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RESUMO

Iphigenia brasiliensis (Lamarck, 1818) é um molusco bivalve explorado como
recurso de mariscagem e subsisténcia na costa brasileira, especialmente nas
regides Norte e Nordeste. Nesta dissertacéo a variagdo génica (eletroforese de
aloenzimas) e morfolégica (morfometria multivariada das valvas) da espécie
foram estudadas nas dimensfes geografica (445km da regido sudoeste do
atlantico tropical), ambiental (manguezais e canais de comunicagdo com 0 mar
de trés estuarios no estado do Rio de Janeiro) e temporal (ao longo de dois
anos). Os resultados genéticos revelaram indicios de influencia temporal na
estruturacao indicando, possivelmente, oscilacées na dinamica de dispersao
entre as unidades amostrais e, também, oscilacdes temporais nos tamanhos de
populacdo devido a influéncia antropogénica nos estuarios estudados. Os
resultados de variacdo morfoldgica, inferida a partir da analise de Fourier,
indicaram que influéncia semelhante pode estar ocorrendo sobre a forma das
valvas. Neste sentido, € possivel que as populagbes estudadas estejam
organizadas numa dinamica de metapopulacdes. Finalmente, € importante
ressaltar que os dados apresentados representam os primeiros sobre variacao
morfolégica e genética da espécie nas dimensdes latitudinal, ambiental e
temporal estudados simultaneamente e, portanto, fornecem informacdes
relevantes para a exploracdo, manejo e conservacdo dessa espéecie
comercialmente importante.

Palavras-chave: Aloenzimas, Morfometria, Variacdo Morfolégica, Variacdo
Génica, Bivalves.
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ABSTRACT

Iphigenia brasiliensis (Lamarck, 1818) is a mollusk bivalve exploited as a
seafood and subsistence resource on the Brazilian coast, especially in the
North and Northeast regions. In this dissertation, the genetic variation
(alloenzyme electrophoresis) and morphological (multivariate morphometry of
the valves) of the species were studied in the geographical dimension (445km
from the southwest region of the tropical Atlantic), environmental (mangroves
and channels of communication with the sea from the three estuaries studied in
the state of Rio de Janeiro) and temporal (over two years). The genetic results
revealed evidences of temporal influence on the population structure of the
species in the studied area, possibly indicating oscillations in the dynamics of
dispersion between the sample units and, also, temporal oscillations in the
population sizes due to the anthropogenic influence in the studied estuaries.
The results of morphological variation, inferred from the Fourier analysis, also
showed similar evidences of temporal influence on the shape of the valves. In
this sense, it is possible that the populations of Iphigenia brasiliensis studied are
organized in a dynamic of metapopulations. Finally, it is important to note that
the data presented here represent the first on morphological and genetic
variation of the species in the latitudinal, environmental and temporal
dimensions studied simultaneously and, therefore, provide relevant information
for the exploration, management and conservation of this commercially
important species.

Key-words: Allozymes, Morfometry, Morphological Variation, Genetic Variation,
Bivalves.



1. INTRODUCAO



A variagdo génica € influenciada por diversos fatores, tanto de natureza
estocastica, como a deriva genética, endogamia, oscilacdo temporal dos
tamanhos de populacdo; quanto deterministica, como a sele¢do natural e 0s
regimes migratérios (Fenderson et al. 2020; Grant 2001; Stapley et al. 2017).
Todos esses fatores estdo sujeitos a mudancas espaciais, ligadas aos
diferentes ambientes e temporais, relacionadas aos diferentes ciclos naturais
(Barton & Charlesworth 1984). Mais labil ainda é a variacdo morfolégica que,
além de diretamente ligada aos padrdes de variagdo génica (Cheverud 1984),
esta sujeita as diferentes normas de reacao dos gendtipos (Gupta & Lewontin
1982; Sultan 2017), sua plasticidade fenotipica (Bonamour et al. 2019;
Scheiner 1993; West-Eberhard 1989), a variagcdo epigenética (Jablonka &
Lamb 1989; Jablonka 2012) e, ainda, os ruidos ambientais, que podem
provocar modificagbes nos padrdes normais de desenvolvimento devido a
disturbios ambientais ou genéticos (Kight & Swaddle 2011; Markow 1995). A
multiplicidade de fatores regulando os padroes de variacdo génica e
morfoldgica impdem desafios importantes para os estudos interessados nesses
fendmenos (Auld et al. 2010; Clark 2000).

Com relacdo a variacdo morfologica, as técnicas de Morfometria
Tradicional e Morfometria Geométrica tém permitido descrever os padrbes de
forma dos organismos dentro e entre populacdes, bem como correlaciona-los
com variacdes de natureza latitudinal, temporal e ambiental (Bither-Mathé et al.
1995; Buskirk 2009; Telesca et al. 2018). A Morfometria tradicional teve seu
inicio no final do século XIX e se consolidou no século XX com o
desenvolvimento das técnicas de analises multivariadas que permitiram estudar
a variacdo na forma dos organismos através de correlacdes entre medidas de
distancias entre estruturas biolégicas. Contudo, com sua incapacidade de
capturar a forma dos organismos como um todo (Rohlf & Marcus 1993), bem
como circunscrever o problema do crescimento alométrico (Adams et al. 2004)
a Morfometria Tradicional ainda apresentava limitacdes. O desenvolvimento da
Morfometria Geométrica, a partir dos anos de 1990, foi capaz de resolver boa
parte desses limites pela aplicacdo de técnicas como as andlises de contorno.

7

Nesse caso, a forma do corpo € representada como um todo e permite a
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comparacao direta da forma que € detectada em todas as dire¢bes, o que
compensa erros aleatdrios de medicdo (Adams et al. 2004; Rohlf & Marcus
1993; Roth & Mercer 2000; Zelditch et al. 2012).

Nos tocante aos padrfes de variacdo génica das populagbes naturais,
desde a publicacdo dos trabalhos seminais de Lewontin e Hubby (Hubby &
Lewontin 1966; Lewontin & Hubby 1966), eles tém sido descritos pela técnica
de eletroforese de aloenzimas (Bernstein et al. 1973; Carson & Johnson 1975;
Fins & Seeb 1986; Hamrick et al. 1992; Rick et al. 1979; Sugama et al. 1999;
Taggart et al. 1981; Uthicke & Purcell 2004), mesmo com o desenvolvimento
das diversas técnicas de DNA (Silva & Russo 2000; Skibinski 1994) e a
consolidacédo e generalizacdo do sequenciamento de Ultima geracéo (Behjati &
Tarpey 2013). A despeito de algumas limitacdes técnicas (tipo de material que
pode ser usado, ser um registro de fenotipos, subestimar a variagcdo génica
total etc.) e tedricas (discussédo quanto a neutralidade dos loci) as aloenzimas
ainda sdo um bom descritor da variagdo génica (Arunkumar et al. 2018;
Jormalainen et al. 2019; Pazoto et al. 2018), especialmente quando os estudos
dizem respeito a influéncia dos efeitos latitudinais, temporais e ambientais
sobre a variacdo génica (Bonner et al. 2019; Kuzishchin et al. 2018; Lauterjung
et al. 2019; Montagna et al. 2018; Rossi et al. 2019). O mesmo pode ser dito
guando o objetivo € investigar as relagdes entre variacdo génica e morfologica
(Cruz et al. 2011; Duarte et al. 2018; Ryman et al. 1984; Vetrova et al. 2016;
Zink 1988).

Dentre os modelos que tém sido utilizados para o estudo da correlacéo
entre variacdo génica e morfologica e os diferentes fatores relacionados a ela
estdo os moluscos bivalves (Begum et al. 2018; Bonner et al. 2019; Inoue et al.
2013; Kong et al. 2007; Laudien et al. 2003; Zieritz et al. 2010), uma vez que
sd0 organismos que apresentam uma ampla distribuicdo geografica, ocupam
uma gama relativamente grande de condicbes ambientais e sdo relativamente
abundantes (Lorion et al. 2010; Simpson & Harnik 2009), além de serem
animais de importancia comercial. A regido tropical a sudoeste do oceano
atlantico, em especial na costa brasileira, abriga uma grande biodiversidade de
bivalves (Soares et al. 2011), como as espécies de moluscos bivalves

Anomalocardia brasiliana (Gmelin, 1791), Crassostrea rhizophorae (Guilding
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1928) e Iphigenia brasiliensis (Lamarck, 1818) (Nascimento et al. 1980; Maia et
al. 2018; Teixeira & Campos 2019). A Anomalocardia brasiliana € uma espécie
exclusivamente brasileira que vem sendo estudada desde os anos 70 em
diversas abordagens (Arruda et al. 2009; Corte et al. 2017; Mouéza et al. 1999;
Narchi 1972b; Silva-Cavalcanti & Costa 2011). O mesmo podendo ser dito da
espécie Crassostrea rhizophorae (Freitas et al. 2006; Kanhai et al. 2014; Leal
et al. 2008; Martino & Cruz 2004). A Iphigenia brasiliensis, entretanto, apesar
da sua relevancia comercial, € muito pouco estudada (Bonner et al. 2019;
Ceuta et al. 2010; Costa et al. 2019; Narchi 1972a).

Iphigenia brasiliensis ocorre na Florida (EUA), Suriname, partes do mar
do Caribe e no Brasil, entre os estados do Para (0°07'04"S, 49°23'17"W) e de
Santa Catarina (29°19'46"S, 49°42'39"W) (Rios 1994; Scarabino et al. 2015),
onde é possivel encontra-la em estuarios e manguezais (Narchi 1972a) que
séo corpos de agua nos quais a agua do mar é diluida com agua doce derivada
da drenagem terrestre, apresentando um gradiente horizontal de salinidade
(Bazin et al. 2014). Essas regides apresentam uma alta variagdo nos aspectos
fisicos (como temperatura, mudancas de mares) e quimicos (como salinidade,
pH, oxigénio dissolvido) que podem variar no tempo e no espaco (Bazin et al.
2014; Chapman & Wang 2001; McLusky 1993). Com isso, esta espécie esta
Sujeita a uma gama de variaveis ambientais que oscilam tanto no tempo quanto
no espaco (Kefford et al. 2016). Levando em consideracdo essa ampla gama
de variacdes espaco-temporais do nicho ecolégico ocupado pela espécie mais
o fato dela ser muito explorada como recurso de mariscagem na costa
brasileira, o objetivo deste trabalho foi descrever a variacdo génica e
morfolégica da espécie no Atlantico Tropical Sudoeste nas dimensdes
geografica, ambiental e temporal. Correspondéncias entre os padrbes de
variacdo génica e morfologica nas trés dimensfes amostradas foram
analisadas. Os resultados obtidos fornecem informacdes importantes para o
entendimento da acdo dos fatores que regulam os padrées de variacdo génica
e morfolégica das populacdes naturais e, também, para o desenvolvimento de

estratégias de exploracao racional, manejo e conservacao dessa espécie.



2. OBJETIVOS



2.1. Objetivo Geral

Descrever a variacdo génica e morfolégica espaco-temporal de populagcbes de
Iphigenia brasiliensis em trés pontos na costa do estado do Rio de janeiro.

2.2. Objetivos Especificos

I.  Descrever a variacao génica e morfologica das populacées de Iphigenia
brasiliensis nas dimensdes espacial, ambiental e temporal,

Il.  Buscar associa¢cfes entre as variacdes génicas e morfoldgicas.



3. MATERIAL E METODOS



3.1. Area de Estudo

Foram obtidas amostras em estuéarios de trés localidades ao longo de
445 km da costa do estado do Rio de Janeiro (Brasil) no Atlantico Tropical
Sudoeste (Figura 1) como segue: Praia do Cemitério, onde desdgua o Rio das
Ostras (Rio das Ostras, 22°32'02"S, 41°56'08"W); Praia de Itaipu, com canal de
comunicacdo com a Lagoa de Itaipu (Niteréi, 22°57'58"S, 43°02'41"W) e Praia
de Jabaquara, onde desadgua o rio Perequé-Acu (Paraty, 23°12'41"S,
44°42'55"W). Para cada um dos trés estuarios foram coletados individuos de
dois ambientes diferentes (manguezal e canal) totalizando seis unidades
amostrais. Cada uma dessas unidades amostrais teve coletas realizadas em
dois anos diferentes (Rio das Ostras em 2015/2017, Niteroi em 2016/2018 e
Paraty em 2017/2018) como mostrado na Tabela I.

3.2. Coleta

Um total de 429 individuos da espécie Iphigenia brasiliensis foi obtido
cavando-se o0 substrato até cerca de 20 cm de profundidade. O numero de
individuos coletados nos locais estudados variou de 16 a 30 individuos,
dependendo da disponibilidade nos locais de coleta (Tabela ). O material
coletado foi transportado vivo ou em gelo seco para o laboratorio onde cada
espécime foi descarnado e a parte mole de todos os individuos foi mantida em
freezer a -20° até a realizacdo do trabalho de eletroforese. As valvas de cada
individuo foram enumeradas e registradas as informacfes referentes ao local,
ambiente e data de coleta. Foram selecionadas as valvas esquerdas para

tomada de medidas e fotografias referentes as analises morfométricas.
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Figura 1. Localizacéo dos locais de coleta ao longo da costa Sudeste do Brasil
no Atlantico Tropical Sudoeste. Imagem adaptada de Bonner e colaboradores

(2019).
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Tabela I. Numero de valvas usadas para as analises da Morfometria
Tradicional (MT), Morfometria Geométrica (MG) e numero de individuos usados

Local Ano Ambiente MT MG GN
Manguezal 30 30 32

2015
. Canal 30 28 32

Rio das Ostras - RJ

Manguezal 17 17 17

2017
Canal 25 25 28
Manguezal 30 30 35

2016
. Canal 30 30 38

Niteroi - RJ

Manguezal 16 16 17

2018
Canal 25 25 29
Manguezal 30 30 36

2017
Canal 30 30 60

Paraty - RJ

Manguezal 30 30 54

2018
Canal 30 30 51
Total 323 321 429

nas analises Genéticas (GN) de cada local por ano e ambiente.
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3.3. Variagdo Génica

A variacdo génica foi amostrada pelo método de Eletroforese de
aloenzimas com base em seis sistemas enzimaticos (Esterase-alfa, Leucina
Aminopeptidase, Desidrogenase do Malato, Enzima Malica, Desidrogenase do
Fosfogliconato, Isomerase da Glicose-6-Fosfato) interpretados como oito loci
génicos: a-Est-1, a-Est-2, Lap-2, Mdh, Me-1, Me-2, Pgd e Pgi (Tabela II).

As eletroforeses foram realizadas em quatro etapas: (1) foi feita a
preparacao do suporte de gel de amido na concentracao de 27,5 g de amido e
220 mL de tampé&o. Os sistemas de tampdes utilizados foram Tris-hidroxido de
Litio pH 8,0 (TLIOH) para as enzimas a-Est, Lap e Mdh, e Tris Citrato pH 8,0
(TC 8,0) para as enzimas Me, Pgd e Pgi (Selander et al. 1971), que estéo
descritos na Tabela lll; (2) foi feita a preparacdo dos extratos, onde o0s
individuos foram retirados do freezer e colocados em uma bandeja com gelo.
Para cada um dos individuos foi retirado um pedaco de tecido que foram
maceradas e homogeneizadas com um bastdo de vidro, e depois levados ao
gel através de papeis de filtro (da marca Schleicher e Schuell) com cerca de
3x10mm que foram embebidos no homogeneizado; (3) na etapa seguinte foi
realizada a corrida eletroforética, onde os géis foram postos nas cubas dentro
de uma geladeira com uma temperatura média de 5°C e submetidos a uma
voltagem média de 3500 mw, com o tempo de corrida de 6-9h na dependéncia
do tamp&o. Apds a corrida os géis foram fatiados a uma espessura de 1 mm
em uma mesa com um fio de ago inoxidavel, para que entdo fosse realizada a
guarta etapa, onde foi feita a (4) coloracdo histoquimica dos géis para
revelacdo. As solucdes reveladoras utilizadas estavam de acordo com o que foi
descrito por Harris & Hopkinson (1976) e Richardson e colaboradores (1986),
consistindo em um tampao com pH préximo do que é considerado ideal para a
enzima, substratos das enzimas e seus cofatores, alem de substancias
apropriadas para detectar a reacdo ou formacdo do produto, que estédo
descritos nas Tabelas IV e V. Apos a revelacdo, os padrbes de bandas foram
interpretados de forma mendeliana e anotados em folhas de papel pautado. A
Figura 2 mostra um esquema do processo de eletroforese de aloenzimas.

Todos os géis foram fixados, embalados e guardados.
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A variagdo génica foi aferida com base no numero médio de
heterozigotos observados e esperados por locus, numero de locus polimérficos,
e numero de alelos por locus, sendo estimados através do software BIOSYS-2
(Swofford & Selander 1997). Os testes de equilibrio de Hardy-Weinberg foram
realizados para todas as localidades, ambientes e tempos usando o software
GENEPOP 3.3 (Rousset 2008) e os o niveis de significancia (p) corrigidos
utilizando o método de Bonferroni (Haynes 2013). Para estimar o grau de
estruturacdo populacional entre as 12 unidades amostrais (dois tempos, trés
locais e dois ambientes) foram calculadas as estatisticas F de Weir &
Cockerham (1984) utilizando o software Fstat 2.9.3.2 (Goudet 2001). Foi
realizada ainda uma Andlise Bayesiana para inferir o numero de populacdes
mais provavel no conjunto de dados utilizando do software STRUCTURE 2.3.3
(Pritchard et al. 2000). As identidades génicas entre as 12 unidades amostrais
foram calculadas pelo método de Nei (1972) e usadas para construir um
dendrograma com base no algoritmo de UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic Mean Averaging) utilizando o software BIOSYS-2
(Swofford & Selander 1997).
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Tabela Il. Enzimas usadas, com abreviacbes, niumero de comissdo (E.C.),
namero de subunidades, nimero de loci interpretados e tampdes utilizados.

Abreviatura Enzima N E.C. N°sub.* |2|Zi Tampéo
a-Est Esterase, alfa 3.1.1.1 1 2 TLiOH
Lap Leucina Aminopeptidase 34.11 1 1 TLiOH
Mdh Desidrogenase do Malato 1.1.1.37 2 1 TLIOH
Me Enzima Malica 1.1.1.40 4 2 TC 8,0
Pgd Desidrogenase do 1.1.4.4 2 1 TC 8,0

Fosfogliconato

Pgi Isomerase da Glicose-6-Fosfato  5.3.1.9 2 1 TC 8,0

*1 = monomérica; 2 = dimérica; 4 = tetramérica

Tabela Ill. Sistemas de tampéo utilizados e receita dos tampdes de gel e
eletrodo.

Receita Referéncia
Tampéao Eletrodo Gel
Tris-hidréxido de Hidroxido de litio 2,51 g Trizma base 3,63 ¢ Selander et al. 1971
litio pH 8,0 Acido bdrico 18,55 g Acido citrico 1,05 g
Agua destilada 1,0 L Agua destilada 1,0 L
Tris Citrato pH 8,0 ~ Tris30,3¢g Tampéo Tris Citrato 8,47 mL  Selander et al. 1971
Acido citrico 12,00 g Agua destilada 212 mL

Agua destilada 1,0 L

Tabela IV. Receitas dos sistemas de tampéao usados para revelacdo (Harris &
Hopkinson 1976; Richardson et al. 1986).

Tampao pH Receita

Agua destilada 1,0 L
TRIS Maleato 0,02M 53 TRIZMA base 1,2 g

Acido maleico 2,3 g

TRIS HCI 8,0 Agua destilada 1,0 L

TRISHCI 2,4 ¢g
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Tabela V. Receitas dos sistemas enziméaticos revelados (Harris & Hopkinson
1976; Richardson et al. 1986).

Enzima

Receita

Tampdao de revelacdo

a-Est

Lap***

Mdh

Me

Pgd

Pgi

a -naphthyl acetate 10mg*

Fast blue 20mg

L-Leucyl-B-Naphthylamide 15mg**

Fast Black K 20mg
MgCl2 10mg
NAD 8mg
MTT 5mg
PMS 1mg
Malate 50mg
NADP 8mg
MTT 5mg
PMS 1mg
MgCl2 10mg
Malate 50mg
Phospogluconate 20mg
NADP 5mg
MTT 5mg
PMS 1mg
MgCl2 10mg
NADP 3mg
MTT 5mg
PMS 1mg
MgCl2 25mg
G6PDH 1,4u

Fructose-6-phosphate 25mg

Tris Maleato

Tris Maleato

Tris HCI

Tris-HCI

Tris-HCI

Tris HCI

* dissolvido em 0,5 mL de EtOH

** dissolvido em 0,5 mL de acetona

*** pré-incubado em &cido bérico por 20 minutos.
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3.4. Variagao Morfolégica

Para descrever a forma dos individuos pela Morfometria Tradicional
foram utilizadas treze medidas lineares entre estruturas anatémicas presentes
nas valvas esquerdas da espécie Iphigenia brasiliensis tomadas com um
paquimetro digital marca Mitutoyo com precisdo de 0,01 mm. Todas as
medidas utilizadas estdo discriminadas na Figura 3. O efeito de alometria
relacionado as medidas lineares foi tratado com o método alométrico de
Burnaby (Burnaby 1966) utilizando-se o software PAST 3.24 (Hammer et al.
2001).

Para a Morfometria Geomeétrica foi utilizado o método de Analise Eliptica
de Fourier (EFA). A EFA permite analisar a forma do objeto a partir dos
coeficientes elipticos de Fourier. O contorno do objeto é decomposto em uma
serie de elipses harmonicas (curvas trigonométricas harmonicamente
relacionadas) que sao descritas por quatro Coeficientes de Fourier (CFs).
Desta maneira, os CFs descrevem numericamente o tamanho, a forma e a
orientacdo de cada elipse harmdnica, podendo ser utilizados para analises
multivariadas da forma do objeto (Crampton 1995; Wishkerman & Hamilton
2018).

As fotografias para EFA, foram tomadas com uma camera digital Canon
EOS Rebel XTi. Para o posicionamento das valvas, foi utilizado um papel
guadriculado numerado para manter todas as conchas na mesma posicdo e
como referencial para as analises foi utilizada uma escala de 10 cm. A Figura 4

mostra o aparato utilizado para obtencao das fotos.

Todas as condic¢des fotograficas (distancia da camera, zoom etc.) foram
mantidas constantes para todas as fotos. Para a definicdo do contorno do
objeto, as fotos foram transferidas para o programa tpsDig 2.16 (Rohlf 2015) no
gual foram marcados 38 pontos ao longo do contorno das valvas (Figura 5). As
coordenadas obtidas foram compiladas em um Unico arquivo através do
programa tpsUtil 1.76 (Rolf 2015). Para obter os CFs foi utilizado o software
PAST 3.24 (Hammer et al. 2001).

A variacdo morfologica da forma das valvas obtidas pela Morfometria

Tradicional (13 medidas lineares) e pela Morfometria Geométrica (19
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Coeficientes de Fourier) foi submetida a analises exploratérias de
Componentes Principais (PCA - Principal Component Analysis) e Analises de
Discriminante (AD). Para verificar uma provavel diferenca da forma das valvas
entre as unidades amostrais, foi utilizada a Anélise de Variancia Multivariada
Permutacional (PERMANOVA). As probabilidades associadas ao teste da
PERMANOVA foram corrigidas através da corre¢cdo de Bonferroni de modo a
evitar os erros derivados de multiplas comparac¢fes (Haynes 2013). Alem disso,
foram construidos Dendrogramas seguindo o algoritmo de UPGMA (Gronau &
Moran 2007) utilizando as Distancias Euclidianas entre os valores de centréide
das unidades amostrais. As andlises multivariadas foram realizadas no
software PAST 3.24 (Hammer et al. 2001).



(A) (B)

Hei

©

Figura 3. Descricdo das 13 medidas lineares utilizadas para descricdo da
forma das valvas de Iphigenia brasiliensis. Legenda: (A) Representa a medida
da largura da valva (Wid); (B) Representa as medidas do comprimento do
umbo até a extremidade ventral posterior (X); comprimento do umbo até a
extremidade ventral anterior (Y); Comprimento da valva (Ls); altura da valva
(Hei); (C) Representa as medidas de distancia entre o umbo e a charneira
(Umhg); comprimento da charneira (Hg); (D) Representa as medidas do
comprimento do musculo adutor anterior (Aam); distancia do musculo adutor
anterior a margem anterior (Aamx); distancia do musculo adutor anterior a
extremidade ventral da valva (Aampo); comprimento do musculo adutor
posterior (Pam); distancia entre a linha paleal e o musculo adutor posterior
(Plpam); distancia entre a linha paleal e a extremidade ventral do contorno da
valva (PIpo). Imagem adaptada de Ferreira (2019).
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Figura 4. Posicionamento da camera e das valvas; (A) Imagem do aparato
fotografico utilizado para execucdo das fotografias e (B) Representacdo do
posicionamento de uma valva esquerda para obtencao do registro fotografico.

Figura 5. Imagem representativa da definicAo e marcagdo dos 38 pontos pelo
programa tpsDig 2.16 (Rohlf 2015) ao longo do contorno de uma valva
esquerda da espécie Iphigenia brasiliensis (Ferreira 2019).
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4.1. Eletroforese de Aloenzimas

Os seis sistemas enzimaticos analisados foram interpretados como oito
loci génicos. Desses, Apenas o0 locus a-Est-2 na populacdo de Paraty do
ambiente de manguezal de 2018 (PAM 2018) se apresentou monomorfico
(Tabela VI). O numero médio de alelos por locus variou entre 2,8 e 3,4 e a
heterozigosidade média observada variou entre 0,441 (para a unidade amostral
de Rio das Ostras do ambiente de manguezal de 2015-ROM 2015) a 0,675
(para a unidade amostral de Niter6i do ambiente de manguezal de 2018-NITM
2018) (Tabela ViII).

A maioria dos loci ndo desviou significativamente do esperado pelo
equilibrio de Hardy-Weinberg apés a correcdo de Bonferroni (Tabela VIII).
Contudo, foram encontrados sete desvios significativos, o que € um numero
maior do que 0 que se esperaria ao acaso (5% de 91 Testes = 4,55). A maioria
dos desvios ao Equilibrio de Hardy-Weinberg foi no sentido de um déficit de
heterozigotos, a excecdo do locus a-Est-2 que mostrou evidéncias de excesso
de heterozigotos nas unidades amostrais de Paraty dos ambientes de canal e
de manguezal do ano 2017 (PAC 2017 e PAM 2017). Os indices de
endocruzamento estdo apresentados na Tabela IX e nenhum deles apresentou
resultados estatisticamente significativos quando tomada a média de todos os

loci.

O dendrograma de UPGMA (Figura 6) apresentou trés agrupamentos
formados: (1) pelas unidades amostrais do ano de 2015; (2) pelas unidades
amostrais do ano de 2018; e (3) pelas unidades amostrais de 2016 e 2017. A
analise Bayesiana dos 429 individuos também identificou trés grupos, como o
namero mais provavel de populacfes (Figura 6). A identificacdo dos individuos
de cada um destes grupos (Figura 7) indicou a seguinte composic¢ao: Grupo 1-
formado com maioria dos individuos das unidades amostrais de Rio das Ostras
de ambiente de canal do ano de 2017 (ROC 2017), Niter6i do ambiente de
canal do ano de 2016 (NITC 2016) e Paraty dos ambientes de canal e de
manguezal do ano de 2017 (PAC 2017, PAM 2017); Grupo 2- constituido por

uma maioria de individuos das unidades amostrais de Rio das Ostras do
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ambiente de manguezal do ano de 2017 (ROM 2017) e Niter6i do ambiente de
manguezal do ano de 2016 (NITM 2016); e Grupo 3- com a maioria dos
individuos advindos das unidades amostrais de Rio das Ostras dos ambientes
de canal e de manguezal do ano de 2015 (ROC 2015, ROM 2015), Niteroi dos
ambientes de canal e de manguezal do ano de 2018 (NITC 2018, NITM 2018) e
Paraty dos ambientes de canal e de manguezal do ano de 2018 (PAC 2018,
PAM 2018). Tomados em conjunto, estes resultados indicam que dentre as
dimensfes analisadas (espaco, tempo e ambiente), a dimenséo temporal é a
gue parece exercer maior influéncia na estruturagcéo das unidades amostrais de

Iphigenia brasiliensis analisadas neste trabalho.



Tabela VI.

coleta.
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Frequéncias alélicas das unidades amostrais. Legenda: N =
Tamanho de amostra; A, B, C, D, E = Alelos; ROC = Rio das Ostras Canal;
ROM = Rio das Ostra Mangue; NITC = Niter6i Canal; NITM = Niteréi Mangue;
PAC = Paraty Canal; PAM=Paraty Mangue; 2015, 2016, 2017, 2018 = Ano da

Unidades Amostrais

Locus ROC
2015

ROC
2017

ROM
2015

ROM
2017

NITC
2016

NITC
2018

NITM
2016

NITM
2018

PAC
2017

PAC
2018

PAM
2017

PAM
2018

A 0,339

B 0,435

C 0,226
N 31

A 0,733
B 0,267
C 0,000

2

A 0,136
B 0,818
C 0,045
D 0,000
N 0,22

A 0,156
B 0,625
C 0,219
D 0,000
N 32

1
A 0,188
B 0,667
C 0,146
D 0,000
N 24

0,444
0,556
0,000
0,000

O0Ow>

Pgd

0,500
0,500
0,000
0,000

OO w>»

Pgi

0,000
0,619
0,190
0,119
0,071
N 21

mooOw>

0,381
0,238
0,381

0,607

0,375

0,018
28

0,318
0,523
0,136
0,023

0,268
0,429
0,304
0,000
28

0,167
0,548
0,286
0,000
21

0,222
0,556
0,222
0,000
18

0,333
0,429
0,238
0,000

0,050
0,125
0,400
0,250
0,175
20

0,354
0,521
0,125

0,759

0,167

0,074
27

0,125
0,604
0,271
0,000

0,308
0,500
0,192
0,000
26

0,231
0,615
0,154
0,000
26

0,182
0,636
0,182
0,000
1

0,750
0,000
0,250
0,000

0,125
0,625
0,125
0,125
0,000
16

0,500

0,462

0,038
13

0,433

0,467

0,100
15

0,450
0,550
0,000
0,000

0,281
0,406
0,313
0,000
16

0,269
0,462
0,269
0,000
13

0,192
0,538
0,269
0,000
13

0,250
0,156
0,531
0,063

0,100
0,100
0,550
0,100
0,150
10

0,300

0,357

0,343
35

0,513

0,461

0,026
38

0,394
0,485
0,121
0,000

0,125
0,597
0,278
0,000
36

0,284
0,459
0,257
0,000
37

0,320
0,420
0,260
0,000
25

0,306
0,500
0,194
0,000

0,077
0,212
0,096
0,173
0,442
26

0,357

0,500

0,143
7

0,676

0,206

0,118
17

0,083
0,708
0,167
0,042

0,500
0,500
0,000
0,000

0,409
0,591
0,000
0,000
11

0,750
0,250
0,000
0,000

0,238
0,548
0,214
0,000

0,100

0,300

0,600

0,000

0,000
5

0,172

0,552

0,276
29

0,684

0,289

0,026
19

0,308
0,615
0,077
0,000

0,121
0,379
0,500
0,000
33

0,129
0,258
0,500
0,113
31

0,321
0,464
0,214
0,000
14

0,214
0,321
0,429
0,036

0,279
0,441
0,279
0,000
0,000
34

0,389

0,278

0,333
9

0,929

0,071

0,000
14

0,100
0,833
0,067
0,000

0,375
0,500
0,063
0,063

0,500
0,250
0,250
0,000

0,500

0,500

0,000

0,000
1

0,111
0,611
0,278
0,000

0,375
0,625
0,000
0,000
0,000
4

0,314

0,402

0,284
51

0,621

0,379

0,000
58

0,186
0,716
0,098
0,000

0,373
0,364
0,264
0,000
55

0,163
0,478
0,348
0,011
46

0,273
0,455
0,258
0,015
33

0,346
0,365
0,250
0,038

0,150
0,200
0,112
0,363
0,175
40

0,367

0,400

0,233
30

0,974

0,026

0,000
38

0,135
0,824
0,041
0,000

0,117
0,467
0,417
0,000
30

0,250
0,625
0,125
0,000
24

0,813
0,188
0,000
0,000

0,231
0,462
0,308
0,000

0,058
0,192
0,404
0,308
0,038
26

0,267

0,317

0,417
30

0,515
0,470
0,015

0,250
0,563
0,188
0,000

0,129
0,614
0,257
0,000
35

0,274
0,452
0,274
0,000
31

0,241
0,426
0,333
0,000
27

0,281
0,313
0,406
0,000

0,000
0,063
0,271
0,500
0,167
24

0,443

0,371

0,186
35

1,000

0,000

0,000
46

0,179
0,679
0,143
0,000

0,179
0,482
0,304
0,036
28

0,344
0,563
0,094
0,000
16

0,500
0,292
0,208
0,000
12

0,220
0,520
0,260
0,000

0,040
0,260
0,400
0,300
0,000
25
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Tabela VII. Tamanho médio de amostra, nimero médio de alelos por locus e heterozigosidades médias observadas e esperadas
das unidades amostrais de Iphigenia brasiliensis do Atlantico Tropical Sudoeste (Desvios-padréo entre paréntesis). Legenda com as
abreviacOes das unidades amostrais estdo na Tabela VI.

Unidades Amostrais

Tamanho médio de

amostra

N° médio de alelos por

locus

Porcentagem de loci
polimdrficos*

Heterozigosidade média

Observada

Esperada**

ROC 2015
ROC 2017
ROM 2015
ROM 2017
NITC 2016
NITC 2018
NITM 2016
NITM 2018
PAC 2017
PAC 2018
PAM 2017
PAM 2018

21,30 (+3,90)
22,40 (+1,30)
19,50 (+3,20)
13,30 (0,80)
32,60 (+1,70)
10,10 (2,30)
23,40 (3,30)
7,80 (+1,80)
45,00 (+3,90)
29,00 (+3,60)
28,50 (+2,20)
28,60 (+4,20)

2,80 (+0,30)
3,40 (+0,30)
3,00 (+0,20)
3,30 (+0,30)
3,30 (+0,30)
2,80 (+0,30)
3,30 (+0,20)
2,80 (+0,30)
3,50 (+0,30)
3,00 (+0,30)
3,10 (+0,10)
3,00 (+0,30)

100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
100,00
87,50

0,553 (+0,100)
0,602 (+0,570)
0,441 (+0,038)
0,659 (+0,107)
0,569 (+0,51)
0,493 (+0,069)
0,547 (+0,049)
0,675 (+0,116)
0,562 (+0,064)
0,482 (+0,097)
0,624 (+0,085)
0,487 (+0,099)

0,565 (+0,072)
0,635 (+0,025)
0,547 (+0,025)
0,623 (+0,021)
0,630 (+0,023)
0,549 (+0,022)
0,609 (+0,027)
0,590 (+0,098)
0,627 (+0,039)
0,482 (+0,082)
0,623 (+0,021)
0,541 (+0,080)

Média para todas as
pops

23,40

3,10

98,90

0,557

0,585

* Um locus foi considerado polimérfico quando mais de um alelo foi detectado
** Estimativa ndo-viciada (Nei 1978)
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Tabela VIII. Probabilidades (P) de equilibrio de Hardy-Weinberg (Ho: unido de
gametas ao acaso). Legenda com as abreviagcdes das unidades amostrais

estdo na Tabela VI.

Unidades Locus

Amostrais  a-Est-1 a-Est-2  Lap-2 Mdh Me-1 Me-2 Pgd Pgi
ROC 2015 0,0198 0,0752 0,5381 0,2863 0,2153 0,1707 - 0,0040
ROC 2017 0,0874 0,0009 0,2000 10,4973 0,3540 0,1298 0,0070 0,0043
ROM 2015 0,2501 0,0020 0,2514 0,0001* 0,1905 0,2867 - 0,0310
ROM 2017 0,0466 0,1256 0,2455 0,2453 0,0096 0,6623 0,0000* 0,8740
NITC 2016 0,6765 0,0054 0,0013 0,6012 0,0020 0,0093 0,0174 0,0000*
NITC 2018 0,7203 0,8228 0,1108 1,0000 1,0000 - 0,0401 0,0476
NITM 2016 0,0750 1,0000 0,5755 0,1517 0,0072 0,5497 0,1224 0,7559
NITM 2018 0,5503 1,0000 0,1418 1,0000 1,0000 - 0,3363  1,0000
PAC 2017  0,2274 0,0000* 0,0000* 0,0148 0,2410 0,2496 0,0145 0,0068
PAC 2018 0,5339 0,0133 0,0218 10,0474 0,1728 1,0000 0,0599 0,0756
PAM 2017  0,2963 0,0000* 0,0000* 0,0194 0,2421 0,0569 0,6877 0,2319
PAM 2018  0,1406 - 0,0035 0,6762 0,0084 0,5229 0,8015 0,2098

*Significativo apds corregdo de Bonferroni (a = 0,0005)

Tabela IX. indices de endocruzamento de Weir & Cockerham (1984) com os
intervalos de confianca para as médias por Jackknife e Bootstrap.

Locus f

a-Est-1 -0,095™ 0,019 -0,074"
a-Est-2 -0,375™ 0,156 -0,160™
Lap-2 0,400 0,034 0,420"
Mdh -0,051" 0,037 -0,012m
Me-1 0,072m 0,041 0,072"
Me-2 0,209 0,028 0,231
Pgd 0,294 0,013 0,303
Pgi 0,073 0,122 0,186™
Todos 0,077 0,054 0,127"s
Intervalo de confian¢a todos os

loci calculado por Jackknife [0,070; 0,078] [0,018; 0,054] [0,062; 0,127]
(95%)

Intervalo de confian¢a todos os

loci calculado por Bootstrap [-0,060; 0,207] [0,026; 0,090] [0,010; 0,240]
(95%)

Intervalo de confian¢a todos os

loci calculado por Bootstrap [-0,107; 0,247] [0,022; 0,100] [-0,028; 0,273]

(99%)

ns = ndo significativo
*1 = Significativo por Jackknife
*2 = Significativo por Bootstrap
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Figura 6. Dendrograma de UPGMA de Identidades Genéticas entre as
unidades amostrais. Legenda com as abreviacbes das unidades amostrais
estdo na Tabela VI.
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Figura 7. Valores de Delta K em relacdo ao numero de populacbes (K)
testadas obtidos no programa STRUCTURE através da Analise Bayesiana,
onde o maior valor de Delta K refere-se ao numero de populacbes mais
provavel.
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Figura 8. Grafico obtido no programa STRUCTURE através da Analise Bayesiana, demonstrando as estruturas genéticas entre as
doze unidades amostrais coletadas das populacdes de Iphigenia brasiliensis formando trés grupos. O gréafico apresenta a qual grupo
os individuos de cada unidade amostral estdo mais presentes. A maioria dos individuos de ROC 2017, NITC 2016, PAC 2017 e PAM
2017 estdo presente no Grupo 1 (H); a maioria dos individuos de ROM 2017 e NITM 2016 estdo presente no Grupo 2 ((0); e a maioria
dos individuos de ROC 2015, ROM 2015, NITC 2018, NITM 2018, PAC 2018 e PAM 2018 estdo presente no Grupo 3 (d).Legenda
com as abreviacfes das unidades populacionais estdo na Tabela VI.
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4.2. Morfometria Tradicional

O PCA das medidas lineares das valvas de I. brasiliensis indicaram uma
discriminagao na forma entre as doze unidades amostrais. Os dois primeiros
Componentes Principais (PC) explicaram 66,30% da variagdo total. O
Componente Principal 1 (PC1) recuperou 47,53% da variagcdo e o Componente
Principal 2 (PC2) recuperou 18,80%. Além disso, o PC1 apresentou uma alta
correlagdo com as medidas do comprimento do musculo adutor anterior (Aam)
e com a altura da valva (Hei) com correlacdes de 0,96 e 0,95 respectivamente,
e 0 PC2 apresentou uma alta correlacdo com a medida da distancia do
musculo adutor anterior a margem anterior (Aamx) apresentando uma
correlacdo de 0,95. O grafico de dispersao construido com os dados fornecidos
pelo PCA, apresentado na Figura 9, indica que as 12 unidades amostrais
formaram sete agrupamentos: (1) pelas unidades amostrais de Rio das Ostras
dos ambientes de canal e de manguezal do ano de 2015 (ROC 2015 e ROM
2015), Rio das Ostras ambiente de canal do ano de 2017 (ROC 2017) e Niterdi
do ambiente de canal do ano de 2016 (NITC 2016); (2) pelas unidades
amostrais de Paraty dos ambientes de canal e de manguezal do ano de 2018
(PAC 2018 e PAM 2018) e Paraty do ambiente de manguezal do ano de 2017
(PAM 2017); (3) por Niterdi do ambiente de canal do ano de 2018 (NITC 2018);
(4) por Rio das Ostras ambiente de manguezal do ano de 2017 (ROM 2017);
(5) por Paraty do ambiente de canal do ano de 2017 (PAC 2017); (6) por Niterdi
do ambiente de manguezal do ano de 2016 (NITM 2016); e (7) por Niteréi do
ambiente de manguezal do ano de 2018 (NITM 2018).

A Andlise Discriminante evidenciou que as unidades amostrais podem
ser totalmente identificadas (100% de discriminacdao) com base na variacdo de
suas 13 medidas lineares, a excecdo da unidade amostral de Paraty do
ambiente de canal do ano de 2017 (PAC 2017) com 96,7% de discriminacdo. A
Andlise de Variancia Multivariada Permutacional (PERMANOVA) indicou, apés
a correcdo de Bonferroni, que a forma da valva variou significativamente entre
todas as unidades amostrais nos diferentes ambientes, tempos e locais (p
<0,0001). O Dendrograma de UPGMA (Figura 9) indica a unidade amostral de
Niter6i do ambiente de manguezal do ano de 2018 (NITM 2018) isolada das

demais. A influéncia da dimensédo temporal (ou das outras dimensdes) nao
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ficou evidente nos dados obtidos através das medidas lineares das valvas de |.

brasiliensis.
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\ -\'*}

0 erﬂ ;

Componente 1

Figura 9. Gréfico de dispersdo das 12 unidades amostrais Iphigenia brasiliensis em funcdo dos dois primeiros componentes
principais utilizando as 13 medidas lineares. Legenda dos simbolos: @®ROC2015; sROC2017; ROMZ2015; *ROM2017,

NITC2016;
=NITC2018; “NITM2016; oNITM2018; =PAC2017; -PAC2018; -PAM2017; sPAM2018. Legenda com as abrevia¢des das unidades
amostrais estdo na Tabela VI.
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Figura 10. Dendrograma de UPGMA gerado a partir das Distancias Euclidianas
das 12 unidades amostrais de Iphigenia brasiliensis analisadas atraves de 13
medidas lineares. Os valores nos ramos indicam o suporte associado a cada
um desses agrupamentos. Legenda com as abreviacdes das unidades
amostrais estdo na Tabela VI.
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4.3. Morfometria Geométrica

Na Analise dos Componentes Principais dos dezenove coeficientes de
Fourier, os dois primeiros componentes principais explicaram 92,7% da
variagao total. O PC1 recuperou 80,8% da variacdo e o PC2 recuperou 11,9%.
Na Figura 10, o gréfico de disperséo, construido com os dados fornecidos pelo
PCA, indicou a separacdo da unidade amostral de Niter6éi do ambiente de
manguezal do ano de 2016 (NITM 2016) das demais unidades amostrais.

A Analise Discriminante evidenciou que as unidades amostrais podem
ser consistentemente identificadas com base na variacdo dos dezenoves
coeficientes de Fourier (Tabela X), o que € confirmado pela PERMANOVA que
apresentou resultados significativos para quase todas as unidades amostrais
(Tabela XI). O Dendrograma de UPGMA apresentou uma separacao da
unidade amostral de Niter0i ambiente de manguezal do ano de 2018 (NITM

2018) das demais unidades amostrais (Figura 11).
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Figura 11. Grafico de dispersdo das 12 unidades amostrais Iphigenia brasiliensis em funcdo dos dois primeiros componentes
principais utilizando os 19 Coeficientes de Fourier. A legenda dos simbolos estd na Figura 6. Legenda com as abreviacGes das

unidades amostrais estao na Tabela Il.
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Tabela X. Porcentagem de individuos de Iphigenia brasiliensis classificados corretamente em sua unidade amostral a partir da
analise discriminante dos dezenove coeficientes de Fourier. Legenda com as abreviacdes das unidades amostrais estdo na Tabela
VI.

Unidade_s NITC NITC NITM 2016 NITM PAC PAC PAM PAM ROC ROC ROM ROM
amostrais 2016 2018 2018 2017 2018 2017 2018 2015 2017 2015 2017
NITC2016 86,67 6,67 0 3,33 0 3,33 0 0 0 0 0 0
NITC2018 0 88,00 0 0 0 0 4,00 0 4,00 0 4,00 0
NITM2016 0 0 100,00 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NITM2018 6,25 0 12,50 81,25 0 0 0 0 0 0 0 0
PAC2017 0 0 0 0 80,00 6,67 3,33 3,33 6,67 0 0 0
PAC2018 0 3,33 0 0 10,00 66,67 3,33 13,33 0 3,33 0 0
PAM2017 0 0 0 0 3,33 10,00 76,67 6,67 0 0 3,33 0
PAM2018 0 0 0 0 10,00 0 13,33 76,67 0 0 0 0
ROC2015 0 0 0 3,57 0 0 0 0 92,86 3,57 0 0
ROC2017 0 0 0 0, 4,00 4,00 0 0 12,00 80,00 0 0
ROM2015 0 0 0 0 3,33 0 0 0 3,33 0 86,67 6,67
ROM2017 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5,88 94,12
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Tabela XI. Andlise de Variancia Multivariada Permutacional (PERMANOVA) entre as doze unidades amostrais de Iphigenia
brasiliensis utilizando os dezenove coeficientes de Fourier. Legenda com as abrevia¢cées das unidades amostrais estdo na Tabela
VI.

Unidades NITC NITC NITM NITM PAC PAC PAM PAM ROC ROC ROM ROM
Amostrais 2016 2018 2016 2018 2017 2018 2017 2018 2015 2017 2015 2017
NITC2016 ek 0,1122 0,0066* 1,0000 1,0000  0,1650 1,0000 1,0000  0,0066*  0,0462*  0,0066* 0,7986
NITC2018  0,1122 Hkkkkk 0,0066* 1,0000  0,0198*  0,0792  0,0066*  0,0396*  1,0000 0,8250  0,0066*  0,0066*
NITM2016  0,0066*  0,0066* ki 0,0066*  0,0066* 0,0066*  0,0066*  0,0066*  0,0066*  0,0066*  0,0066*  0,0066*
NITM2018  1,0000 1,0000 0,0066* ki 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
PAC2017 1,0000  0,0198*  0,0066* 1,0000 ki 1,0000 1,0000 1,0000  0,0066*  0,9372  0,0066*  0,0066*
PAC2018 0,1650 0,0792 0,0066* 1,0000 1,0000 ki 0,7524 0,9042 0,0528 1,0000  0,0066*  0,0066*
PAM2017 1,0000  0,0066*  0,0066* 1,0000 1,0000  0,7524 Hkick 1,0000  0,0066*  0,0132*  0,0132* 0,1848
PAM2018 1,0000  0,0396*  0,0066* 1,0000 1,0000  0,9042 1,0000 ik 0,0066*  0,0396*  0,0066*  0,0330*
ROC2015  0,0066* 1,0000 0,0066* 1,0000  0,0066*  0,0528  0,0066*  0,0066* 1,0000  0,0066*  0,0066*
ROC2017  0,0462* 0,8250 0,0066* 1,0000 0,9372 1,0000  0,0132*  0,0396*  1,0000 0,0066*  0,0066*
ROM2015  0,0066*  0,0066*  0,0066* 1,0000  0,0066*  0,0066*  0,0132*  0,0066*  0,0066*  0,0066* 1,0000
ROM2017  0,7986  0,0066*  0,0066* 1,0000  0,0066*  0,0066*  0,1848 0,033*  0,0066*  0,0066*  1,0000

*Significativo apds a correcdo de Bonferroni
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Figura 12. Dendrograma de UPGMA gerado a partir das Distancias Euclidianas
das 12 unidades amostrais de Iphigenia brasiliensis analisadas através de 19
coeficientes de Fourier. Os valores nos ramos indicam o suporte associado a
cada um desses agrupamentos. Legenda com as abreviacdes das unidades
amostrais estdo na Tabela VI.
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5.1. Variagdo Génica

A variacdo génica observada para a espécie Iphigenia brasiliensis nas
unidades amostrais se mostrou elevada (Ho entre 0,441 a 0,675), contudo,
similar ao que foi encontrado para |. brasiliensis no trabalho de Bonner e
colaboradores (2019).

Com relagdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg, sete loci violaram a
hip6tese nula de unido aleatéria de gametas, sendo que seis deles no sentido
de um déficit de heterozigotos. A deficiéncia de heterozigotos € comumente
relatada em pesquisas com bivalves (Laudien et al. 2003; Rajaei et al. 2014;
Zhao et al. 2009) e sua explicacdo relacionada a endogamia (Bierne et al.
1998), selecédo natural (Bonner et al. 2019), alelos nulos (Zhao et al. 2009) e
efeito Wahlund (Hare et al. 1996). No presente estudo, o efeito Wahlund e a
endogamia nao parecem boas explicacdes, uma vez que produziriam efeitos
em todos os loci (Zhao et al. 2009), o que nao foi observado. Alem disso, 0s
resultados dos indices de endocruzamento (f) ndo foram estatisticamente
significativos. As hipdteses de alelos nulos e selecédo natural, no entanto, ndo
podem ser descartadas, devido ao desenho amostral utilizado neste trabalho

nao permitir testes especificos para isso.

Excessos de heterozigotos ndo sdo comumente observados em
bivalves, no entanto, foram observados anteriormente no trabalho do Bonner e
colaboradores (2019) para o mesmo loci (alfa-Est-2) para individuos também
coletados em Paraty nos ambientes de canal e mangue. O fenbmeno ja foi
observado, também, para outros bivalves como no trabalho de Chetoui e
colaboradores (2012) com a espécie Mactra corallina e no trabalho de Hmida e
colaboradores (2012) a espécie Solen marginatus. Nos casos descritos, as
causas associadas ao excesso de heterozigotos foram a acdo da selecéo
natural em ambiente variaveis (Bonner et al. 2019) ou contra a homozigose
(Hmida et al. 2012) e uma alta taxa de migracdo e dispersdo das larvas
planctonicas (Chetoui et al. 2012). No presente trabalho, os excessos foram
observados em 2017 para a unidade amostral de Paraty nos dois ambientes,

mas néo foi observado em 2018, ndo se podendo descartar como causa a agéo
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da selecdo natural sob o loci ou variagbes na migragcdo, dispersdo e

recrutamento das larvas.

Em organismos estuarinos espera-se encontrar estruturacdo geografica
entre as populacdes devido ao fato de que, no processo de dispersdo de um
estuario para outro, a migracao pode nao se efetivar por conta dos grandes
segmentos de mar aberto entre os diferentes estuarios (Calazans et al. 2017)
e, além disso, as grandes variacbes de temperatura e salinidade a que as
larvas sdo expostas no seu percurso migratorio (Braby & Somero 2006). Mais
ainda, devido aos estuarios serem ambientes formados por habitats com
diferentes niveis de salinidade, substratos etc. (Peterson 2003), as larvas
imigrantes também encontram barreiras que influenciam no seu assentamento

e sobrevivéncia nos diferentes habitats estuarinos (Christensen & Pyne 2020).

Dentre os habitats estuarinos estudados, o canal € 0 que apresenta
niveis de salinidade maiores (devido a sua proximidade com o oceano) e
substrato arenoso, diferente dos manguezais em que o substrato é lodoso e os
niveis de salinidade sdo menores quando comparado com o canal. Espécies
presentes nestes habitats, como Iphigenia brasiliensis, estdo sempre sujeitas a
variagbes tanto ambientais quanto temporais de temperatura, salinidade,
nutrientes etc., o que pode ter um efeito sobe os padrbes de variacdo génica
(Lee & Boulding 2009; Sgro & Hoffmann 2004). Porém, os resultados né&o
indicaram estruturacdo entre as unidades amostrais e influencia
estatisticamente significativa das dimensdes geografica e ambiental estudadas
na variacdo génica. Contudo, embora néo estatisticamente significativos, foram

observados indicios de uma pequena influencia temporal nos resultados.

Analises espaco-temporais com outras espécies de bivalves ja indicaram
influéncia da dimenséo temporal na estrutura de populacdes (Arnaud & Laval
2004; Lee & Boulding 2009). A explicacéo para esse fato se funda no padrao
diferenciado de recrutamento que individuos de populacdes de regibes
geograficas diferentes podem apresentar ao longo dos anos (Lee & Boulding
2009) ou variacdes no sucesso reprodutivo entre coortes (Vera et al. 2016).
Porém, como o periodo de tempo estudado neste trabalho foi muito curto (dois
anos), ele, provavelmente, ndo foi capaz de produzir mudancas genéticas que

fossem estatisticamente significativas. Desse modo, a influéncia de mudancas
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nos padrbes de fluxo génico (Wade & McCauley 1988) entre as unidades
amostrais trabalhadas n&o podem ser negligenciadas, podendo ser o resultado
de oscilacdes nos eventos de extingdo e recolonizagdo ao longo dos anos, o

gue caracteriza uma estrutura de metapopulagodes.

A dindmica de metapopulacdes ja foi descrita para bivalves como
Cerastoderma edule no trabalho de Genelt-Yanovskiy e colaboradores (2018) e
Mytilus galloprovincialis no trabalho de Gardner e Westfall (2012). As
metapopulacdes podem ser definidas como uma rede formada por populacdes
estruturadas em agrupamentos sob forte influencia da dinamica local de
migracdo, tendo como principais processos a extingdo e recolonizacéo
(Baguette et al. 2017; Hanski 1997). Oscilacdes nos processos de extingao e
recolonizacdo podem ser determinadas por fatores geogréaficos, ambientais e
temporais que afetam a dispersdo, o recrutamento e a reproducdo dos
organismos ao longo do tempo (Figueroa-Fabrega et al. 2018). Segundo
Hanski (1997) uma metapopulacdo precisa satisfazer quatro condi¢cdes: (1) o
habitat considerado adequado deve ocorrer em manchas discretas e ser
ocupado por populacdes locais que se reproduzam; (2) mesmo a maior
populacdo deve ter risco de extingcdo significativo; (3) as manchas de habitat
nao devem estar isoladas ao ponto de impedir a recolonizacdo; (4) as

populacdes locais ndo podem ter dinamicas completamente sincronizadas.

Barreiras naturais ou a fragmentacdo do habitat causado, por exemplo,
pelas atividades antropogénicas, podem determinar a fragmentacédo do habitat
e a organizacdo das populacdes em manchas (Collingham & Huntley 2000).
Nos estudrios, as barreiras naturais sdo formadas por diversos fatores como
gradientes de salinidade e por diferentes substratos ao longo da sua extensao.
Acbes antropogénicas como a poluicdo organica e urbanizacdo podem,
também, causar a fragmentacéo no habitat (Quintino et al. 2009; Stocken et al.
2019) influenciando na conectividade entre as populacées dos organismos
estuarinos (Peacock & Smith 1997; Thrush et al. 2008). Todas estas condicdes
sd0 comuns nos estuarios nos quais |. brasiliensis foi estudada para este
trabalho satisfazendo, portanto, as condi¢cfes 1 e 3. Contudo, os resultados néo

indicaram limitacdes de conectividade entre as unidades amostrais.


https://www.dicionarioinformal.com.br/antropog%C3%AAnica/
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Impactos nos tamanhos de populacdo de bivalves comercialmente
importantes devido a sobre-exploracdo tem sido descritas na literatura para
espécies de bivalves explorados comercialmente (Bhattacharya & Sarkar 2003;
Blaber et al. 2000; Coleman & Williams 2002) como é o caso da espécie
Iphigenia brasiliensis (Teixeira & Campos 2019). A exploragcdo comercial de
espécies de bivalves é sazonal e pode ser muito intensa em determinadas
épocas do ano, devido ao tempo de maturacdo e crescimento (Hausmann &
Meredith-Williams 2017; Katsanevakis et al. 2008). Além disso, dos trés
estuarios estudados, aquele da Lagoa de Itaipu tem registros de forte influéncia
antropogénica nas suas condigdes ambientais (Cerda et al. 2017; Laut et al.
2016) o que pode estar determinando uma fragmentacdo ambiental com
consequente reducdo dos tamanhos de populacdo satisfazendo, assim, a

condicOes dois necessaria para se postular uma estrutura de metapopulacoes.

A dinamica entre as subpopulacbes de uma metapopulacdo apresentam
variagbes ao longo tempo devido a diversos fatores (barreiras naturais,
mudancas ambientais, influencias antropogénicas, entre outros) que podem
afetar a migracdo entre elas ou determinar eventos de extingdo de
subpopulacdes locais (Figueroa-Fabrega et al. 2018). Desta forma, uma vez
gue a |. brasiliensis esta sob as mais diversas condi¢cdes ambientais nos
estuarios, a dinamica entre as unidades amostrais podem apresentar
alteracdes ao longo tempo, estando assim sujeitas, assim, a condicdo quatro

também.

Em sintese, os indicios de influencia temporal na estruturacdo dos
padrdes de variacdo génica de I. brasiliensis podem estar indicando oscilacdes
na dindmica entre as unidades amostrais que refletem a acdo de barreiras
naturais (como gradientes de temperatura e salinidade) que interferem nos
processos de dispersdo e colonizacdo (Hanski 1997) e, também, oscilacdes
temporais nos tamanhos de populacdo sob forte influéncia antropogénica
determinando um regime de extincdo e recolonizacdo ao longo do tempo.
Neste sentido, embora ndo significativo estatisticamente, é possivel que os
indicios de influéncia temporal na estruturacdo de I. brasiliensis indiguem uma
possivel organizacdo em metapopulacdes da espécie nos locais, ambientes e

tempos estudados.
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5.2. Variagdo Morfolégica

A morfometria tradicional apresentou diferencas significativas entre
todas as unidades amostrais, contudo, foi incapaz de definir quais das
dimensdes analisadas estavam definindo estas diferencas. As variacdes
morfolégicas nos bivalves sdo, geralmente, associadas a selecdo natural,
isolamento geografico, deriva génica ou plasticidade fenotipica (Fassatoui et al.
2014). Porem, os dados genéticos ndo apresentaram resultados significativos
entre as unidades amostrais, o que nao indica a possibilidade de selecdo
natural, deriva génica e isolamento geografico como provaveis explicacoes.
Desta forma, a explicacdo mais plausivel é a plasticidade fenotipica, que se da
pela expressdo de diversos fenétipos a partir da interacdo de um Unico
genotipo com as condi¢cdes ambientais locais (Agrawal 2001; Pimpinelli &
Piacentini 2020; Thompson 1991). Assim, as diferentes variaveis ambientais,
gradientes latitudinais e variacdo temporal podem ter tido um efeito sobre a
forma das valvas. Em contrapartida, os resultados de morfometria geométrica
mostraram indicios de influéncia temporal na forma das valvas de Iphigenia

brasiliensis.

A morfometria geométrica detecta variacdes sutis na forma que muitas
vezes nao sdo passiveis de deteccdo pela morfometria tradicional (Adams &
Otérola-Castillo 2013; Mitteroecker & Gunz, 2009; Zelditch et al. 2012). Em
alguns estudos com bivalves, como em Willsie e colaboradores (2020),
procurando determinar se as analises morfométricas poderiam ser usadas para
distinguir de forma confiavel as espécies Fusconaia flava e Pleurobema
sintoxia (que sdo espécies semelhantes no formato de concha e coloracéo,
resultando em muitos erros de identificacdo), observaram que a morfometria
tradicional em comparacdo com a morfometria geométrica, foi menos util na
deteccdo de diferencas entre as duas espécies. Da mesma forma, Moran e
colaboradores (2018) foram capazes de identificar variacbes na forma das
valvas do bivalve da espécie Ameghinomya antiqua entre o Holoceno e o
presente usando a morfometria geométrica. Neste caso, o estudo da forma das
valvas desta espécie foi utilizado para reconstrucdes paleoambientais e 0s
autores indicaram que as diferengas encontradas poderiam estar associadas a

diferenciacdes nos ambientes ao longo do tempo como acdes das ondas,
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influéncias das marés, variacbes na temperatura e/ou substrato na superficie
do mar, que tem efeito importante na forma e tamanho das conchas desta

espécie.

Os indicios de influéncia temporal na forma das valvas de Iphigenia
brasiliensis indicados pela morfometria geométrica coincidem com aquilo que
foi observado com relacdo a variacdo génica. Associacfes entre variacao
génica e morfoldgica ja foram relatadas anteriormente para bivalves (Zhao et
al. 2009; Zieritz et al. 2010; Rajaei et al. 2014), porem, ndo em simultaneidade
relativos a influéncias temporais (Paolucci et al. 2014).Variagbes nas conchas
podem estar relacionadas a plasticidade fenotipica, variabilidade genética ou
uma combinacdo de ambas. No trabalho de Rajaei e colaboradores (2014)
analises da morfometria geométrica e da variagdo génica encontraram
diferencas significativas entre duas populacdes da espécie Pinctada radiata de
locais distintos que os autores indicaram que poderiam estar sendo
determinadas pelas condicbes estressantes dos ambientes. Alem disso,
também foram encontradas associacdes significativas entre as variacdes
génica e morfologicas entre populacdes da espécie Coelomactra antiqguata no
trabalho de Kong e colaboradores (2007) e populacdes da espécie Cyclina
sinensis no trabalho de Zhao e colaboradores (2009) que apresentaram altas
diferenciacoes entre as populacdes coletadas em diferentes locais ao longo da
costa da China, indicando, segundo os autores, o efeito de possiveis barreiras

fisicas sobre o fluxo génico.

No presente trabalho as evidencias sdo de simultaneidade do efeito
temporal sobre a variacdo génica e morfolégica. Efeitos desta ordem podem
ser explicados por influencias sazonais dos ambientes que podem agir sobre
0s gendtipos gerando uma diversidade de fendtipos ao longo do tempo
(Ghalambor et al. 2007). Além disso, influéncias temporais sob as taxas
migratorias entre as unidades amostrais também podem causar variacdes
fenotipicas, pois de acordo com o modelo proposto por Sultan & Spencer
(2002), taxas de migracdo de moderada a alta entre subpopulacdes de uma
metapopulacdo pode promover a plasticidade fenotipica, contribuindo para a
diferenca de padr6es morfolégicos entre subpopulagbes ao longo do tempo.

Diante da heterogeneidade dos ambientes estuarinos em que a espécie |.
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brasiliensis habita e a falta de estruturacdo entre as unidades amostrais, estas
possibilidades tornam-se explicacdes plausiveis para os resultados aqui
obtidos.
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Os resultados indicaram que variacdo génica pode estar oscilando no
tempo. Apesar de nédo significativo, estes resultados séo reforcados pelas
evidéncias de que influéncia semelhante pode estar ocorrendo sobre a
variagdo morfologica das valvas inferida pela morfometria geométrica. O fato
dos resultados genéticos ndo serem estatisticamente significativos pode estar
relacionado ao curto periodo de tempo analisado, ou seja, a influéncia da
dimensédo temporal pode ser maior do foi possivel inferir pelos resultados
obtidos. Desta forma, seria interessante que estudos de acompanhamento
temporal mais prolongado sejam mantidos com a espécie |. brasiliensis nestes
mesmos locais, para que se possa compreender melhor a dindmica em acéao.
Os dados apresentados, contudo, sdo os primeiros sobre variacdo morfologica
e genética da espécie nas dimensdes latitudinal, ambiental e temporal
simultaneamente representando, portanto, informacdes relevantes para a

exploracédo, manejo e conservacao dessa espécie comercialmente importante.
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