias de heterozigotos quando
analisados em uma escala mais ampla, macrogeogréfica.

Os trés processos considerados acima devern ocorrer em populagées da maioria dos invertebrados
marinhos que apresentam larvas planctdnicas (e cuja fecundagio é externa). Desse modo, podemos prever
que outros trabalhos em escala micro-geogrifica com esses invertebrados que apresentaram deficiéneia de
heterozigotos em escala macrogeogrifica apresentariam ao menos trés padrdes: i) variacdo temporal nas
freqii€ncias génicas, ii) variagdo espacial nas freqiiéncias génicas, que nio se mantém ao longe do tempo,

1i1) redugdo da deficiéncia de heterozigotos na amostragem microgeografica.
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CAPITULO 3

Variacdo de Tamanho e Forma da Concha de Collisella subrugosa
(Patellogastropoda: Acmaeidae) ao longo do espaco do costdo rochoso
e no tempo.
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3.1. INTRODUCAO

A forma cénica das conchas dos Patellogastropoda parece ter surgido com a perda do crescimento
ern espiral caracteristico dos gasirdpodes. Essa transformag@o da forma bdsica teria resultado em maior
abertura da concha, e conseqiientemente maior drea de contato com a rocha, em relagio ao tamanho do
individuo. Considera-se gue conchas conicas surgiram de modo independente a0 menos duas vezes entre
08 ﬁ)ateiogastrépodes (Lindberg, citade em Deny 2000), e formas similares surgiram em outras linhagens
de moluscos da zona entremarés. Dada essa convergéncia, considera-se plausivel pressupor que a forma
“tipo lapa” € adaptativa nesse habitat (Denny 2000).

Essa forma cOnica também possul grandes variacOes sobre sua estrutura bdsica, que sio
comumente associadas a determinadas caracterfsticas do ambiente (Vermeij 1978, Branch 1981). O
padrdo matis testado e discutido € a relaglo entre o tamanho e forma dos individuos com os niveis de
dessecagdo provocados pelo ambiente. Na zona entremarés, as lapas estdo sujeitas a perfodos varidveis de
exposicdo ao ar de acordo com sua posiggo na zonacio. Na drea do supralitoral, onde a exposigéo pode ser
muito mais rigorosa, ocorrem individuos maiores que seriam mais tolerantes & dessecagdo, de acordo com
a relagdo entre a 4rea e o volume do animal (Branch 1981). Essa relacio foi verificada em algumas
espécies de patelogastrépodes, e até entre os individuos de uma mesma populac@o formando gradientes
em que o tamanho aumenta em dire¢do ao supralitoral (Branch 1981, Fletcher, 1984).

Em 4reas onde o stress de dessecagio € maior também sfo encontrados os individuos com conchas
mais altas (Branch 1981). Na tentativa de explicar esse padrio, Orton (1932) sugeriu gue em ambienies
secos 08 individuos deveriam se aderir fortemente a0 substrato para evitar o contato com o ar, € Com 1830 0
manto seria sempre contraido dentro da base e suas glandulas depositariam 2 nova concha em uma drea
menor, resultado em cones mais fechados e altos. Davies (1969) relacionou a forma mais alta e mais
fechada 2 menores taxas de dessecacdo. A drea de perda d’dgua, a base da concha, seria menor em relagdo
ao volume em uma concha mais alta. Essa associag@o entre a forma e a taxa de dessecacgéo foi relatada em
muitos outros trabalhos, em comparagdes intra e interespecificas (Moore 1934, Voss 1959, Ebling et al.

1962, Balaparameswara Rao e Ganapati 1971, Vermeij 1973, Wolcott 1973, Branch 1975a,b, Bannister
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1575). No entanto, Branch (1975a) sugeriu que ¢ aumento na altura da concha em diregdo ao supralitoral
nao seria tdo comum entre espécies.

A morfologia da concha também poderia estar associada ao stress térmico dos individuos durante
os periodos de exposi¢io ao sol. A radiacdo absorvida dependeriz da drea de superficie exposta, de sua
orientago ao sol e das propriedades de troca de calor da superficie {Vermeij 1973, Johnson 1975). Assim,
conchas mais altas ¢ mais fechadas teriarn menor 4rea de ganho de calor em relagio 2 drea de perda
(Branch 1981). A troca de calor entre 0 animal e a rocha através do pé também é considerada importante
€, como as lapas normalmente apresentam temperatura maior que a de seu substrato (Wolcott 1973},
quanto maior a drea do pé em contato com a rocha, maior seria a perda de calor (Branch 1981).

Em ambientes que apresentam ventos fortes ou grande turbuléncia da 4gua, a drea da musculatura
do pé€ do animal em contato com a rocha também pode ser importante para a adesdo ao substrato {(Branche
Marsh 1978). Miller (1974) concluiu que a forma 6tima do P€ para a adesdo teria a proporcio do
comprimento para a largura igual a 1:3, indicando que as lapas se encaixam nessa proporgio. Nesse
trabalho, o autor também registrou que em 4reas onde h4 maior forga dos ventos, os individuos de
Coliisella pelta apresentavam o pé com as majores dreas. Branch e Marsh (1978) demonstraram que
quanto maior a drea de superficie do pé, maior a forga de adesdo apresentada pelas lapas.

Ventos fortes e alta turbuléncia da dgua podem desalojar as lapas, deixando o animal vulnerdvel &
predagio pelo longo perfodo que levaria para se reposicionar. A tensio provocada por esses fatores
apresenta dois componentes: “arrasto”, que seria a forga cujo vetor seria paralelo i base da lapa, agindo de
modo a empurrar o animal sobre a superficie, e “levantamento”, que seria a forga de vetor perpendicular a
base da concha, puxando o animal para cima. Denny (2000) propds que a identificacio desses dois
componentes da tensao ¢ importante para explicar os padres de forma, que variam de acordo com a forca
predominante no ambiente.

A forga de “‘arrasto” seria maior causando maior impacto quando a razio entre a altura e o raio da
concha € alta e também quando a razio entre a largura pelo comprimento é baixa (Branch 1981). Em
ambientes onde a forga de “arrasto” teria grande intensidade, as conchas seriam mais achatadas (baixas e

abertas) que regiGes mais calmas (Cook 1979). Essa forga também causaria maior tensio quanto maior o
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individuo {Cook 1979, Branch e Marsh 1978). A forga de “levantamento” seria maior cansando maior
impacto quando a razdo enire a altura e o raio da concha € baixa (Denny 2000). Assim formas mais
resistentes a tensdo provocada pelo “levantamenio” seriam o0s cones mais altos {Simpson 1985).
Entretanto, o impacto dessas duas forgas sobre as lapas dépende da capacidade de adesdo ao substrato, da
tenacidade dos individuos (Denny € Blanchette ZOOO)V.

Ao comparar padrdes de forma entre grupos, a alometria no crescimento que ¢ caracter{stica de
cada grupo também deve ser analisada. A comparacao de valores relativos de medidas da concha entre
grupos com diferentes constantes alométicas, teria diferentes respostas dependendo do tamanho dos
individuos comparados (Simpson 1985). Grandes variagdes sdo encontradas nos padrdes de alometria para
diferentes caracieres da concha de diferentes espécies de lapas (Vermeij 1978, Simpson 1983, Tokeshi et
al. 2000) e de diferentes subpopulagdes de espécies de Nacella, Cellana, Patella e Collisella (Vermel]
1978, Simpson 1985, José e Solferini, em preparacio).

Em um irabalho anterior, estudamos as relagBes de forma e alometria das conchas de individuos
de Collisella subrugosa de 14 diferentes praias do litoral brasileiro. Foi observada uma grande variacio
tanto enge os grupos de diferentes praias como entre individuos de um mesmo costdo. A forma das
conchas dos individuos de um mesmo cost20 apresentou sub-agrupamentes nas anélises, sem o registro de
formas intermedidrias, principalmente na praia de Barequecaba (S&o Sebastido — SP). Esses os sub-grupos
de formas poderiam resultar da estruturagdo desses individuos no costdo, com a associagio das formas a

diferentes microhabitats.

2.2. OBJETIVOS
Investigar 2 distribuicio de tamanho e forma da concha de C. subrugosa ao longe do espago
microgeografico do costdo e sua possivel variagdo no tempo, assocladas a caracteristicas fisicas do

ambiente,
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3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.1. Coletas

As analises desenvolvidas nesse capitulo foram realizadas com as conchas dos mesmos individuos
analisados no capitulo 1. Desse modo, as caracieristicas das praias estudadas e desenho aplicado nas

coletas estio descritos nos itens 2.3.1 e 2.3.7.

3.3.2. Obtengdo das imagens das conchas

Todas as conchas dos individuos de C. subrugosa coletados foram digitalizadas em duas posic&es,
uma dorsal ¢ outra veniral (figura 3.1). As digitalizages foram realizadas com uma cimera “Pixera

Profesional” de 1.2 megapixels. As an4lises morfométricas foram realizadas a partir dessas imagens.

3.3.3. Andlises

3.3.3.1. Marcos anatbmicos

Foram determinados cinco marcos anatdmicos na vista dorsal, que correspondem aos extremos de
comprimento e largura e ao dpice da concha, ¢ tzés na vista lateral, os extremos de comprimento e o dpice
da concha (figura 1) conforme sugerido por Righi (1966) e Simison ¢ Lindberg (1999). Desses marcos,
apenas © dpice da concha ndo € de extremo de curvatura e pode ser considerado homélogo entre os
mdividuos analisados (Lindberg 1979).

A escolha de marcos anatdmicos homélogos em conchas de gastropodes €, geralmente, subjetiva e
arbitrdnia (Johson et al. 1991), j4 que as conchas tém uma estrutura basica muito simples e todas as
variagdes dessa estrutura em relagio a projegBes e fissuras sio extremamente susceptiveis as variagdes
ambientais. Isto ndo foi considerade um problema nesse estado J& que nosso objetivo se limita 2 descricio
das mudangas de tamanho e forma ao longo do espaco do costio rochoso. Foram feitas duas repeticdes das
marcagGes de pontos em todas as conchas da primeira amostra de Barequecaba para estimarmos a

confiabilidade e o erro associado &s marcagées.
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Figura 3.1: Marcos anatdmicos definidos na concha de C. subrugosa. (A) vista dorsal com os 4 marcos
anatémicos de extremos de curvatura, 1 € 2 correspondende aos extremos de comprimento e 4 € 5 aos
extrermos de largura € o mareo 3 correspondente ao dpice da concha (B) vista lateralcom os dois marcos
de extrermcs de curvatura ie 2 comespondentes 40 COMPTimento € o marco 3 correspondente ao dpice da
concha.

3.3.1.2. O tamanho das conchas

A medida de tamanho usada fol o comprimento do centréide, considerada a Unica varidvel de
tamanho que ndo se correlaciona com a forma (Bookstein 1991). A vanagio do tamanho dos individuos
entre os pontos dos transectos e entre os diferentes eventos de coleta de cada ponto foi testada usando uma
andlise de varifincia (ANOVA) associada 4s comparacdes, a posteriori, de Tukey (Sokal e Relhf 19953, A
relacdo entre o tamanho das conchas e a distincia entre 0s pontos foi avaliada através de um teste de
Mantel, comparando-se uma matriz de distincia geogréfica e uma matnz de distancia de Mahalanobis

baseada nos comprimentos dos centrdides das conchas para cada ponto (Sokal e Rolhf 1995).

3.3.1.3. A forma das conchas

Andlise da Forma Geométrica. Qs marcos anatdmicos foram superpostos ortogonalmente pelo
método dos quadrados minimos. Os componentes uniformes foram obtidos como proposto por Bookstem
(1996) para as duas vistas da concha, dorsal e lateral. As imagens dos individuos foram superpostas
ortogonalmente pelos quadrados minimos em relagdo & configuragdo de referéncia. As deformagdes

principais através de uma andlise de deformagdes {(Monteiro e Reis 1999) somente para a vista dorsal da
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concha, ja que a lateral possui apenas trés marcos. O pardmetro que pondera as variagdes em diferentes
escalas (alfa) foi definido como zero dando iguais pesos as variagdes dos marcos em todas as escalas e
como 1 dando maior peso as variacBes em grande escala.

Os valores das deformagdes principais foram comparados entre 0s pontos de cada coleta ¢ entre as
coletas de cada ponto através de uma anélise de varidncia (ANOVA) associada és-rcomparagﬁes a
posteriori de Tukey (Sokal e Rolhf 1995). A relacio dos componentes uniformes e das deformagdes
principats com a distdncia entre os pontos foi avaliada através de um teste de Mantel, comparando-se uma
matriz de disténcia geogrifica e uma matriz de distdncia de Manalanobis baseada nesses respectivos

valores da variagio de forma para cada ponto (Sokal e Rolhf 1995).

Variacdo da Forma com o Tamanho. Para observar a mudan¢a na forma da concha com o
tarpanho do individuo, uma matriz forma (deformagdes parciais) foi comparada com uma matriz de
tamanho (tamanho do centréide da configuracio média) através de uma regressdo multivariada (Monteiro

e Reis 1999).

Programas de andlise usados. As andlises geométricas e multivariadas foram realizadas nos
programas da série TPS (Rohlf 2001), os testes de Mantel e as anilises de varifncia foram realizadas no

programa STATISTICA (StatSoft, Inc 1996).

3.4. RESULTADOS
3.4.1. Erro estimado

Nenhum dos pontos da primeira amostra de Barequegaba apresentaram diferencas significativas
nos valores de tamanho do centréide, componentes uniformes e deformacdes principais entre as trés

repeticbes das marcacSes de pontos. O erro associado a marcagio dos pontos foi da ordem de 107,
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3.4.2. O tamanho das conchas

Distribuicdo dos tamanhos. A primeira coleta de Barequegaba apresentou uma distribuigdo de
tamanhos da concha que desviou da distribui¢Bo normal no sentido de individuos menores que a média
{figura 3.3a), mas nas duas coletas seguintes a distribuicdo de tamanhos adériu a normal, aumentando o
tamanho médio dos individuos entre as coletas {Ggura 3.3 a, b, ¢). Em Itamambuca foi observade o
inverso, a distribuicio dos tamanhos da concha aderin & normal na primeira coleta e, nas coletas seguintes,

desviou com mais individuos de tamanho cada vez menor {(figura 3.3 d, e, ).

No espago. Ao longo do transecto as amostras apresentaram grandes variagdes no tamanho da
concha com difesrengas significativas entre alguns grupos de pontos amostrados (figura 3.2 ¢ 3.3}
Nenhuma das amostras apresentou correlagio entre a distincia geografica e a de Mahalanobis. Apesar
disso, nas duas praias observou-se uma tendéncia de segregacio dos tamanhos entre o inicio ¢ o final dos
transectos. As amostras de Barequecaba apresentaram individuos menores no inicio do transecto, mais
proximo & praia, e as amostras de Itamambuca apresentaram individuos maiores no inicio do transecto,

proximo ao fo {(figura 3.2 ¢ 3.3).

No tempo. Todos os pontos amostrados apresentaram variago temporal no tamanho das conchas
dos individuos. As trés repeticbes temporais de cada ponto diferiram significativamente para todos ¢les.
Entretanto, a variagdo temporal detectada nio apresentou nenhum padrio espacial entre os pontos das

diferentes coletas (figura 3.2 ¢ 3.3).
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Figura 3.4. Distribui¢io dos tamanhos do centréide das conchas de ¢, subrugosa nas amostra totais de (A)
Barequecaba — primeira coleta, (B) Barequecaba — segunda coleta, {C) Barequecaba ~ terceira coleta, (D)
Itamambuca — primeira coleta, (£) amambuca — segunda coleta e {F) lamambuca — terceira colera.

3.4.3. A forma das conchas

3.4.3.1. Os componentes uniformes

Relacdo com os marcos anatémicos. Na vista dorsal (figura 3.1) 0 primeiro componente uniforme
expressou a variagdo no eixo do comprimento da concha, e a posi¢do do dpice nesse eixo. O segundo

componente uniforme expressou a variago no eixo da largura.
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Na vista laterai da concha (figura 3.1), o primeiro componente uniforme expressou a variagio no
eixo do comprimento, o que envolve a posicdo do dpice, e 0 segundo componente uniforme eXpressou a

varlagcio no eixo da altura da concha.

No espago. Na vista dorsal da concha, todos os pontos das trés coletas de BareqizegAaba apIESENtAram
valores significativamente diferentes para os dois componentes uniformes (figuras 3.5 e 3.6). Os valores
do primeiro componente uniforme nido apresentaram correlagio com a distancia entre os pontos (Mantel, Z
=245, p>0.05). No primeiro componente uniforme, o ponto 5 do transecto apresentou os maiores valores,
e o ponto 6 os menores em todas as amostras de Barequegaba. No segundo componente uniforme,
detectamos um gradiente na variacio espacial dos valores, cue aumentam em dire¢io ao final do transecto,
ao mar {Mantel, Z. =874 , p<0.05).

Em Itamambuca, apenas alguns pontos se diferenciuram significativamente ¢ apenas no segundo
componente uniforme. Em nenhuma das coletas foi detectada correlacio entre os valores de componentes
uniformes e a distdncia entre 0s pontos.

Na vista lateral da concha, apenas alguns pontos as das duas praias (figura 3.7 e 3.8) se diferenciam
no segundo componente uniforme. Na segunda coleta de ambas as praias nao houve a diferenciagio entre

pontos.

No tempo. Para a vista dorsal da concha, todos os pontos amostrados em Barequegaba
apresentaram valores significativamente diferentes entre as trés coletas. Em Itamambuca nenhum dos
pontos apresentou variagido entre as coletas. Para a vista lateral da concha ndo foi detectada variagio

temporal nos dois componentes uniformes em nenhuma das duas praias.
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Figura 3.5. Box-plots das distribugdes de valores do componente uniforme I na anslise da vista dorsal da
concha de C. subrugosa para os pontos amostrados nas duas praias estudadas. (A) Barequegaba — primeira
coleta, (B) Barequegaba ~ segunda coleta, (C) Barequegaba — terceira coleta, (D) Itamambuca — primeira
coleta, (E) Itamambuca — segunda coleta e (F) Itamambuca — terceira coleta,
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Figura 3.6. Boxplots das distribugbes de valores do componente uniforire 2 na anélise da vista dorsal da
concha de C. subrugosa para os pontos amostrados nas duas praias estudadas. (A) Barequegaba — primeira
coleta, (B) Barequegaba — segunda coleta, (C) Barequegaba ~ terceira coleta, (D) Itamambuca — primeira
coleta, (E) tamambuca — segunda coleta e (F) tamambuca ~ terceira coleta.
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Figura 3.7. Box-plots das distribugdes de valores do componente wniforme 1 na anslise da vista lateral da
concha de C. subrugosa para os pontos amostrados nas duas praias estudadas. (A) Barequegaba — primeira
coleta, (B) Barequegaba — segunda coleta, (C) Barequegaba — terceira coleta, (D) Itamambuca — primeira
coleta, (E) Itamambuca — segunda coleta e (F ) tamambuca — terceira coleta,



Capitule 3 ~ Variogds de tamenier eforme da- concha-de Colicsella sbriegosn

(A)

Componente Uniforme 2

Componente Uniforme 2

Componente Uniforme 2

-0,02
-0,04
-0,06
-0,08
-0,10
-0,12

0,16
0,14
0,12
0,10
0,08
0,06
0.04
0,02
0,00

0,02

-0.04

0,06

-0.08

-0,10

0,12

C

0,16
0,14
0,12
0,10
0,08
0,06
0,04
0,02
6,00
-0,02
-0,04
-0,06
-0,08
-0,10
-0,12

©

0,14

0,12
0,10
0,08
0,06
0,04
0,02
0,00

-

@

1

5

B

7

9

10

11

©}

0,15
0,68

0,03

-0,03

Componente Uniforme 2

-0,09

|

- }_mm .

[»24
~J

—{-
-

e
(-
- ——]
]
IR |
=

0,18
0,14
0,10
0,08
6,02
-0,02
-0,06
£.10

-0,14

L

1

2

3 4 5 6 7 8

Figura 3.8. Box-plots das distribugdes de valores do componente miforme 2 na anslise da vista lateral da
concha de C. subrugosa para os pontos amostrados nas duas praias estudadas. (A) Barequegaba — primeira
coleta, (B) Barequegaba — segunda coleta, (C) Barequegaba — terceira coleta, (D) tamambuca — primeira

coleta, (E) tamambuca — segunda coleta ¢ (F) Itamambuca — terceira coleta.
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3.4.3.2. As deformagbes principais (Relative Warps)
Apenas as duas primeiras deformagdes principais apresentaram significiincia nas analises espaciais e

temporais e, portanto, apenas elas serfio apresentadas e discutidas neste trabalho.

Relagdo com os marcos anatémicos. A primeira deformacio principal expressou a posicio dos
marcos da largura da concha ao longo do seu eixo central. A segunda, expressou a largura da concha

acrescida de uma pequena variagio na posiglo vertical do 4dpice (figura 3.9).

bpP2

Figura 3.9. Variagdo da forma da vista dorsal concha ao longo dos dois primeiros eixos de deformacBes
principais (DP).

No espago. Em Barequegaba, todos os pontos do transecto apresentaram valores
significativamente diferentes para as duas deformacdes principais nas tés coletas (figuras 3.9 e 3.10). Em
Iramambuca, alguns pontos se diferenciaram significativamente apenas na deformacfio principal 1 nas
duas primeiras coletas, e nas duas deformacdes principais na terceira coleta.

Em relacdo as comparacdes pareadas significativas, na primeira coleta de Itamambuca apenas 0§

pontos 5 e 6 se diferenciaram do ponto 7; na segunda coleta, o ponto 3 se diferenciou do ponto 6 e os
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Fignra 3.10. Relagfio observada entre os pontos amostrados em Barequegaba para os valores de
deformactes principais (DP) 1 ¢ 2. (A) primeira coleta, (B) segunda coleta € (C) terceira coleta. Apenas os

pontos que apresentaram valores significativamente diferentes uns dos outros est® nos gréficos.
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Figura 3.11. Relagio observada entre os pontos amostrados em Famambuca para os valores de deformacdes
principais 1 e 2. (A) primeira coleta, (B) segunda coletz e (C) terceira coleta. Apenas os pontos que
apresentaram valores significativamente diferentes uns dos outros estdo nos graficos.
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pontos 2 ¢ 3 do ponto 8; e na terceira coleta, os pontos 7 e § se diferenciaram do 1 e do 4 na primeira
deformagdo principal, e o poato 1 se diferenciou dos pontos 3 ¢ 5 na segunda deformacio principal. Os
valores das deformagOes principais ndo apresentaram correlaciio com a distAncia entre os pontos para

nenhumna das trés amostras das duas praias através do teste de Mante].

No tempo. Em Barequecaba, todos os pontos apresentaram valores significativamente_diferentes
entre as coletas. Em Iramambuca, nenhurn dos pontos amostrados apresentou diferenca significativa entre

coletas para as duas deformagdes, apesar das pequenas variagdes observadas.

3.5. DISCUSSAO
3.5.1. O tamanho das conchuas

Jaskow (1990) observando os individuos de duas praias de Ubatuba (SP), sugerin que o pico de
recrutamento de Collisella subrugosa seria no més de agosto. Entretanto, Tanaka et al. (2002) estudaram
outras tr8s praias deste mesmo fnunic;’pio e sugerniriam que ¢ pico de recrutamento seria no més de
novembro. Nas amostras do presente trabalho, ¢ aumento no tamanho médio dos individuos em
Barequecaba (figura 3.4) pode ser conseqiincia da amostragem de novembro estar préxima do pico de
recrutamento sugerido por Jaskow (1990), em agosto. Assim, esse aumente no tamanho médio em
Barequegaba sugeriria que muito poucos individuos teriam recrutado entre as coletas. No entanto, o
tamanho médio dos individuos diminuiu ac longo do verdo em Itamambuca como foi observado por
Tanaka et al. (2002). Esses autores também observaram que o pico de recrutamento no verdo ocorria
principalmente nas regides inferiores da entrernarés. Em Barequegaba, essa regido apresenta urma grande
densidade de uma outra lapa, Sipronaria hispida, que poderia estar afetando a disponibilidade de espaco
para recrutamento de C. subrugosa nessa regiao.

Em Barequecaba a presenca de individuos menores que a média nos primeiros pontos pode ser
conseqiiéncia da presencga da ostra Crassostrea risophoreq nessa 4rea mais proxima i praia. Nessa praia,

os individuos menores de C. subrugosa usam as osiras como sitio para “homming” o que seria uma
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resposta de escape do stress de dessecacdo e desse modo, onde as conchas de ostras estdo presentes, hd
imais individuos menores que a média do que seria esperado ao acaso (José et al., em prep).

Em ltamambuca, a presenca de individuos maiores na drea mais proxima ao rio pode estar
relacionada a tolerfincia A baixa salinidade ou a uma menor taxa de recrutamento de C. subrugosa, jd que a
densidade de individuos dessa espécie € realmente menor nessa irea do estudrio. Individuos maiores 530
considerados mais eficientes em ambientes com alimento e espago limitado (Boaventura et al. 2003). No
entanto, a competi¢io intraespecifica parece importante neste estudrio, que possui grande abundéncia de
algas e grandes dreas de rocha nua,

O padrio de variagdo no tamanho da concha nio é congruente entre as duas praias e pode indicar
uma diferenca na distribuigdo dos individuos de diferentes idades resultante de diferencas entre os dois
costdes (estudrio/mar e batido/abrigado) e de uma variaciio temporal nessa distribuiggo. Tanaka et al.
(2002) encontraram variagdes na distribuigio vertical de tamanhos de C. subrugosa ac longo do tempo €
também entre praias.

A formacio de gradientes de tamanho em Barequegaba é comum em patelogastrépodes e poderia
estar relacionada 3 competicio inter e intraespecifica (entre as classes etdrias) por alimento e espago
(Branch 1983, Marshall e Keough 1994, Boaventura et al. 2003), No entanto, se essas interagdes fossem
importantes na estruturacdo de tamanhos ao longo do cost&o esperariamos observar esses gradientes em
todas as coletas.

A variac@o temporal no tamanho das conchas em cada ponto de coleta sugere, mais vma vez, que
houve recrutamento ao longo das coletas. A auséncia de um padrao na variag3o temporal de tamanho nos
pontos sugere que o recrutamento ndo ocorre em todos os pontos em todos os intervalos de tempo. Essa €
uma idéia plausivel j& que o recrutamento depende de condigbes do microhabitat como espago disponivel

livre de competidores e predadores (I.ohse 1993, Morgan 1995).
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3.5.2. A forma das conchas

Para os marcos anatdmicos usados em C. subrugosa, as variagdes uniforres sdo tdo ou até mais importantes
do que as variagOes nas deformagdes principais. Isso porque na vista lateral, & presenca de upenas trés marcos faz
com que apenas s variacles uniformes possam ser estudadas e na vista dorsal, variagdes simples no comprimento ¢
na largura da concha sio muito informativas na relagdo da forma dessas conchas cOnicas com 2 variag@io ambiental
{Branch 1981, Denny 2000. Tanaka et al. 2002},

A variagiio detectada na forma da concha € maior no espago que no tempo, ou seja. apesar de
existir varia¢@o temporal, a variagio na forma entre os microhabitats de um mesmo costdo é mais ampla.
Além disso, comparando os dados do presente trabalho com o trabalho anterior em macro-escala (José ¢
Solferini, em preparagio), pode-se dizer que a variacdo de grande escala, entre costdes. ¢ ainda mais
ampla que a de pequena escala, dentro de um mesmo costdo. Essa relacio seria esperada considerando gue
2 amplitude da variag@o ambiental aumenta de acordo com a escala de amostragen.

Em Barequecaba ha diferenciagfio de forma da concha entre pontos {para os dois componentes
uniformes e para as duas deformagdes principais) ao longo do transecto, O gradiente observado no
segundo componente uniforme indica uma variagdo gradual na largura das conchas, que aumenta em
direcdo ao mar na primeira coleta e diminui na mesma dire¢do na segunda (figura 3.6). A maior largura da
concha poderia estar relacionada a forga de arrasto gerada pela turbuléncia da dgua ou por venios fortes
(Magalhies e Coutinho 1995, Chapman 1997, Denny 2000, Tanaka et al. 2002), e ao stress térmico
{(Vermeij 1973, Johson 1975, Branch 1981). No entanto, este costio & abrigado e a turbuléncia da 4gua nao
seria um fator to importante neste, quanto os ventos fortes e/ou o stress térmico.

A diferenciacio de forma entre os pontos de Itamambuca foi bem menor que a observada em
Barequecaba. A diferenciagio entre os pontos amostrados em Itamambuca foi similar para os valores do
segundo componente uniforme e da segunda deformacdo principal, 0 que era esperado jd que a variagdo de
forma obtida nessas duas varidveis fol muito semelhante. Desse modo, na segunda coleta de Itamambuca a
mudanca no padrio de diferenciagio entre os pontos pode ter sido conseqiiéncia, principalmente, da

variacio na posicdo vertical do dpice. Essa variagdo, que poderia estar relacionada 2 turbuléncia da dgua
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(Denny 2000, Denny e Blanchete 2000}, fol muito pequena e ndo apresentou um padrdc na variacido
temporal, o que reduz sua importincia.

Também em Itamambuca, além da pequena variagio espacial, niio houve variacio termporal de
forma tanto nos componentes uniformes quanto nas deformagdes principais. Isso contrasta com o fato de
que um estuério € normalmente considerado um ambiente mais heterogéneo que um costdo
exclusivamente marinho. Esses resultados sugerem que os fatores ambientais importantes para a
deterrminag@o da forma da concha de C. subrugosa sio em geral, constantes ao longo do tempo e espaco
do estudrio.

A turbuléncia da dgua € um fator que realmente parece variar pouco ao longo do estudrio e do
tempo, pois a correnteza do rio promoveria a mesma forca de “arrasto” e “levantamento” em todos os
pontos por ele banhado. Essa 1déia estd de acordo com a diferenciagfio do ponto 8 observada, apresentando
valores significativamente menores no segundo componente uniforme, na segunda coleta j4 que esse
ponto estd localizado completamente fora da regido do estudrio.

A variagdo de valores dos dois componentes uniformes tanto da vista dorsal, quando da’ vista
lateral das conchas de Barequegaba entre as coletas mostra uma grande variacio na forma da concha em
intervalos de tempo de apenas trés meses. Como néo houve nenhum padrdo na variacio temporal (dos
componentes uniformes e das deformacdes principais) pode-se inferir que hd mais de um fator ambiental
varidvel no tempo determinando essa vanagio de formas.

As variacfes na largura e no comprimento da concha podem estar relacionadas 2 turbuléncia da
dgua, a ventos fortes criande forcas de “arrasto” e também ao stress térrnico. Individuos com maior drea
da base da concha seriam mais resistentes a forca de amrasto (Cook 1979, Simpson 1985, Denny 2000,
Denny e Blanchette 2000) e individuos com menor drea da base seriam menos sensiveis ao stress térmico
por apresentar menor drea de contato com o substrato (Wolcott 1973, Johson 1973, Branch 1981).

As variagdes da posigdo do dpice podem também estar relacionadas  forca de “arrasto”, quanto
mais central o dpice, maior a resisténcia ao arrasto (Denny 2000). De fato, nos dois eixos de deformacio

principal estudados, a posigdo do dpice varia junto com a largura da concha. No primeiro eixo, 0s maiores



Capifido 3 - Variacdo de tiumanho e forma da conche de ¢ ollcselin subrigosa 113

valores correspondem a conchas mais largas na posicdo central, e também a dpices mais proximos ao
centro da concha (figura 3.9). No segundo eixe, os menores valores correspendem a conchas mais largas e |
com um menor deslocamento vertical do dpice. Isto pode ser uma evidéncia de que € a forca de arrasto,

resultante provaveimente de ventos fortes, que estd influenciando a forma das conchas em Barequecaba,

As variagOes na altura podem estar relacionadas a dessecacio (Orton, 132, Davies 1969, Moore
1934, Voss 1959, Ebling et al. 1962, Balaparaeswara Rao e Ganapati 1971, Wolcott 1973, Branch 1975z e
b, Bannister 1975) ou & forca de levantamento resultante da turbuléncia da 4gua (Denny e Blanchette
2000). Tanaka et al. (2002) sugeriram que a altura da concha de C. subrugosa seria mais influenciada pelo
grau de exposi¢do ao vento do que pela dessecaglo em si. Entretanto, & turbuléncia da dgua ndo pode ser
desprezada como um importante fator na variagdo da aitura das conchas dessa lapa pois em uma anélise
em escala macro-geogréfica, os individuos de C. subrugosa apresentaram maiores alturas relativas em
praias mais expostas (José e Solferini, em prep).

Os resultados corroboram a idéia de que a forga de “arrasto” (pela turbuléncia da igua ou pela
forga dos ventos) pés’sui grande influncia na determinagdo da forma da concha de C.-subrugosa. Em
Bareuquegaba observamos grandes variagbes na segunda deformago principal que reflete variacdes na
largura e drea do pé dos individuos, o que provavelmente resulta da agio de ventos fortes. Em Itamambuca
observamos homogeneidade na forma da concha ao longo da drea de estudrio, que provavelmente decorre
da agdo da turbuléncia da dgua. No entanto, o stress dessecacdo parece ser também um fator importante,
na distribuicao de tamanhos dos individuos ao longo do costdo, ao menos em Barequegaba onde o stress

por dessecacgio deve ser muito maior que em Itamambuca.

3.6. Conclusdes

Houve variacio espacial e temporal e forma da concha de C. subrugosa nas praias estudadas nesse
intervalo de tempo. Entretanto, nenhum padrao espacial de tamanho e/ou forma se manteve ao longo do
tempo. As duas praias estudadas diferiram bastante, tanto na distribuicdo de tamanhos quanto de forma, o

que deve ser resultado das diferentes caracteristicas ambientais dessas duas praias.
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A variagdo de tamanho e forma foi maior no espaco que no tempo € menor gue o observado em
macro-escala no trabalho anterior. Houve recrutamento ao longo do periodo de coletas com diferente
intensidade entre as praias, o que dificultou a definigdo de um pico.

Em relacZo ao tamanho da concha, n#o foi possivel identificar uma tinica caracter(stica ambiental
que fosse a tnais importante na determinacédo dessa variagdo. De acordo com a segregacdc de tamanhos
entre as duas grandes dreas do costdo observada em Barequecaba e sua relagdo com a presenca de
Crassostrea risophorea, podemos imaginar que dessecaciio é um importante fator na determinagio da
distribuig&o de tamanhos e até mesmo de classes etdrias no espaco.

Em relagio i forma, as variaces observadas indicam que a forga de arrasto tem grande
importancia e influéncia na determinaco dessas. Ventos fortes estariam determinando 2 largura da concha
e a posicio do dpice no costdo de Barequegaba, ¢ a turbuldncia da dgua a altura da concha e também a

posi¢io do &pice no estudrio de Itamambuca.
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CONCLUSAO GERAL

Neste trabalho foram investigados aspectos da variagio genética e motfoldgica de Collisella
subrugosa. A variagio genética foi estudada em diferentes escalas espaciais e no tempo, ¢ a variagdo
morfolbgica fo1 estudada dentro do ambiente dos costdes rochesos e também no tempo complementando a
descrigae da vaniagio entre costes de um trabalho anterior.

C. subrugosa apresentou alta variabilidade genética nos Jocos isoenzimdticos estudados, ainda
maior que a apresentada por espécies do mesmo grupo. Em escala microgeogrifica, essa variabilidade estd
correlacionada ao tamanho médio dos individuos, o que pode resultar de um processe de acimulo de
geracdes.

A variabilidade genética de C. subrugosa também se apresentou pouco estruturada no espaco,
tanto macro quanto microgeografico. Entretanto, uma maior estruturagiio apareceu no tempo. Essa
variagao temporal das fregiiéncias génicas poderia resultar de desvios ao acaso nas freqiidncias génicas do
pequeno grupo de larvas gue recruta ao longo de um costio.

Altos desvios as propor¢des esperadas por Hardy-Weinberg foram detectados em escala
macrogeografica nos locos isoenzimaticos estudados, sempre no sentido da deficiéncia de heterozigotos.
Entretanto esses desvios forarmn menos freqiientes nas amostras de escala microgeografica estudadas. Fssa
redugio na deficiéncia de heterozigotos estd de acordo com a hipétese de “grupos de acasalamento” mas
pode ser explicada tarnbém pelo efeito Wahlund.

A variagdo de forma da concha parece ser menor em escala microgeogrifica que a observada em
escala macrogeografica em um trabalho anterior, mas parece ser maior no espago que no tempo. As
variagbes tamanho e forma ndo apresentaram padrZo espacial e/ou temporal. De acordo com as variacfes
observadas, pode-se inferir que o tamanho da concha € influénciado pelas taxas de dessecacfio no locale a

forma da concha é influénciada por ventos fortes e/ou a turbuléncia da dgua.
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Anexo - referente ac Capitule 2

Tabela 1: Frequeéncias alélicas em todos os locos das amostras dos pontos da primeira coleta ras duas praias estudadas,

125

Coleta 1
Barequecaba Itamambuca
1 3 4 5 6 7 3 5 10 i1 1 2 4 5 & 7
Xdh
{n} 30 6 30 30 25 20 27 40 25 23 3 28 28 32 22 23
1 0,033 0,600 0000 6,000 0,000 000C 0019 0.025 0,111 0,06320,000 6,054 0,000 0,000 0,000 0,000
2 0,000 0,058 0,067 0,067 0,000 0,050 0,019 0075 0,000 0,063:0,016 0,143 0,111 0,000 ¢,045 0077
3 0967 0904 (883 0,833 0960 0825 0,870 0,888 (,067 0,781:0,919 0,714 0,861 0,938 0,886 0,923
4 0,600 0,038 0,050 0,083 0,040 0,125 0,074 0,013 §.222 0,094 : 0,065 0,080 0,000 0063 0,068 0000
5 0000 0,000 0,000 0,617 0,000 0000 0,019 0,000 €000 0,000 0,000 0,00¢ 0,028 0,000 0.000 0,000
Tpi-1
(n) 20 22 30 20 9 17 10 i0 27 25 25 24 10 10 16 0
1 0,050 4,091 0,033 0,000 0,600 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000:0,000 0,000 ¢000 0,000 0,000
2 0,125 0,091 0,100 0,025 0,000 0,000 0,000 G100 0,074 0.100:0,017 0000 0,000 0,000 0.000
3 0,823 0,818 0,800 0923 1,000 0929 G900 0500 0,778 0,880 ,0,983 0,786 1,000 1,000 1,000
4 0,000 0,000 0,033 0,050 0,000 G071 0,100 0,000 0,148 §,020 0,000 0,214 0,000 0,000 0,000
5 0,000 0,000 0,033 0,000 0,000 6,000 0,000 0,000 0,600 0,000:0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Tpi-2
{n) 25 26 30 30 20 22 29 36 28 28 37 3 28 32 22 29
1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 9,000
2 0,040 0,038 4,000 9,017 0,100 0,000 0,158 0,025 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,031 0,000 0,034
3 0,840 0,808 0,983 0,967 0,900 0,708 0,711 0,830 0929 0,946 0,973 1,000 0,944 0,953 0,886 (.879
4 0,000 0,000 0,000 0,000 0000 0,000 0,000 0,600 0,000 0,000:0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017
S 0,120 0,154 0,017 0,017 0,000 0,208 0,053 0,125 0,054 0,054 :0,027 0,000 0,056 0,016 0,114 0,069
6 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,083 0.07% 0,000 0,018 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Pph '
{n) 30 30 30 30 28 22 27 40 28 29 37 31 18 32 22 23
1 0,067 0,017 0,017 0,000 0,600 0,000 0,000 0,013 0,018 0,000:0,068 0,016 0,000 0,016 0,000 0,000
2 0,000 0,067 0,000 0000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,089 0,034 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 9.000
30,933 0917 0,950 1,000 1,060 1,000 1,000 0,988 0,893 0,948 :0,905 0,984 1,000 0,984 1,000 1,000
4 0,000 0,000 0,033 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,017 0,027 0,000 G000 0,000 0,000 0,000
Lap-1
(n) 30 30 306 30 26 20 24 37 21 26 24 31 21 32 - 22 29
1 0,017 0,050 0,000 0,000 0,0i% 0,000 0,042 0,000 G000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
2 0017 0,017 0033 0,000 0,038 0,025 0,042 0,027 0,024 00000042 0,081 0.000 0,000 0,000 9,600
3 0,000 0,017 0,000 0,067 0,019 0,050 0,104 0,627 0,024 0,019:0,000 6,048 0,091 0,016 0,068 0,086
4 0,083 0,117 0,100 0,067 0,077 0,150 0,063 0,081 0,190 0,058 :06,063 0,177 0,182 0,094 0,114 103
5 0,850 0,767 0,800 0,800 0,808 0,750 0,708 0,838 0,762 0,846 ;0,896 0,694 0,727 0,891 0818 0810
6 0,000 0,000 0,033 0,067 0,038 0,025 0,042 0,027 0,000 0,077 10,0600 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
7 0,033 0,033 0,033 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0000
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continuagio da tabela 1.

Coleta 1
Barequecaba Itamambuca
1 3 4 5 6 7 3 9 19 11 1 2 4 5 6 7
Lap-2 .
{n) 35 36 30 3¢ 26 21 26 37 21 27 .27 31 21 3z 22 29
1 0.000 0.006 0000 0.017 0.038 0.000 0.000 0.014 0048 0.037 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
2 (833 0883 0.700 0.800 0.731 0.857 0.750 0.716 0.738 0.704 0.722 0.806 0.864 0.891 0.727 0.759
3 0083 0.050 0.150 0.083 0.058 0.095 0.096 0.054 0.167 0.09% 0.130 0.161 0.045 0094 0.182 0.103
4 0.067 0.033 0083 0.067 0.135 0.024 0.096 0.108 0.024 0.111.0.093 0.032 0.091 0.016 0.091 0.103
5 0017 0033 0033 0.017 0.038 0.024 0.058 0.095 0.024 0.037 0.056 0.000 0.000 0.000 0.000 0.034
6 0000 0000 0.033 0.017 0.000 0.000 0.000 0.014 0.000 0.0190.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Me-1
{n} 20 26 26 3¢ 27 3z 27 40 21 21 23 27 11 32 22 13
1 0000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000:0.000 0.000 0.600 0.000 4.000 0.000
2 0075 0.063 0.000 0.017 0.000 0.023 0.037 0.025 0.024 0.000; 0.043 0.019 0.000 0.063 0.000 0.038
3 0750 0813 0.731 0.683 0.870 0.818 0.722 0.800 0.667 0.786  0.587 0.704 0.727 0.730 0.705 0.692
4 0100 0125 0.154 0.117 0.056 0.136 0.185 0.113 0.143 0.143 | 0.239 0.130 0.136 0.078 0.068 0.000
5 0025 0060 0.115 0.150 0.074 0.023 0.000 0.038 0.167 0.048:0.109 0.148 0.136 0.078 0227 0.115
6 0.050 0000 0.000 0.033 0.000 0.000 0.056 0.025 0.000 0.000 0.022 0.060 0.000 0.031 0.000 0.154
70000 0.000 0.000 0.00C 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0,024 0.000 0.000 0.600 0.000 0.000 0.000
Me-2 :
(n) 0 0 26 20 18 22 27 40 20 21 23 18 11 15 0 0
1 0.000 0.000 0.125 0.000 0.000 0.013 0.025 0.000 ! 0.000 0.000 0.000 0.033
2 1.000 1.000 0.875 1.000 0.944 0988 0.975 1.000: 1.000 1.000 1.000 0967
3 0.000_0.000 0.000 0.000 0.056 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.060 0.000
Sdh
(n) 20 30 30 30 i¢ 17 27 20 28 29 37 31 18 32 22 29
1 0.000 0.600 0.600 0.000 0.000 0.000 0.029 0.025 0.018 0.000:0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
2 0000 0023 0017 0.033 0.000 0.000 0.000 0.100 0.000 0.034 0.054 0.000 0.028 0.000 0.045 0.034
3 LO0C 0977 0983 0967 1.000 1.000 0971 0.875 0982 0.966 0.946 1.000 0972 1.000 0955 0.966
4 0000 0000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 (.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Got-1
{n} 30 36 30 20 20 22 27 30 28 29 37 31 28 32 22 29
1 0000 0017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.074 0.000 0.018 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
2 0000 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
3 0967 0983 0967 1.000 1.000 0.958 0.926 1.000 0.929 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
4 0017 0000 0033 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
5 0017 0000 G000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.054 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.042 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000




Anero - referesite ao Capibulo-2
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continuagio da tabela 1.
Coleta 1
Barequecaba Itamambuca
1 3 4 5 5 7 8 9 18 11 1 2 4 3 i 7
Got-2
(n) 30 38 30 20 28 22 27 40 28 29 . 37 31 18 32 22 29
1 0000 0000 0.017 0025 0600 0.000 0.000 0.013 C.000 0.000%0,000 0.000 0.028 0.000 0.000 0.000
2 0033 0.017 0017 0000 0.036 0.000 0000 0.000 0.000 0.000%0.014 0.000 0.000 0.000 0.000 9.000
3 0.000 0000 0.000 0.000 0.036 0023 0.037 0.000 0.000 0.000:0000 0.000 0.000 0.060 0.000 0.000
4 0867 0.867 0.300 0930 0911 0909 0.870 0513 0.929 {}.89720.878 0903 0972 0984 0886 1.000
5  0.083 0.117 0.150 0.025 0.018 0.068 0093 0.050 0.018 {}.03430.{)14 0.081 0.000 0.016 0.06% 0.000
& 0017 0000 0.017 0.000 0000 0.000 0000 0.025 0.018 8.06930.881 0016 0.000 0.000 0.045 0.000
7 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0000 0.000 0.036 0.000:0014 0.000 0.000 0.00¢ 0.000 9.000
P . e
(m) 30 30 30 30 28 22 27 46 28 29 37 3 28 32 22 29
1 0.017 0.000 0.033 0.000 C.018 0.045 0.000 0.000 0.018 0.0i?éO.{)OO 0.600 0.028 0.0060 0.000 9017
2 0.033 0033 0.000 0.033 0.000 0.023 0.037 0.03%8 0.036 0.052 0027 0.016 0000 0.016 0.000 0.017
3 0050 0.017 0.017 0.033 0036 0068 0.111 0.050 0.000 0.069:0.041 0.032 0.028 0.016 0.091 0.032
4 0030 0.000 0.000 0.033 0.000 0.045 0000 0.025 0.000 0.000:0054 0.016 0.111 0.063 0.000 0032
5 0767 0917 0.817 0750 0911 0795 0815 0.863 0.839 0.793 0.851 0.919 0.806 0.875 0.864 0.897
6 0.033 0.017 0.000 0.117 0.036 0023 0.019 0.000 0.071 0.052.0.027 0.000 0.028 0.000 0.045 0.000
7 0.033 0.000 0.033 0.017 0.0600 0.000 0000 0.025 G036 0.017:0.000 0.000 0.000 0.031 0.000 ©.000
8§ 0.017 0.017 0.000 0.017 0000 0000 0.01% 0.000 0.000 0.000:0.000 0.016 0000 0.000 0.000 0.000
9 0.000 0000 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 C.000
Pgm-1
{n) g 0 26 30 0 17 17 20 28 29 26 13 0 ¢ 0 16
1 0.019 0.000 0.000 0.000 0.00C 0.000 0.000: 0.0600 0.000 0.000
2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025 0.018 0.000 0.019 0.000 0.000
3 0.058 0.067 0.143 0.059 0.050 0.054 0.000 0.096 0.038 0.094
4 0.000 0.033 0071 0.000 0.025 0.000 6017 :0.019 0.000 0.000
5 0.865 0.733 0.643 0.853 0.725 0.804 0.862 0.712 0.769 0.813
6 0.000 0.000 0.000 0.059 0.000 0.018 0.052:0.038 0.077 0.006
7 0.01% 0.167 0.143 0.029 0.150 0.107 0.069 :0.077 0.077 0.094
] 0.038 0.000 0.000 0.000 0.025 0.000 0.000:0.038 0.038 0.000
Pgm-2
(n} 0 (] 26 30 0 7 17 20 15 16 31 i4 17 Y 0 0
1 0.000 0.000 .214 0.000 0.000 0.033 0.0G00:0.000 0.000 0.000
2 0.000 0.050 0.000 0.000 0.000 0.000 0.125:0048 0.071 0.000
3 0.000 0.050 0.143 0.059 0.075 0.067 0.000:0081 0.071 0.000
4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000:0.000 0.000 0.000
5 0.962 0.367 0.500 0.853 0.875 0.833 0.719 0758 0.786 0.857
6 ¢.000 0.000 4.071 G000 0.000 0.000 0.031:0.032 0.036 0.000
7 0.038 0.017 0.071 0.059 0.050 0.033 0.063 0081 0.036 0.143
8 0.000 0.017 0.000 0.029 0.000 0.033 0.063 0.000 0.000 0.000




128

Juliana José & Vera Nisakea S clfering

continuacgo da tabela 1.

Coleta 1

Barequecgaba

Itamambuca

5 6

7

10

11

4 5

Idh-1
{n)

[N PR S

39
1.000
3.000
0.000
0.000
0.000

36
0.983
0.000
0.000
0.017
0.000

30
1.000
0.000
§.000
0.000
0.600

20 28
1.000 1.000
0.060 0.000
0.000 £.000
0.000 0.000
0.000 0.000

22
1.000
0.000
$.000
0.000
0.000

27
0.981
0.015
G.060
0.000
0.000

49
0.975
0.000
0.025
6.000
0.000

28
1.000
0.000
0.000
0.000
0.600

29
0.983
0.000
0.017
0.000
0.C00

29

1.000
$.000
0.000
0.000
0.000

1.060
0.000
0.000
0.000
0.000

22 26
1.000 1.000
0.000 Q.000
0.000 0.000
0.000 0.000
0.004 0.000

20
1.000
0.000
0.000
0.000
0.000

23
1.000
0.000
0.000
0.000
0.000

Idh-2

-
Q0 ~3 N Ut b L bD e M
R

30
0.000
0.000
0.000
(.967
0.033
0.000
0.000
G.000

30
0.000
G.017
0.000
0.933
0.000
0.000
0.050
0.000

30
0.000
0.000
0.000
0.933
0.000
0.000
0.067
0.000

30 28
4.000 0.000
0.017 0.000
0.000 0.000
0.950 0.929
0.000 0.000
0.000 0.000
0.033 0.071
0.000 G.000

22
0.000
0.000
0.000
0.977
0.000
0.000
0.000
0.023

27
0.000
0.000
0.000
0.981
0.000
0.000
0.019
0.000

40
(.000
0.000
0.013
0.938
(.000
0.000
0.050
0.000

28
$.000
0.000
0.000
0.946
0.036
0.000
0.018
0.000

28
0.000
0.000
0.600
0.946
0.000
0.018
0.036

0.000 |

37
0.000
0.000
5.000
0.919
0.000
0.014

0.068

0.060

31
0.060
0.000
0.000
0.968
0.000
0.000
0.032
8.000

18 3z
0.000 0.016
0.000 0.000
0.028 0.000
0.861 £.922
0.000 0.031
0.000 0.000
0.111 0.031
0.000 0.000

22
0.000
0.023
0.045
0.886
0.045
0.000
0.000
0.000

29
0.000
0.000
0.017
0.879
0.017
0.052
0.060
0.034




Aneso - referenie ao Capitulo 2

Tabela 2: Frequeéncias alélicas em todos os focos das amostras dos pontos da segunda coleta nas duas praias estudadas.
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Coleta 2

Bareguecaba

Itamambuca

4

2

11

4

]

21
0.048
0.024
0.929
$.000
$.000

25
0.080
{.000
1.000
3.000
0.000

27
0.000
0.000
0.857
0.143
0.000

29
0.000
0.017
3.983
0.000
0.000

24
0.00G
0.042
0938
0.600
0.000

26
(.08
0.000
0.962
0.038
0.000

28
0.000
£.000
(.955
06.045
0.000

25
0.000
0.000
0,959
0.041
0.000

23
$.000
0.022
0513
0.065
0.000

26
0.060
0.038
0.846
0.115
0.000

24
0.000
€.000
0.958
06.042
0.000

23
0.060
0.000
0.967
0.033
0.000

30
0.000
0.033
0.967
0.009
0.000

30
0.000
0.000
0.930
0.050
0.000

30
0.000
0.000
1.000
0.000
4.000

24
0.000
0.021
0938
0.042
0.000

23
0.000
0.022
0.891
0.087
0.000

20
£.000
G.100
0.800
0.100
0.000

21
0.600
0.045
0.955
6.000
0.000

8
0.000
0.000
1.000
0.000
0.000

20
0.000
0.100
0.900
0.600
0.000

16
0.000
0.000
1.000
0.000
0.000

i8
{.000
0.000
0.875
0.125
0.000

0.000
0.000
1.000
0.000
0.000

23
0.006
$.154
0.846
0.000
0.000

21
0.000
0.000
1.000
0.000
0.600

12
0.000
0.000
1.000
£.000
0.000

17
0.000
0.00C
1.000
0.000
0.000

12
0.000
0.000
1.000
0.000
0.000

28
0.000
0.000
0.972
0.028
0.000

30
0.000
0.033
0.917
0.050
0.000

24
0.000
0021
0.958
0.021
0.000

32
0.000
0.000
0.969
0.000
0.031
0.000

27
0.000
£.060
1.060
C.000
0.000
0.000

28
(.600
0.028
(.944
0.000
0.000
0.028

29
0.000
0.000
0.931
0.000
0.069
0.000

24
0.000
0.000
1.000
0.000
0.000
0.000

30
0.000
0.000
1.000
0.000
0.000
0.000

37
0.600
0.027
0.932
0.000
0.041
0.000

13

0.000 |

6.000
1.000
(.000
G.000
0.000

23
0.060
0.000
1.000
0.060
0.000
0.000

26
0.000
0.058
0.923
0.000
0.019
0.000

24
0.000
0.021
0.979
0.000
0.600
0.600

25
0.000
0.000
0.933
0.000
0.067
0.000

30
0.000
0.017
0.983
0.000
0.000
0.000

30
0.600
0.000
0.983
0.000
0.017
0.0600

30
0.600
0.000
0917
0.000
0.083
0.000

24
0.000
0.000
0.958
0.000
0.042
0.000

32
0.016
0.031
0953
0.000

17
0.000
0.02%9
0.971
0.000

18
0.036
0.000
0.944
0.000

29
0.000
0.034
0.966
0.000

24
0.000
0.000
0.958
0.042

30
0.017
0.033
0.950
0.000

22
0.023
0.000
0.977
0.000

20
(4.000
0.000
1.000

0.000

23
0.000
0.000
1.000
0.000

26
0.019
0.000
0.981
0.000

0.0600
0.000
1.000
0.000

0.033
0.600
0.967
0.000

30
0.050
0.000
0.950
0.000

30
0.033
0.017
0.933
0.017

30
0.617
0.000
0.983
0.000

28
0.083
0.000
0.875
0.042

Lap-1
(o)

~Sh W B W b

32
0.000
0.000
0.000
0.125
0.875
0.000
3.000

27
0.000
0.0600
0.000
0.088
0912
0.000
0.060

28
0.000
0.000
0.000
0.139
0.861
0.000
0.000

29
0.000
$.000
0.017
0.138
0.845
0.000
0.000

14
0.000
0.000
0.036
0.214
0.750
0.000
0.000

29
0.000
0.000
0.000
0.069
0.931
0.000
0.000

32
0.000
0.031
0.047
0.16%
0.813
0.000
0.000

13
£.000
0.000
$.000
0.000
1.000
0.000
0.000

20
0.000
0.100
0.150
0.100
0.650
6.000
0.000

25
0.000
0.033
0.033
0.067
G.867
0.000
0.000

0.000
0.021
0.021
0.083
0.875
0.000
0.000

25
0.000
0.000
0.000
0.100
0.800
0.000
0.000

30
0.000
0.017
0.017
0.167
0.800
6.000
0.000

30
0.000
0.017
0.017
0.150
0817
0.000
0.000

30
G.000
0.000
0.033
0.200
0.767
0.000
0.000

24
¢.000
C.000
0.021
0.146
0.833
0.000
0.000
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continuagioe da tabela 2.

Coleta 2
Barequecaba 3 Itamambuca
1 2 3 4 5 6 7 11 1 2 3 4 5 6 7 8
Lap-2 o-
(n) 32 27 28 29 24 25 32 iz 28 23 24 25 30 30 30 24
1 0000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
2 0875 0735 0944 0.793 0.821 0.862 0.891 0.667 1 0.850 0.700 0.833 0.833 0.850 0.850 0.767 0917
3 0094 0.206 0056 0.172 0.179 0.103 0.078 0.167 0150 0.167 0.125 0.100 0.133 0.133 o1 17 0.083
4 0.031 0.059 0.000 0.034 0.000 0.034 0.016 0.167 - 0.000 0.100 0.042 0.067 0.017 0.017 0.100 0.000
5 0000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000
6 0000 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
Me-1
(n) 32 27 28 29 24 30 22 8 23 26 24 25 28 22 24 (h
1 0000 0.000 0.000 6.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.042 0.000
2 0000 0020 0.028 0.000 0.021 0.000 0.000 0.000 0.000 0.038 0.083 0.067 0.036 0.000 0.000
3 0734 0824 0778 0759 0.813 0.767 0.818 1.000! 0.652 0.731 0.667 0.833 0.750 0.833 0.743
4 0156 0.088 0.139 0.121 0.125 0.150 0.182 0.000 | 0.196 0077 0.125 0.067 0.179 0.083 0.000
5 0094 0059 0.056 0.121 0.042 0.083 0.000 0.000 0.152 0.154 0.083 0.033 0.036 0.042 0.257
6 0.016 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.042 0.000 0.000 0.000 0.000
7__ 0000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.00G6_0.600 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Me-2
(n} 32 17 18 29 24 30 22 0 23 26 24 15 28 12 1] 0
1 0000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 ©.000 . 0.000 0.000 0.021 0.000 0.000 0.000
2 1000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1000 0981 0.979 1.000 0.982 1.000
3 0.060 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.019 0.000 0.000 0.01% 0.000
Sdh
{n) 32 27 28 29 24 30 37 13 20 25 24 16 13 28 30 24
1 0016 0.029 0.028 0.000 0.000 0.033 0.014 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
2 0031 0.000 0000 0.017 0.000 0.017 0.014 0.000 0.050 0.000 0.000 0.000 0.000 0.028 0.017 0.000
3 0953 0971 0972 0983 100G 0.950 0973 1.000 0950 1.000 1.000 1.000 1.000 0.972 0.983 1.000
4 0000 0000 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
Got-1
W 32 27 28 29 24 30 37 13 | 23 26 24 25 30 30 30 24
1 0000 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 0.021
2 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 0.600 0.000 0.000
3 1000 1.000 1.000 0.983 1.000 0.983 1.000 1.000 1.000 0.962 1.000 0.967 1.000 1.000 1.000 0979
4 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
5 0000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.038 0.000 0.033 0000 0.000 0.000 0.000
6 0000 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
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continuagio da tabela 2.
Coleta 2
Barequecaba Itamambuca
1 2 3 4 3 6 7 11 1 2 3 4 5 6 7 8

Got-2

(n) 32 17 iR 28 24 39 37 13 23 26 24 s 30 30 30 24
1 0.000 0.029 0.000 G.000 0.060 0.000 0.000 0.000 0.022 £.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.080 0.{}0020.{}6{) 0.000 0.021 £.000 0.000 0.00C 6.017 £.000
3 0.000 0.029 0.000C 0.017 €000 0.000 0.000 0.00020.622 0.01% 0.000 0.000 0.017 0.000 0.017 0.042
4 03891 0.853 1.060 0966 1.000 0900 0.946 1.000%0.913 0904 0958 0.933 0833 0.917 0.817 0.89%6
5 0.109 0088 0.000 0.000 G000 0£.100 0.041 0.000§0.022 0.019 0.000 0.033 0.033 0.067 0.133 0.063
6 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 €.000 0.000 0.000 0022 0.0658 0.021 0.033 0.017 0.017 0.017 0.000
7 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0000 0.014 0.000 0.000 0.000 G.000 €000 0.006 0.000 0.000 9.000
o E ki)
{n) 32 27 18 23 24 30 37 1z 0 23 26 24 25 36 30 30 24

1 0.000 9.000 0.006 0.000 0.000 0.000 0.014 0.000?0.000 0.0G0 0.000 0.000 0.017 0.000 0.017 0.000
2 0.031 0029 0000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000%0.000 0.000 0.042 0.000 0.033 2.000 0.000 0.021
3 0016 0.029 0.000 0.034 0.021 0.017 0.041 0.000 0.043 0.058 0.021 0.133 0.033 0.017 0.067 0.063
4 0.047 0.029 0.083 0.000 0.000 0.017 0.054 0.000%G.OOO 0000 0.021 Q.000 0.033 0.000 0.017 0.000
5 0844 0912 0889 0966 0.938 0633 (.865 I.OODEG.S% 0904 0.896 0.833 0883 0.933 0.883 0.896
6 0.047 0.000 0.000 0.000 0.021 0.000 C.014 0.000:0.043 0.03%8 0.000 0.033 0.000 0.000 0.017 0.000
7 0.016 0.000 0.060 0.000 0.02@ 0.017 0.000 0.00G%G.OZE 0.000 4.021 0.000 0.000 0.033 0.000 0.000
8  0.000 0.000 0.028 0.000 0.000 0.000 0.014 G.OOO%G,ODO 0.000 0.000 0.000 0.000 0.617 0.000 0.021°
9  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 C.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Pgm-1 '

(n) 0 14 i2 12 10 0 15 13 0 0 17 16 13 18 30 24

i 0.000 0.0C0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
2 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.600 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
3 0.000 0.006 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.077 0.000 0.017 0.063
4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0000 0.0600 0.000 0.000 0.033 0.000
5 1.000 1.000 1.000 1.000 0.933 1.000 0.853 0.833 0.80% 0.889 0.767 0.854
& 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.088 0.167 0.038 0.056 0.100 0.042
7 0.000 0.000 0.000 0.000 0.067 0.000 0.059 0.000 0.077 0.028 0.083 0021
8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.028 0.000 0021
Pgm-2

(n} 11 16 11 ] 0 14 G 0 0 ] 0 0 0 0 0 0

1 0.000 0.000 0.000 0.000

2z 0000 0000 0.000 0.000

3 0000 0.000 0.000 0.000

4  0.000 0.000 0.000 (.000

5 0.818 0.700 0.773 1.000

6 0.000 0.000 0.000 0.000

7 0.136 0.250 0.227 0.000

§ 0.045 0.050 0000 0.000
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continuagao da tabela 2.

Coleta 2

Barequecaba

Itamambuca

4 5

i1 1

3 4

-

3

idh-1
(n)

¥ LI SN 8 B N R

20
0.975
0.025
8.000
0.000
0.000

27
1.000
8,060
0.000
0.000
0.000

18
1.000
0.000
0.000
0.000
0.000

29 24
0.983 0.964
0.000 0.036
0.000 0.000
0.000 0.000
0.017 0.600

18
1.000
0.000
0.000
0.000
8.000

24
1.000
0.009
0.000
0.000
0.000

13 0 20
1.000  1.000
0.000  0.000
0.000 | 0.000
0.000 | 0.000
0.000  0.000

25
1.000
{.000
0.000
0.600
0.000

24 25
1.000 1.000
0.000 0.000
0.000 0.000
0.000 0.000
0.000 0.000

30
0.983
0.000
0.000
0.000
0.017

30 30
1.00¢ 1.600
0.000 0.000
0.060 0.000
0.000 0.000
0.000 0.000

24
1.000
0.000
0.000
0.000
0.000

Idh-2

—
=
et

O~ h W B ) b e

32
0.000
0.000
0.000
0.96%
0.000
0.000
0.016
0.016

27
0.000
0.000
0.000
0.971
0.000
0.060
6.029
0.000

28
0.000
0.000
0.000
0.917
0.000
0.028
0.036
0.000

29 24
0.006 0.000
0.000 0.000
0.000 0.000
0.966 0.958
0.017 0.021
0.000 0.021
0.617 0.000
0.000 0.000

30
(.000
3.000
0.000
0.950
0.000
4.000
0.050
0.000

37
0.000
0.014
0.600
0.986
0.000
0.000
0.06C
0.000

13 23
0.000 : 0.022
0.000 ; 0.022
0.000  0.000
1.000 0.913
0.000 | 0.000
0.000 : 0.022
0.000 0.022
0.000  0.000

26
0.019
0.000
0.000
G.962
0.000
0.000
0.019
C.000

24 i5
0.042 0.000
0.000 0.000
0.000 0.000
0.917 1.000
0.000 0.000
0.000 0.000

.0.042 0.000

0.000 0.000

30
0.000
0.600
0.017
0.950
0.000
0.000
0.017
0.017

30 30
0.000 0.000
0.000 0.000
0.060 0.017
0.967 0.930
£.00C 0.000
0.000 0.000
0.032 0.033
0.000 0.000

24
0.600
8.021
0.021
0.938
0.000
0.000
0.000
0.000
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Tabela 3: Frequeéncias alélicas em todos os locos das amostras dos pontos da terceira coleta nas duas praias estudadas.

Coleta 3
Barequecaba 5 Itamambuca
i 3 4 ) & 7 10 11 1 2 3 4 5 6 7 8
Kdh
{n) 31 28 31 31 29 22 30 26 | 18 29 i8 ] 24 28 20 20
1 0.000 0.125 0.016 0.000 0.034 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.100 0.150
2 0048 0.050 0081 0.113 0069 0.000 0.067 0250 0.125 0.100 5.000 0.000 0.000 0.050 0.100
3 0919 0.825 0.8553 0.855 §.828 (.929 {.833 0.65{}20.7’50 0.850 1.000 1.GGG 1.000 0.750 (.630
4 0.032 0000 0.048 0.032 0.069 0.071 0083 0.100:0.125 0050 0.000 0.060 0.000 0180 0.10C
5 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Tpi-1 :
{n} 9 19 14 15 ¢ 1] 19 13 ¢+ ¢ 0 2 18 10 10 16 i8
1 $.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 . 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
2 $.000 0.083 0.000 0.000 0.0G0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
3 1.00G 0.750 1.000 1.000 1.006 1.000 1.0GC 1.000 1.600 1000 1.000
4 0.000 0.167 0.000 0.000 0.0060 0.600 0.00G 0.000 0000 0.000 0.000
s 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 G.000 0.000 0.000 0.000
Tpi-2
(n} 19 22 31 31 20 21 14 10 26 20 0 21 20 20 25 41 41
i 0.111 2000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.0060 0.000:0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
2 0000 0.000 0.016 0.032 0.000 0.000 0.000 0.000:0.000 0000 0.000 0000 0.000 G000 0.000 0.012
3 0722 0958 0.839 0.887 1.000 1.000 1.000 1.000:0906 0950 0976 0575 1.000 1.000 0902 (.963
4 0000 G000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000:0.000 0.000 0000 C.000 0.000 0.000 C.000 0.000
5 0.167 0.042 0.113 0.081 0.000 0.000 0.660 0.000 0.094 0.050 0.024 0.025 0.000 0.000 0.061 0.024
i) 0.000 0.006 0.032 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000:0.000 0.000 0000 0.000 0.000 0000 0.037 0.000
Pph '
{n} 31 20 31 31 29 17 10 10 24 25 32 23 26 33 41 41
1 §.016 0.000 0.048 0.032 0.000 0071 0000 0.000:0.000 0.000 0000 0.000 0.000 0000 0012 0024
2 0.000 0000 0.0006 G.000 0.000 0.000 0.000 0.000:0.000 0.000 0.000 0.000 0000 0.000 0.000 0.000
3 0984 1.000 0952 0.968 0966 0929 1.000 1.000!1.000 1.000 1000 1000 1.000 1.000 0963 0976
4 0000 0000 0.000 ©.000 0.034 0.000 0.000 0.000° 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.024 0.000
Iap-1
() 31 20 31 25 29 i7 20 10 22 29 3D 28 20 32 38 38
1 0000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.023 0.017 0.017 0.000 0.000 0000 0.000 0.000
2 0.000 0.050 0.000 €000 0.017 0000 0.050 ¢.000:0.045 0052 0.017 0.028 0.025 0000 0013 0.026
3 0.048 0050 0.016 6.000 0.617 0.000 0.050 0.000 0.091 0.034 0.050 0.083 0025 0063 0033 0026
4 0.097 0025 0.016 0.067 0.069 0.143 0.025 0.100:0.114 0.103 0.117 0.194 0075 0.125 0.039 0.066
3 0.839 0.875 0.968 0.933 (.879 0.857 4857 0.900:0.727 0793 (0.800 0.6%4 0875 (0813 (868 (882
6 0.000 D000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000:0.000 0.060 0.000 G000 0.000 0.000 0.000 0.000
% 0.016 0000 0.000 0000 0.017 0.000 0.000 0.0000.000 0.000 0000 0.000 0000 0.000 0.026 0.000
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conlinuagdo da tabela 3.

Coleta 3
Barequecaba Itamambuca
1 3 4 5 6 7 10 11 1 2 3 4 5 6 7 8

Lap-2

(n) 31 28 31 15 28 17 19 i¢ 24 28 31 21 20 33 38 38
1 0000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.042 0.052 0.032 0.600 0.000 6.00C 0.000 0.0:3
2 0871 0725 0.823 0.933 0.845 0.92¢ 0.823 0.700 0792 0.707 0.839 0.952 0.900 0.833 0.829 0.855
3 0128 0175 0.129 0.033 0121 OG00 G177 0.150  0.146 0.086 0.129 0.048 0.050 0.166 0.105 0.053
4 0.000 0.100 0.048 0.033 0.017 0.071 0.000 0.190 0.02: 0.052 0.000 0.000 0.025 0.030 0.039 0.053
5 0.000 0.000 0.000 0.000 0.017 0.000 0.000 0.050 0.000 0.086 0.000 0.000 0.025 0.030 0.026 0.013
6 0000 0000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000: 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.013

Me-1 :

{n) 31 20 31 25 29 17 16 20 24 29 32 23 26 33 41 43
1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.038 0.030 0.000 0.000
2 0048 0050 0016 0.067 0.017 0.000 0.021 0.000 0.000 0.017 0.016 0.022 0.019 0.045 0.012 0.049
3 0726 0.675 0597 0433 0724 0714 0.855 0.700 0.833 0.638 0.797 0.804 0.731 0.712 0.732 0.732
4 0113 0200 0226 0200 0.121 0.143 0.125 0.300 . 0.063 0.190 0.125 0.109 0.096 0.106 0.146 0.085
5 0113 0.075 0.161 0300 0.138 0.143 0.000 0.000 0.104 0.138 0.063 0.065 0.115 0.061 0.061 0.122
6 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000!0.000 0.017 0.000 0.000 0.0006 0.045 0.04% 0.012
7 6.000 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 0.600

Me-2

(n) 19. 20 31 15 15 (] 15 10 16 19 32 23 26 33 41 41
1 0.026 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.026 0.000 0.0622 0.000 0.015 0.000 0.000
2 0974 1.000 1.000 1.000 0967 1.000 1.000 1.000 0974 1.000 0.978 1.000 0.985 1.000 1.000
3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.033 0.006_0.000:0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
Sdh

{n) 31 28 31 31 29 17 23 10 24 29 32 23 26 33 41 41
1 0.000 0.000 0.000 0.016 0.000 0.071 0.016 0.000 0.042 0.052 0.000 0.000 0.000 0.015 0.000 0.000
2 0016 0.000 0.000 0.048 0.000 0.000 0.048 0.000: 0.021 0.000 0.000 0.000 0.019 0.0i5 0.000 0.012
3 0584 1.000 1.000 0935 1.000 0.929 0.935 1.000 ! 0.938 00}4 1.000 1.000 0.981 0.570 1.000 0.98%
4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 6.000 0.0060.000 0.034 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

Got-1

{n) 31 20 31 31 2% 27 17 20 26 19 32 2 26 23 41 41
1 0.000 0.060 0.000 0.000 0.034 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.022 0.000 0.012
2 0.000 0.000 0.016 0.000 0.000 0.000 0.034 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
3 1000 1.000 0.984 0984 0966 1.000 0.966 0.950 0.906 1.000 1.00C 1.000 1.000 0.935 0.988% 0.98%8
4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.063 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5 0.000 0.000 0.000 0.016 0.000 0.000 0.000 0.050 0.031 0.000 0.000 0.000 0.000 0.043 0.012 0.000
6 0000 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 9.000
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continuacio da tabela 3.
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Coleta 3

Barequecaba

Itamambuca

]

6

10

11

4 5

0.016
0.000
0.000
0.887
0.081
0.016
0.000

0.025
0.000
0.050
0.925
0.000
0.000
0.000

31

0.000
0.000
0.000
0.387
0.113
0.000
0.000

31
0.032
0.000
0.000
0871
0.065
6.000
0.032

29
0.000
§.017
0.000
0914
03.069
0.000
0.000

=
0.000
0.000
6.071
0.714
0.000
0.214
0.000

g
0.000
0.000
$.000
6.900
0.500
0.500
0.000

16

0.000

0.000
0.000
0.900
0.050
0.050
0.000

16
0.000
G.000
0.031
0.906
0.031
0.031

19
0.000
0.000
0.026
0.895
0.053
0.026
0.000

32
0.000
0.000
0.000
0.859
0.169
0.031
0.000

23 26
0.000 0.000
0.000 0.000
0.000 0.000
0.957 0.981
0.022 0.019
0.622 0.000
0.000 0.000

33
0.015
0.000
0030
0.818
0.106
0.030
0.000

41
0.000
0.012
0.000
0851
0.024
0.012
0.000

41
0.012
0.000
£.000
0.976
(012
G.000
0.000

[o B S LY I VR ]

D

31
0.000
0.032
0.032
0.000
£.935
6.000
$.000
G.000
0.000

20
{.000
4.025
0.050
$.025
0.900
£.000
0.000
(.000
G.000

31
0.000
0.016
8.097
0.048
(0.823
0.000
0.016
0.000
(.000

31
0.016
(.032
0.032
0.048
0.839
0.000
0.032
0.600
0.000

2%
0.017
0.000
0.017
0.000
0.948
0.600
0.017
0.000
0.000

17
0.003
0.071
0.005
0.000
0.929
0.004
0.000
0.000
0.000

24
0.017
0.052
0.069
0.000
0.793
0.052
0.0:7
0.600
0.000

20
€.000
0.050
0.050
0.000
0.%00
0.000
0.060
0.060

10,000

24
0.000
0.000
0.021
(.104
0.771
0.042
0.063
0.000
0.000

29
0.017
0.017
0.034
0.034
0.862
0.000
0.017
0.017
0.000

32
0.000
0.016
0.031
0.016
0.906
0.016
0.016
(.000
0.000

23 26
0.022 0.000
0.065 0.000
0.000 0.058
0.065 0.038
0761 0.865
0.043 0019
0.022 6.019
0.000 0.000
0.022 6.000

33
0.000
£.030
0.015
0.030
0.864
0.045
0.013
£.000
0.000

41
0.024
0.037
0.024
0.037
0.817
£.024
0.037
0.000
0.000

41
0.000
0.000
.037
0.000
0.963
0.000
0.060
0.000
0.000

Pgm-1
(m)

[ VU S

~1 N Wa

19
6.000
$.000
0.000
0.000
1.000
0.660
0.060
0.000

12
0.000
{.000
(.000
(.000
1.000
0.000
0.000
0.000

i4
0.000
0.000
0.000
0.000
0.964
0.000
0.036
0.000

10
0.000
0.000
0.000
0.000
1.000
0.000
0.000
0.000

10
0.000
0.000
0.000
0.000
1.000
0.000
0.000
0.000

0.600

20
0.000
0.000
0.100
0.000
0.860
0.600
0.100
0.000

24
0.021
0.021
0.146
0.021
0.604
0.000
0,104
0,083

29
0.000
0.017
0.052
0.034
0.776
0.017
0.034
0.069

32
0.000
0.016
0.10%
0.016
0.766
1.016
0.016
.063

23 26
0.000 0.000
0.000 6.000
0.065 0.019
0.000 6.000
0.826 0.923
0.043 0.0600
0.065 0.058
0.600 0.000

28
$.000
0.000
0.071
0.000
0.821
0.000
0.107
6.000

23
(.000
0.000
0.043
0.022
0870
G.022
0.043
0.000

30
0.000
0.000
0.067
0.017
0.883
0.000
0.033

Pgm-2

e_—
WQC?\UE-%MNME‘S)

21
0.060
0.000
0.000
0.000
0.881
8.000
0.119
0.000

22
0.000
0.000
0.000
0.000
0.958
0.000
0.000
0.042

14
0.600
0.000
0.000
0.000
0.964
0.000
0.600
0.036

16
0.000
G.000
0.063
G.000
0.781
0.000
0.156
{.000

14
(.000
0.000
0.000
0.000
(.893
0.036
0.071
0.000

24
0.000
0.600
0.000
0.000
0.750
0.000
0.250
0.600

10
0.000
0.000
0.050
0.000
0.950
0.000
0.000
0.000

i0
0.000
0.000
0.050
0.000
0.950
0.000
0.000
0.000

0.000
0.104
0.083
0.000
0.730
0.000
0.063
0.000

29
€.000
0.069
0.086
0.000
0.759
0.052
0.034
0.000

32
0.016
0.016
0.063
0.000
0.844
0.031
0.031
0.000

23 26
0.022 0.000
0.060 0.600
0.043 0.058
0.000 0.019
0.848 (.788
0.000 0.058
0.065 0.G00
0.022 0.077

28
0.071
G.018
0.071
0.000
0.786
0.000
0.036
0.018

23
0.000
0.087
0.087
0.022
0739
0.000
0.065
0.000

0.000

30
6.033
6.050
0.067
0.000
0.833
0.000
0.017
0.000
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continuacio da tabela 3.

Coleta 3
Barequecaba : Itamambuca
1 3 4 5 6 7 16 11 1 2 3 4 5 6 78

Idh-1

(n) 12 i5 15 ¢ 24 17 i0 10 18 20 21 23 26 28 23 20
1 1000 1.000 1.000 1.000 0.929 1.000 1.000 1.000 0.950 0.976 1.000 1.000 1.000 1.000 0.975
2 0.000 0.000 0.000 0.00C 0.000 0.000 0.000:0.000 0.000 0.024 0.000 0.000 0.000 G.000 0.000
3 0000 0.000 0.000 0.000 6.071 0.000 0.000:0.000 0.050 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.025
4 0000 0.000 0000 0.000 0.000 0.000 0.000:0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5 000G 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000_0.000 €.000 0.000
Idh-2 ;

(n} 3 20 31 31 29 27 20 20 24 29 32 23 26 33 41 41
0.000 0.000 0.016 0.000 0.017 0.000 0.000 0.050!0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.015 0.012 0.012
0.000 0.025 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 G.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.012 0.000
0.048 0.000 0.016 0.032 0.000 0.000 0.000 0.050 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.030 0.000 0.024
0.887 0.950 0.952 0.887 0.948 1.000 0.967 0.900 0.93%8 0.983 0922 0957 €.904 0.894 0.951 05.890
0.000 0.000 0.000 0.048 0.000 0.000 0.033 0.000 0.000 0.000 0.031 0.043 0.019 0.000 0.000 0.000
0.000 0.000 0.000 0.032 0.017 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.038 0.030 0.012 0.024
0.0i¢ 0.025 0.016 0.000 0.017 0.000 0.000 0.000 0.042 0.017 .0.047 0.000 0.038 0.015 0.012 0.037
0.048 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.021 0.000 0.000 0.000 0.000 0.015 0.000 0.012
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