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RESUMO

Aspectos ecoldgicos e genéticos das invasdes bioldgicas sdo muito estudados, no
entanto, isto ainda ndo é verdade para 0 ambiente marinho. Neste trabalho, a genética
evolutiva do bivalve marinho invasor Isognomon bicolor (C.B. Adams, 1845) foi
investigada. Individuos desta espécie foram coletados na Praia de Itaipu (Niteréi — RJ)
nos anos de 2005, 2009 e 2013 e analisados geneticamente pelo método de eletroforese
de aloenzimas. Sete sistemas enzimaticos foram interpretados como 11 locos génicos:
o-Est-1, o-Est-2, Lap-1, Lap-2, Lap-3, Me-1, Me-2, Mdh, Pgd, Pgi e Sod. A
heterozigosidade observada variou de 0,324 em 2013 a 0,534 em 2005, mas estas
diferencas ndo foram significativas ao nivel de 5% (teste U de Mann-Whitney). Estes
resultados indicam niveis altos e estaveis de variagdo génica ao longo dos oito anos
estudados. Espera-se que populagdes invasoras apresentem baixos niveis de variacdo
génica devido ao forte efeito de deriva genética (bottleneck, efeito fundador) associado
aos eventos de bioinvasao, contudo, isto ndo foi observado para 1. bicolor neste estudo.
Altos niveis de variacdo génica em bioinvasores podem ser explicados como
consequéncia do efeito Wahlund, que € acompanhado de desvios significativos ao
equilibrio Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligacdo entre locos. Neste estudo ndo
foram observados desequilibrios de ligacdo e apenas dois locos apresentaram desvios
significativos ao equilibrio de Hardy-Weinberg (Mdh em 2005 e a-Est-1 em 2013). Os
altos niveis de variacdo génica do Isognomon bicolor na Praia de Itaipu e a estabilidade
temporal desses niveis provavelmente sdo resultado de multiplos episédios de
introducdo e a interacdo de alguns fatores naturais, como heterogeneidade ambiental, a
reproducdo sexuada e ciclo de vida com estagio larval de longa duracdo da espécie.
Esses fatores também podem ser responsaveis pela auséncia de muitos desvios
significativos ao equilibrio Hardy-Weinberg e desequilibrio de ligacdo entre locos de
Isognomon bicolor na populacdo de Itaipu. Esses dados indicam que a espécie
Isognomon bicolor na Praia de Itaipu apresenta-se naturalizada e, portanto, com pouca
chance de ser elimininada. Desta forma, é provavel que esta espécie ndo represente, no
presente, uma ameaca para biodiversidade local, embora ndo seja possivel descartar a
possibilidade de que, no passado, ela possa ter tido efeitos ecoldgicos silenciosos.



ABSTRACT

Ecological and genetic aspects of biological invasions are well studied; nevertheless,
this is not true for the marine environment. In this work, evolutionary genetics of the
invader marine bivalve Isognomon bicolor (C.B. Adams, 1845) was studied in the Itaipu
Beach (Niter6i - RJ) for three different years 2005, 2009 and 2013. Allozyme
electrophoresis was the method used to sample genetic variation. Seven enzymatic
systems were interpreted as eleven loci: a-Est-1, a-Est-2, Lap-1, Lap-2, Lap-3, Me-1,
Me-2, Mdh, Pgd, Pgi and Sod. The observed heterozygosity varied from 0,324 in 2013
to 0,534 in 2005, although not statically significant at the 5% level (Mann-Whitney U
test). These results indicate high and stable levels of genetic variation through the eight
years studied. It is expected that invader populations show low levels of genetic
variations because of the strong genetic drift effect (bottleneck, founder effect)
associated to the bioinvasive events, however, this was not observed to I. bicolor in this
study. High levels of genetic variation in bioinvaders can be explained as a consequence
of the Wahlund effect, which is followed by significant deviations to the Hardy-
Weinberg equilibrium and linkage disequilibrium between loci. In this study it was not
observed linkage disequilibrium and only two loci has shown significant deviations to
the Hardy-Weinberg equilibrium (Mdh in 2005 and a-Est-1 in 2013). The high levels of
genetic variation of Isognomon bicolor population in Itaipu Beach and its temporal
stability are probably a result of the multiple introduction events associated with some
environmental and biological factors such as the habitat heterogeneity, the sexual
reproduction and the species life cycle with long lasting larval stage. These factors can
also be responsible to the nonoccurrence of many significant deviations to the Hard-
Weinberg equilibrium and absence of linkage disequilibrium between loci in the
Isognomon bicolor population in the Itaipu. These data indicate that the Isognonom
bicolor population from Itaipu Beach is naturalized and, therefore, with low chances of
being eliminated. Therefore, it is probable that this species does not represent, at present
time, a threat to the local biodiversity; however it is not possible to discard the
possibility that, in the past, it could have had silent ecological effects.
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1. INTRODUCAO

Espécies invasoras, exoticas, ndo nativas, ndo indigenas ou alienigenas séo
organismos capazes de se propagar em um ecossistema onde seu registro anterior ndo
foi documentado (Siokou et al. 2013).

Nem todas as espécies introduzidas tornam-se invasoras, sendo que 0 processo
que envolve o sucesso no periodo de introducdo ainda & pouco compreendido
(Williamson & Fitter 1996). Estima-se que de todas as especies introduzidas em novos
habitats, apenas 10% ou menos consiga se estabelecer e tornar-se invasora (Moro et al.
2012).

Em meio aquatico, a introducdo de espécies pode se dar de forma natural ou ser
mediada por uma série de vetores tais como agua de lastro e incrustacdo em cascos de
navios, detritos marinhos, boias de navegacdo e flutuantes, plataformas de petrdleo,
equipamentos de recreacdo, aquicultura, canais (de nivel, comportas, irrigacao), dentre
outros (Souza et al. 2009a).

Estas invasfes bioldgicas criaram desafios complexos e de grande extensdo ao
bem-estar das populacdes humanas. Espécies invasoras podem diminuir o rendimento
dos cultivos no setor de maricultura, trazer prejuizos operacionais e financeiros para
industrias, usinas e transportes maritimos em funcdo de incrustacbes em larga escala,
provocar a perda do potencial pesqueiro nos ambientes em que foram introduzidas e,
até, desencadear epidemias ou ondas de intoxicacdo capazes de matar ou incapacitar
milhdes de pessoas a cada ano (Souza et al. 2009b).

As espécies invasoras nao compartilham um passado evolutivo com a
comunidade invadida e esse fato faz das invasdes biolégicas um modelo interessante
para compreensdo dos processos que atuam na evolucdo dessas espécies e suas

populagdes (Holland 2000).
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1.1. Mudancas evolutivas em espécies invasoras

De acordo com Lee (2002) e Prentis et al. (2008), as espécies invasoras estao
sujeitas a cinco tipos de mudancas evolutivas:

(1) Hibridagao - E o cruzamento entre espécies (dos bioinvasores com espécies
nativas ou com outras espécies invasoras). A hibridacdo pode reduzir a perda de
variacdo génica associada ao processo de bioinvaséo (ver adiante bottleneck), bem como
produzir uma gama de novos genotipos importantes a adaptacdo da espécie invasora ao
novo ambiente. Os efeitos positivos da hibridacdo ao processo de bioinvasao incluem
ainda crescimento mais rapido, maior tamanho dos hibridos e um aumento da
agressividade, tornando-se uma alternativa as mudancas lentas envolvidas no processo
de adaptacdo. A adaptacdo através de hibridizacdo incluem, por exemplo, aquisicdo de
resisténcia a herbicidas e tolerancia ao frio em ervas daninhas de cultivos geneticamente
modificados (Snow et al. 1999, Milne & Abbot 2000).

(2) Rearranjos genémicos - Compreende outro tipo de fenbmeno que pode
determinar a rapida adaptacdo das populacbes invasoras. A poliploidia (duplica¢do do
genoma) e a alopoliploidia (hibridizacdo seguida de duplicacdo do genoma) sdo
processos de reconhecida importancia na evolucdo das plantas. De maneira interessante,
poliploides parecem ocorrer com maior frequéncia em plantas invasoras do que entre as
angiospermas em geral. Embora os motivos para essa alta frequéncia de polipléides em
espécies de plantas invasoras sejam desconhecidos, o fato é que, da mesma forma que
na hibridizacao, polipléides podem ofertar novos gendtipos a acdo da selecdo natural e,
portanto, permitir a adaptacdo, em curto prazo, da populacio invasora. E reconhecida,
também, a importancia de certas inversdes cromossémicas na adaptagdo das espécies

invasoras. Uma forca importante na determinagdo dos rearranjos gendmicos podem ser
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0s transponsons, que sdo sequéncias moveis do DNA capazes de se inserir em diferentes
posicBes no genoma causando um processo de liga/desliga nos genes.

(3) Modificacdo do genoma induzida pelo estresse - A exposi¢do as condicbes
bidticas e abidticas do novo ambiente pode, também, causar uma instabilidade no
genoma, nesse caso, mediada pelo estresse ambiental. Tem sido demonstrado que
patdgenos, bem como estresse abiotico (elevadas exposices a UV) produzem
instabilidade do genoma (aumento da taxa de recombinacdo homologa, ativacdo de
transponsons, mutacdes). Embora alteracdes ao acaso do genoma mediadas pelo estresse
ambiental sejam, na grande maioria das vezes, deletérias, variacdo génica benéfica
associada as pressdes de selecdo natural pode produzir adaptacao.

(4) Efeito de determinados genes - De forma semelhante, o efeito de determinados
genes (e nao obrigatoriamente o seu numero), pode auxiliar a habilidade de colonizagédo
das espécies invasoras. Como exemplo, é possivel citar o caso da formiga fogo
Solenopsis invicta, que invadiu o sudoeste dos Estados Unidos da América ha 60 anos.
Essa formiga possui o0 gene Gp-9, que codifica uma proteina de liga¢do dos feromdnios,
fazendo com que os trabalhodores da col6nia consigam reconhecer com mais facilidade
as rainhas e controlarem o seu numero. Dessa forma, a S. invicta apresentava maiores
densidades de ninhos e maiores impactos sobre as populacdes de formigas nativas do
que de colbnias que apresentam uma Unica rainha (Porter & Savignano (1990); Krieger
& Ross (2002). Embora ainda ndo tenham sido identificados genes com este efeito para

espécies aquaticas, é pouco provavel que eles sejam exclusivos de determinados grupos.

(5) Bottleneck - O efeito gargalo (em portugués), por outro lado, € um caso
extremo de deriva genética (quando o acaso tem papel importante na determinagéo de
quais genes estardo presentes na proxima geracdo) que ocorre pela reducdo dréstica do

tamanho populacional (ver Figura 1). A chegada acidental de um ou poucos individuos
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de uma espécie em um novo ambiente, como se da no caso das bioinvasdes, € um
exemplo de bottleneck (conhecido, nesse caso, como efeito fundador). Neste caso, ha
uma perda de diversidade alélica devido aos efeitos de deriva, ja que o tamanho efetivo
da populacdo (N¢) é baixo. Em populacdes pequenas, a probabilidade de reproducéo
entre individuos aparentados (endogamia) rapidamente se torna elevada, levando ao
aumento da homozigose e expressdo de alelos deletérios recessivos. Estes fenbmenos
levam a uma perda de diversidade alélica, portanto, espera-se que populacbes
bioinvasoras apresentem baixos niveis de variacdo génica (Roman & Darling 2007;
Geller et al. 2010). A variagdo génica reduzida limita a habilidade de uma populacdo em
se adaptar e, além disso, populacdes de pequeno tamanho apresentam maior risco de
extincdo (Allendorf & Lundquist 2003). Assim, as invasfes bioldgicas funcionam,
geralmente, como ‘“becos-sem-saida” evolutivos. No entanto, algumas populacdes

introduzidas tornam-se invasoras (Kolbe et al. 2004).

Bottleneck @ Pop. 1
w

Populacao @ Pop. 3

Geografica
Natural

Figura 1: Representacdo grafica do efeito Botteneck, onde de uma populacdo geografica
natural, sdo formadas trés pequenas populacfes, sendo que cada uma contém apenas parte da
variagdo génica original.
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Outro fator importante para o sucesso das espécies invasoras é o estado de
degradacdo do ambiente invadido, embora esse nao seja um tipo de mudanca evolutiva,
mas sim uma contingéncia histérica (Cohen & Carlton 1998), é conhecido, por
exemplo, que ambientes poluidos podem facilitar o crescimento de espécies invasoras,
provavelmente, pela diminuicdo da competicdo (Duff et al. 2000).

As mudancas evolutivas descritas acima sdo capazes de gerar populacdes
geneticamente distintas, tanto no espaco quanto no tempo, o que interefere diretamente
no sucesso ou fracasso das espécies invasoras no ambiente em que foram introduzidas,
devido a alteracdo dos niveis de variacdo génica populacional (Roman 2006;

Gomulkiewicz et al. 2010).

1.2. Invertebrados marinhos, variacao génica e bioinvaséo

O sucesso no estabelecimento de uma populagdo bioinvasora estd relacionado
com o seu nivel de variacdo génica, pois ele oferece a essa populacdo uma maior
flexibilidade nas respostas as pressdes do novo ambiente (Stepien et al. 2005).

A variacdo génica de populacbes invasoras deveria ser reduzida, pois os efeitos
da deriva genética sdo mais severos nessas populacoes ja que, geralmente, sdo fundadas
por um numero pequeno de individuos (Eckert et al. 1996). No entanto, esse quadro
vem sendo revisto para 0 ambiente marinho (Frankham 2005). Nos dltimos 10 anos,
estudos sobre invasdes biolégicas mostram que algumas espécies invasoras, como 0
mexilhdo zebra Dreissena polyhmorpha (Pallas) e o caranguejo verde Carcinus maenas
(Linnaeus 1758), por exemplo, tém sido introduzidas em grande namero (Wares et al.
2005; Gelembiuk et al. 2006; Roman 2006).

A introducdo de uma grande quantidade de individuos aumenta as chances de

que as populacdes recém-fundadas contenham amostras representativas da variagao



15

génica das populagdes-fonte (Roman & Darling 2007). Populagdes invasoras com alta
variacdo génica enfrentam menor dificuldade para se instalar e sobreviver no novo
ambiente devido a maior capacidade de adaptacdo (Allendorf & Lundquist 2003).

Dentre 0s organismos invasores estdo 0s invertebrados marinhos que,
geralmente, apresentam alta variacdo génica em seus ambientes naturais (Ahmad et al.
1977; Nei 1978; Brand 1982; Beaumont & Beveridge 1984; Schaeffer et al. 1985;
Benzie & Ballment 1994; Diehl & Biesiot 1994; Manchenko et al. 2000; Addison &
Hart 2004; Magalhées et al. 2007) e organismos com essa caracteristica tendem a se
tornar invasores bem sucedidos (Morton 1997).

Alguns modelos sdo utilizados para entender esse fenbmeno de alta variagédo
génica em invertebrados marinhos, baseando-se tanto na acdo da selecdo natural quanto
na acdo de fatores estocasticos (Solé-Cava & Thorpe 1991; Silva 2002). O primeiro
modelo se refere a variacdo temporal através da hipdtese de sobredominéncia. De
acordo com essa hipotese, diferentes alelos apresentam diferentes respostas a
determinados fatores ambientais de modo que organismos heterozigotos seriam mais
aptos a responder a um gradiente de variacdo ambiental em comparacdo com 0s
organismos homogizogotos. Assim, organismos que vivem em ambientes mais estaveis
apresentariam menor polimorfismo que 0s organismos que vivem em ambientes com
oscilacbes constantes (Levinton 1973). Esta hipdtese foi testada para dois locos
enzimaticos (Pgi e Lap) em um estudo com oito espécies de bivalves do género
Macoma (Leach 1819), duas delas sendo da zona entremarés e as outras seis sdo da zona
sublitoral (Levinton 1975). De acordo com essa hipoOtese, as espécies da zona
entremarés deveriam apresentar maiores niveis de variagdo génica, mas isso nao
aconteceu. Entretando, outro estudo desenvolvido por Sin et al. (1990), nas mesmas

zonas litordneas, com o mexilhdo Perna canaliculus (Gmelin,1791), evidenciou maiores
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niveis de variacdo génica nos individuos da regido entremares, estando de acordo com
0s pressupostos da hipotese de variacdo temporal no ambiente.

O segundo modelo para explicar os elevados niveis de variacdo génica em
invetebrados marinhos se baseia na hipdtese de heterogeneidade espacial do ambiente.
Os niveis de varicdo génica dependeriam do numero de subdivisdes percebidas pelo
organismo no ambiente, o que é conhecido como grdo-ambiental. Organismos
bentbnicos sésseis podem perceber inumeras subdivisdes no ambiente, manifestadas no
processo de recrutamento, na ocorréncia de selecdo do substrato pelas larvas e na
susceptibilidade a varios tipos de selecdo pds-assentamento (Gillespie 1974). Essa
hiptese foi testada por Billio (2004) que investigou a variacdo génica em trés
populacdes de Perna perna com individuos do médio e do infralitoral. Os seus
resultados mostraram diferencas significativas de frequéncias dos alelos para o0s locos
Cat e Sod-2. A autora associou esta diferenca ao estresse oxidativo a que estes
organismos sdo submetidos, ja que essas enzimas estdo diretamente relacionadas aos
mecanismos de defesa antioxidante.

Embora esses modelos relacionando variacdo génica e ambiente tenham sido
propostos para explicar os altos niveis de vari¢do encontrados em organismos marinhos,
em especial os invertebrados, nenhum dos dois foi capaz de explicar completamente o
fendmeno. Isso se deve, principalmente, as dificuldades em classificar e entender a
diversa e dinamica interacdo entre espécies e seus ambientes (Silva 2009).

Existem explicacbes que ndo usam a selecdo natural como a principal forga
evolutiva responsavel pela manutencdo da variacdo génica. O modelo neutralista
considera os altos niveis de variagcdo génica encontrados em populagdes naturais, como

um produto da relacdo entre as forca evolutivas deriva genética e mutacdo (Kimura
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1968). De acordo com esse modelo é possivel fazer previsdes a respeito do padrdo de
variacdo génica por meio da férmula:
H=1- [4Nep/(1 + 4Nep)]

Onde:

Ne = tamanho efetivo da populacéo

M = taxa de mutacgéo

H = heterozigosidade

Em uma populacéo finita com tamanho efeitivo (Ne), os alelos estardo entrando
por mutacdo e se perdendo por acdo da deriva genética. Desta forma, para uma dada
taxa de mutacdo (que geralmente é muito semelhante para todos os seres vivos), €
possivel construir uma curva teorica que representa a distribuicdo esperada da variacao
génica (medida como heterozigosidade) em fung¢ao dos Ne’s (Solé-Cava et al. 2004).
Populacdes pequenas sofrem maior efeito de deriva genética e, admitindo-se uma taxa
de mutacdo constante, espera-se que elas tenham um menor nivel de variacdo génica

(Figura 2).

I
Ne

Figura 2: Representacdo do formato de uma curva de relagdo entre tamanho efetivo de
populacdo (Ne) e heterozigosidade (H), segundo o modelo neutralista. Nesse grafico ndo estdo
definidos os valores de Ne, H ¢ p (taxa de mutagdo), uma vez que O interesse € sO ilustrar o
formato das curvas produzidas pelo modelo neutralista (Extraido de Solé-Cava et al. 2004).
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Entre os invertebrados marinhos invasores, destacam-se os bivalves da regido
entremarés (Beaumont & Zouros 1991; Gallardo et al. 1998; José & Solferini 2007).
Desta forma, populacdes de moluscos bivalves da regido entremarés representam
modelos interessantes para compreensdo dos processos biologicos associados as
invasbes biologicas, bem como para o estudo dos processos evolutivos a elas
relacionados (Holland 2000).

1.3. Bivalves invasores no Brasil

Os bivalves sdo organismos exclusivamente aquaticos pertencentes ao filo dos
moluscos. Eles formam um grupo extremamente bem sucedido e diversificado, podendo
ocorrer em ambientes de salinidade diversa como agua salgada, doce ou salobra
(Purchon 1977).

Existem registros de bivalves exoticos introduzidos em varias partes do mundo,
sendo que no Brasil, até o0 momento, foram identificadas nove espécies: Myoforceps
aristatus (Dillwyn 1817); Mytilopsis leucophaeta (Conrad 1831); Perna perna
(Linnaeus 1758); Corbicula fluminea (Miller 1774); Corbicula manilensis (Philippi
1844); Corbicula largillierti (Philippi 1844); Limnoperna fortunei (Dunker 1857);
Crassostrea gigas (Thunberg 1795) e Isognomon bicolor (C.B. Adams 1845)
(Fernandes et al. 2011) (Apéndice C).

Os bivalves Myoforceps aristatus e Mytilopsis leucophaeta sdo classificados
como espécies detectadas: classificacdo dada para as espécies que tiveram registros
isolados no ambiente natural, ndo tendo registros posteriores do aumento de abundancia
ou dispersdo. Caso a espécie detectada volte a aparecer, sendo encontrada de forma
recorrente e apresentando indicios de aumento populacional, ela passa a ser classificada
como espécie estabelecida ou naturalizada, porque ja& mantém interacGes com as demais

espécies. Essa € a situacdo em que se enquadra o bivalve Perna perna, que foi
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introduzido entre os séculos XVIII e XIX e é encontrado hoje em grande parte do litoral
brasileiro (Souza et al. 2009Db).

Quando as espéecies exoticas vencem as pressdes ecoldgicas, tornam-se
dominantes e conseguem se dispersar para outras regifes sdo chamadas de espécies
invasoras, atual classificacdo de Corbicula fluminea, Corbicula manilensis, Corbicula
largillierti, Crassostrea gigas, Limnoperna fortunei e Isognomon bicolor.

Corbicula fluminea - Espécie de agua doce pertencente a familia Corbiculidae,
endémica do sudeste da Asia. A resisténcia ao estresse ambiental, tolerancia a diferentes
substratos, alta capacidade reprodutiva, rapido crescimento e capacidade de filtrar
grandes volumes de &gua, fizeram da C. fluminea, popularmente chamada de améijoa-
asiatica, um importante membro de muitas comunidades benténicas de agua doce no
Brasil. A introducdo de C. fluminea na América do Sul ocorreu, provavelmente, entre
1965 e 1975, tendo o primeiro registro no estuario do rio da Prata, na Argentina (ltuarte
1981). Veitenheimer-Mendes (1981) registrou pela primeira vez, a presenca de
representantes asiaticos do género Corbicula no sul do Brasil. A partir dai, iniGmeros
trabalhos mostraram a ocorréncia e dispersdo da espécie na regido sul do pais e, pouco

tempo depois, ja em regides mais distantes como Amazonia, Brasilia e Pantanal.

Corbicula manilensis - Espécie de agua doce pertencente a familia Corbiculidae,
endémica da Asia Oriental. Possui um alto grau de tolerancia as variagdes ambientais, a
periodos de seca, e a cursos d’agua aparentemente poluidos (Gardner et al. 1976;
Jenkinson 1979). Foi registrada pela primeira vez para a América em 1938 para 0 Rio
Columbia, no estado de Washington, Estados Unidos da América (Dundee & Dundee
1958). Seu primeiro registro em territorio brasileiro foi feito por Veitenheimer-Mendes

(1981) na Bacia do Jacui e do Guaiba, Rio Grande do Sul.
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Corbicula largillierti - Espécie de &gua doce pertencente a familia Corbiculidae,
endémica da Asia Oriental. Assim como as outras espécies do género citadas, a C.
largillierti possui tolerancia ao estresse ambiental e a diferentes substratos, além de alta
capacidade reprodutiva e crescimento rapido. Porém, ja foi observado que essa espécie
leva desvantagem quando se encontra em competicdo com C. fluminea, o que gera uma
queda dréastica de tamanho populacional (Takeda et al. 2000; Mansur et al. 1987, 2003).
Seu primeiro registro para a América do Sul ocorreu no século passado, sendo

registrado na Argentina e na regidao Sul do Brasil no final dos anos 60 (ltuarte 1994).

Limnoperna fortunei - Mais conhecido com mexilhdo-dourado, € uma espécie de agua
doce pertencente & familia Mytilidae, endémica do sul da Asia. E capaz de se fixar em
uma grande variedade de substratos. Possui grande capacidade adaptativa. Densidades
de até 150.000 individuos/m?. Com 30 dias e aproximadamente 0,5 cm j& comecam a
reproduzir. No Brasil, essa espécie foi registrada em 1998, no Pantanal Mato-Grossense
(Oliveira 2003) e no sistema da Lagoa dos Patos (Mansur et al. 1999, 2003). Tornou-se
uma praga nas bacias do Parand, Paraguai, Uruguai e Jacui/Patos. Os danos ambientais
causados pelo mexilhdo dourado sdo documentados na literatura, principalmente para o
abastecimento publico de agua, destruicdo de habitats e a diminuicdo da fauna nativa

(Magara et al. 2001).

Crassostrea gigas - Espécie de ostra marinha pertencente a familia Ostreidae, endémica
do Oceano Pacifico na Coréia, China e Japdo. Também conhecida como ostra-do-
pacifico, essa espécie tem capacidade de desenvolver populagdes com densidades

elevadas, e em muitas areas, tem chances de passar a ser a espécie dominante podendo


http://pt.wikipedia.org/wiki/Oceano_Pac%C3%ADfico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cor%C3%A9ia
http://pt.wikipedia.org/wiki/China
http://pt.wikipedia.org/wiki/Jap%C3%A3o
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causar alteragdes na comunidade nativa. Ela foi introduzida em muitos paises com
finalidade de aquicultura. Entre os paises em que foi introduzida, além do Brasil, é
possivel citar: Inglaterra, Franca, Espanha, Portugal, Marrocos, Mar Mediterraneo,
Estados Unidos, Canada, Coreéia, China, Nova Zelandia, Panama e Caribe. Essa ostra foi
trazida para o Brasil na década de 70 (Costa 1985), sendo que possui uma atual
importancia na industria de aquicultura nos estados do Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Sao Paulo e Rio de Janeiro. A C. gigas ndo se reproduzia naturalmente na
costa brasileira, entretanto Melo et al. (2010) registraram a sua ocorréncia em bancos
naturais de Florianopolis e Laguna (SC).

Ha uma quantidade significativa de trabalhos com estas espécies de bivalves
invasores no Brasil, entretanto, a maior parte sdo estudos ecologicos, ou seja, nao
envolvem genética. O nimero de trabalhos genéticos com espécies invasoras no Brasil é
reduzido, como por exemplo, os trabalhos de Villela et al. (2006) com Limnoperna
fortunei, os de Pie et al. (2006) e Melo et al. (2010) com a Crassostrea gigas e o de
Simonato et al. (2010) com Corbicula fluminea. E dependendo do bivalve invasor em
questdo, como o Isognomon bicolor, os trabalhos genéticos sdo ainda mais escassos

(Aranha 2010).
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1.4. Isognomon bicolor

O Isognomon bicolor (C.B.Adams 1845) é um bivalve marinho invasor
encontrado no litoral do Brasil (Figura 3). Essa espécie € nativa do mar do Caribe e
invadiu a costa brasileira, provavelmente, por meio de incrustacdo nos cascos de navios
e em aguas de lastro (Henriques & Casarini 2009). Possui fecundacdo externa, com a
liberacdo de gametas na coluna d'agua e presenca de estagio larval planctotréfico
(Temkin 2006; Lépez 2008). Esta presente no litoral brasileiro desde meados da década
de 70, quando foi registrado em Atol das Rocas (Natal, RN) (Domaneschi & Martins

2002).

Figura 3: Bivalve invasor Isognomon bicolor.

Os espécimes encontrados em Atol das Rocas foram identificados incialmente
como Isognomon alatus (Matthews & Kempf 1970). Na década de 80, Abbott & Dance
(1983) registraram I. alatus e, também, I. radiatus para a costa brasileira, mas a partir
do final da década de 90 comecaram a surgir duvidas com relacdo a identificagcdo
correta dessas espeécies no pais. SO entdo Martins (2000), apos a realizacdo de analises e
comparagcfes morfologicas entre individuos coletados em grande parte da costa
brasileira e provenientes de cole¢des de museus internacionais, concluiu que o0s

especimes anteriormente identificados como 1. alatus ou I. radiatus, se tratavam, na
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verdade, de Isognomon bicolor, Unica espécie do atlantico oeste que, a principio, ndo
ocorria no Brasil (Domaneschi & Martins 2002).

Atualmente, 1. bicolor pode ser encontrado em grande parte da costa brasileira,
incluindo as regides Nordeste (RN, PE e BA), Sudeste (SP e RJ) e Sul (PR e SC)
(Figura 4). Ele possui rapido crescimento, apresentando altas densidades nos costdes
rochosos, ocorrendo desde a faixa superior do médio litoral até sete metros de
profundidade. Suas conchas tém um tamanho médio que varia entre 28mm e 38mm,
adotando as mais diversas formas e isso permite que este bioinvasor possa se expandir
entre e sobre os demais organismos incrustantes do costdo rochoso, limitando assim, a
habilidade que estes organismos poderiam ter para obtencédo de alimento (Zamprogno et

al. 2010).

Figura 4: Distribuicdo do Isognomon bicolor no territorio brasileiro.

A variagdo génica do Isognomon bicolor ja foi estudada por Aranha (2010) com
espécimes coletados ao longo do litoral sudeste do Brasil. Porém, o trabalho do referido
autor teve abordagem geografico-ecoldgica, utilizando a técnica de eletroforese de
aloenzimas para caracterizar os niveis de variacao e estruturagdo genética do I. bicolor e

do bivalve Brachidontes solisianus, com o objetivo de comparar a variagdo génica da
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espécie invasora com a espécie nativa. Ja o atual estudo tem como objetivo de avaliar
como os niveis de varicdo génica da espécie evoluiram no tempo.
1.5. Eletroforese de aloenzimas

Uma técnica molecular muito utilizada para mensuracdo da variagdo génica e
que ja teve grande impacto nos estudos populacionais é a eletroforese de aloenzimas
(Figura 5). De uma forma bem resumida, essa técnica pode ser definida como a
migracdo de particulas sob a acdo de uma corrente elétrica. Ela se baseia nas
caracteristicas fisico-quimicas das proteinas, ou seja, nas suas diferentes cargas elétricas
(Silva 2009).

Outro fator relevante é que, pelos principios da biologia molecular, espera-se
certa correspondéncia entre a sequéncia de nucleotideos no DNA e a sequéncia de
aminoacidos na proteina por ele codificada, ou seja, entre 0 gene e 0 seu produto.
Proteinas diferentes apresentam cargas elétricas também diferentes, fato que ird se

manifestar em diferentes mobilidades eletroforéticas (Silva 2004).
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Figura 5: Resumo da aplicagdo do método de eletroforese de aloenzimas para a amostragem
da variacdo génica nas populacGes de Igonomon bicolor.

A aplicacdo da técnica de eletroforese de aloenzimas para o estudo de espécies

invasoras apresenta como vantagens a facil preparacdo de extratos, o0 preco

relativamente barato e sua objetividade. No entanto, seu uso também apresenta

algumas limitacdes, como por exemplo, a subestimativa da variacdo génica total. Por

eletroforese ndo sdo detectadas substituicdes de aminoacidos que ndo mudam a carga

da proteina, alteragGes silenciosas no DNA e variagdo em introns (Silva 2009).
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Além disso, trabalhos com aloenzimas demandam uma quantidade razoavel de
material bioldgico (10 a 50 mg por loco génico analisado), que deve estar
obrigatoriamente fresco ou congelado. Mas, talvez, a maior limitacdo do método
esteja no fato de que a variacdo amostrada por eletroforese seja, na realidade, uma
variacdo fenotipica, ou seja, dos produtos diretos dos genes e nao dos genes ou DNA
em si.

A eletroforese de aloenzimas ja auxiliou com sucesso alguns trabalhos com
bioinvasores no Brasil e em outros paises, por exemplo, bivalves do género Mytilus no
Chile (Carcamo et al. 2005), o mexilhdo zebra Dreissena polymorpha no Canada
(Hebert et al. 1989), a lagosta Orconectes limosus (Rafinesque 1817) na Franca
(Filipova et al. 2009) e no Brasil, a mosca Zaprionus indianus (Gupta 1970) (Machado
et al. 2005). Em todos estes casos, a eletroforese de aloenzimas se mostrou uma boa
técnica para o estudo das bioinvas@es. Portanto, devido a todos os fatores citados acima,
a eletroforese de aloenzimas foi a técnica escolhida para avaliar a evolucdo dos niveis
temporais de variacdo génica do bivalve invasor Isognomon bicolor na Praia de Itaipu,

Niterdi - RJ.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral
Estudar a evolucdo dos padrGes de variagdo génica do bivalve invasor Isognomon

bicolor na Praia de Itaipu (Niteroi — RJ).

2.2. Objetivos Especificos
e Estimar os parametros genéticos béasicos (polimorfismo, nimero de alelos,
heterozigosidade) da espécie I. bicolor em trés momentos no tempo (2005, 2009
e 2013);
e Realizar uma anéalise temporal dos niveis de variacdo génica da espécie;
e Avaliar processos de reducdo/expansdo populacional da espécie em Itaipu ao

longo de oito anos.
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3. MATERIAL E METODOS

Obtencao de amostras: As amostras dos anos de 2005, 2009 e 2013 foram coletadas na
Praia de Itaipu (Figura 6) (22°59°S-43°04°W), Niter6i — RJ, de forma aleatéria. Todas
as amostras foram colocadas em um balde contendo &gua do local de coleta para que
pudessem ser encaminhadas ao Laboratério de Genética Marinha e Evolugdo (LGME)
da UFF. Ao chegar no laboratério, as amostras foram lavadas, ensacadas, e congeladas,

sendo mantidas a -20° C até serem usadas para eletroforese de aloenzimas.
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Figura 6: Ponto de coleta de amostras (Praia de Itaipu)

Eletroforese de aloenzimas: Eletroforese em gel horizontal foi realizada por métodos
convencionais, utilizando géis de 12,5% de amido (Harris & Hopkinson 1972). Os géis
foram corados para sete sistemas enzimaticos, que deram resultados interpretaveis como
a expressao de onze locos génicos: leucina aminopeptidase (Lap - 1, Lap - 2 e Lap - 3),
desidrogenase phosphogliconate (Pgd), phosphoglucoseisomerase (Pgi), malato
desidrogenase (Mdh) superdxido dismutase (Sod), a alfa-esterase (a-Est -1 e a-Est -2), e

enzima maélica (Me- 1 e Me-2). O tampdes utilizados foram Tris Citrato pH 8,0 (Martin
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& Ames, 1961) para os trés primeiros sistemas enzimaticos e Hidréxido de Litio
descontinuo pH 8,0 (Smith et al. 1973) para os ultimos quatro sistemas enzimaticos. Os
alelos foram nominados em ordem alfabética na ordem decrescente de mobilidade

eletroforética nas suas correspondentes aloenzimas.

Analise estatistica: Analise dos dados foi realizada utilizando os aplicativos
GENEPOP 3.3 (Raymond & Rousset 2001), BYOSY'S 2.0 (Swofford & Selander 1997),
FSTAT 2.9.3 (Goudet 2001) e BOTTLENECK 1.2.02 (Cornuet & Luikart 1996). A
variacdo genética foi estimada em nivel de populacdo através do numero de locos
polimorficos, nimero de alelos por loco e 0 nimero médio de heterozigotos observados
e esperados (Hoss € Hexp, respectivamente) por loco (Nei 1987). Frequéncias
genotipicas observadas em cada populacdo de todos os locos analisados foram testados
para a conformacdo de equilibrio de Hardy-Weinberg utilizando o teste exato de
Rousset & Raymond (1995). A hipotese nula testada foi uma unido aleatoria dos
gametas e a hipotese alternativa foi déficit ou excesso de heterozigoto. Os valores de P
foram obtidos pelo método exato da cadeia de Markov (Guo & Thompson 1992).
Desequilibrio genotipico foi analisado através da realizacdo de testes exatos usando o
método de cadeia de Markov. Os indices de endocruzamento de Wright foram usados
para mensurar a variagdo génica dentro de cada populagdo (f) e entre a populacéo (0)
utilizando o método de Weir e Cockerham (Weir & Cockerham 1984), que leva em
conta as diferencas de tamanho entre as amostras. Distancias genéticas foram calculadas
de acordo com Nei (1972) e dendrogramas construidos pelo algoritimos médias
aritméticas ndo ponderadas (UPGMA). Utilizou-se o programa BOTTLENECK 1.2.02
(Cornuet & Luikart 1996) para testar possiveis efeitos de diminuicdo dos Ne, com base

no principio de que as populacdes que passaram por um gargalo genético recente
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mostram uma reducdo mais rapida do numero de alelos do que o esperado (Luikart et al.
1998). O modelo de alelos infinitos (IAM) foi assumido para todos os locos génicos
analisados (Kimura & Crow 1964). A significancia foi avaliada usando o teste de

Wilcoxon, com base em 1.000 repeticdes.
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4. RESULTADOS

Sete sistemas enzimaticos foram interpretados como onze locos génicos: a-Est-
1, a-Est-2, Lap-1, Lap-2, Lap-3, Me-1, Me-2, Mdh, Pgd, Pgi e Sod, sendo que todos os
onze foram considerados polimorficos. O ndmero de alelos por loco variou de 2 a 5
(Tabela I). O valor de heterozigosidade média observada foi alto, variando 0,324-0,534
(valor médio de todos os locos e populacdes = 0.430, Tabela II).

Desvios ao equilibrio de Hardy-Weinberg foram testados para cada loco em cada
populacdo. Apenas dois locos apresentaram desvios significativos da distribuicao
genotipica esperada (Mdh em 2005, e a-Est em 2013, Tabela I1l), nos dois casos devido
ao déficit de heterozigotos.

O valor geral de 6 e o valor f foram, respectivamente, 0,104 e 0,220, os quais
ndo foram significativamente diferentes de zero (Tabela V).

A distancia genética (Nei 1978) entre os trés tempos investigados foi calculada.
Como pode ser visto na Tabela V, as populagdes de 2005 e 2013, se mostraram mais
semelhantes entre si. A analise de agrupamento é mostrada na Figura 7.

O teste de Wilcoxon evidenciou que os resultados foram significativos para as
populagdes de 2005 e 2013, com valores de 0,00684 e 0,00488, respectivamente (Tabela
VI). Quanto ao Sign test, nenhum resultado foi significativo, o que indica que as
populagdes estudadas ndo passaram por bottenecks recentes.

Né&o foi encontrado nenhum caso de desequilibrio de ligacdo entre nenhum dos
locos para nenhuma das populagbes estudadas (p<0,005, apds a correcdo de

Bonferroni).



Tabela I: Frequéncias alélicas do bivalve Isognomon bicolor para cada loco e ano.

Populacgao
Locos Alelo 2005 2009 2013
A 0.167 0.235 0.021
B 0.646 0.147 0.583
o-Est-1

C 0.167 0.382 0.354
D 0.021 0.235 0.042

N 24 17 24
0.950 1.000 0.976

a-Est- 2

B 0.050 0.000 0.024

N 50 24 42
A 0.250 0.053 0.088
B 0.500 0.132 0.559
Lap -1 C 0.250 0.605 0.324
D 0.000 0.184 0.029
E 0.000 0.026 0.000

N 2 19 17
A 0.167 0.111 0.132
Lap-2 B 0.500 0.056 0.447
C 0.333 0.722 0.421
D 0.000 0.111 0.000

N 3 9 19
A 0.389 0.250 0.250
B 0.500 0.125 0.432
Lap -3 C 0.111 0.500 0.318
D 0.000 0.063 0.000
E 0.000 0.063 0.000

N 9 8 22
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Tabela 1: Frequéncias alélicas do bivalve Isognomon bicolor para cada loco e ano
(continuacao).
Populagéo

Locos Alelo 2005 2009 2013
A 0.500 0.200 0.833
Me-1 B 0.500 0.250 0.167
C 0.000 0.550 0.000
N 1 10 12
A 0.500 0.719 0.474

Me-2
B 0.500 0.281 0.526
N 5 16 19
A 0.545 0.719 0.275
Mdh B 0.364 0.281 0.450
C 0.091 0.000 0.225
D 0.000 0.000 0.050
N 11 16 40
A 0.000 0.143 0.333
Pgd B 0.500 0.643 0.542
C 0.500 0.214 0.125
N 1 7 12
A 0.000 0.045 0.155
Pgi B 0.500 0.705 0.534
C 0.444 0.250 0.259
D 0.056 0.000 0.052
N 9 22 29
Sod A 0.083 0.063 0.042
B 0.917 0.938 0.958
N 12 24 12
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Tabela Il: Tamanho médio de amostras, nimero médio de alelos por loco, grau de
polimorfismo (%) e heterozigosidades médias observadas e esperadas para cada populacéo.
Desvio padrdo entre parénteses.

Populacdo  Tamanho médio N° médio de % de locos Heterozigosidade média

de amostra alelos polimorficos* Observada Esperada**
2005 11.5 (£ 4.3) 2.6 (x0.2) 100.0 0.534 (£ 0.104) 0.610 (+ 0.088)
2009 15.6 (+1.9) 3.1(x0.4) 90.9 0.430 (£ 0.076) 0.465 (+ 0.069)
2013 225(£3.2) 3.0 (x0.3) 100.0 0.324 (£ 0.052) 0.479 (+ 0.069)
Média todas

16.53 2.9 96.7 0.43 0.52

as pops

* Um loco foi considerado polimérfico se mais de um alelo foi detectado

** Estimativa ndo-viciada (Nei 1978)
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Tabela I11: Probabilidade (P) de equilibrio de Hardy-Weinberg (Ho: unido de gametas ao

acaso) por loco e ano.

Populacao
LOCO
2005 2009 2013
a—-Est—1 0.2125 0.0664 0.0008*
a—Est-2 0.0994 - 1.0000
Lap-1 0.3333 0.6393 0.0169
Lap -2 1.0000 1.0000 0.5148
Lap -3 0.0878 1.0000 0.0994
Me -1 - 0.1541 0.2547
Me — 2 1.0000 0.5301 0.1637
MDH 0.0007* 1.0000 0.2388
PGD - 0.1049 0.0644
PGI 0.5024 0.1631 0.0026
SOD 1.0000 1.0000 -

* Significativo apds corregdo de Bonferroni (0=0.001724)



Tabela 1V: indices de endocruzamento de Weir & Cockerham (1984) para todos os locos.

36

LOCO F 0 f
a—-Est-1 0.324 0.127 0.226
a—Est-2 0.268 0.003** 0.266

Lap—-1 0.294 0.143 0.177

Lap -2 0.121** 0.107 0.016**

Lap -3 0.268 0.044 0.234

Me -1 0.473** 0.381** 0.149

Me -2 0.306 0.040 0.277

MDH 0.316 0.106 0.235
PGD 0.393** -0.079** 0.437**
PGI 0.268 0.014 0.257
SOD -0.066** -0.027** -0.038**
TODOS 0.301 0.104 0.220

** n< 0,01; * p< 0,05; ns = n&o significativo para bootstrapping
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Tabela V: Matriz de similaridade genética entre as populagdes de Isognomon bicolor. Acima
da diagonal: identidade genética (Nei 1978); abaixo da diagonal: valores de 6 (Weir &
Cockerham 1984).

Populagdo 2005 2009 2013
2005 folakalale 0.871 0.984
2009 0,1004 falakakal 0.844
2013 -0.0081 0.1325 folalalalel
Identidade Genética
20 17 13 10 07 03 00

2005
2013
2009

Figura 7: Dendrograma de UPGMA de identidades genéticas para as populacdes estudadas.
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Tabela VI: Nimero de locos com deficiéncia/ excesso de heterozigotos sob IAM para a

deteccdo de bottleneck em cada uma das populagdes Isognomon bicolor estudadas.

Populacoes

2005 2009 2013
NUamero esperado de loci com excesso de
5.79 5.62 5.96
heterozigotos
Deficiéncia/excesso de heterozigotos 8/3 4/6 2/9
Sign Test 0.08253 0.53547 | 0.05819
Wilcoxon Test 0.00684* | 0.23242 | 0.00488*

* Significante para p < 0,05
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5. DISCUSSAO

Neste estudo apenas dois locos apresentaram desvios significativos ao equilibrio
de Hardy-Weinberg (Mdh em 2005 e a-Est-1 em 2013) devido ao déficit de
heterozigotos.

A deficiéncia de heterozigotos ja € tida como comum para bivalves marinhos
(Zouros & Foltz 1984; Gallardo et al. 1998) e ela pode ser explicada por algumas
hipoteses, como a presenca de alelos nulos, selecdo natural, endocruzamento,
aneuploidia e efeito Wahlund, além de artefatos associados a técnica, como erros de
leitura (Andrade et al. 2005).

Erros de leitura provocados pela baixa resolucdo dos geis, ndo sdo uma boa
hipbtese explicativa, pois, no presente estudo, s6 foram utilizados os locos com padrao
claro de bandas nos géis.

Alelos nulos ja foram observados em bivalves (Mallet et al. 1985). Esses alelos
geralmente ocorrem em baixa frequéncia (Plutchak et al. 2006) e sdo produzidos por
muta¢des que ndo codificam proteinas funcionais. Neste caso, individuos heterozigotos
podem ser confundidos com individuos homozigotos, pois apenas um dos alelos forma
banda no gel (Beaumont & Pether 1996). Essa € uma boa hipdtese explicativa caso a
dificiéncia de heterozigotos limite-se a poucos locos (Rio-Portilla & Beaumont 2000),
assim como neste trabalho. Mas, a deficiéncia de heterozigotos observada ocorreu em
dois locos diferentes e em diferentes anos, 0 que torna essa hipotese pouco provavel,
uma vez que nao existe nenhuma evidéncia que alelos nulos possam estar presentes em
um ano e desaparecer nos anos seguintes, a menos que estejam sob agédo selecéo natural.

Selegdo natural atuando em locos enzimaticos j& foi observada em moluscos de
costdo rochoso (Mallet et al. 1985; Beaumont 1991; Andrade et al. 2005; José &

Solferini 2007), sendo uma forca evolutiva que atua em locos especificos (Beaumont &
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Pether 1996). Esta seria uma boa hipOtese explicativa, caso as deficiéncias de
heterozigotos encontradas estivessem presentes nas populacdes dos trés anos estudados,
mas as mesmas ndo foram observadas na populacdo de 2009. Além disso, quando a
selecao natural atua sistematicamente contra heterozigotos, ha perda de variacédo génica,
resultando em locos com menor heterozigosidade média (Beaumont & Pether 1996).
Entretanto, neste trabalho os locos com deficiéncia de heterozigotos apresentam
heretozigosidades elevadas (Hobs = 0.532 e 0.669 para a-Est-1 em 2013 e Mdh em
2005, respectivamente) o que indica que a selecdo natural ndo é um mecanismo
provavel para explicar as deficiéncias encontradas.

O cruzamento entre individuos aparentados (endocruzamento) é, também, uma
hiptese pouco provavel para explicar as deficiéncias de heterozigotos encontradas
neste trabalho. Isognomon bicolor possui fecundacdo externa, com liberacdo de gametas
na coluna d’adgua, o que amplia as chances de cruzamento ao acaso (Introini 2005).
Além disso, I. bicolor ainda possui estagio larval pelagico com grande capacidade de
dispersdo (Monteiro-Ribas et al. 2006), o que pode reduzir em poucas geracGes, 0S
efeitos locais causados pela endogamia (Andrade et al. 2003). Contudo, Vargas et al.
(2008) trabalhando com o Ruditapes philippinarum (Adams & Reeve 1850), bivalve
que também possui fecundacdo externa e alto potencial de dispersdo, encontraram
deficiéncia de heterozigotos significativas em um grande numero de locos e
especularam que, se 0s gametas liberados na coluna d’agua permanecessem unidos
antes da fecundagdo, isto poderia aumentar as chances de endogamia. Porém, é pouco
provavel gue isso tenha acontecido com o I. bicolor devido ao reduzido nimero de
locos que apresentaram deficiéncia de heterozigotos, bem como a sua ocorréncia em

periodos alternados.
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Aneuploidia consiste na perda ou inativacdo de cromossomos inteiros dos pares
de homdlogos (Beaumont & Pether 1996), o que pode gerar confusdo entre
heterozigotos e homozigotos durante a interpretacdo das bandas no gel. De acordo com
David (1998), a aneuplodia € comum quando apenas um tipo de tecido (ex.:
hepatopancreas) € utilizado nas andlises, o que faz essa hipotese pouco satisfatoria para
os resultados encontrados, pois, no presente estudo, os individuos foram macerados
inteiros para as eletroforeses.

A mistura de grupos espacial ou temporalmente separados com frequéncia
alélica heterogénea (efeito Wahlund) pode causar deficiéncia de heterozigotos. Tracey
et al. (1975), trabalhando com o bivalve Mytilus californianus (Conrad 1837), discutem
a formacdo de pequenos grupos reprodutivos capazes de dividir uma populacdo em
subpopulacBes geneticamente diferenciadas e sugerem que essas subpopulacdes podem
ser formadas pela assincronia no periodo de desova. A formacdo desses grupos
reprodutivos poderia justificar a deficiéncia de heterozigotos encontrada para o
Isognomon bicolor. No entanto, a formacdo e manutencdo desses grupos € pouco
provavel em organismos com desenvolvimento larval plancténico e liberacdo de
gametas na coluna d’agua (Tracey et al. 1975). Assim, como Tracey e colaboradores
(1975), admite-se aqui que o efeito Wahlund ndo é uma boa hipotese explicativa para

deficiéncia de heterozigotos observada.

A deficiéncia de heterozigotos também pode ser provocada pela mistura de
diferentes espécies numa mesma amostra (Raymond et al. 1997), sendo que essa
mistura causaria também muitos desequilibrios de ligacdo (Hartl & Clark 1997). Até a
década de 90, o Isognomon bicolor vinha sendo confundido com outras espécies do
género (Matthews & Kempf 1970; Rios 1970, 1994). Porém, Domaneschi & Martins

(2002) demonstraram por meio de analises morfoldgicas que a Unica espécie que ocorre
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no pais é o I. bicolor. A auséncia de desequilibrios de ligacdo neste trabalho é uma
evidéncia molecular que corrobora com os resultados de Domaneschi & Martins (2002),
descartando a ocorréncia de mais de uma espécie do género Isognomon no local
estudado, eliminando assim, também, a chance desta ser a possivel explicacdo para as
deficiéncias de heterozigotos observadas. Desta forma, nenhuma das hipoteses
explicativas aventadas parece se adequar aos resultados obtidos neste trabalho. A
solucéo para o problema dos déficits de heterozigotos em bivalves ndo € simples e a sua
explicacdo em casos especificos, como aqueles observados aqui, pode demandar um
esforco que foge ao escopo deste trabalho (ver Hedgecock et al. 1996).

As fases iniciais do processo de bioinvasdo geralmente representam eventos
fundadores, portanto, é esperado que populacfes invasoras apresentem baixos niveis de
variacdo génica, devido a intensificacdo dos efeitos de deriva genética (Eckert et al.
1996). Entretanto, os niveis de variacdo génica estimados para Isognomon bicolor na
Praia de Itaipu foram altos, mesmo quando comparados com 0s nhiveis de variacao
génica ja descritos para outros bivalves invasores (Soroka et al. 1996; Berg et al. 1998;
Laudien et al. 2003; Vargas et al. 2008). Mais que isso, esses niveis de variacdo génica
permaneceram estaveis nas trés amostras estudadas ao longo de oito anos.

Allendorf & Lundquist (2003) afirmam que a ocorréncia de multiplos episodios
de introducdo na area invadida pode contribuir para aumento e manutencao dos niveis
de variacdo génica em espécies invasoras. Este fendmeno ja foi demonstrado para
bivalves invasores e outros organismos da regido entremarés de costdo rochoso (Martel
et al. 2004; Therriault et al. 2005; Zardus & Hadfield 2005; Viard et al. 2006).
Mdltiplos episddios de introducdo podem ser o mecanismo responsavel pela alta
variacdo génica encontrada para a populacdo de Isognomon bicolor estudada neste

trabalho, uma vez que o principal vetor de introducdo da espécie descrito na literatura é
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a descarga de agua de lastro (Carlton & Geller 1993; Maclsaac et al. 2002; Henriques &
Casarini 2009; Zamprogno et al. 2010). Roman (2006) e Malacrida et al. (2007)
afirmam que o esforco de introducédo aumenta quanto maior a pressao de propagulos da
espécie invasora e a frequéncia dos episddios de introducdo, o que pode influenciar
positivamente os niveis de variacdo génica das populacfes invasoras. Segundo Holland
(2001), a liberacdo frequente de individuos possibilita a mistura de populacdes
espacialmente ou temporalmente separadas, minimizando as chances de extincdo da
espécie na area invadida pela reducdo dos efeitos de deriva genética nas populagdes.
Esse fendbmeno de mistura, como discutido anteriormente, € o chamado efeito Wahlund
(Johnson & Black 1984; Gaffney et al. 1990; Frankham 2005).

Numa populacéo que é o resultado da mistura de grupos geneticamente distintos,
as frequéncias dos alelos sédo diferenciadas, portanto, o equilibrio de Hardy-Weinberg s
pode ser alcancado depois de varias geracdes de cruzamentos ao acaso. Antes que isto
aconteca, muitas das combinacOes esperadas de alelos ndo serdo encontradas na
populacdo misturada (Hartl & Clark, 1997). Portanto, o efeito Wahlund, além de
promover 0 aumento da variacdo génica, gera muitos desvios significativos ao
equilibrio Hardy-Weinberg, o que ndo foi observado no presente estudo, bem como
desequilibrio de ligacdo entre locos (Laudien et al. 2003) que, também, ndo foram
observados aqui.

A auséncia de muitos desvios significativos ao equilibrio Hardy-Weinberg e
desequilibrio de ligacéo entre locos de Isognomon bicolor na populacéo de Itaipu pode
ser o resultado da interagdo de alguns fatores naturais como a heterogeneidade
ambiental, a reproducdo sexuada e ciclo de vida com estagio larval de longa duracéo da

espécie.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22M.+S.+Johnson%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22R.+Black%22
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Ja se sabe que ambientes heterogéneos favorecem a variacdo génica e segundo
Powell (1971), a heterogeneidade ambiental € uma caracteristica marcante do costao
rochoso. De acordo com Allendorf & Lundquist (2003), o tipo de reproducéo e o ciclo
de vida também podem permitir o aumento e manutencdo da variacdo génica das
espécies invasoras e auxilia-las no processo de invaséo.

A reproducdo sexuada pode colaborar para o aumento da variacdo génica das
populacdes. Roman & Darling (2007), realizando um trabalho de revisdo, observaram
que populacdes invasoras com reproducdo sexuada apresentaram maior capacidade de
manutencdo ou aumento de variacdo génica quando comparados com populacdes com
reproducdo assexuada e isso se deve ao fato de haver troca de gametas, com
consequente recombinacédo génica.

Ciclo de vida com estagio larval de longa duracdo é comum a muitas espécies
invasoras, incluindo o Isognomon bicolor (Stepien et al. 2005; Viard et al. 2006).
Larvas que permanecem por um tempo maior na coluna d’adgua possuem maior
potencial de dispersdo e conexdo com populagcbes geograficamente distantes, o que
dificulta a sua estruturacdo e favorece a variacdo génica (Hanski 1989). Aranha (2010)
estudando a estrutura genética de I. bicolor entre Sdo Paulo e Espirito Santo encontrou
que frequéncias alélicas foram homogéneas entre as populacGes para a maioria dos
locos (10 de 14). Embora o coeficiente de estruturacdo genética das populacbes de I.
bicolor tenha sido baixo (6 = 0,023; Intervalo de confianga = 0,011 - 0,040) foi
significativo. Os valores de 0 calculados entre os pares de populagdes dessa espécie
foram significativos apenas entre Sdo Paulo e as demais amostras. Estes resultados
indicam uma grande capacidade dispersiva da espécie na costa sudeste brasileira. Um
grande fluxo de individuos minimiza as chances de extin¢do da espécie na area invadida

e reduz os efeitos de deriva genética (Hartl & Clark 1997).
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Desta forma, € possivel que a heterogeneidade ambiental e a reproducdo sexuada
e ciclo de vida da espécie tenham contribuido para levar a populacdo de Itaipu a
alcancar de maneira rapida o equilibrio de Hardy-Weinberg para maioria dos locos bem
como o equilibrio de ligacéo entre eles.

Analisando a teoria sobre o processo de bioinvasdo, bem como o histérico deste
processo para o0 Isognomon bicolor na regido, é possivel imaginar um cenario que
explique os altos niveis de variacdo génica, e a sua estabilidade na populacdo da Praia
de Itaipu, tendo sido causado por multiplos eventos de invasdo (efeito Wahlund) sem,
contudo, apresentar as marcas genéticas caracteristicas deste fenémeno (desequilibrios
de Hardy-Weinberg para maioria dos locos e desequilibrio de ligacédo entre eles).

O primeiro registro do Isognomon bicolor na baia de Guanabara e arredores
ocorreu no ano de 1998 (Silva et al. 1999). Supondo que, a partir dessa data, ocorreram
multiplos episddios de introducdo na regido, isso pode ter acelerado o processo de
invasdo da espécie, elevando o nivel de variacdo génica populacional (Roman &
Darling 2007). Esse fato, adicionado a heterogeineidade ambiental do costdo rochoso
(Powell 1971) e as caracteristicas biologicas da espécie, como reproducdo sexuada
(Introini 2005), estagio larval de longa duracdo e alto potencial de dispersdo (Aranha
2010), podem ter colaborado para que o Isognomon bicolor chegasse ao climax do
processo de invasdo em um tempo relativamente curto, alcangando assim, o equilibrio
de Hardy-Weinberg e equilibrio de ligacao entre os locos.

O climax de qualquer processo de invasdo ocorre quando a espécie exotica
apresenta amplas distribuicdes geograficas e, também, altas densidades nos locais
invadidos, tornando-se dominante (Colaut & Maclsaac, 2004). Esse estagio ja foi
registrado para o Isognomon bicolor, em anos anteriores a 2005 (primeiro ano de coleta

deste trabalho). Estudos realizados em praias do Rio de Janeiro, nos municipios de
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Arraial do Cabo (Rocha 2002; Breves-Ramos 2004; Rapagna 2004; Fernandes et al.
2004) e Angra dos Reis (Breves-Ramos, 2004) observaram altas densidades e
dominéancia do I. bicolor, principalmente nas regides médias e inferiores do costdo
rochoso. Ou seja, no ano de 2005, as populacdes desse bivalve ja estavam em climax.

No ano de 2006, foi registrada uma mortalidade em massa nas populacdes de
Isognomon bicolor no litoral do estado do Rio de Janeiro (Lopez 2008). Para tentar
explicar tal efeito foi cogitada a possibilidade de interacdo entre alguns fenémenos
como grande variacdo de temperatura, predacdo e parasitismo (Shea & Cheson 2002;
Wallentinus & Nyberg, 2007). Entretanto, a existéncia desta interacdo ndo foi
demonstrada. Esse evento de mortalidade em massa resultou na reducdo da densidade
da espécie, o que pode ser facilmente observado nos dias atuais. Assim, este bivalve se
apresenta, agora, com grande destribuicdo geografica e densidades moderadas (Aranha
2010). Isso indica, provavelmente, que o I. bicolor passou a fazer parte efetiva da biota
local, interagindo com as demais espécies da comunidade em que estd inserido.
Portanto, é possivel que, assim como o bivalve Perna perna, o Isognomon bicolor ja
possa ser considerado uma espécie naturalizada.

Esta se propondo aqui, portanto, que se estabeleca uma distingdo entre “espécie
invasora estabelecida” e “espécie invasora naturalizada” (Carlton, 1996). Assim,
espécies invasoras estabelecidas sdo aquelas que alcancam o climax do processo de
bioinvasdo. Por outro lado, espécies invasoras naturalizadas seriam aquelas que também
alcancaram o estdgio de climax, porém j& sofreram um processo de acomodacdo e
assimilacdo pelo novo ambiente no sentido da teoria cognitiva piagetiana (Piaget 1970).
Esta tentativa de distingdo apresenta a vantagem de introduzir uma diferenca qualitativa
entre “processo de invasdo biologica” e “processo ecologico”. Embora toda invasdo

biologica seja um processo ecologico em Ultima instancia esta distincdo oferta uma
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perspectiva dialética para interpretacdo do fendmeno (Silva 2001; Solha & Silva 2004;

Andrade & Silva 2011; Silva & Andrade 2012, ver Figura 8).
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Figura 8: Interpretacdo dialética dos possiveis caminhos do processo de invaséo biologica. A-
Estabelecimento, B- Extingdo, C- A possivel sequéncia de eventos seguida pela populacdo de
Isognomon bicolor na Praia de Itaipu.

A heterogeneidade ambiental, a reproducdo sexuada e ciclo de vida da espécie,
bem como o estado de climax da espécie na costa brasileira, pode ser tanto uma
explicacdo para auséncia de desequilibrios de ligacdo entre locos e presenca de poucos
locos em desacordo com a hipétese de equilibrio de Hardy-Weinberg, quanto, também,
pode ter contribuido para um apagamento das marcas dos efeitos de deriva genética
sobre a populacdo, a ponto de ndo ter sido possivel a deteccao de bottonecks recentes na
populacdo de 1. bicolor em Itaipu. Evidentemente, outras explicacdes de cunho
estatistico ndo podem ser descartadas. No entanto, a interpretacdo biolégica com sua

“roupagem” dialética do fendmeno da bioinvasdo, sendo correta, ¢ sedutora.
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6. CONCLUSAO

e Os niveis de variacdo génica da espécie Isognomon bicolor foram elevados e
estaveis ao longo dos oito anos estudados.

e Nao foi possivel identificar para nenhum dos anos estudados reducdo
populacional significativa (aparente auséncia de bottlenecks recentes).

e Estas conclusdes em conjunto indicam que a espécie Isognomon bicolor na Praia
de Itaipu apresenta-se naturalizada e, portanto, com baixa chance de ser
eliminada. Desta forma, é provavel que esta espécie ndo represente, no presente,
uma ameaca para biodiversidade local, embora ndo seja possivel descartar a
possibilidade de que, no passado, ela possa ter tido efeitos ecoldgicos

silenciosos sobre a biodiversidade dos costoes rochosos.
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8. APENDICES

Apéndice A: Frequéncias genotipicas da populacdo da Prai de Itaipu em trés
momentos no tempo (2005, 2009 e 2013).
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Apéndice A: Frequéncias genotipicas da populacéo da Prai de Itaipu em trés
momentos no tempo (2005, 2009 e 2013)(continuacao)...
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Apéndice A: Frequéncias genotipicas da populacdo da Prai de Itaipu em trés
momentos no tempo (2005, 2009 e 2013)(continuacao)...

Enzima Gendtipo

2005

2009

2013

Somatoria

Mdh AA

AB

AC

AD

BB

BC

BD

CC

CD

RPIWINIOOIFRLINNO

N

R|IO|IO|ONWwOo|o|Oo|o

-

OO0 I0O 0|00

-

N
o

67,00

Pgd AA

AB

AC

BB

BC

CC

N

R|IO|IO0O|O0 OO

Nk o|ak|k|o

NIOIN ORIk W

[EEN

20,00

Pgi AA

AB

BB

|

BC

CC

CD

DD

N

OO |INW W oo

NOIOIWUIININ O

N

OIFRPIWINOO(wWw| w

N

60,00

Sod AA

AB

AC

BB

N

BC

CC

OO, IOWw o

N

|
NIO|O|O|OINO

|

N
o

[EEY
NO|IOR|O|r|O

[EEY

48,00

> de genotipos por ano

132,00

196,00

248,00

Total de Gendtipos

576,00

61



62

Apéndice B: Tabela de heterozigosidade observada e esperada para cada locos e ano.

Local

a-Est-1 a-Est-2 Lap -1 Lap-2

Hobs Hesp Hobs Hesp Hobs Hesp Hobs Hesp

2005
2009
2013

0.527 0538 0.095 0.096 0.625 0.833 0.611 0.733
0.721 0.743 0.000 0.000 0.579 059 0451 0477
0.532 0543 0.046 0.047 0574 0592 0.605 0.622

Tabela de heterozigosidade observada e esperada para cada locos e ano (continuagao).

Lap-3 Me -1 Me- 2 Mdh
Local Hobs : Hobs Hesp Hobs Hobs Hesp Hobs Hesp
2005 0586 0.621 0.500 1.000 0.500 0.556 0.562 0.589
2009 0.664 0.708 0.595 0.626 0.404 0.417 0.404 0417
2013 0.650 0.665 0.278 0.290 0.499 0.512 0.669 0.677

Tabela de heterozigosidade observada e esperada para cada locos e ano (continuagdo).

Pgd Pgi Sod

LOC&I Hobs Hesp Hobs Hesp Hobs Hesp
2005 0.500 1.000 0549 0582 0.153 0.159
2009 0.520 0560 0.439 0449 0.117 0.120

2013

0580 0.605 0.621 0.632 0.080 0.083




Apéndice C: Bivalves exoticos encontrados no Brasil

Perna perna Corbicula fluminea

Corbicula manilensis Corbicula largillierti
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Apéndice C: Bivalves exoticos encontrados no Brasil (continuacao)

Crassostrea gigas Limnoperna fortunei
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