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Resumo

Resumo

A espécieBrachidontes puniceuéGmelin, 1791) é um bivalve pertencente a familigtifdae,
habita fissuras rochosas e lagoas de marés. Teada-sima espécie que tem uma distribuicéo
restrita a costa ocidental africana e arquipélag@dbo Verde (desde a Mauritania até Angola)
existindo um registo incerto na ilha de Natal. Tencbomo objectivo fazer uma analise
filogeografica baseada em sequéncias parciais i m@ocondrial citocromo oxidase subunidade

I (cox)), amostraram-se as ilhas de Santo Antdo, Séo Mic&anta Luzia, Sdo Nicolau, Sal,
Boavista, Maio e Santiago. Foram sequenciadas fditsteas obtendo um total de 37 haplétipos,
sendo 6 destes partilhados entre ilhas. A redeptipos apresenta uma configuragdo em estrela,
com um haplétipo central presente em todas as itheeado por haplotipos raros e pouco distintos
entre si. A variabilidade haplotipica detectadaafta (65-89%) e a variabilidade nucleotidica baixa
(0.14-0.35%). A variancia genética entre paredides indo foi estatisticamente significativa, o que
indica que ndo ha diferencas genéticas entre as #*»0.69). Os valores significativos dos testes
de neutralidade (R2 = 0.0169, D*-2.54), as analises de variancia molecular e a disg#muem
estrela dos haplétipos sugerem uma expansao pamahcapida dd3. puniceuem Cabo Verde

O desenvolvimento planctotréfico das larvas e opterque estas passam na coluna de agua,
constitui um factor de dispersdo para a espéanelosprovavelmente o factor chave que impede a

diferenciacéo genética entre ilhas.

Palavras-chave:Brachidontes puniceug£abo Verde; desenvolvimento planctotréfico; exgdan

populacional.
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Abstract

Abstract

The bivalve specie®rachidontes puniceug¢Gmelin, 1791) belongs to the family Mytilidae,
inhabiting rock fissures and tidal lagoons on roskgres. This species has a distribution restricted
to the West African coast (from Mauritania to Argjohnd Cape Verde Islands with an uncertain
record in the Christmas Island. To perform a phgtagaphic analysis d8. puniceusfrom the
Cape Verde Islands based on partial mitochondei@ience data (cytochrome oxidase subunit | -
coxJ), the islands of Santo Antdo, S&o Vicente, Samiad, S&o Nicolau, Sal, Boavista, Maio and
Santiago were sampled. In total, 115 samples weraesiced and 39 haplotypes were found, with
6 of them shared between the islands. The haplatgpsork has a star-like configuration with a
central haplotype present in all islands, surrodniole rare haplotypes, with few mutational steps
apart. Haplotype diversity was high (65-89%) andleotide diversity low (0.14-0.35%). The
genetic variance between pairs of islands was taistically significant, indicating the lack of
genetic differences between islan&s>(0.69). The significant values for the neutratigts (R2 =
0.0169, D * = -2.54) combined with the analysigradlecular variance (AMOVA) and the star-like
haplotype distribution, suggests that the poputatibB. puniceussuffered a rapid and probably
recent population expansion in the archipelago.glagktotrophic larval development and the time
that larvae spend in the water column may be acletior dispersal of this species preventing

genetic differentiation among islands.

Key-words: Brachidontes puniceu€ape Verde Islands; planktotrophic larval deveiept;

population expansion.
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Introducéo

INTRODUCAO

A filogeografia € um ramo da biogeografia cujo ahj® € o estudo das relagbes
filogenéticas entre organismos relacionados e @&egs0s responsaveis pela sua
distribuicdo geogréfica. Trata-se de uma aproximagéegrada incluindo dados
paleontoldgicos, demogréficos, genética de popekcétologia, e geografia historica
(Avise, 2000).

O aparecimento em 1983 da reaccédo da polimerasméeia (PCR) foi crucial
no desenvolvimento da genética de populacbes élatgdgrafia. Com este avanco
tecnoldgico a informagéo contida nas sequénciad\l@d tornou-se mais acessivel
(Avise, 1998). A taxa de evolucdo do ADN mitocontlé 5 a 10 vezes maior que 0
ADN nuclear e, por estar protegido por uma membramaorna extremamente
importante quando do estudo de espécimes biol6gictigas, cujo ADN nuclear em
cOpia unica, geralmente encontra-se degradadogAi)0). A alta taxa de substituicdo
de bases possibilita que seja observada uma ou difEencas na sequéncia
nucleotidica das regides variaveis do ADNmt, quaindioviduos da mesma linhagem
materna ou de uma mesma familia sdo comparadow/iiBrioal, 1979). Nos estudos de
sistematica molecular, os genes mitocondriais éorevindo a ser mais utilizados séo os
que codificam o citocromo oxidase subunidadeok(), citocromooxidase subunidade

Il (coxll), citocromob (cob), e os genes ribossomis 16S rRNA e 12S rRNA.

A Biogeografia das ilhas é um campo dentro da Riggefia que tenta estabelecer
e explicar os factores que afectam a riqueza décespem ilhas. Foi designada na
década de 1960 pelos ecologistas Robert MacArthudmiversidade de Princeton e
Wilson EO de Harvard. Propuseram que o0 humero piecess em qualquer ilha reflecte
um equilibrio entre o ritmo de novas espécies quslanizam e o ritmo a que as
populacdes de espécies estabelecidas se extingMbittaker & Fernandez-Palacios,
2007).

7

A imigracdo é afectada pela distancia de uma ilhgair de uma fonte de
colonos. Geralmente essa fonte € o continente tanasem pode ser outras ilhas. llhas
que estdo mais isoladas sdo menos propensos &raoglrantes. A taxa de extingao,
uma vez que uma espécie consegue colonizar umaitifactada pelo tamanho da ilha.
llhas maiores contém habitats de grandes areas rdais variedades. Com habitats
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maiores e diversificados, reduz-se as probabilsl@deextingdo e aumenta o nimero de
espécies que serd bem sucedido apés a emigfagite alguns principios gerais na
colonizacéo de ilhas:
1) Grau de isolamento - Quanto mais préoxima foha de outra massa de terra,
maior a probabilidade de colonizagéo.
2) Comprimento de isolamento - Quanto mais antiggipr a probabilidade de
ser colonizada.
3) Tamanho da ilha - Quanto maior a ilha, mais @spédrao provavelmente se
estabelecer. Pode facilitar uma maior diversidade.
4) O isolamento geografico reduz o fluxo genéticmeeas populacdes.
5) Com o tempo, as populacdes colonizadoras vargindo geneticamente da
populacao parental, devido a selec¢do natural,gaate/ou deriva genética.
6) Localizacdo em relacdo as correntes oceaniofiséficias nos nutrientes,
peixes, aves, e nos padrdes de fluxo de sementes).

A teoria da biogeografia de ilhas € muito utilizauge em dia no campo da
biologia da conservacdo. Permite a criacdo de vasermparques naturais e areas
marinhas protegidas com intuito de diminuir a ié@finia antropogénica no processo de
extincdo das espécies insulares. No que concermiveasidade de espécies, a
biogeografia insular descreve uma especiacao alcgaem que surgem novos grupos
de genes pela seleccao natural de um gene isd\abiogeografia de ilhas também é
atil na andlise de especiacdo simpétrica em quéciesp diferentes surgem de uma
espécie ancestral em uma mesma area. Isso daide deg escassos recursos insulares
que fazem com que haja alta competicéo e por caimeca especiacdo (Whittaker &

Fernandez-Palacios, 2007).

Os arquipélagos oceanicos apresentam um elevaderow®a endemismos (“hot
spots” de biodiversidade) resultantes do seu iseém A colonizacdo desses habitas
remotos depende, de uma forma geral, de eventstésrde colonizagdo e o seu biota

é frequentemente uma amostra parcial da biodiadsidontinental.

O arquipélago de Cabo Verde representa um sisteatelon muito adequado
para estudo de filogeografia pelo elevado grau rdtermismo e pela diversidade de
ambientes que tém um papel de grande relevo negegsos de especiagcao. Situa-se a
600 km da costa Ocidental Africana, entre os pl®lel4°50°'N-17°20°'N e os
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meridianos 22°40°W-25°30°'W. E constituido por 10asl e 5 ilhéus de origem
vulcéanica, (Figura 1), divididos em dois grupositi@s ilhas de Barlavento (Santo
Antdo, Sao Vicente, Santa Luzia, Sdo Nicolau, SBloavista) e ilhas de Sotavento

(Maio, Santiago, Fogo e Brava) (Almada & Lopes,&3@edinaet al, 2007).

Arquipélago
de Cabo Verde

Santiago

o
Brava O

Figura 1 - Localizag&o Geogréfica do Arquipélago de Cabo Verde

Possui uma linha da costa de 2.000 km, uma sujgedéc4033 k) uma Zona
Econémica Exclusiva (ZEE) de 734.265 %m uma plataforma continental de 5.394
km?. E definido como regido de clima tropical secanccostas e fundos de declive
muito inclinados podendo atingir 4.000 m entrellaasi (Instituto Hidrografico, 1968;
Bravo de Laguna, 1985; Aimada, 1993; DGMP, 1998).

As ilhas de Séo Vicente, Santa Luzia, ilhéu Bratibéu Raso e Sdo Nicolau se
encontram na mesma plataforma que representa amdamente 30 % da placa
continental do arquipélago, condicionando a didaxde de recursos haliéuticos naquela
zona. As ilhas do Sal, Boavista e Maio detém unsafirma mais extensa com

profundidades inferiores a 200 metros (Almada, 1993

O arquipélago esta situado na parte sul da cordageanarias (corrente fria na
periferia oriental do anticiclone dos Acores) qeeestende ao longo da Costa Norte
Ocidental Africana. Esta corrente é de fraca vdimae (15cm/s) e junta-se a corrente
alisea do norte nas latitudes de Cabo Verde, dajuaumentar a sua velocidade para
20cm/s (Medinaet al, 2007).
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As ilhas do Sotavento, e as ilhas do Sal e Boavisiea além de sofrerem a
influéncia da Corrente das Canarias, sao tambémendiadas pela Contracorrente

equatorial (Figura 2).

CS:‘. Antdo
S. Vicente Sal

d} Q&’S‘ Luzia
~ S. Nicolau
o l : E

Figura 2 - llustracdo das correntes que atravessam o Arqgipétie Cabo Verde.
Corrente fria das Canérias gira para Oeste e Nmrdesquanto a Contracorrente
equatorial vinda do Sul dirige para Noroeste (Addptde Almada, 1993).

De Dezembro a Junho, quando a forca do anticicttmseAcores aumenta, ha
um aumento da for¢ca dos ventos alisios do norenseguente aumento da forca das
aguas da corrente do Norte e da corrente das @an&omo resultado, essas aguas
banham por completo as ilhas de Cabo Verde. D® dufovembro, ocorre o contrario:
o anticiclone dos Acores diminui a sua forga, ha wiminuicdo dos ventos aliseos do
Norte e, por conseguinte, diminui a forca da cdereto norte e das Canarias. Nesta,
essas aguas do norte s6 atingem as ilhas de Sat#to, 530 Vicente, Santa Luzia, S&o
Nicolau e a parte norte da ilha do Sal. As restailteas sdo banhadas entdo pela
Contracorrente equatorial, que se desloca de deighema oriente. Das interaccdes entre
essas duas massas de agua (Corrente das Can@dasacorrente equatorial) formam-
se frentes hidroldgicas, ideais para a concentrdedmodiversidade marinha (Almada,
1993).

A variacdo da temperatura superficial da agua do (AIgPC a 27°C) permite

dividir a zona em duas épocas: uma época fria demlero a Junho, com agua cujo a
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temperatura média oscila entre 22-23°C e uma épaoeate, cujo a temperatura média
oscila entre 26-27°C. Além disso, as ilhas sdo teani@amente, atravessadas por uma
frente quente entre os meses de Junho a JulhoGaitddkro a Novembro. Os ventos

alisios predominantes durante os meses de Jandintha sdo do sector Nordeste, cujas

velocidades méximas sdo de 5 a 8 nés (Almada &4,d#98).

Sendo um pais subtropical, Cabo Verde possui uaralgrdiversidade biolégica
apesar da biomassa ser reduzida (Rolan, 2005). Mestando afastado das zonas de
upwelling activo da regido (costa do Sul do Sahara, Maua}ampossui um efeito
ciclénico a volta das ilhas que provoca um aflonatmelas aguas profundas, ricas em
nutrientes, sendo um enriguecimento local que sepaca a unupwelling Segundo
dados de campanhas oceanograficas realizadas maEtomomica Exclusiva de Cabo
Verde (ZEE), a produtividade primaria das aguasavade 150-500 mg de Cfdia o
gue o insere na categoria de aguas de alta prathde (Almada, 1993). Apesar disso,
poucos estudos filogenéticos tém sido feitos rassjle a maior parte baseados em
espécies terrestres (répteis e anfibios) como @&so dos trabalhos de Greer (1976),
Joger (1993), Carranz al.(2001), Brehnet al.(2001) e Jesust al, (2002).

No que respeita a espécies marinhas, o géb@nasconstitui o Unico grupo que
tem vindo a ser alvo de estudos filogenéticos.vemdidade deste grupo no arquipélago
documentada por Duda e Rolan (2005) e Cuwetha. (2005; 2008), tornou-se num dos
exemplos mais emblematicos de como o desenvolvoriantar associado a repetidas
variacbes do nivel do mar influenciam profundameatesstrutura genética e a
diversidade da fauna marinha do ambiente insuléifodenia desse género baseada na
analise do ADNmt revelou a existéncia de 49 espéeiedémicas no arquipélago,
divididas em 2 grupos principais relacionados comarnanho da concha: de “concha
grande”, variando de 37 a 75 mm, e de “concha pegeatre 10 a 29 mm (Cunka
al., 2005). A distribuicdo geogréfica das espéciesScdacha pequena” restringe-se a
uma unica ilha ou mesmo uma Unica baia (Duda & rRa2®05). As espécies de

“concha grande” podem ocorrer em mais de uma i @arias baias.

A fauna malacolégica do arquipélago de Cabo Verdmuito rica, estando
documentadas cerca de cinquenta espécies pertencertlasse Bivalvia, sendo que
algumas estédo limitadas a pequenas areas (Guetr&miner, 2000). Uma das poucas

espécies presente em todas as ilhas € o biBaaahidontes puniceu$melin, 1791).
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O GéneroBrachidontes(Swainson, 1840) pertence a classe Bivalvia, famil
Mytilidae. A sua origem remota ao Periodo Juras@hgirre et al, 2006). Esse género
possui larvas planctotroficas que podem permansxgiancton até 40 dias (Fields &
Moore, 1983;Campos & Ramorino, 1980), o que faciat dispersdo, resultando em
pequenas variacdes genéticas de populacdes pantagigs (Van den Broecdht al,
2008). Estes constituem a fauna inter-mareal coi taherancia enorme a variagoes de
temperatura e de salinidade (Terranataal, 2007). Esta fauna esta associada a
substratos duros, apoiando-se por meio de umagstrde fixacdo denominada bisso
(Barneset al, 2005).

A espécieB. puniceuqFigura 3) habita fissuras rochosas e lagoas désnam

costas rochosas homeadamente na linha do médal [@uerreiro & Reiner, 2000).

Figura 3 - Exemplares dB. puniceugin www.idscaro.net).

Trata-se de uma espécie parecida com o mexilhd@storal mas de tamanho
reduzido. Apresenta uma distribuicdo restrita at&@cidental Africana e a Ilha de
Natal no Oceano Indico (Figura 4). Abrange todaslres do arquipélago de Cabo
Verde e alguns paises da Africa continental comarh&mia, Gabdo, Gana, Senegal e
Angola (MASDEA, 2009; Guerreiro & Reiner, 2000; Pep& Poppe, 2009; Honkoop
et al, 2008; Trausel & Slieker, 2009; Gofasal, 1985). O registo referente a ilha do

Natal € dubio e necessita de confirmacéao.
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Mauritania

Cabo Verde‘k

Senegal

Gana

r"f g
Oceano %ﬁg: -
indico *%fsw?’ﬁi

lIha do Natal

Oceano
Atlantico

Figura 4 - Mapa de distribuicdo do B. puniceus (Segundo @irer& Reiner, 2000; Poppe &
Poppe, 2009; Honkoop et al., 2008; Trausel & Sliek@09;Gofas et al., 1985).

A concha dd. puniceug pequena, soélida, com forma sub-triangular eatrs
sentido anterior. E largamente arredondada no deergbsterior e os umbos sdo
subterminais arredondados. A mesma € fortementalpgd& com estrias radiais

ligeiramente granuladas e marcas concéntricagiieriee demarcadas (Figura 5).

Figura 5 - Marcas concéntricas e radiais no lado
externo da concha da espééie puniceus(foto: E.
Lopes, 2009).

A coloragao externa da concha varia entre as qoeta, roxa, castanho-escuro

ou castanho claro (Figura 6).
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Figura 6 - Variacdo da coloracdo externa das conchaB.dminiceugfotos: E. Lopes, 2006;
www.idscaro.net,2009).

O interior é madrepérola na retaguarda e esbraadpiacima em direccdo ao
umbo. A dimensdo média € de 10 mm e pode atingi2@snm de comprimento
(Guerreiro & Reiner, 2000).

Os organismos do génemrachidontescolonizam, de forma consideravel,
ranhuras e pocas do intertidal (Figura 7) e, entasezonas, pode ser o organismo
dominante com muitos milhares de individuos porangtiadrado (Guerreiro & Reiner,
2000). Frequentemente, as suas densas camadasgldsra@oiam a riqueza da epifauna
e comunidades de invertebrados de infauna dos: tlpodfera (esponjas), Cnidaria
(incluindo hidrozoarios, corais e anémonas), AmeajdCrustacea, Mollusca (Bivalves e
Gastropodes), Briozoaria, Equinodermata e algas. d@anismos filtradores que se
alimentam de particulas em suspensado na agua, micnaalgas e particulas organicas.

Sao predados por estrelas-do-mar, ouricos, gaste§pmcaranguejos.

Figura 7 — Aglomeragfes d8. puniceusnuma costa rochosa da ilha do Sal (foto: Evandro
Lopes, 2009).
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No interior da concha do bivalve (Figura 8) sdoasas marcas e formacoes
com interesse para a taxonomia da espécie. A isdweata linha paleal nao contém seio
e as marcas dos musculos adutores anterioreseziped sdo anisomiarias (a marca do

musculo adutor anterior € menor que a posteriajr@set al, 2005).

Camada nacarada Ligamento Umbo terminal
externa arredondado

Marca do musculo
retractor

Marca do miasculo
adutor anterior

Linha paleal

Marca do Musculo
Adutor posterior

Figura 8 - Esquema ilustrativo do interior de um exemplar Rlopuniceus
(Adaptado de Fischet al, 1981).

O ligamento, estrutura quitinosa e elastica situaaldordo dorsal das valvas e
que as mantém unidas, esté localizado internaneemteharneira é do tigdryptodonta
(sem dentes) (Barnes al, 2005).

No que se refere a reproduc®b,puniceusapresenta sexos separados e liberta
0S seus gametas para a agua onde ocorre a fegdizR4 origem a uma larva veliger
gue permanece na coluna de agua por aproximadad®@nias (Fields & Moore, 1983;
Campos & Ramorino, 1980). Depois de terminado pss@do, ocorre 0 assentamento

das larvas em locais com substrato duro, de prefex@&m rochas

Sendo da mesma familia dos Mytilidea, forma o meSpwde aglomerados de
grande densidade, aderindo ao substrato rochosoug@s substratos duros, por meio
dos filamentos do bisso que, por sua vez, sdo gagpe por uma glandula especial na
base do pé. Esses filamentos do bisso aderem atragobduro fazendo com que o
mexilh&o tenha maiores capacidades de sobreviv@ocambiente intertidal (Lucaet
al., 2002)
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Algumas espécies, dentro do gén@&mchidontes tém vindo a ser alvos de
estudos moleculares, nomeadamente na analise datuestdas populacdes, em
diferentes paises, como é o caso dos trabalhogueéet al. (2006), Lee & O Foighil
(2004, 2005) no Atlantico Oeste, e Terran@taal., (2007) no indico - Pacifico. Os
trabalhos de Lee & O Foighil (2005) mostraram ques@écieB. puniceus esta
separada da espédie exustugpor um total de 43 mutacbes mas entre os indigidiao
espécieB. puniceusas diferencas ndo ultrapassam as 3 mutacdes dFEyuho estimar
uma arvore filogenética por inferéncia Bayesianan cms tempos de divergéncia,
verificou que a espéciB. puniceusesta mais perto do Clado d& exustusdas

Bahamas.

B. exustus
Bahamas Clade

A
B
C
3.4-4.6
mya ST
y D B. puniceus
G | Cabo Verde
= CYGED
): A PR(@), VED)
2.1-2.9 mya \\
\
A

B
B
B. exustus \\ >

Antilhas Clade __._:_.
b Qe>

Figura 9 - Redes de haplétipos e arvore filogenética obfida Lee & O Foighil (2005)
ilustrando os tempos de divergéncia entre a espegeniceu® B. exustus.

Alguns estudos baseados na andlise das variagdet$pieas entre populagdes
de espécies marinhas existentes em Cabo Verde égnondtrado a existéncia de

possiveis barreiras fisicas entre as ilhas. Analisalados de capturas de 18 espécies de

10
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peixes demersais, Medired al. (2007) demonstraram uma separagao aparente sntre a
ilhas de Cabo Verde. Um total de quatro gruposhis ifoi evidenciado: Grupo 1 (ilhas
de Santo Antdo, Séo Vicente, Santa luzia e Sadaliogrupo 2 (llha do Sal, Boavista

e Maio); Grupo 3 (ilha do Fogo e da Brava) e o @Grdwomposto unicamente pela ilha
de Santiago. Foi demonstrado também que a distéibue a densidade dessas espécies
nas ilhas variam numa proporcao directa com o tamata plataforma continental
dessas ilhas. As barreiras fisicas existentes astilbas podera estar a causar variagcdes
fenotipicas em certas espécies, como € 0 caso [piciesde peixe de recife
Cephalopolis taeniopgMedina et al, 2008). No entanto, as interac¢fes entre as
correntes que atravessam o arquipélago (CorresteCdnarias e Contra Corrente do
Norte) e a fisionomia do fundo marinho, provocamaucerta conectividade entre as
ilhas. Essa conectividade é dinamica e tem um t@rdazonal o que representa um

veiculo de disperséo larvar (Medietal, 2007).

Em moluscos marinhos, o tipo de desenvolvimentatatem grande influéncia
na dispersdo da espécie. Existem dois tipos paixide acordo com a existéncia
(plancténico) ou nédo (lecitotrofico) de uma faséagea. Dentro do tipo plancténico
existe ainda a sub-divisdo em planctotréfico, nal @stéo incluidos os organismos que
se alimentam de plancton na coluna de agua poreamppd determinado. As espécies
com desenvolvimento lecitotréfico necessitam daemeas do ovo durante a sua fase
larvar ndo se observando nenhuma fase pelagicae @xistente, € de curta duracao.
Relativamente a capacidade de dispersédo, espézidsesgnvolvimento planctotrofico
exibem a maior capacidade de disperséao, pelo fecppderem permanecer mais tempo
na coluna de agua sendo transportadas passivanpetds correntes oceanicas
(Jablonski, 1986). Em contraste, espécies lecfioa® apresentam uma capacidade de
dispersdo mais reduzida, tendo no entanto tax&spleciacdo mais elevada resultante

da existéncia de menor fluxo genético entre popelaglistantes (Scheltema, 1971).

Neste estudo, foram analisados padrdes de divaxsH#o da espécie
Brachidontes puniceuso arquipélago de Cabo Verde usando sequénciagisado
gene citocromo oxidase - subonidade I. Tendo acespe puniceusuma distribuicéo
abrangente a todas as ilhas do arquipélago de \@alle, a analise filogenética usando
dados moleculares pode contribuir para o conhedonéa variabilidade genética da

espécie e do processo de colonizacao das varaas ilh

11
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Os resultados obtidos servirdo para analisar vaestoes: (1) influéncia do
desenvolvimento larvar planctotrofico na disperdadd. puniceusno arquipélago de
Cabo Verde; (2) influéncia das correntes oceanigas estrutura genéticas das
populacdes norte e sul do arquipélago, e (3) andles relacdo entre morfétipos e

haplétipos. Propdem-se as hip6teses seguintesaspaativos cenarios alternativos:

-Hipétese 1. existindo uma accdo evidente do dedemento larvar
planctotréfico na dispersdo da espécie, € espenadavariabilidade genética reduzida
entre ilhas em resultado da grande capacidade dperddo de organismos
planctotréficos o que provoca um aumento de fluwemégico. Alternativamente,
encontrar-se-a estrutura genética nas populactEsimxdas, sendo esperada menor

variabilidade genética dentro de cada ilha, e soipentre ilhas.

-Hipotese 2: separacdo das populacde8.dpuniceuslocalizadas nas ilhas a
Barlavento (Santo Antdo, S. Vicente, Sal, Santaid,uz S&o Nicolau) e a sotavento
(Boavista, Maio, Santiago, Fogo e Brava) do ardage por ac¢do das correntes das
Canarias e Contracorrente Equatorial. Se esteoedeitfizer sentir na dispersdo Be
puniceus € de esperar a existéncia de estrutura genéticaspondente a estes 2
grupos. Alternativamente, ndo sera encontrada gealgstrutura genética entre os

grupos mencionados.

-Hipotese 3: existéncia de uma relacdo entre mpdete haplétipos. Se o gene
amplificado, ou outra regiao codificante ligadcsteegene tiver alguma influéncia sobre
o morfotipo, é de esperar que as distancias gesétitra-morfotipo (claro/escuro)
sejam menores do que as distancias genéticasneaitfetipos (claro e escuro).

12



Materiais e Métodos

I-MATERIAIS E METODOS
1.1. Amostragem

No presente estudo, foram seleccionadas as zomasillges previamente
referenciadas com presenca abundante da espégieaR0). Para maximizar o sucesso
das amostragens definiram-se os locais tendo coitéri@s de base: dabitat da
espécie (intertidais rochosos), as condi¢bes gdotbgicas das ilhas (zonas costeiras
hidrodinamicas), o regime das correntes e acesisilé. As ilhas do Fogo e da Brava
nao foram amostrados devido a escassez de tramgpoet tempo. Nas restantes ilhas as
amostragens foram realizadas nas seguintes zdmas:de Santo Antdo (Ponta do Sol),
Séao Vicente (Praia de Calhau), Santa Luzia (Poreaada), Sdo Nicolau (Tarrafal), Sal
(Baia de Murdeira), Boavista (Ervatédo), Maio (Pdnatata) e Santiago (Cidade Velha).

Todos os pontos de amostragem foram geograficamefierenciadas (Tabela 1).

| 1 L

17—
e _ 3
a
16.5
1- Santo Antdo N
16— |2- S&o Vicente
3- Santa Luzia
4- Sdo Nicolau
5- Sal A E
6- Boavista
7-Maio
8- Santiago S
9- Fogo
15.5- |0-Brava
E _Pnnta Preta
15+ 2 ; I
)
T T T T T
25 245 -24 -23.5 -23

Figura 10 - Area de estudo: Illhas amostradas (a cinza) comespectivos pontos de
amostragem assinaladas na orla costeira bem coommetenadas (N/W).
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Tabela 1- Localizacdo UTM/GPS dos pontos de amostragem.

o Dados UTM GPS
N° de
llha Local L
ESpPeCimes - zpna X Y Latitude  Longitude

Séo Vicente Calhau 30+ 26Q 727679 1864683 16 51'1&@451'47"
Séao Nicolau Tarrafal 20 26Q 781819 1832981 16 33444 21'33”
Sal Murdeira 30+ 27Q 293499 1844776 16 40'36" &&11”
Boavista Ponta de Ervatéao 30+ 27Q 318731 1774115028 -22 41'40"
Santiago Cidade Velha 30+ 27P 219588 1650546 13334'-23 36'23"
Santo Antao Ponta do Sol 30+ 26Q 702705 190301912mA" -2505'38"
Santa Luzia Ponta Branca 8 26Q 735490 1856858 'B846-24 47'26”
Maio Ponta Preta 30+ 27P 262940 1673453 1507'34@312'21"

A metodologia de trabalho baseou-se numa amostrggantitativa. Pretendeu-se
amostrar um minimo de 30 individuos por local. Asothas foram realizadas na zona
intertidal e em costas rochosas. Procedeu-se ¢heenmanual por observacéo directa
por serem organismos relativamente abundantes.dBéea maior area de exposicéo e
accdo na intertidal (relativamente as pocas de)naréecolhas foram realizadas, na

maioria, nos periodos de baixa-mar (Figuras 11)e 12

R -
= g BL

Figura 11 - Costa rochosa da Baia das Gatkgyura 12 - Amostras deB. puniceusem
onde foi realizada uma das amostragens (fotémclaves na Praia de Ervatdo, ilha de
Evandro Lopes, 2009). Boavista (foto: Evandro Lopes, 2009).

O equipamento de recolha foi muito simples, camskit por um canivete, para
retirar as amostras da rocha; um martelo, parargupbdacos de rocha em locais onde
as amostras eram de dificil acesso; um GPS, paeandear a localizacao precisa da

amostragem; um bloco de notas, para anotar os diml@nostragem; frascos, para

14
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conservacdo das amostras; etanol 96%, para fixagdmostras; lapis/esferografica,
para as anotacfes; e maquina fotografica (Figura 13

Figura 13- Equipamento usado na amostragem (foto: Evandpe4,d2009).

Os individuos colectados foram colocados em pempidubos de plastico
devidamente etiquetados e mantidos em &alcool 9686s Aima semana, as amostras
foram embrulhadas em papel absorvente, humedecmiosilcool 96% e colocados em
pequenos sacos de plastico. Posteriormente, ematabio, as amostras foram todas
separadas sendo o tecido mantido em alcool 96%cerahas colocadas em pequenos
sacos de plastico, previamente etiquetados comuamerm de série a condizer com 0

mesmo numero de série do respectivo organismo.

1.2. Extraccao de ADN

Os métodos de extraccdo de ADN combinam procedsaod, quimicos e
mecanicos baseando-se na lise celular, limpeza gatiminacédo de proteinas, lipidos
e ARN) e precipitacdo. Na lise celular usa-se tampde extraccdo que contém
detergentes como SDS (Dodecil Sulfato de Sédio)rdan X; uma molécula quelante
(por ex. EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acétiap)e retira os catides da solucéo
desestabilizando assim a membrana celular; Tris-ph manter o pH estavel e

proteinase K para degradar as proteinas e enziehalares. O tampé&o de extracgédo é
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incubado conjuntamente com a amostra alvo de egivaa temperaturas entre 50°C a
70°C, com agitacao permanente (Eguiattal, 2007).

Alimpeza é efectuada com sais (como acetato @gesgiotou cloreto de sédio) que
formam uma capa ionica sobre o ADN protegendo dpiadeacdo e, com RNase que
elimina o ARN da amostra. A centrifugacdo permépasar as impurezas (0 depdsito)
do ADN (o sobrenadante). Posteriormente o ADN €ipitado (por ex. com 0 uso de
isopropanol frio) e é centrifugado a mais de 10.Q00. Uma vez precipitado, o ADN é
lavado com um alcool (por ex. etanol a 70%) patimiear todos os sais que
permanecem na soluc¢do. Por ultimo, elimina-se moétaom uma centrifugacdo a mais
de 10.000 rpm e deixam-se as amostras secarenmpartgara ambiente, para remover
os restos de etanol (Falcon & Valera, 2007).

No presente estudo utilizou-se entre 20 a 50mg dcuto adutor posterior para
extraccdo do ADN (Figura 14), seco por 12 horasngperatura ambiente ou 3 horas a
55°C.

Marca do Musculo
Adutor pesterior

Figura 14 - Localizacdo do musculo adutor
posterior usado na extraccao de ADN.

Em seguida, juntaram-se §00e tampao de extraccdo (10mM Tris, pH8; 1mM
EDTA, pHS8; 0,1% SDS), 2@l de Proteinase K (20 mg/ml), para incubacdo derdnt
horas e a 55°C a 600rpm no agitador Thermomixeeggf. Apds arrefecimento a
temperatura ambiente, adicionaram-3d BNase (4mg/ml) e procedeu-se a incubacao
a 37°C durante 30 min a 600 rpm.
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A extraccdo de ADN foi efectuada pelo método salBambroolet al. 2001) que
consiste na adicdo de 2Q0de acetato de potassio e agitagcdo permanentatdwzs
para homogeneizar a amostra. As amostras sdo degifugadas durante 5 minutos a
velocidade maxima (13000 rpm) e o sobrenadantelhidoopara um novo tubo.
Seguidamente procede-se a precipitacdo do ADN tlacg@o por adicdo de §d0de
isopropanol frio e inversdo do tubo vérias vezeguila de uma incubacdo a -20°C
durante 2h, nova centrifugacademperatura ambiente (10 min a velocidade maxéma)
eliminacdo do sobrenadante ficando, assim, o dgpmpie contém ADN) no fundo do
tubo. O ADN é lavado com 6Q0 de etanol a 70% e centrifugado 10 min a veloadad
méxima. Procede-se a remoc¢do do etanol sobrenaglantdeposito é deixado a secar
durante a noite para remocéao dos restos de alooalbtido ADN é aluido em 1Q0de

agua ultra pura.

1.3. Amplificacdo do ADN pela técnica da PCR

A técnica de PCR Rolymerase Chain Reaction reaccdo em cadeia pela
polimerase) foi inventada em 1993 por Kary Mulimdendo-lhe o prémio Nobel da
Quimica pelo desenvolvimento de um método que persmtetizar, em poucas horas e
in vitro, uma grande quantidade de um determinado fragnter#d®N. Esta técnica faz
parte integrante da moderna biotecnologia moleculemdo trazido um enorme
progresso a areas como o diagnéstico de doencdginaeforense entre muitas outras,
para além da investigacdo em Biologia (Biochemjd#199; Eguiartet al, 2007)

Durante a PCR sé&o usadas elevadas temperaturasvded separar as moléculas
de ADN em duas cadeias simples (Figura 15), perdutientdo a ligacdo de
oligonucleodtidos iniciadoresp(imery, também em cadeia simples e geralmente

constituidos por 15 a 30 nucleétidos, obtidos putese quimica (Biochemicals, 1999).

Para amplificar uma determinada regido sdo negessa&ois iniciadores
complementares das sequéncias que flanqueiam rodrag de ADN a amplificar, nos
seus terminais 3', de modo a permitir a actuacabdltd polimerase durante a sintese
da cadeia complementar, usando como molde cadadasaduas cadeias simples
constituintes do ADN a amplificar (Biochemicals 999.
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Figura 15 - Esquema ilustrativo da reacgdo de PCR no primeaglo ¢Adaptado de
ncbi.nlm.nih.gov, 2009).

Para realizar a PCR séo necesséarias pequenasdaa@astido ADN-alvo, um
tampédo salino contendo a polimerase, oligonuclestidniciadores, os quatro
desoxinucleétidos constituintes do ADN e o cofadlg2+. Esta mistura € submetida a
vérios ciclos de amplificacao (Figura 16) que csiesn em:

» Desnaturacao do ADN alvo pelo calor (tipicamenteiduto a 94-96°C), de modo
a separar as duas cadeias;

» Associacao dos iniciadores por ligacdes de hidiogéa ADN alvo em cadeia
simples. Para permitir essa associacdo, a misteraedccdo é arrefecida
(tipicamente a temperaturas entre 50 e 65°C, durhmhinuto; a temperatura a
usar depende da % GC da sequéncia a amplificar);

» Extensdo dos iniciadores através da sintese daacadmplementar de cada

cadeia molde, catalisada pela ADN polimerase éipente 1 minuto a 72°C);

Extenséao dos iniciadores/

Li 4o dos Inict: es

(Primers)

100
90 1
80 1
FLE S

Desnaturagéo do ADN

Temperature (°C)
sS85 83

101

0 1
Time 0O 1 2 3 4

Figura 16 - Representacdo esquematica de um Ciclo de terapssatfectuado na
reaccdo de PCR (Adaptado de www.mun.ca/biology$t@R_simplified.html)
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O processo envolvendo estes trés passos, podepstido varias vezes (25 a 30
ciclos) sendo possivel aumentar, em cada cicles dezes a concentracdo de ADN pré-
existente (Figura 17). Em teoria, se for possigeat a cabo 25 ciclos de amplificacado
seguidos, a concentracdo de ADN aumentaria 225&slde vezes embora, na pratica,
devido a alguma ineficiéncia no processo de amsplifio, esse aumento fiqgue por um

milh&o de vezes (Eguiaret al, 2007).

Separagdo das Sintese
cadeias; ligagdo  Sintese de DNA
Separacdo das dos iniciadoress  de DNA P — T —
cadeias; ligagao Sintese [ . . oy - C—am
dos iniciadoress ~ de DMA /‘ - . - - |
e o = —
- == e
3 | — - —am
:"'|:|: * |:|':-,,_ll = |
[ e |
| — | st
.= L EE_L]  EF__LJ
T e BE— T L | (— |
Fleglan de f - == .y EB [ —
DMA 3 ser i . >
amplificada -:--..-:- . :I:I . =D

T

-:-‘I'-E

S ] Segundo ciclo Terceiro ciclo
FPrimeiro ciclo " IEI s | 8 moléculas |
. - maleculas longas; maoleculas longas;
(2 modeculas lomgas: 0 normais) { ongas. ( ongas.
0 normais) 2 normais}

Figura 17 - Esquema ilustrativo dos resultados da reac¢cdBCR durante os trés primeiros
ciclos. Os iniciadores sao representados pelas a@menelho forword) e preto (reverso). As
moléculas verdes e amarelos sdo as coOpias da ragifbficavel do ADN (Adaptado de
ncbi.nlm.nih.goy2009).

Como na técnica de PCR se encontram envolvidossvéitlos de amplificacéo,
foi desenvolvido equipamento que permite program@e, forma continua e
automatizada, os varios ciclos de aquecimento efemimento. Para tal ser
concretizavel, as ADN polimerases utilizadas deve&r termoestaveis, tendo tal sido
conseguido com o isolamento da ADN polimerase dapestermofilica Thermus
aquaticusg(Tag ADN polimerase) que actua a temperaturas @étes/gevando assim a um
aumento da especificidade da reaccao. De referiaague o produto de PCR pode ser
visualizado apos eletroforese em gel de agaroseseuotamanho ser estimado por

comparacao com padrdes lineares de ADN (Rocheeptience).

19



Materiais e Métodos

Para oB. puniceus o gne alvo de estudo foi o Citocroneooxidase | ¢oxl),
amplificados com iniciadores modificados do Folmet al. (1994) ¢oxl-
F: CCTTTATTTAACGTTTGGAA; coxl-R GTCGTATTAAAATTTCGATC). O
fragmento dacoxl foi amplificado com Tag DNA Polymerase (Promegadidon, WI,
Buffer A). Foi incluido um controle negativo na difipacdo para despistagem de
contaminagdes. A reacgdo de PCR foi realizada aralome total de 25ul de acordo

com a Tabela 3.

Tabela 2- Volumes e concentracdes dos reagentes usadeadiio de PCR do COXI.

Para 1 reaccdo: 28

Reagentes Concentracdo Concentracdo  Volume dos
do Stock  dos reagentes na reagentes na

Reaccao Reaccao

H20 - - 17,8 l
PCR Bulffer 10X 1 X 2.5 ul
MgCI2 25 mM 2 mM 2
dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,5 ul
Primer Reverso 10 mM 0,2 mM 0,5
Primer Forword 10 mMm 0,2 mM 0,5
Taq Polimerase 5U/ml 1 U/mi 0,2 ul
ADN - - 1
TOTAL 25 ul

Os ciclos de amplificagdo foram iniciados com ureandturacdo de 94 °C por 2
min, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 949C6@osegundos, ligacdo dos
iniciadores a 42 °C por 30 segundos e extensacactagADN polimerase a 72 °C por

1 minuto. A extensao final foi de 2 minutos a 72 °C

1.4. Eletroforese em gel

A eletroforese em gel por ac¢cdo de um campo atécérifrequentemente utilizada
para separar e estimar o tamanho de fragmentoscidesanucléicos. Através da
comparacao da distancia percorrida pelos fragmerttiosa percorrida por fragmentos
de peso molecular conhecido (padrbes de peso ntae@ipossivel estimar o peso

molecular de cada fragmento da amostra a analsaia(, 2007).

A eletroforese de ADN é normalmente realizada emndgeagarose. Quando
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sujeitos a um campo eléctrico, os acidos nuclémigram em direccdo ao polo
positivo, uma vez que apresentam carga negativareeptro. A agarose funciona como
uma rede cujos poros deixam passar mais facilmentaoléculas mais pequenas que
migram mais do que as de maiores dimensdes. A gdigrde um fragmento de ADN na
forma circular, como € o caso de um plasmideo igarido, é diferente da migracéo do
mesmo plasmideo sob a forma linear (ap6s digestdouena enzima de restricdo). Por
outro lado, moléculas com uma conformacdo mais estapmigram mais rapidamente

do que moléculas com uma conformacéo molecular fregmentada (Asuar, 2007).

Depois de preparado o gel de agarose, este € imensa tina de eletroforese com
uma solugdo tampéo que estabelece a conducadcglémm a fonte de alimentacao.
Uma vez aplicadas as amostras de ADN e o padrpests molecularegddder nos
pocos, inicia-se a eletroforese. A aplicacdo dopmagléctrico é efectuada através de 2
eléctrodos situados paralelamente a fileira de foc¢berminada a separagao
electroforética, o gel deve ser imerso numa soldgdBrometo de etideo que permitira

a visualizacéo das bandas de ADN por exposicép altavioleta (Figura 18).

Figura 18 - llustracdo esquematica da eletroforese em gehgigose:1- Aplicacdo das
amostras em Gel de AgaroeAspecto do gel final da eletroforese;Visualizacdo das bandas
no trans-iluminador (a luz UVX - Fotografia do GelM- Marcador de pesos molecularése

B — Amostras de ADN)

Os produtos de PCR amplificados nesse estudo fagparados em gel de
agarose a 1% e Brometo de Etideon@lo) a 90V por 25 minutos, seguida da
visualizacdo num trans-iluminador de luz ultra-gtal A solucédo tampéo utilizada para
a eletroforese foi o TAE a concentragdo 1X. Os ddiam foto-documentados e o
tamanho do fragmento de DNA foi estimado pela coagio com o padrébadder
100pb.
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1.5. Purificagao dos produtos de PCR para Sequenci@o

Os produtos da PCR podem ser sequenciados dired@meilizando os
meétodos ciclicos de sequenciacao, mas, precishestal dos iniciadores de PCR e da
Taq polimeraseantes para nao inibir a sequenciacdo. Outros coempes, como
enzimas ou componentes do tampao podem tambénr grabemas na sequenciacao.
Assim, o produto de PCR deve ser purificado antesed sequenciado. Existem varios
meétodos de purificacdo de produtos de PCR comduaaale purificacdo, purificacdo
da banda no Gel, precipitacdo em etanol, precgutapm esferas magnéticas, entre
outros (Sambrook & Russell, 2001).

Na Purificacdo do gel recorta-se a banda e usataa dgarose para retirar a
agarose. Este método é usado no caso de a PCRenéoeo uma Unica banda limpa. As
esferas magnéticas sdo usadas para vincular otprdduPCR e retirar os iniciadores,
seguido de uma eluicdo do produto da PCR paradfmsaesferas. Na precipitacdo com
coluna de rotacdo os produtos de PCR (> 100 pb)yetétas na coluna, enquanto os
iniciadores e as proteinas sdo lavadas completani@uiagen, 2007). O método de
purificacdo em etanol consiste numa lavagem douyboode PCR com etanol 100% e
um sal (ex. acetato de Sodio), seguido de umaiftegatcdo. Recolhe-se o precipitado
gue contém o fragmento de PCR limpo e lava-se ¢anok70% (Sambrook & Russell,
2001).

No caso de haver mais de um produto de PCR na maswstra, nem a coluna
de purificacdo nem a precipitacdo em etanol comsegdsolar o produto desejado.
Assim usa-se a purificagao do gel para isolar dytmdesejado. Uma outra alternativa
muito usada é a repeticdo do PCR aumentando a teim@ede hibridacdo até que se

tenha uma banda limpa.

A purificacdo do ADN dd. puniceudoi feita usando o método precipitacdo em
etanol-acetato de sédio. O procedimento consistitransferéncia do produto de PCR
para um tubo de 1.5 ml e adicdo de 80ul de agua pltra, 10ul de acetato de sodio
(3M, pH:6.8) e 200ul de etanol a 100%. Seguidamergdubos foram centrifugados
por 10 minutos a velocidade maxima e descartadtiesadante. O fragmento de ADN
amplificado foi lavado com 20@l de etanol a 70% e centrifugado por 10 min a
velocidade maxima. Eliminou-se o etanol sobrenadard depdsito foi deixado a secar

22



Materiais e Métodos

durante a noite a temperatura ambiente para renus/eestos de alcool. No final o

ADN foi eluido em 23l de 4gua ultra pura.

A quantificacdo do ADN nos produtos de PCR foiad@idbm um espectrofotometro
Thermo Scientific NanoDrop 1000® usando um volunee 2dul. As amostras que
obtiveram valores superiores a 10ng/ul de ADN foesmviadas para sequenciagao e as
demais foram descartadas e repetidas as PCRs. versegcdo foi realizada no
sequenciador automatico ABI Prism® 3130 Genetic lysea dos Servicos de
Sequenciacdo do CCMAR.

1.6. Analise de dados

As sequéncias de COXI obtidas foram alinhadas &admk usando o programa
GENEIOUS 3.6.1 (Drummonet al, 2006). Esse processo consistiu no alinhamento
automético e inspeccédo visual dos cromatogramas. dilbhamentos foram também
introduzidas mais 3 haplotipos da ilha de Boavigd825105/106/107) e uma
sequéncia da ilha do Sal (AY825108) retiradas noBaack.

Sequéncias idénticas foram agrupadas no progranhd ARSE 1.2 (Posada, 2004)
para obtencdo do numero e frequéncia dos haplétipesesultados foram usados na
construcdo de uma rede de haplétipos baseada téoiccide 95% de parsiménia no
programa TCS (Clemeset al, 2000).

O indice de diversidade haplotipida {ndica a probabilidade de dois haplétipos
escolhidos ao acaso no conjunto de amostras seferenties, e juntamente com a
variancia foram estimados a partir das equac6esd8.Nei (1987). O indice de
diversidade nucleotidicar) indica o numero médio de diferencas nucleotidjpais
local entre pares de haplétipos (Saitou & Nei, }98irestimado a partir das equacdes
10.5 (Nei, 1987). Em qualquer dos casos, 0 dessilvgo € calculado a partir da raiz
quadrada da variancia. Os valores foram obtidos ooprograma DNASP 5.00.07
(Rozaset al, 2003) . As equacdes podem ser reduzidas as segexpressoes:

h=n(1-=x;?) / (n-1) (Nei 1987, equacao 8.4)
n =n/(n — 1LExxjm; (Nei 1987, equacéo 10.5)
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em que n é o nimero de sequénciass kequéncia do haplétipo i na amostraax
frequéncia do hapl6tipo j na amostra.

Os locais parsimoniosamente informativos (PIS), péo definicdo locais que
contém pelo menos dois nucleotideos diferentesogogem pelo menos duas vezes
cada e foram estimados pelo PAUP*v4b10 (Swoffod®2).

As diferencas nucleotidicas entre pares de seq@gifunismatch analysjsforam
usadas para testar hipoteses sobre a demografiaidasda populacdo (Rogees al,
1996). O grafico da distribuicdo do niumero de difgas das sequéncias tem uma forma
caracteristica em populagbes com diferentes hasta@emograficas e pode ser usado
para distinguir populacdes estaveis das em crestimd’opulacbes que sofreram
alteracOes drasticas da sua dimensao, tém casticemente distribuicbes unimodais
das diferencas nucleotidicas entre pares de ingigid consequéncia da elevada
similaridade genética entre estes. Populacdes &mesafreram mudancas significativas
no efectivo populacional, os individuos tiveram mpoidade de ao longo do tempo
acumular mutacdes, resultando em distribuicbes iudtais das diferencas
nucleotidicas entre pares de individuos (Rogéral, 1996; Frankhanet al, 2004).

Esta anadlise foi feita usando o programa DnaSPg$xial, 2003).

Os testes de neutralidade podem também ser usadénferéncia da demografia
histdrica. O teste de neutralidade de D* Tajima8@)9aseia-se na distribuicdo das
frequéncias de mutacao e na distribuicdo de hapktdistinguindo as diferencas entre
uma sequéncia de ADN evoluindo aleatoriamente (faBue uma evolugédo no ambito
de um processo ndo-aleatorio, incluindo seleccéexraobnal ou seleccdo equilibrada,
expansao ou contraccdo demografica. A evolucadoai@adas sequéncias de ADN
contém mutacbes sem efeito sobre a aptiddo e sobmela de um organismo
denominadas de "neutras”, enquanto mutacées quegam a seleccdo sdo "nao-
neutras”. Este teste identifica as sequéncias §aese encaixam no modelo da teoria
de neutralidade, no equilibrio entre mutacdo evdegenética. Um valor negativo
indica uma abundancia excessiva de haplétipos dea lfieequéncia, uma evidéncia
plausivel de expansdo demografica recente (Tajl®®@9). Outro teste de neutralidade
€ o teste d&R2 (Ramos-Onsins & Rozas, 2002) que se baseia needa entre o
ndamero de mutacdes e a média do niumero de diferencdeotidicas. Este teste possui

maior poder de resolucdo para amostras pequenasn Adiminuto valor deR2
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corresponde evidéncia de expansao populacionabiapilidade de rejeitar a hipotese
nula (dimensdo da populagdo constante) relativaanent hipétese alternativa
(crescimento ou diminuicao drastica do efectivoybagional), foi avaliada através de

simulacdes coalescentes, com o nivel de signifiade5% (Rozast al,2003).

A estrutura genética da populacdo foi avaliada t@se na varidancia molecular
(AMOVA) utilizando o programa ARLEQUIN v3.1 (Excodi et al, 2006). O
procedimento da AMOVA baseia-se na analise de neiaadas frequéncias alélicas
tendo em conta o nimero de mutacdes entre hapofghistancia genética) ou a
frequéncia dos diferentes haplotipos. A matriz @éadcias euclidianas é testada tendo
em conta as variancias associadas aos diferentess e estrutura genética (entre
grupos, dentro de grupos e entre populacdes)aridia permutacées ndo parameétricas.
Estes componentes de co-variancia séo utilizados ealcular os correspondentes
indicesF de Wright (Wright, 1951)Fst entre popula¢des$;sc dentro dos grupos Fect
entre grupos (Excoffieet al, 1992). Para os dados em estudo foram estimados 0s
indices F e o0s respectivos niveis de significancia consiiadois niveis de
comparacao: um unico grupo (todas as ilhas) e gloigos (Barlavento e Sotavento)
que correspondem também a uma divisdo relacionada as principais correntes

oceanograficas.
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[I- RESULTADOS

O numero de individuos amostrados totaliza 208 cés@s variando entre um
minimo de 8 e um maximo de 30 por localidade n#disa® do arquipélago (Tabela 3).
Foram sequenciadas 115 amostras correspondentbsl@ é@xemplares por ilhas, a

excepcao de santa Luzia (7 individuos).

Do resultado da sequenciacdo obteve-se um alinliancem 548pb do gene
COXI, com 43 substituicbes (42 transicbes e 1 tenssio) e 6 locais
parcimoniosamente informativos. As frequéncias entdllicas médias obtidas revelam
elevadas percentagens de Timinas (42,0%), baibcemp@gem de Citosinas (15,5%) e
valores intermédios de Adeninas (22,6%) e Guanib@®%). Foram obtidos no total
39 haplotipos, estando os valores dos numeros plétipes, diversidades haplotipica e

diversidades nucleotidica representados na Tabela 3

Tabela 3— Parametros da diversidade genética. PIS = Igeaiimoniosamente informativos,
H = namero de haplotipo$, = diversidade haplotipica, = diversidade nucleotidica e d.p. =
desvio padréo.

Santo Sao Santa Sao . . .

Antio  Vicente  Luzia  Nicolau Sal Boavista Maio Santiago Total
Amostras 30 30 8 20 30 30 30 30 208
colectadas
Amostras 15 7 16 15 16 16 15 115
sequenciada
Sequéncias
Genbank ) ) ) 1 3 ) ) 4
N°delocais ) 6 4 4 10 12 13 11 43
variaveis
PIS 3 1 0 1 1 2 1 2 13
H 9 6 4 5 8 6 11 10 39
h 0,876 0,7048 0,7143 0,65 0,758 0,7018 0,875 0,8952 0,769
d.p. (+0,07) (#0,114) (+0,181) (¢0,108) (0,11) (+0,08) (0,081) (+0,07) (+0,037)
n (%) 0,348 0,198 0,209 0,141 0,248 0,312 0,333 0,309 0,266
d.p. (+0,085) (£0,052) (+0,076) (£0,033) (+0,061) (+0,132) (+0,064) (+0,058) (+0,032)

As ilhas de Santo Antdo, Maio e Santiago fazemepaot grupo de ilhas com
maior diversidade haplotipica e simultaneamente nwior diversidade nucleotidica.
As ilhas com menores diversidades haplotipica S@o: Nicolau, Sdo Vicente, Santa
luzia e Boavista, sendo que, a excepcao destaajltodas tem também baixos valores
de diversidade nucleotidica. Isto quer dizer quepnimeiro grupo, ndo sO6 ha mais

haplétipos, como estes sdo mais diferentes ents sio segundo grupo, ha mais

26



Resultados

haplotipos mais semelhantes entre si. Comparativandoavista tem um ndmero
baixo de haplétipos, mas estes sdo muito distumesios outros.

A rede de haplétipos construida apresenta umagroafido em estrela, com um
haplotipo central muito frequente e varios hapligipnais raros que diferem do alelo

central num méximo de oito mutacdes (Figura 19).

@ Boavista @ Maio © santo Antio @ Sal @ santa Luzia @ Sdo Nicolau O santiage () $a0 Vicente
Figura 19 - Rede de hapl6tipos obtida a partir das sequédeid@OX1 para as populacd®s
puniceusde Cabo Verde. Cada traco representa uma mutacaaaecor representa uma ilha. O
tamanho dos circulos é proporcional a frequénce fdapl6tipos e os haplétipos partilhados
estdo numerados.

A distribuicdo dos haplétipos por ilhas (anexo \tidencia o facto de, dos 39
haplotipos, somente 6 estarem presentes em todasagFigura 20) e os restantes séo

Unicos.
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Santo Antdo
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Figura 20 - Distribuicdo geografica dos haplétipos. Cada mpresenta um haplétipo. Os
haplétipos especificos de cada ilha foram agrupadaspresentados com a cor preta. O
tamanho dos circulos representa o numero de armmod&acada zona e os valores entre
paréntesis representam o numero de individuos@uéro o referido haplétipo.

Os haplétipos mais frequentes, H2 e H3, com 54 e skguéncias
respectivamente, estao presentes em todas asakwEptuando as ilhas de Santa Luzia
e Sal onde o H3 nao foi encontrado. A frequénciaalotipo H2 nas ilhas varia entre
33% (em Santiago e Santo Antdo) a 57% (llha deaSauttia). As ilhas de Santo Antéao
e Maio séo aquelas que tém mais haplétipos espexifo 7% e 64% respectivamente) e
Sdo Vicente Sao Nicolau as que menores percentagems(13%). As ilhas do

Sotavento cabo-verdiano, Santiago e Maio, partilbammesmo haplétipo H10.

A andlise da estrutura populacional, considerandag as ilhas como um unico
pool genético através de AMOVA, resultou nuist estatisticamente ndo diferente de

zero. Este resultado € idéntico, quer se tenhaosta @s frequéncias haplotipicas ou a
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distancia genética entre haplotipos. Mesmo assinte$tado ao nivel de organizagéo,
considerando dois grupos, Sotavento-Barlaventovammacdes (com a ilha de Boavista
sendo incluida no grupo Sotavento, no grupo Banlk@veu excluida) ou ainda 3 grupos
com Boavista formando um grupo sozinho. Nenhumaageanalises resultaram num
indice deFst positivo e os valores deé foram sempre maiores que 0,69. Daqui se
podera concluir que néo existe qualquer associagtiie a distribuicdo dos haplétipos e

a geografia.

O teste neutralidade (Tajima, 1989) para o total das sequéncias, @sultim
valor negativo e estatisticamente significath® € -2.54; P <0,001). O teste R2
(Ramos-Onsins & Rozas, 2002) resultou num valoitipostambém estatisticamente

significativo para o total das sequéncias (R2 2@0P=0,002).

A Figura 21 mostra o grafico daismatch analysipara o total de sequéncias,
com os valores observados e os simulados segundaimmmuicdo ou aumento brusco
do efectivo populacional e de populacédo constdegrafico € evidente a distribuicao
unimodal das frequéncias nucleotidicas, evidénagasgyporta uma demografia historica
associada a fendmenos de diminuicdo ou aumentoddasefectivo populacional.

0.45 1
0.40 -
0.35 -
0.30 1

0.25 1

Frequéncia

0.20 1

0.15 1

0.10 1

0.05 1

0.00

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Numero de diferencas

®  Observadas -=====- Modelo de populacio constante Modelo de efeito de gargalo ou expansio

Figura 21 — Distribuicdo das frequéncias nucleotidicas gudres de sequéncias.

29



Discussdo

lll - DISCUSSAO
Andlise da variabilidade genética dé3. puniceusno arquipélago de Cabo Verde

A existéncia do haplotipo H2 presente em mais dé 88s amostras analisadas
(Figura 19), converte-o no mais provavel ancestrghartir do qual se originaram os
restantes 38 haplétipos. Segundo Templetioal. (1995) os haploétipos de distribuicéo
geografica ampla e que estdo localizadas no inteldorede de haplétipos, seriam
haplétipos de origem mais antiga, enquanto hapstiestritos, que estdo localizados
nas extremidades da rede, teriam uma origem maisnt@ De acordo com o0s
resultados obtidos no presente trabalho, a rededitipos nesse caso pode ser mais
informativa do que uma construgéo filogenética, @mmao se consiga demonstrar

qualquer relacao entre a variabilidade genéticaaaistribuicdo geografica.

O grande numero de haplotipos Unicos com poucasgdes em relacdo ao
haplotipo central traduz-se num valor de diversiddadcleotidica muito reduzido e de
diversidade haplotipica grande. Esta relagcdo é alamente consequéncia de uma
expansdo rapida da populacdo a partir de uma prmulmicial reduzida (Grant &
Bowen, 1998). Os indices de neutralidade, D* e ¢®2) valores negativos ou muito
perto de zero, respectivamente, mas ambos estatstnte significativos, apoiam a
hipotese de a populagéo se encontrar em expans@gddica. E o resultado grafico da
mismatch analysjcom uma forma unimodadugere também que os dados se adaptam
também ao modelo diminuicdo ou aumento brusco ectied populacional (Rogeset
al., 1996).

Influéncia do desenvolvimento larvar na disperséo e B. puniceusno arquipélago
de Cabo Verde

A inexisténcia de diferencas significativas na &acia genética dos individuos
amostrados nas oito ilhas (valores nulog-dg sugere a existéncia de fluxo genético
extenso ao longo de todo o arquipélago de CaboeVekdduracdo da fase larvar
planctotréfica deB. puniceusaté 40 dias de permanéncia na coluna de aguagReld
Moore, 1983; Campos & Ramorino, 1980) parece shcisnte para manter o fluxo

genético entre ilhas. E previsivel que organismos dases larvares relativamente
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extensas, como é o caso do grupo em estudo, afesema grande capacidade de
dispersao e fluxo genético o que se traduziria agéracia de estrutura genética. No
entanto, descreveram-se recentemente casos deesspecinhas com uma longa fase
pelagica com elevado potencial de dispersdo madi&nibuicdes restritas em resultado
de um conjunto de mecanismos que englobam por daeetpncao larvar determinada
por condi¢cdes oceanograficas ou comportamentalgr{iBg 2003; Taylor, 2003).

Efeito das correntes na dispersao dB. puniceusno arquipélago de Cabo Verde

A corrente das Canérias e a Contracorrente Eqahibeveriam exercer uma
influéncia de modo provocar uma separacao das pcpes dd3. puniceudocalizadas
nas ilhas a Barlavento (Santo Antdo, S. Vicentgé, Santa Luzia, e Sao Nicolau) e as
mais a Sul (Boavista, Maio, Santiago, Fogo) do ig&dago. Isto considerando que esta
espécie apresenta uma fase larvar que lhe perigfierdar passivamente por accao das
correntes marinhas. Esta separagcdo nestes doissgfap observada no estudo de
Medinaet al (2008) realizado em peixes de recife da espgéephalopolis taeniopso
qual se observou a existéncia de dois fenoétipagatifes correspondentes a cada um
dos grupos. Este trabalho ndo analisou geneticanosngrupos alvos. No entanto, do
ponto de vista oceanografico, esse isolamento é@sna@rentuado durante a estagéo fria
(Dezembro a Abril) do que na estacdo quente (Mdimeembro). O hidrodinamismo
em volta das ilhas na estacéo fria implica um awonda conectividade entre estas e
consequente aumento da dispersao larvar. As espémie fases de vida larvar longas,
como € o0 caso ddB. puniceus sdo as mais influenciadas por essas variagbes

oceanograficas (Mediret al, 2007) podendo favorecer um assentamento aleatério

A auséncia de qualquer diferenciacdo genética opsalgcdes dd3. puniceus
das ilhas do Barlavento e do Sotavento é um rekuliaesperado sugerindo que o
efeito das correntes das Canarias e Contracoriemqatorial ndo é suficientemente
forte para provocar a disjuncao dos dois gruposerdgéo, nao foi detectado com este
marcador mitocondrial. Outra explicacdo a ter emmsmieracdo relativamente a
auséncia de diferencas significativas entre gr#pasfacto da confluéncia das duas
correntes poder criar “giros” em volta das ilhase(iha et al., 2007) o que provocaria

uma mistura aleatéria das larvas provenienteshds iliferentes.
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E igualmente possivel que, pelo facto da expaneétaaspécie no arquipélago
ser recente, ndo tenha decorrido ainda tempo enfecipara aumentar a divergéncia
genética entre populacdes. A utilizacdo de oujpo tle marcadores mais variaveis
como por exemplo microsatélites, ou AFLP's (ametifi fragment length
polymorphism), podera fornecer indicacdes mais losivas sobre o efeito real das

correntes na dispersao destes organismos.

Relacdo entre morfotipos e haplotipos dB. puniceus

Verificou-se que os exemplares Be puniceusapresentam dois morfotipos: as
formas claras e as escuras. Os exemplares maigsncontram-se nas zonas mais
expostas ao sol, onde as rochas sdo igualmenteagsau que poderia sugerir a
existéncia de algum tipo de mimetismo em respastatague de eventuais predadores.
Poder-se-ia portanto esperar a existéncia de $selgogsitiva sobre a cor escura e a
ocorréncia de uma relacao entre cor da conchaaplotipo correspondente. As formas
mais claras ocorrem em zonas mais abrigadas dtidalenomeadamente em pocas de
maré, rochas coralinas, enclaves e onde as roéuwasggalmente mais claras, nao
estando tdo susceptiveis a predacdo. A ocorréreialel/ada divergéncia genética
mantida por selec¢cédo natural sobre o tamanho essspeda concha foi registada em
gastropodes marinhos do génertiorina que ocorrem nas zonas superior e inferior do
intertidal (Rolan-Alvarezt al.,2004). No presente estudo, néo foi encontrada gealq
relacdo entre cor do exemplar e haplétipo, 0 ggersuque podera apenas tratar-se de

um polimorfismo.
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Conclusbes

CONCLUSOES

Este estudo com uma cobertura geografica amplarqoipglago de Cabo Verde

permitiu evidenciar a conectividade existente en&® ilhas do arquipélago,

relativamente 8. puniceusOs resultados indicam que:

Existe uma elevada variabilidade haplotipica (6%B% baixa variabilidade
nucleotidica (0.14-0.35%) nas popula¢cde8dpuniceusno arquipélago de Cabo
Verde;

N&o foi encontrada nenhuma relagéo directa endlistabuicdo e frequéncia dos
haplétipos e a geografia. Nao se encontraram difase significativas na

variabilidade genética entre pares de ilhas e agimgpamentos de ilhas;

Os indices de diversidade, os testes de neutralidaddistribuicdo em estrela dos
haplétipos sugerem que a populacdo sofreu uma sfipaapida e provavelmente

recente.

O desenvolvimento planctotréfico das larvas e optende permanéncia no
plancton constitui um veiculo para a dispersdospe@e, o que pode manter o
fluxo genético entre populagbes, impedindo a difeisgdo genética entre as

ilhas;

Ndo se registou um efeito visivel da accdo da @terelas Canérias e da

Contracorrente Equatorial sobre a dispersé@B.griniceuso arquipélago

Na foi demonstrada nenhuma relagéo entre morfogguaplotipos.
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Anexos

ANEXOS
Anexo 1 Tabela das frequéncias dos haplétipos obtidos Bapuniceusem todas as

ilhas.

Ilhas Total de

Boavista Maio Santo Sal Santa  Séo Santiado Sao individuos com
9 Vicente mesmo haplétipo

Haplotipo
Antao Luzia Nicolau

H1 1 1 2
H2 6 5 8 4 9 5 8 54
H3
H4
H5
H6
H7
H8
H9
H 10
H11
H12
H13
H14
H 15
H 16
H17
H 18
H19
H 20
H21
H 22
H 23
H 24
H 25
H 26
H 27
H 28 1
H 29 1
H 30 1
H31 1
H 32 1
H 33
H 34
H 35
H 36
H 37
H 38 1
H 39 1
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Anexos

Anexo 2-Solucdes necessarias ao processo de extracgdaNipor extracgdo salina:

Acetato de potassio

* 5 M de acetato de potassio (60 ml)
* 11.5 ml de &cido acético Glacial
» 28.5 ml HO ultra pura

Obs: Misturar tudo e manter a temperatura ambientee€uRado da solucéo é
3M referente ao Potassio e 5M referente ao Acetato.

Acetato de Sddio 3M, pH: 6.8

» 408.1 g de Acetato de Sodio.ZM
* 800 ml HO ultra pura

Obs: Ajustar o pH da solugéo a 6.8 com acido acétiegcigl e adicionar agua
ate atingir os 1000ml.

Agarose 1% (Eletroforese)

» 10g agarose em po
e 990 ml TAE 1X

Obs: Agitar no agitador magnético por algumas horasygperaturas superiores
a 60 °C até que o pelet se dissolva. Manter a tertysas acima de 50 °C.

Brometo de Etidio 10mg/ml (para Eletroforese)

* 1 gde Brometo de etidio
e 100 ml HO ultra pura

Obs: Agitar no Agitador magnético por algumas horas @ié o pelet se
dissolva. Cobrir o recipiente com papel e manten facal escuro a 4 °C.

EDTA10 mM (pH 8)

* 4,65g de Dissodium ethilenediaminetetracetatg®@HEDTA)
e 1000 ml HO ultra pura

Obs: Misturar vigorosamente com o agitador magnétigastar o pH a 8 com
NaOH (~0.5g de NaOH em sal). Fazer aliquotas, &autac e manter
temperatura ambiente.
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SDS 10%

» 100g de Dodecil sulfato de sédio (SDS)
e 900ml HO ultra pura

Obs: Misturar vigorosamente no agitador magnético gptatura de 68°C até
a dissolucdo completa. Ajustar o volume a 1000 arh d,O e manter a
temperatura ambiente.

Tampé&o Extraccao

e 10 mM Tris, pH 8
e 1 mM EDTA, pH 8
* 0,1% SDS

Obs: Misturar tudo e manter a temperatura ambiente.

TAE 50X (solucdo de Stock)

» 2429 de Tris Base (2-Amino-2-hydroxymethyl-propdn@-diol)
« 57.1 ml de Acido acético glacial
* 100 ml de 0.5 M EDTA (pH8)

Obs: Ajustar o volume final a 1000 ml comy® e manter a temperatura de 4°C.

TAE 1X (Concentracdo de trabalho na eletroforese)

e 20 ml TAE 50X
* 980 ml HO ultra pura

Obs: Manter a temperatura de 4°C.

Tris 10 mM (pH 8)

» 1.369 de Tris base (2-Amino-2-hydroxymethyl-proparizdiol)
* 800 ml HO ultra pura
e 42 ml HCI

Obs: ajustar a 1000 ml com;B ultra pura, autoclavar e manter a temperatura
ambiente.
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